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RESUMEN

El fruto de nombre cientifico Vaccinium leucanthum, mejor conocido como “Cahuiche”,
crece de manera silvestre en el Estado de Hidalgo México. Los frutos del género Vaccinium
han sido investigados por los beneficios a la salud que se le han atribuido, donde se han
identificado compuestos empleados en el tratamiento y prevencién de algunas enfermedades
como: diabetes, hipertension, enfermedades neurodegenerativas, cancer, entre otras. El
objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad antibacteriana, anti-inflamatoria y
antioxidante del extracto hidroalcohélico del cahuiche y sus fracciones obtenidas por
acetonitrilo. Para ello, se prepararon dos extractos hidroalcoholicos a diferentes
concentraciones, 60% para el fruto y 30% para la hoja, del primer extracto se obtuvieron dos
fracciones con acetonitrilo; los cuales se evaluaron en un bioensayo in vitro en bacterias
ATTC, y uno in vivo ratones CD1. Ademas, se evalud la capacidad antioxidante de los
extractos utilizando los radicales DPPH- y ABTS™. Como resultados se obtuvieron que
ambos extractos presentaron actividad antioxidante, teniendo un mejor resultado para

ABTS™ el extracto de la fruta con un 160.70 +0.30 mg ET/ g de extracto ; mientras que el

extracto de la hoja fue mas activo sobre DPPH- con un 136.58 +0.20 mg ET/g de extracto.
Con respecto a la actividad antibacteriana se las muestras fueron activas contra 4 de las 6
bacterias evaluadas, entre las que se encuentra Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa ambas bacterias enlistadas como prioritarias paras las que se necesitan
urgentemente nuevos antibioticos de acuerdo a la OMS. Finalmente, el extracto integro del
fruto presenté una actividad antiinflamatoria importante, con una inhibicion de la
inflamacion en la oreja de raton de un 60.17%. Como conclusion el extracto de cahuiche
tiene actividad antimicrobiana, antiinflamatoria y antioxidante, este efecto es posible a la

cantidad de compuestos fenélicos encontrados en el fruto.

Palabras clave: Vaccinium leucanthum, Cahuiche, extracto hidroalcohdlico, actividad

antibacteriana, antiinflamatoria, antioxidante.
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ABSTRACT

The fruit with the scientific name Vaccinium leucanthum, better known as "Cahuiche”, grows
wild in the State of Hidalgo, Mexico. The fruits of the Vaccinium genus have been
investigated for the health benefits that have been attributed to them, where compounds used
in the treatment and prevention of some diseases such as: diabetes, hypertension,
neurodegenerative diseases, cancer, among others, have been identified. The objective of this
work was to evaluate the antibacterial, anti-inflammatory and antioxidant capacity of the
hydroalcoholic extract and fractions obtained by acetonitrile from cahuiche. For this, two
hydroalcoholic extracts were prepared at different concentrations, 60% for the fruit and 30%
for the leaf. Two fractions with acetonitrile were obtained from the first extract, which were
evaluated in an in vitro bioassay in ATTC bacteria and one in vivo CD1 mice. In addition,
the antioxidant capacity of the extracts was evaluated using DPPH radicals. and ABTS™. As
results, it was obtained that both extracts presented antioxidant activity, having a better result
for ABTS the fruit extract with 160.70 +0.30 mg TE/g of extract; while the leaf extract was
more active on DPPH. with a 136.58 +0.20 mg ET/g of extract. Regarding antibacterial
activity, the samples were active against 4 of the 6 bacteria evaluated, including
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa, both bacteria listed as priorities for
which new antibiotics are urgently needed according to the WHO. Finally, the whole extract
of the fruit presented an important anti-inflammatory activity, with an inhibition of
inflammation in the mouse ear of 60.17%. In conclusion, the cahuiche extract has
antimicrobial, anti-inflammatory and antioxidant activity, this effect is possible due to

thephenolic compounds found in the fruit.

Keywords: Vaccinium leucanthum, Cahuiche, hydroalcoholic extract, antibacterial, anti-

inflammatory, antioxidant activity.

LN. IZANAMI HERNANDEZ GONZALEZ QQG



I.INTRODUCCION

El cahuiche (Vaccinim leucanthum), pertenece a la familia Ericaceae, es un fruto de origen silvestre
consumido localmente en fresco o seco y se utiliza para preparar conservas, atoles, dulces,
jaleas, mermeladas, pastel, vino y agua fresca, presenta un sabor agridulce parecido al del
ardndano rojo. La produccion de este fruto llega a ser 1-1.5 toneladas por afio. Productores
locales mencionan que este valor depende del temporal. Sanchez-Franco y colaboradores
reportaron en 2019, que el fruto contiene un alto contenido de hidratos de carbono, siendo un
32.56% fibra del total de hidratos de carbono, en comparacién con otros frutos rojos.
Ademas, el autor menciona que el cahuiche tiene un alto contenido de vitamina C en
comparacion con la fresa y su contenido de fenoles totales es similar o mayor a lo reportado

en otros frutos frescos como la mora azul, zarzamora y fresa.

En otro orden de ideas, el centro para el control de las enfermedades (CDC), reportd que en
el afo 2021 aproximadamente 48 millones de personas contraen enfermedades trasmitidas
por alimentos, de las cuales 128 mil son hospitalizadas y se contabiliza un nimero de decesos
de aproximadamente 3000 individuos. Tales enfermedades son producidas por alimentos
contaminados por microorganismos (Flores & Herrera, 2005), siendo consideradas como un
problema de salud puablica, debido a que su prevalencia estd en aumento por el uso
indiscriminado de antimicrobianos, generando una resistencia a dichos productos y
conllevando complicaciones como el aumento en el periodo de hospitalizacion y el costo que
este adquiere por el tiempo y tratamiento de estas enfermedades (Uriol & Espinoza, 2021).
Las enfermedades mas comunes de origen bacteriano son causadas por algunas cepas de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli, encontrandose dentro

de la lista de patégenos prioritarios publicada por la OMS.

Al referirnos a una intoxicacion alimentaria de origen bacteriano se hace referencia a la
presencia de toxinas producidas por estos microorganismos, a la entrada de bacterias al
cuerpo por la ingestion de alimentos contaminados y a la reaccion que estas producen en el
ser humano; por ejemplo, la inflamacion de la mucosa del tracto gastrointestinal causada por
la enterotoxina producida por Staphylococcus aureus la cual es una de las intoxicaciones

con mayor frecuencia dentro de estas patologias.
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El proceso inflamatorio ocurre como una respuesta a una lesion tisular ocasionada por
bacterias, sustancias quimicas, traumatismo, calor u otro fenomeno (Guyton et al., 1971).Esta
acompafiada de manifestaciones o sintomas (calor, rubor, dolor, edema) que varian
dependiendo del area en el que se desarrolla y del agente que lo ocasiona; ademas evita que
las sustancias dafinas se extiendan a los 6rganos cercanos (Fernandez-Tresguerres et al.,
2009).

En estos procesos inflamatorio se producen especies reactivas del oxigeno y radicales libres
que son contrarrestados por sustancias antioxidantes producidas por el cuerpo humano; sin
embargo, cuando la cantidad de estos productos sobrepasa la actividad antioxidante se genera
una condicidn conocida como estrés oxidativo. Hoy en dia, las investigaciones que relacionan
a la inflamacion con el desarrollo de las enfermedades metabdlicas y sus complicaciones
como lo es la obesidad, la diabetes, la hipertension, enfermedades neurodegenerativas y
cancer, entre otras (Leodn et al 2015); las cuales se centran en un proceso inflamatorio
sistémico cronico de bajo grado (Gonzélez et al., 2011) ocasionado por el estrés oxidativo
(Sanchez & Méndez, 2018).

Por otra parte, el beneficio que aporta el consumo de productos de origen vegetal, parece
estar relacionado con los metabolitos secundarios (Leyton & Majana, 2017) de las plantas
conocidas como sustancias bioactivas, también se denominan fitoquimicos o fitonutrientes,

gue pueden llegar a prevenir algunos padecimientos.

Los metabolitos secundarios son sustancias desarrolladas por las plantas como medio para
adaptacion a su entorno, defensa para heridas, invasién por insectos y microorganismos
patdgenos; algunas de estas sustancias son enzimas que dafian la pared de los
microorganismos o poseen la capacidad de inactivar algunas de las toxinas producidas por

los mismo y actividad antioxidante (Jiménez a et al., 2003).

Existe una relacion muy estrecha entre el contenido de fenoles, actividad antibacteriana
antiinflamatoria y antioxidante de estos productos naturales, los antioxidantes son
responsables de mecanismo de defensa del organismo contra patologias asociadas a dafio por

radicales libres (Moharram et al., 2014).
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Por lo anterior, el objetivo del trabajo fue evaluar las actividades antibacterianas, anti-
inflamatorias y antioxidantes de los extractos hidroalcohdlicos de Vaccinium leucanthum
(cahuiche) utilizando pruebas in vitro e in vivo para conocer los efectos de sus metabolitos
bioactivos y de esta manera otorgar un mayor valor agregado al consumo y utilizacion del

fruto.

0
%
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Il. MARCO TEORICO

2.1 Uso de productos naturales

El uso de productos naturales con fines medicinales proviene desde mucho tiempo atras, se
remonta a 400 afios a. C. con la civilizacion sumeria. Se tiene registro de que Hipocrates
conocido como el padre de la medicina, utiliz6 aproximadamente 400 plantas para uso

medicinal.

Las sustancias de origen natural han tenido una gran importancia en la medicina tradicional
antigua como lo es en la cultura china, hindu y egipcia las cuales son usadas en la actualidad.
De acuerdo con lo reportado por la OMS aproximadamente un 75% de la poblacion utilizan

la medicina tradicional para la resolucion de enfermedades en todo el mundo (Gray, 2006).

Los avances en la produccion de medicamentos en la actualidad han ido en aumento, las
plantas medicinales siguen teniendo una gran importancia y aporte en la produccion de los
mismo. Se han utilizado las plantas medicinales para la generacion de los farmacos como es
el caso de la aspirina la cual se obtiene de la corteza del Sauce y el vinca menor para el

tratamiento del cancer (Hoogesteger, 1994).

2.1.1 Plantas medicinales en México

El uso de plantas medicinales en México forma parte de la historia y la cultura. Se utilizan
diferentes partes de la planta como el tallo o la raiz, pero las mas frecuentes son las hojas y
las flores; esto depende del padecimiento a tratar o de la preparacion, pueden ser consumidas
de manera directa, en infusiones o en homeopatia (Guzman et al., 2017). Desde tiempos
prehispanicos las plantas se utilizaban para combatir enfermedades debido a las cualidades
especiales contenidas en ellas. Su utilizacion comenz6 con la experimentacion de diversas
plantas las cuales no solo ofrecian aromas, sabores a los alimentos, sino que también
aliviaban el dolor y curaban enfermedades. Hasta el siglo XIX las plantas junto con algunos

productos minerales y de origen animal eran empleados como medicamentos por los seres
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humanos en los paises occidentales y en numerosas zonas del mundo adn sigue siendo de

esta manera (Juarez et al., 2013).

2.1.2 Frutas y sustancias bioactivas

El beneficio que aporta el consumo de productos de origen vegetal entre los que encontramos
a las frutas, parece estar relacionado con los metabolitos secundarios de las plantas conocidas
como sustancias bioactivas, fitoquimicos o fitonutrientes, que pueden llegar a prevenir o

coadyuvar en el tratamiento de algunos padecimientos (Leyton & Majana, 2017).

La herencia y el medio ambiente son agentes que regulan los procesos y las condiciones
internas de las plantas repercutiendo en su crecimiento y desarrollo afectando su forma,
tamafio y funcionamiento (Lira, 2010). Los metabolitos secundarios son sustancias
desarrolladas por las plantas como adaptacién a su entorno,defensa para heridas, invasién por

insectos y microorganismos patogenos(Jimenez et al., 2003).

Se pueden distinguir en el reino vegetal 4 grupos de compuestos bioactivos: a) las sustancias
nitrogenadas, b) las azufradas, c) las terpénicas y finalmente d) las fendlicas, siendo los
Gltimos dos grupos donde se encuentran la mayoria de los fitoquimicos presentes en las frutas
(Martinez et al., 2008).

Algunos de los colores de los frutos estan asociados como es el caso de los colores verdes de
la clorofila, los amarillos-naranjas-rojos con los carotenoides para las antocianinas los

colores rojo-azul-morado y para las betalainas el color rojo (Rodriguez, 2016).

2.1.2.1 Sustancias nitrogenadas
Las biomoléculas nitrogenadas suelen ser muy activas, un ejemplo de ellas es la lectina que
encontramos en la pulpa y cascara de diversos frutos. La aglutinina (MIA) es una lecitina

encontrada y caracterizada de la Mangifera indica a la cual se le ha encontrado capacidad

hipoglucemiante por presentar un efecto inhibitorio de la a-amilasa (Ortiz et al., 2013).
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2.1.2.2 Sustancias azufradas

Estos compuestos existen de forma natural en muchos alimentos de origen vegetal, muchos
de ellos se han considerado como aditivos alimentarios seguros. Entre los compuestos
azufrados podemos encontrar a la alicina y aliina. El ajo y otras especies de genero Allium
han sido fuente rica de estos compuestos y han sido estudiados por su efecto anticancerigeno
(Ortiz et al., 2013).

2.1.2.2.1 Isotiocianatos

Los isotiocianatos se encuentran en muchos vegetales cruciferos y son responsables del sabor
caracteristico de ciertos vegetales de este género, entre estos vegetales encontramos la col
(Brassica oleracea) y los berros (Nasturtium officinale); se han encontrado que isotiocinatos
aislados de estos vegetales poseen efecto quimiopreventivo contra el cancer de pulmon,

esofago, de glandulas mamarias, vesicula biliar, higado y colon en ratas (Ortiz et al., 2013).

2.1.2.2.2 Glucosinolatos

Los glucosinolatos provienen de la familia de las cruciferas su término hace referencia a
fraccion de glucdsido y un grupo sulfato (Rincdn, 2014). Otorganel sabor caracteristico de la
mostaza, los rabanos, coles y otros vegetales, y cuando estas verduras se cortan o trituran se
liberan estas sustancias los isotiocianatos, tiocianatos e indoles a los cuales se les atribuye

capacidad antibacteriana y anticancerigena (Ortiz et al., 2013).

Los glucosinolatos son sustancias liposolubles por lo que el consumo de aceites aromaticos
del rédbano (Raphanus sativus) y los berros (Nasturtium officinale) son efectivos en la

inflamacion de vejiga y la tos (Ortiz et al., 2013).

2.1.2.3 Terpenos
Los terpenos junto con los terpenoides forman parte de un grupo de metabolitos secundarios
conformadas por 5 atomos de carbono o unidades de isopreno. Funcionan como

antioxidantes, protegen a la sangre, a los lipidos contra el efecto de los radicales libres; que
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previenen la aparicion de cancer como el de las glandulas mamarias, pulmoén, colon,
estomago, prostata e higado (Chasquibol et al., 2003); asi como también actividad
antiinflamatoria, antimicrobiana, antiviral, y como antidoto en el envenenamiento producido
por el consumo de hongos venenosos del género Amanita (Lopez Carreras et al., 2012).

Los terpenos se pueden dividir en: a) monoterpenos, b) diterpenos y c) tetraterpenos (Ortiz

etal., 2013).
2.1.2.3.1 Monoterpenos

Dentro del grupo de los monoterpenos encontramos a el limoneno, carvona, carveol, mentol,
alcohol perillil y geraniol, los cuales presenta propiedades, expectorantes, antiinflamatorias,
antimicoticobacterianas (Torrenegra et al., 2019) vy anticancerigena y pueden generar
regresiones tumorales en piel, melanomas, mama, pulmén, estomago, pancreas, colon y
leucemias (Ortiz et al., 2013).

2.1.2.3.2 Diterpenos

En el grupo de los diterpenos tenemos a los retinoides como la luteina, el licopeno y el todo-
trans-retinol o vitamina A, que han mostrado tener un efecto importante anticancerigeno,
antibacteriana, antiparasitaria, antibacteriana, antiinflamatoria, anticonceptiva, antioxidante
entre otras (Nufiez, 2018).Asimismo, estas moléculas han demostrado importantes efectos
anticancerigenos; por ejemplo, la vitamina A sobre cancer de la cavidad oral, piel, mama,
préstata, vejiga, higado y pancreas en modelos animales; la luteina sobre cancer de colon y
en estudios in vitro se reportdé que la incorporacion de licopeno disminuyo la apoptosis

generada por etanol y el riesgo de cancer en el pulmon, estbmago y prostata.

Ademas, los carotenoides han resultado ser efectivos contra radicales libres y al ser

conjuntados con los tocoferoles esta capacidad se ha visto aumentada (Ortiz et al., 2013).

2.1.2.3.3 Tetraterpenoides

Estos compuestos los podemos encontrar distribuidos en la naturaleza como la astaxantina;

encargados de darle coloracidn a las plantas, hortalizas y alimentos, asi como a los camarones
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y la yema de huevo, y su espectro de colores va de amarillo al rojo. Son considerados
pigmentos complementarios de la fotosintesis, presentan su maximo de absorcién en el
ultravioleta y azul, algunos de ellos son precursores de la vitamina A. Entre los

tetraterpenoides encontramos al 3-caroteno (Lorena & Juliano, 2017).

2.1.2.4 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos han sido los mas estudiados, se les ha atribuido actividad
antioxidante, antimicrobiana, anticancerigena, antiinflamatoria entre otras(Martin, 2018). Se
encuentran mayormente presentes en frutos y verduras. La mayoria de los compuestos
fendlicos derivan de la fenilalanina, son obtenidos por la ruta metabolica del acido
shiquimico (Pérez & Avalos, 2009).

Estos compuestos se encargan de proteger a la planta contra los procesos oxidativos y lo
llevan a cabo de igual manera en el cuerpo humano. Otorgan los colores azul, rojo y violeta
de ciertas variedades de cerezas y uvas y el color pdrpura de la berenjena. Su principal
caracteristica es su habilidad para bloquear la funcion de ciertas enzimas que causan
inflamacion, también inhiben los carcindgenos y como consecuencia bloguean la iniciacion
de procesos de carcinogénesis. También son antioxidantes, atrapando a los radicales libres y

evitan que estos dafien al ADN (Chasquibol et al., 2003).

Se encuentran clasificados en cuatro familias de acuerdo al nimero de anillos fendlicos y de
los elementos estructurales unidos a esos anillos: a) flavonoides, b) acidos fendlicos, c)

estilbenos y d) lignanos (Ortiz et al., 2013).

2.1.2.4.1 Flavonoides

Los flavonoides son los compuestos fendlicos mas abundantes, estan formados por derivados
del &cido acético y la fenilalanina, son de bajo peso molecular, presentan mas de 5000
estructuras diferentes (Ortiz et al., 2013). Las variaciones estructurales en los anillos dan
lugar a 6 subgrupos: a) flavonoles, b) flavonas, c) flavanonas, d) isoflavonas, €) flavanoles

(catequinas y proantocianidinas) y f) antocianidinas (Ortiz et al., 2013).
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Aquellos flavonoides que tienen un gran numero de grupos hidroxilo o azlcares se
consideran como compuestos polares y son moderadamente solubles en metanol, etanol,

acetona y agua (Cartaya & Reynaldo, 2001).

Dentro de sus actividades bioldgicas se encuentran su accion contra las alergias, radicales
libres, inflamacién, hepatotoxicidad, aglomeracion de plaquetas, Ulceras, virus y tumores
(Chasquibol et al. 2003). Son utilizados para el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares y prevenir algunos tipos de cancer por la capacidad que tienen de neutralizar
a las especies reactivas del oxigeno (ROS) ya sea atrapandolas o evitando que se propaguen
las reacciones quimicas que producen radicales libres (Ortiz et al., 2013).

2.1.2.4.1.1 Flavonoles

Los flavonoles son capaces de neutralizar a las especies reactivas del oxigeno, estan presentes
en las, frutas, hortalizas, legumbres y especias como la uva, el mango, las fresas, cebolla, etc.
(Valenzuela, 2002). Ejemplo de estos compuestos son rutina, quercetina y kaempferol
(Cartaya & Reynaldo, 2001).

2.1.2.4.1.2 Flavonas

Las flavonas junto con los flavonoles son los flavonoides mas comunes, se encuentran en los
pigmentos amarillos de las plantas, son de naturaleza lipofilica, ejemplos de ellos tenemos a
la tangeritina, luteolina y apigenina, que presentan una actividad antifingica (Cartaya &
Reynaldo, 2001).

2.1.2.4.1.3 Flavanonas

Las flavanonas se encuentran en menor cantidad en la naturaleza, carecen de color o poseen
un color amarillo muy ligero, son de naturaleza lipofilica. Dentro de sus glucésidos se
encuentra la hesperidina y naringina presente en la cascara de las frutas citricas. Son solubles

en solventes no polares como ésteres y cloroformo (Cartaya & Reynaldo, 2001).
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2.1.2.4.1.4 Isoflavonas

Las isoflavonas provienen de las leguminosas, principalmente de la soya, su funcién
bioldgica esta relacionada con el bloqueo de enzimas que se utilizan para el crecimiento de
los tumores, ademas algunas pueden actuar hormonas. Como ejemplo de isoflavonas
provenientes de la soya tenemos a la genisteina y la daizeina, las cuales son conocidas como
fitoestrogenos, esto quiere decir que acttan de manera similar como lo hace el estrégeno pero
con menos potencia (Chasquibol et al., 2003). Son solubles en solventes no polares, de

naturaleza lipofilica.

2.1.2.4.1.5 Flavanoles (catequinas y proantocianidinas)

Como la epicatequina presente en el cacao, los flavanoles parecen presentar actividad
antidiabética, mediante la modulacion del metabolismo de la glucosa y de los lipidos en las
células del higado mejorando la sensibilidad a la insulina y la tolerancia a la glucosa
(Cordero, 2015).

2.1.2.4.1.6 Antocianinas

Las antocianinas son glucidos de las antocianidinas, ademés son hidrosolubles, responsables
del color en el reino vegetal, principalmente rojo, naranja azul y morado perceptible por el
0jo humano (Melquiades et al., 2020). Su estructura quimica basica consiste en el ion flavilio
(que generalmente acta como un catién) formado por dos grupos aromaticos separados por
un oxigeno: un benzopirilio y un anillo fendlico (figura 1). El nivel de hidroxilacion y
metilacion en el anillo fendlico determinan el tipo de antocianidina. Se han descrito 12
antocianidinas de las cuales la cianidina, malvidina, petunidina, pelargonidina, peonidina y

delfidina son las que se encuentra comunmente en las plantas (Aguilera et al., 2011).

Las antocianinas, asi como sus derivados, presentan beneficios a la salud humana entre las
que se encuentran actividad antioxidante, anticancerigena, efecto protector contra
enfermedades degenerativas como la obesidad, diabetes y neurolégicas. Ademas, se ha
demostrado que captan radicales libres que se encuentran en los fluidos de los tejidos y puede
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beneficiar ampliamente a los deportistas debido a que durante el ejercicio se producen gran
cantidad de radicales libres (Chasquibol et al., 2003).

Malvidina Cianidina Peonidina

Figura 1. Estructura de algunas antocianinas. Modificado de Espino, 2014

2.1.2.4.2 Acidos fenolicos

Los acidos fendlicos son parte de los compuestos fenolicos, presentan un anillo bencénico,
un grupo carboxilo y uno o mas grupos hidroxilo y/o metoxilo lo que le provee del efecto

antioxidante, siendo la union mas frecuente la del &cido cafeico (figura 2) (Soares, 2002).
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Figura 2. Estructura del acido ferulico, cafeico y clorogénico, modificado de Mufioz, 2007
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2.1.2.4.3 Estilbenos

Los estilbenos estan presentes en varias plantas y frutas como los cacahuates (Arachis
hypogaea), las moras (Morus spp.), los arandanos (Vaccinium spp.); siendo proporcion su
mayor en la uva (Vitaceae) y el vino tinto (Gongalves, 2013). El resveratrol también se
encuentra en algunos arboles como el eucalipto (Eucalyptus), el abeto (Abies alba) y plantas

con flor del género (Veratrum).

Las propiedades in vitro del resveratrol han sido ampliamente estudiadas y de las cuales
destacan su actividad anticancerigena, antiagregante plaquetario, antiinflamatoria,

antialérgico, entre otras (Gambini et al., 2013).

2.1.2.4.4 Lignanos

Los lignanos, son biosintetizados a traves de la ruta del acido shiquimico, tienen una leve
actividad estrogénica similar a los fitoestrogenos y evitan el crecimiento de tumores, estan

presente en muchas frutas y verduras (Chasquibol et al., 2003).

2.2. Bayas en México

Una alimentacion rica en frutas y hortalizas ayuda a la prevencion y al tratamiento de algunos
padecimientos como las enfermedades cronico no transmisibles, este efecto positivo esta
relacionado con los compuestos bioactivos entre los que encontramos a los fenoles capaces

de prevenir o hacer mas lento el proceso oxidativo presente en numerosas patologias

Existen diferentes compuestos fendlicos en las bayas en inglés “berries”, frutos del bosque o
simplemente frutillas, que han mostrado tener actividad antioxidante y las han colocado en

la lista de los alimentos funcionales llamados super frutos.

Dentro de los trabajos realizados para conocer estos beneficios se han llevado a cabo
comparaciones entre variaciones de bayas tanto silvestres y cultivadas, observandose mejores
resultados en las especies silvestres al presentar mayor cantidad y variedad de estos

compuestos bioactivos (Vazquez et al., 2012).
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En México las frutillas que se desarrollan en forma silvestre han sido recolectadas por los
habitantes de la region, el éxito de la produccidn de estas especies se debe a sus caracteristicas
sensoriales, sus beneficios a la salud, comercializacion y rentabilidad econémica (Gonzalez
et al., 2019).

2. 2.1 Género Vaccinium

Debido a su importancia mundial y econdmica, las frutillas que mas se han producido en el
mundo son la fresas, las frambuesas y los ardndanos. De acuerdo con lo reportado por la
FAO, en el periodo de 2005 a 2013 en el mudo se produjo un total de 7.8 millones de

toneladas de bayas con un total de 9.81% para el arandano (Gonzélez et al., 2019).

El ardndano es una especie de nueva introduccion en la cadena agroalimentaria de México,
ocupa el cuarto lugar a nivel mundial, principalmente el arandano azul y el rojo. Se producen
alrededor de 36.700 toneladas de arandano al afio, principalmente en los estados de Jalisco,
Michoacan y Sinaloa. Su produccién inicié en 1996 y en los ultimos afios ha tenido un
incremento de casi un 800% debido principalmente a la demanda del producto en Europa,
Asia y Norte América, siendo Estados Unidos el principal consumidor con un 95.4 % del
total comercializado, favoreciendo el aumento en la produccién del ardndano (Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Rural, 2018) , y de acuerdo con el Sistema Integral de Informacion
en 2021Sistema Integral de Informacién en 2021 su produccién en el 2020 fue de 50,295

toneladas.

2.2.2 Vaccinium leucanthum (cahuiche)

Se conoce muy poco sobre el Vaccinium leucanthum; Sanchez-Franco y colaboradores en
2019 reportaron que es un arbol silvestre de estatura mediana que puede llegar a medir 6 m
de altura'y 20 cm de didmetro del tronco, el cual presenta una corteza con finas hendiduras
de color castafio rojizo. Crece principalmente en bosques meséfilos, en el declive de los
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montes en un clima templado-himedo, en una altitud aproximadamente de 1,600 a 2,000

msnm.

Las hojas de los arboles pueden llegar a medir entre 2 a 4.5 cm de largo y de ancho entre 1.2
a 1.6 cm se encuentran distribuidas de manera alterna con un aspecto semejante al cuero
oblongo-lanceoladas y la forma de los margenes crenado — serrado. En los meses de abril y
mayo se lleva a cabo la floracion, la flor presenta una forma de jarrita de entre 2.5 a 3 cm de
largo, son de color blanco y se encuentran juntas en racimos. La recoleccién del fruto se
puede realizar en los meses de agosto y septiembre; el cual es una baya redonda globosa de
color morado obscuro en su etapa de madurez con un diametro de aproximadamente 5 mm
de diametro conocido con el nombre de “cahuiche”. En la figura 3 se muestran imagenes del

arbol; asi como de los frutos maduros e inmaduros.

El cahuiche es una fuente en fibra con un 8.36 g /100 g, el 15 % aproximadamente
corresponde a la fibra soluble y el 85% a la fibra insoluble, presenta micronutrimentos como
sodio, fosforo, potasio, calcio, hierro, cobre, zinc y magnesio, estos Gltimos 4 encontrados

con mayor proporcién que la mora azul.

Con relacidon a los componentes bioactivos, el cahuiche presenta una buena fuente de acido
ascorbico, dentro de su contenido fendlico se pueden encontrar a los acido clorogeénico,
galico, cafeico y p-cumarico, los cuales estan presentes en cantidades similares o mayores

que el encontrado en otras bayas como el Vaccinium corymbosum.

Con referencia a las antocininas, este fruto posee 3-O-glucosido de cianidina, 3-O-glucosido
de malvidina y 3-O-glucésido de petunidina, compuestos que presentan actividad

antibacteriana, anti-inflamatoria, antioxidante(Sanchez-Franco et al., 2019) .
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Figura 3. Imagenes de Vaccinium leucanthum a) Arbol b) fruto inmaduro de cahuiche y c) fruto

maduro de cahuiche

2.3 Enfermedades trasmitidas por alimentos de origen bacteriano y resistencia a

antimicrobianos

Las enfermedades trasmitidas por alimentos (ETA) son provocadas cuando se ingieren
bebidas o alimentos contaminados. Para que las ETAs ocurran el microorganismo 0 sus
toxinas debe de estar presentes en el alimento en una cantidad capaz de generar un proceso
infeccioso o producir sus toxinas; ademas, el alimento debe de contar con las caracteristicas
especificas, encontrarse en una zona de peligro de temperatura, en un tiempo determinado
que permitan el crecimiento y desarrollo del patégeno y este a su vez ser ingerido por un

individuo en una cantidad suficiente para producir la enfermedad (OPS, 2020). Los
|
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microorganismos después de ser ingeridos se adhieren a las células de la pared intestinal

donde pueden multiplicarse, producir toxinas o invadir otros tejidos (Hernandez, 2016).

Estas enfermedades presentan sintomas comunes entre los que encontramos la diarrea y el
vomito, pero también puede presentarse cefalea, fiebre, vision doble, etc. (Flores & Herrera,
2005). La aparicion de la sintomatologia puede variar entre horas a dias dependiendo de la

cantidad y el tipo de microorganismo (Hernandez, 2016).

De acuerdo con los Centros para Control y prevencion de enfermedades (CDC) en julio del
2021 aproximadamente 48 millones de personas presentaron intoxicacion alimentaria de los

cuales 128 000 requirieron de hospitalizacion y 3000 fallecieron.

Las infecciones en las cuales los tratamientos son complicados han ido en aumento debido a
la ineficacia de los antimicrobianos, de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud la
resistencia a los antimicrobianos, es una de las mayores amenazas para la salud y la seguridad
alimentaria (OMS, 2020).

En México las enfermedades gastrointestinales son una de las principales causas de consulta
médica, dentro de la etiologia bacteriana destaca Escherichia coli y Salmonella spp.
(Hernandez et al., 2011). En 1993 Parrilla-Cerrillo y colaboradores realizaron una revision
de toxiinfecciones alimentarias de etiologia microbiana y parasitaria, en un lapso de 10 afios
(1980 a 1989) encontrando que el principal microorganismo implicado fue el Staphylococcus
aureus con una prevalencia del 48.2% (Parrilla-Cerrillo et al., 1993) .

2.3.1 Staphylococcus aureus

Se trata de un coco Gram positivo, facultativo, que se presenta en agregados parecidos a los
racimos de uvas, en parejas 0 en cadena corta, son fermentativos y proteoliticos, aunque
generalmente en los alimentos no producen ni aspecto ni olor desagradable en ellos. El
intervalo de temperatura para su multiplicacion y produccion de la toxina esta
aproximadamente entre los 4° y los 46 °C, el pH puede variar entre los 4.5y 8 y la aw entre
0.86 y 0.90 (Frazier & Westhoff, 1993). Es responsable de intoxicaciones ocasionadas por
alimentos, estas intoxicaciones son dadas por la presencia de enterotoxina estable al calor.

La causa mas comun de contaminacion se debe al contacto directo con manipuladore de
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alimentos portadores de la bacteria o por contaminacion de los productos entre los que
encontramos a las carnes, productos no refrigerados, huevos, tomates y papas (Jorda et al.,
2016).

2.3.2 Listeria monocytogenes

Es un bacilo corto, Gram positivo, que puede crecer a 4°C, saprofito, causal de la listeriosis
humana causada por el consumo de alimentos contaminados, se encuentran en pocas
cantidades en varios alimentos, incluidos de algunos que no necesitan coccion previa a su
consumo. En la industria alimentaria representa un problema debido al dificil control de este
microorganismo en las plantas procesadoras (LOpez, et al., 2006). La listeriosis presenta
manifestaciones clinicas de importancia entre las que se encuentran las septicemias,
meningitis, la encefalitis, infecciones neonatales o abortos; presentando una baja morbilidad
y una alta mortalidad con una tasa que va del 20 al 30% la mas alta de todas las infecciones
trasmitidas por alimentos(OMS, 2018) .

2.3.3 Salmonella typhi

Es un bacilo Gram negativo anaerobio facultativo, no produce esporas, produce acido a partir
de glucosa, maltosa y sorbitol, produce nitrito y acido sulfhidrico, la temperatura 6ptima de
crecimiento es a los 37°C (Calva, 2017). Esta bacteria es la causante de la fiebre tifoidea y
causa con frecuencia salmonelosis (Madigan et al., 2009). De acuerdo con la OMS en 2018
aproximadamente entre 11 y 20 millones de personas se enferman de fiebre tifoidea, de las
cuales mueren entre 128,000 y 161,000, suele trasmitirse por agua o alimentos contaminados.
Es mas comun en paises en vias de desarrollo se puede encontrar en la mantequilla de
cacahuate, tomates y ensaladas de frutas (Massoc, 2008). En México la incidencia es de 10
por cada 100,000 habitantes, siendo los mas afectados los adultos jovenes de entre 19 a 44
afos (Calva, 2017) .

2.3.4 Salmonella choleraesuis
Se trata de un bacilo Gram negativo anaerobico facultativo, su infeccion se debe al consumo

de carne de pollo, huevo y subproductos y esto se debe al desarrollo de la industrializacion
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en las fases de produccion del alimento, en las practicas de almacenamiento, distribucion y
preparacion. Los alimentos contaminados tienen un impacto en la salud humana y no solo
por las manifestaciones clinicas que presenta, sino por la presencia de antimicrobianos que

pueden contribuir a la aparicion de cepas resistentes a los mimos (Uribe & Suarez, 2006).

2.3.5 Escherichia coli

Es un bacilo anaero6bico facultativo y es una de las bacterias mas abundantes en el tracto
digestivo (Flores & Herrera 2005). Puede llegar a producir gastroenteritis, infecciones de
vias urinarias, pielonefritis, cistitis, bacteriemia, meningitis neonatal, infecciones
intraabdominales asociadas con perforacién intestinal. Fermenta la glucosa con produccion
de gas, por sus caracteristicas son sensibles a la desecacion, forma parte del microbioma
intestinal de animales y humanos (Farias, 2015) . Puede propagarse por alimentos
contaminados alimentos a un pH de 4.5, entre los que encontramos la carne no bien cosida,

leche no pasteurizada, frutas, verduras crudas y por agua (CDC, 2022).

2.3.6 Pseudomonas aeruginosa

Se trata de un bacilo Gram negativo aerobico facultativo que mide de 0.5 a 0.8 pm por 1.5 a
3.0 um. Se diferencia del resto de las Pseudomonas porque crece a temperaturas altas entre
los 20 y los 43°C. Asociada con infecciones oportunistas y de mayor frecuencia involucrada
en enfermedades humanas. Normalmente se encuentra en agua, suelo y vegetacién, y a
menudo colonizan comida, su propagacion se da de persona a persona a través del contacto
de objetos que pueden contaminarse con este microorganismo sobre todo a nivel hospitalario,
por ingestion de alimentos o0 agua contaminada. Aungue muy pocas veces causa enfermedad
en personas sanas, es una gran amenaza en personas hospitalizadas(Wu et al., 2015 Paz-
Zarzaet al., 2019).
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2.4 Mecanismos inmunitarios, inflamacion frente a las enfermedades trasmitidas por

alimentos

La supervivencia del hombre depende de la respuesta inmunitaria siendo un factor
primordial para mantener fuera del cuerpo a microorganismos patégenos y sustancias

toxicas.

La inflamacién se lleva a cabo cuando se produce una lesion tisular ocasionada por
traumatismo, sustancias quimicas, calor, bacterias o cualquier otro fenémeno (Guyton &
Hall, 2019). La inflamacién forma parte de los mecanismos de defensa de la inmunidad
innata o natural (Tresguerres, 2009) y ha sido reconocida como una respuesta fundamental
desde hace tiempo atrés, Hipdcrates puede haber sido en primero en reconocer a la
inflamacion como un proceso de curacién. La primera descripcién médica se puede encontrar
escrito por Aulus Celsus (25 a.C.) quien describid los sintomas de la inflamacion: el ardor,
rubor, tumor y calor, aproximadamente 100 afios después Galeno de Pergamo afiadié un

quinto sintoma, el deterioro de la funcionalidad (Mohammed et al., 2014).

Ante la presencia de un agente infeccioso la primera respuesta que se genera es la dada por
la inmunidad innata, conocida como respuesta inflamatoria la cual es regulada por los
mediadores solubles, las citocinas proinflamatorias, dentro de estas tenemos principalmente
a 3 (Camps & Sirera, 2006).:

a) Lainterleucina 1(IL1): Activacion de los monocitos, macréfagos, regulacion de los
linfocitos T.

b) La interleucina 6 (IL6): Importante regulados de la inflamacion y la inmunidad,
modifica otras citocinas y activa a las células T.

c) El factor de necrosis tumoral (TNF): Inicia la cascada de citocinas proinflamatorias

Al inicio del proceso inflamatorio existe un aumento de neutrofilos en la sangre debido al
estimulo que llega a la médula dsea secretados por los neutréfilos que se encuentran
almacenados en el tejido inflamado y los macréfagos, procesos que ocurren en la inflamacién
aguda (Gardufio y Albarran, 2008).
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Los macréfagos liberan las interleucinas como la interleucina-1 que estimula la produccion
de la proteina C reactiva que activa el sistema del completo y sus fragmentos marcan a los
microorganismos invasores, permitiendo su fagocitosis de una manera mas efectiva
(Tresguerres, 2009).

El factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y la interleucina-1 (IL1) son citoquinas que tienen
efectos en el endotelio, leucocitos, fibroblastos y la respuesta inmune en la fase aguda. En el
endotelio producen cambios a nivel de transcripcion de genes en la sintesis de mediadores
quimicos entre los que se destaca la interleucina 6 (IL6) por su efecto en la resistencia a la

insulina.

Como podemos observar, la inflamacion es un proceso complejo que puede estar ocasionado
por diferentes factores bioldgicos, quimicos, fisicos, alteraciones genéticas; es benéfica si es
corta y trabaja en el sitio donde es necesaria, pero si esta tiene una extension excesiva y
duradera se vuelve patoldgica, por tal motivo el proceso inflamatorio puede ser agudo o
cronico (Vega, 2008).

2.3.1 Mediadores de la inflamacion

A continuacion, se describen las familias de mediadores quimicos de la inflamacion
(Bordes et al., 1994).

a) Histamina: Se encuentra principalmente en el mastocito y los basoéfilos actla sobre el
receptor de histamina 1 (H1) produciendo aumento de la permeabilidad y vasodilatacion. En

los receptores histamina 2 (H2) presenta un efecto regulador o inhibidor de la inflamacion.

b) Enzimas proteoliticas: Dentro de ellas tenemos a la quininogenasa que actla sobre los
quinindgenos liberando estructuras mas pequefias llamadas quininas, las cuales inducen

vasodilatacion, mayor permeabilidad vascular y la estimulacion del dolor.

c) Factores quimiotacticos: Indicen la atraccion, activacion de los eosinéfilos y neutréfilos al

lugar de inflamacion.

d) Heparina: Inhibe la coagulacion.
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e) Prostaglandinas: La PGE2 produce vasodilatacion y dolor.

f) Factor activador de plaquetas: Como su hombre lo indica activa a las plaquetas para su
agregacion, liberacién de mediadores para los procesos de coagulacion, vasodilatacion y

mayor permeabilidad vascular.

2.3.2. Inflamacidn cronica y su relacion con las enfermedades cronico no transmisibles
En la inflamacion cronica los macrofagos y los linfocitos son las células que se encuentra en

mayor abundancia en el area de inflamacion (Gardufio y Albarran, 2008).

El TNF es sobre producido en el muasculo y en el tejido adiposo de personas con obesidad,
sus concentraciones a nivel plasmatico se encuentran elevados junto con IL6, elevada
también en diabetes, la proteina C reactiva (CRP) y el inhibidor de activador del
plasmindgeno-1 (PAIL). La inhibicién de la sefial del receptor de insulina por mediadores de
la inflamacion condiciona resistencia a la insulina y esto se vio en animales a los cuales se

les administré TNFo recombinante (Gardufio y Albarran, 2008).

Estudios transcripcionales muestran que los genes del estrés y la inflamacion son expresados
abundantemente en el tejido adiposo de animales con obesidad. Los lipidos forman parte de
la respuesta inflamatoria y metabdlica. Niveles altos de lipidos en plasma se pueden observar
no solo en la obesidad sino también en un proceso infeccioso como en otros estados

inflamatorios y contribuir al desarrollo de arterioesclerosis.

Se puede notar que los procesos metabolicos de la repuesta aguda de la inflamacion son
proaterogenicos, y que cambios a corto plazo dotan de un beneficio para la lucha contra las

infecciones, pero no asi si se mantiene a largo plazo (Gardufio y Albarran, 2008).

2.3.3 Actividad antibacteriana, anti-inflamatoria y antioxidante del género Vaccinium.
El género Vaccinium comprende alrededor de 450 especies, las cuales han sido consideradas
como una alentadora eleccidn para la prevencion y el tratamiento de algunos padecimientos,

entre los que se encuentran enfermedades infecciosas y cronico no transmisibles. Esto debido

LN. IZANAMI HERNANDEZ GONZALEZ QQG 23



a que son ricos en compuestos fendlicos dependiendo su cantidad a la especie y al area
geografica en que se desarrollan.

Este género es una de las especies vegetales que han sido utilizadas para el tratamiento natural
de las infecciones a casusa de la resistencia a los antibidticos y han sido objeto de
investigacion a lo largo del siglo XX, como también su accion terapéutica. En un ensayo
clinico se utiliz6 un extracto con proantocinidinas de Vaccinium macrocarpon por diferentes
vias de administracion (capsula y jarabe) y se observé una inhibicién de la adherencia de E.

coli en células epiteliales(Mufioz, 2021).

Por otra parte, estudios han demostrado que las plantas contribuyen a la inhibicion del
proceso inflamatorio y el género Vaccinium no es la excepcion, generando un gran interés
cientifico en el area farmacologica, principalmente por la capacidad de ciertos compuestos
para impedir la evolucion de enfermedades que presentan procesos inflamatorios, los cuales
pueden desarrollarse como parte de un mecanismo de defensa ante una lesion causada en un
tejido, por microorganismos patogenos (bacterias, virus, parasitos) o productos quimicos
(Montes, 2019).

En otro orden de ideas dentro de las reacciones que realiza el cuerpo humano, como la cadena
respiratoria, existe la formacion de radicales libres, los cuales son moléculas que se
caracterizan por presentar uno o0 mas electrones desapareados, lo que les confiere una alta
reactividad. Los seres vivos cuentan con un sistema antioxidante constituido por enzimas
como la catalasa, superoxido dismutasa, glutation peroxidasa, etc., que evita la accion dafiina
de estos radicales libres (Guija et al, 2015). Sin embargo, cuando en el organismo existe un
exceso de especies reactivas el oxigeno (radicales libres), que no pueden ser contrarrestadas
por el sistema de defensa natural del cuerpo, se genera estrés oxidativo el cual se encuentra
relacionado con la fisiopatologia de varias enfermedades como artritis reumatoide procesos
inflamatorios cronicos, cancer, diabetes, neuroldgicas, cardiovasculares, entre otras (Ortiz et
al., 2013).

LN. IZANAMI HERNANDEZ GONZALEZ QQG 24



Como se ha mencionado anteriormente los frutos de origen Vaccinium son ricos en
antioxidantes lo cual nos podria dar una idea de la existencia de una posible capacidad

antiinflamatoria del Vaccinium leucanthum (cahuiche).
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111. JUSTIFICACION

Los frutos rojos han sido de mucho interés, por su contenido quimico y su capacidad
antibacteriana, anti-inflamatoria y antioxidante que ayuda a prevenir ciertas patologias como
lo son las enfermedades neurodegenerativas, cancer, obesidad, diabetes, padecimientos del

corazén, hipertension, entre otras.

Los Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades en 2021 estimaron que
aproximadamente 48 millones de personas al afio contraen enfermedades trasmitidas por
alimentos de las cuales 128,000 son hospitalizadas y 3000 mueren. La resistencia a los

antimicrobianos es considerada una de las mayores amenazas para la salud mundial.

Un manejo inadecuado de estos padecimientos podria traer como resultado un desequilibrio
entre la produccion de sustancias que dafian al organismo y los agentes encargados de
contrarrestar dicho dafio, generando asi estrés oxidativo y el desarrollo de una inflamacion
crénica, relacionada con muchos de los padecimientos que aquejan a la salud humana en la
actualidad entre las que encontramos, la obesidad, hipertension, enfermedades

neurodegenerativas y cancer, entre otras.

Dentro de los compuestos antibacterianos se ubican a los fenoles como las antocianinas,
acidos orgéanicos como el cafeico y clorogénico. Mientras que algunos de los
antiinflamatorios de origen natural son los terpenos (tripterina, pristimerina, tingenona,
aucubina, catalpol y los ginsenoésidos) y los flavonoides (luteonina, silimarina, quercetina,
hipericina y lignanos) (Gomez et al 2011). Ademas, la literatura menciona que existe una
relacion muy estrecha entre la capacidad antioxidante y actividad anti-inflamatoria de los
compuestos contenidos en los productos naturales por su potencial, capacidad de activar o
inhibir la expresion de genes involucrados en el proceso inflamatorio (Caballero & Gonzales,

2016).
25

El fruto de Vaccinium leucanthum es un fruto rojo de origen silvestre, el fruto maduro es
comestible y se consume en fresco o como jaleas, mermeladas y atoles, entre otros. El
consumo se centra en la temporada y regién en donde se produce y representa una fuente

importante de carbohidratos, fibra, compuestos fendlicos y actividad antioxidante, superando
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a Vaccinium corymbosum (mora azul) (Sanchez-Franco et al., 2019). Las caracteristicas
nutrimentales y fisicoquimicas del cahuiche y su consumo representan un potencial benéfico

para la salud humana.

La informacion obtenida en este trabajo serd importante para conocer la capacidad
antibacteriana, antiinflamatoria y antioxidante del cahuiche y sus beneficios a la salud, lo que

contribuiria a aumentar su consumo Yy el valor agregado a la produccion del fruto.

=
Y
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V. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto antibacteriano, antiinflamatorio y antioxidante del extracto hidroalcoholico
de Vaccinium leucanthum (cahuiche) utilizando modelos in vitro e in vivo como guia para

conocer sus efectos y su posible beneficio a la salud

Objetivos especificos

e Obtener los extractos hidroalcohdlicos de la hoja y el fruto de Vaccinium leucanthum
(cahuiche) asi como dos fracciones de acetonitrilo del extracto del fruto.

e Determinar in vitro la actividad antibacteriana de los extractos de hoja y fruto contra
las bacterias asociadas a ETAs.

e Evaluar en un bioensayo con ratones la actividad antiinflamatoria del extracto
hidroalcohdlico y fracciones de acetonitrilo con mejor actividad en el ensayo in vitro.

e Evaluar el contenido de fenoles totales, flavonoides, antocianinas, capacidad
antioxidante por ABTS "y DPPH- de los extractos hidroalcohdlicos y las fracciones

de acetonitrilo de Vaccinium leucanthum por métodos colorimétricos.
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las enfermedades transmitidas por los alimentos y el uso indiscrimidado de los
antimicrobianos han ocasionando la resistencia a estos la cual trajo como consecuenia
periodos mas largos de tratamiento y mayor costo de los mismo. Cuando dicha infeccion
ocasiona una lesion tisular y no presenta una resolucién adecuada se produce inflamacion.
El proceso inflamatorio como se sabe, es una respuesta natural del cuerpo ante diversos
agentes agresores, poporciona un medio por el cual factores encargados de la defensa del
cuerpo como las células fagocitarias pueden acceder al citio de lesion tisular o invasion
microbiana. En la lesion se activan celulas como los monocitos y leucocitos
polimorfonucleares donde se producen radicales libres como las especies reactivas del
oxigeno (ROS), anidn superoxido (O2 "), peroxido de hidrégeno (H202) y dxido nitrico; su
accion radical es habitualmente contrarestada por compuestos antioxidantes producidos por
el cuerpo(Bravo & Lopez, 1998). Mantener en control estas moleculas permiten que a bajas
y moderadas concentraciones tengan un beneficio dentro de los procesos celulares (Corrales
& Mufioz, 2012). Cuando la produccion de estas especies reactivas sobrepasa a la de los
antioxidantes se produce lo que conocemos como estrés oxidativo (Viada & Campafia, 2017)
el cual se encunentra relacionado con la iniciacién y/o progresién de diversas enfermedades
como el cancer, gota, aterosclerosis, enfermedades cardiovasculares, envejecimiento,
respiratorias (Hariram & Won, 2013) y cronico no transmisibles. Estos padecimiento
mencionados se han convertido en un problema de salud publica: de acuerdo con la CDC en
2021 aproximadamente 3000 personas mueren por ETAS; para la OMS la resistencia a los
antimicrobianos es una de las mayores amenzas para la salud; mientras que la OPS reportd
en 2019 que aproximadamente el 71% de las muertes registradas en el mundo son a causa de
padecimientos crénicos no transmisibles. Los compuestos provenientes del reino vegetal y
sus beneficios a la salud son una alternativa para coadyubar al tratamiento de las ETAs,

disminuir el estrés oxidativo y la inflamacién crénica (Medina et al., 2020).
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El genero Vacinium sobre todo el Vaccinium corymbosum mejor conocido como arandano
ha sido de interes cientifico debido a su capacidad antioxidante. Vaccinium leucanthum
comunmente conocido como cahuiche, es un arbol silvestre endémico del estado de Hidalgo
que poco ha sido estudiado y que al pertencer a este género podria proporcionar efecto
benéfico para la salud humana de origen natural y endémica de la region, lo cual motivaria
a aumentar su cosnumo y porporcionar un valor agregado a la produccion de esta frutilla

silvestre.
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VI. HIPOTESIS

Los extractos hidroalcohdlicos del fruto y de la hoja de Vaccinium leucanthum presentan

actividad antibacteriana, anti-inflamatoria y antioxidante.

LN. IZANAMI HERNANDEZ GONZALEZ Eoﬂ 30
<G



VII. MATERIALES Y METODOS

7.1 Material vegetal

Los frutos y las hojas de Vaccinium leucanthum, se recolectaron en Omitlan de Juarez,
Hidalgo México, en el mes de octubre 2021. Este municipio se encuentra localizado a una
altitud de 2.417 msnm, Latitud 20° 10° 11’ norte, Longitud 98° 38’ 52’ oeste.
Posteriormente los frutos se liofilizaron (Uniequip, Unicryo MCA4L-60, Martinsried,
Alemania) y molieron el polvo obtenido fue almacenado a 5 °C hasta realizar los analisis.
Las hojas fueron lavadas y secadas a temperatura ambiente entre 18 a 20 grados Celsius en
el laboratorio de postcosecha del Instituto de Ciencias Agropecuarias para su uso posterior

para la obtencion del extracto.

7.1.1 Obtencidn de extractos y fracciones

Se tomaron los 380 g de polvo del fruto liofilizado de cahuiche y se maceraron con etanol
acuoso al 60% a temperatura ambiente (18 a 21 grados aproximadamente) durante 24 horas
en oscuridad, utilizando un total de 2430 mL de solucion hidro alcoholada. Posteriormente
el extracto crudo se filtr6 en papel Whatman No. 1, y se concentrd en un rota vapor a una
presion de 19mbar (Bichi R-3000, Flawil, Suiza) a 30 °C, posteriormente el extracto
obtenido fue secado en un horno de vacio a 35 grados, 55 mmHg y almacenado en

refrigeracion hasta su uso(Sanchez-Franco et al., 2019) .

El EHF integro se someti6 a una segunda extraccidn con acetonitrilo (relacién solido:liquido,
1:25 p/v) a temperatura ambiente durante 24 h en oscuridad. Posteriormente la fraccion
soluble (FANS) se filtré en papel Whatman No. 1, y se concentrd en un rota vapor a presion
reducida (Buchi R-3000, Flawil, Suiza) a 35 °C. El precipitado (FANP) y FANS se

mantuvieron en congelacién hasta su utilizacion.

Para la obtencion del extracto de la hoja, 270 g de hojas frescas se secaron a temperatura
ambiente en el laboratorio de postcosecha del Instituto de Ciencias Agropecuarias,

obteniéndose 135 g de base seca los cuales se maceraron con etanol acuoso al 70% a

LN. IZANAMI HERNANDEZ GONZALEZ QQG 31



temperatura ambiente (18 a 21 grados aproximadamente) durante 24 h en oscuridad,
utilizando un total de 2000 mL de solucion hidro alcoholada. Posteriormente se filtro en papel
Whatman No. 1, y se concentrd en un rota vapor a una presion de 19mbar (Biichi R-3000,
Flawil, Suiza) a 30 °C. A continuacion, el extracto hidroalcoholico de la hoja (EHH) obtenido
fue secado en un horno de vacio a 35 °C y 55 mmHg y almacenado en refrigeracion en un

frasco ambar hasta su utilizacion.

7.2. Variables de estudio

7.2.1 Actividad antibacteriana

La CMI se define como “la minima concentracion de antimicrobiano (en mg/mL) que inhibe
el crecimiento visible de un microorganismo después de 24 horas de incubacion a 37°C”
(Horna et al., 2005).

La CMB se define como “la minima concentracion de antimicrobiano (en mg/mL) que
elimina a mas del 99,9% de los microorganismos viables después de un tiempo determinado
de incubacion (generalmente 24 horas)” (CLSI, 1999).

7.2.2 Actividad antiinflamatoria

El % de inhibicién de inflamacidn de los extractos evaluados en las oreja de raton mediante

la siguiente ecuacion:
% de inhibicion = (control Aw - tratamiento Aw / Aw) x 100

Donde Aw = wt - wnt, siendo wt el peso de la seccion de la oreja tratada y wnt el peso de la

seccion de la oreja no tratada.

7.2.3 Contenidos de compuestos fenolicos totales

Mendiante la evaluacion del contenido de antocianinas totales y flavonoides
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7.2.4 Actividad antioxidante

Mediante la captacion de radical ABTS**y DPPH*®

7.3 Actividad antibacteriana
Para determinar la actividad antibacteriana se realiz6 mediante dos métodos, la

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima Bactericida (CMB).

Para la determinacion de la (CMI y la CMB se utilizé el método de micro dilucién en placa
descrito por Gonzalez-Alamilla et al. (2021), Se utilizaron 6 cepas ATCC Staphylococcus
aureus 6538, Listeria monocytogenes 19113, Salmonella typhi 14028, Salmonella
choleraesuis 10708, Pseudomonas aeruginosa 9027 y Escherichia coli 35218 (Fig. 4), las
concentraciones evaluadas fueron 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12 y1.56 mg / mL, de los

extractos hidroalcohélico de fruto (EHF) y hoja (EHH) de Vaccinium leucantum.

Figura 4. Morfologia de las bacterias evaluadas. a) Salmonella typhi, b) Staphylococcus
aureus, c) Salmonella choleraesuis, d) Listeria monocytogenes, e) Pseudomonas aeruginosa

y f) Escherichia coli

En una placa de 96 pozos se colocaron 100 uL de cada una de las diluciones del extracto mas

10 pL de la suspension bacteriana, previamente ajustada a 0.5 McFarland (Remel, R20421,
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Lenexa, KS,USA). Una vez realizada la inoculacion, la placa se incubé a 37 ° C durante 24
horas a 70 rpm en agitacion constante, el control positivo fue Kanamicina (AppliChem
4K10421) a concentraciones de 64, 32, 16, 8.0, 4.0, 2.0, 1.0y 0,5 pg / mL y el control

negativo fue caldo nutritivo.

Para la determinacion de la CMI se utiliz6 un método colorimétrico, basado en el uso de sales
de tetrazolio. Una vez transcurrido el tiempo de incubacidn, se afiadié a cada pocillo 20 puL
de una solucion al 0,04% (p/v) de p-yodonitrotetrazolio; se incub6 durante 30 minutos a 37
° Cy se realizé la lectura, la CMI se determind aquella concentracién a la que la solucion

cambia a una coloracion rosa.

Para determinar la CMB, previo a colocar el p-yodonitrotetrazolio, se colocaron 5 uL de cada
pocillo en agar Mueller Hinton, se incubaron a 37 ° C durante 24 horas, pasado el tiempo de
incubacién, se realizo la lectura para determinar la CMB del extracto, el cual sera la
concentracion mas baja del extracto al que mata al 99.9% de la poblacidn bacteriana inicial

y donde no se observara crecimiento visible de las bacterias en las placas.

Para determinar si los compuestos evaluados presentaban un efecto bactericida o
bacteriostatico, se obtuvo la relacion entre al CMB y CMB, un valor igual o menor a 4 el
extracto presenta una actividad bactericida, por el lado contrario si el valor es igual o mayor

a 4 indica una actividad bacteriostatica (Djihane et al., 2017) .

7.4 Actividad antiinflamatoria

7.4.1 Animales

Se utilizaron 20 ratones CD1 machos de 8 a 10 semanas de edad, con un peso aproximado de
25-30 g, proporcionados por el bioterio de la Universidad Autdnoma del Estado de Hidalgo.

Al término del tratamiento los animales se sacrificaron por dislocacion cervical.

Los ratones se agruparon al azar en lotes de 4 animales los cuales se mantuvieron en
condiciones normales de laboratorio: 22 °C + 3 °C, humedad 70% + 5%, 12 h de luz/oscuridad
ciclo, alimento y agua ad libitum. Se mantubieron un dia bajo la condiciones del laboratorio,

previo a la realizacion del experimento para su adaptacion.
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El procedimiento fue realizado bajo los lineamientos establecidos por el Bioterio del ICSa,
UAEH, basados en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, Especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio y el protocolo fue
aprobado por el Comité Institucional de Lineamientos Eticos para el Cuidado y Uso de
Animales de Experimentacion de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo (Folio:
CICUAL/010/021).

7.4.2. Extractos a evaluar

Para esta determinacion se utilizé el extracto hidroalcoholico al 60% vy las fracciones

obtenidas por acetonitrilo del fruto de Vaccinium leucanthum.
7.4.3. Determinacion de la actividad anti-inflamatoria in vivo

Para la determinacién de la actividad anti-inflamatoria in vivo del extracto hidroalcoholico y
las fracciones de acetonitrilo (3 mg/oreja) se utilizo el método descrito por Rivero-Pérez y
colaboradores en 2016, mediante un modelo de inflamacidn aguda inducida en la oreja de los
ratones con 2.5 pg de 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) administrado por via
topica.

7.4.4 Bioensayo in vivo

Se considerd un grupo por tratamiento a evaluar con 4 ratones cada uno, de acuerdo con la

figura 5.
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___ Control positivo 1 mg de
indometacina/20pL acetona

| Control negativo 2.5ug de
TPA /20uL acetona

__ | Extracto hidroalcoholico 3
mg /20uL acetona

Fraccion de acetonitrilo
—  (sobrenadante) /20uL
metanol: agua 9:1

Actividad antiinflamatoria 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA)

Fraccion de acetonitrilo
—  (precipitado) /20pL
metanol: agua 9:1

Figura 5. Grupos de tratamiento para la evaluacion de la actividad anti-inflamatoria.

Los ratones fueron anestesiados via intraperitoneal con una mezcla de Ketamina (100 mg/kg)
y Xilacina (10 mg/kg), la cual tuvo un tiempo de accion de 10 a 15 min aproximadamente.
Una vez que el raton se encontraba anestesiado, se aplicaron los tratamientos de manera
topica con una micropipeta, 20 pL de cada tratamiento sobre la superficie interna y externa
de la oreja izquierda del raton (10 pL/lado).

Seis horas depués de la aplicacion del agente irritante (TPA), los animales fueron sacrificados
y se obtubvo un segmento circular de aproximadamente 6 mm de diametro de las orejas
tratadas (t) y no tratadas (nt), con la ayuda de una pinza de un orificio y colocados en tubo
eppendorf previamente tarado, se realizd el pesaje de cada muestra para determinar la
diferencia de pesos de las secciones obtenidas para. finalmente determinar el % de
inhibicionmediante la siguiente ecuacion:

% de inhibicion = (control Aw - tratamiento Aw / Aw) x 100

Donde Aw = wt - wnt, siendo wt el peso de la seccion de la oreja tratada y wnt el peso de la
seccion de la oreja no tratada.
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Los cadéaveres fuerén remitidos al almacén temporal de RPBI’s del Area Académica de

Medicina Veterinaria y Zootecnia.

7.5 Contenidos de compuestos fenolicos totales

7.5.1. Fenoles totales

El método Folin-Ciocalteu es utilizado para la determinacion de compuestos fenolicos totales
(CFT) el cual se realizo de acuerdo con lo descrito por George et al (2005). El reactivo de
Folin-Ciocalteu es una mezcla de los acidos fosfotugstico y fosfomolibdico, de coloracion
amarilla la cual reacciona con los compuestos fendlicos a un pH alcalino otorgado por la
presencia de carbonato de sodio, al ocurrir la reaccion, se presenta una coloracién azul, dada
por la reduccién del reactivo a 6xidos de tugsteno y molibdeno, la cual puede ser medida a
765 nm.

Se disolvio 0.1 gramos (100mg) del extracto liofilizado en 10 mL de etanol puro,
posteriormente se centrifugaron por 10 minutos a 500 rpm. A continuacion, se tomaron 0.5
mL de sobrenadante y se vertieron 0.5 mL de solucién de Folin-Ciocalteu (1:10 en agua
desionizada). Los tubos se dejaron reposar por 2 minutos, posterior a eso se agreg6 1.5 mL
de solucidn de carbonato de sodio al 7.5%. Las muestras se agitaron en vortex y se dejaron
reaccionar a temperatura ambiente durante 30 min, para posteriormente realizar la lectura de
absorbancia a A de 765 nm (Espectrofotometro marca Génesis). Los resultados se reportaron

como miligramos equivalentes de acido galico por 1 g de extracto (mg EAG/ g).

7.5.2 Flavonoides

La cantidad de flavonoides se estimd segun Zhishen et al., (1999). Se utiliz6 0.5 mL de la
muestra diluida en etanol con 4 mL de agua destilada, a la solucion obtenida se le agregd 0.3
mL de nitrito de sodio al 5%, se dejé reaccionar durante 5 min, trascurrido el tiempo se
adicion6 0.3 mL de tricloruro de aluminio al 10% y se dejo reaccionar a temperatura ambiente
durante 6 min, después se agregd 2 mL de hidréxido de sodio 1 M, se aford con agua destilada
a 10 mL.
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Se ley6 a una absorbancia a 510 nm. Las lecturas de esta variable fueron leidas en la curva
de calibracion preparada con quercetina (10mg/100mL). Los resultados se expresaron como

miligramos equivalentes de quercetina por 1 g de extracto (mg EQ/ g).

7.5.3 Antocianinas totales

Para la determinacion de antocianinas se empled el método de pH diferencial (Giusti &
Wrolstad, 2001). Las antocianinas sufren transformaciones estructurales reversibles con un
cambio en el pH. Este método de pH diferencial se basa en esta reaccion y permite la
medicion precisa y rapida de antocianinas monomericas, incluso en la presencia de pigmentos

degradados y otros compuestos de interferencia.

Se prepararon reactivos de cloruro de potasio a 0.025 M (pH de 1.0) y buffer de sodio a 0.4
M (pH de 4.5). Se tomaron 500 pL el sobrenadante de la muestra y se vertieron en 2 tubos
de pléstico con capacidad de 15 mL con los reactivos: el tubo No. 1 con 4.5 mL de cloruro
de potasio y en tubo 2 con 4.5 mL de acetato de sodio. Posteriormente, se agitaron en vortex
para dejarlos en reposo a 25 °C durante 15 min. Se tomaron 200 uL de cada tubo para su
lectura. La absorbancia se midié a 510 nmy 700 nm (Espectrofotometro marca Génesis) para

ambos tubos, en donde se empled la siguiente ecuacién para el calculo de antocianinas:
Antocianinas totales (mg/L) = (A*MW*DF*10,000) / (€*Tc)
Donde:

A = absorbancia de la resta entre valores (510—700 nm) correspondiente a cloruro de potasio
menos la absorbancia de la resta de valores (510—700 nm) de acetato de sodio, MW = tamafio

de la molécula de cianidina-3-glucosido (449.2 g/mol),
DF= factor de dilucion (1:100),

€= coeficiente de absortividad molar (26,900 L/cm/mg), Tc= tamafo de la celda de la

microplaca (1 cm).

Los resultados se reportaron como miligramos de 3-O-glucésido de cianidina por 1 g de

extracto (mg 3-O-glucédsido de cianidina/g).
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7.6 Actividad antioxidante

7.6.1. Determinacion de actividad antioxidante por ABTS®"

La determinacion de actividad antioxidante por ABTS*" se realiz6 de acuerdo con el método
propuesto por Re et al. (1999), la cual implica la reaccién entre ABTS*" y el persulfato de
potasio produciendo el croméforo ABTS®*" verde-azul. La adicién de los antioxidantes al

radical preformado lo reduce a ABTS*®".

Se prepar6 una solucion de ABTS** al 7 mmol/L con persulfato de potasio al 2.45 mmol/L,
se dejo reaccionar durante 16 h en completa oscuridad a temperatura ambiente, transcurrido
el tiempo, se diluyd en el solvente (proporcion 1:15) hasta obtener una absorbancia de

0.7£0.02. Se realizaron una curva estandar, de etanol con Trolox (10mg/100mL).

Se tomaron 100 pL (0.1 ml) de la muestra en viales se le agreg6 3.9 mL de solucion ABTS®*"
previamente diluida con agua desionizada, se agité el vial por virtex y se dejo reposar durante
7 min, posteriormente se medio la absorbancia a 734 nm (Espectrofotometro marca Génesis).
Se utiliz6 etanol como blanco. Los resultados se expresaron como micro mol equivalentes de

Trolox por 1 g de extracto (umol ET/ g).

7.6.2. Determinacion de la capacidad antioxidante por DPPH*®

Para la determinacion de actividad antirradical se emple6 el método DPPH*® (Morales &
Jiménez-Pérez, 2001), el cual, es un radical libre estable que en una solucidn etandlica
presenta una coloracion violeta intenso, si a esta solucion se le agrega una sustancia
susceptible de atrapar radicales libres (Trolox), el electron no apareado del DPPH se aparea

e inmediatamente presenta una decoloracion que puede ir hasta un tono amarillo.

Para realizar el procedimiento, se tomaron 300 pL de la muestra diluida y 2.7 mL de la
solucion de DPPH?* ajustado a una absorbancia de 0.7+0.02, se agitaron en vortex y se dejaron
en reposo a temperatura ambiente durante 60 min, transcurrido el tiempo se realizo la lectura
una absorbancia de 517 nm. Se utiliz6 etanol como blanco. Los resultados se expresaron

como micro mol equivalentes de Trolox por 1 g de extracto (umol ET/qg).
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7.7 Andlisis de resultados
Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar, mediante un andlisis de varianza
(ANOVA), y una prueba de comparaciones multiples de Tukey con una P< 0.05 mediante

el programa estadistico de SPSS System for Windows version 9.
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Evaluacidn fisicoquimica del fruto de Vaccinium leucanthum

En la tabla uno se observa los resultados obtenidos de la evaluacion fisicoquimica del fruto

Vaccinium leucanthum.

El peso registrado del cahuiche fue de 340.91 +10.52 mg y su medida transversal y
longitudinal fue de 8.71+ 0.82 mm y 7.75x0.94 mm, respectivamente. Estas
proporciones fueron mayores a lo reporta por Sdnchez en 2019, el cual realizé una
evaluacion del fruto Vaccinium leucanthum obtenido de la region de Huasca de Ocampo en
el estado de Hidalgo obteniendo para sus frutos un peso de 180.0 £ 12.68 mg y un didmetro
de 6.75 x0.42 mm, estas variabilidades se pueden atribuir a los factores genéticos,

fisiolégicos, agrondmicos y ambientales (Villaci, & Minoshka 2016).

8.1.1 Color.

En el espacio de color CIEL* a* b* el parametro L indica la luminosidad o brillo, por lo que
el color del cahuiche obtenido en la region de Huasca de Ocampo resulté ser mas luminoso
que el que se obtuvo en Omitlan de Juarez (figura 6). En la figura 7 se observan los
parametros a* y b*son las coordenadas cromaticas mostrando resultados positivos en ambos
frutos, siendo mayor el valor encontrado en cahuiche de Huasca en la coordenada a*, no asi
para la coordenada b* la cual muestra un valor mayor en el de Omitlan. Los valores positivos
indican una tonalidad roja y valores negativos indican una coloracién verde para el del
parametro a* y de amarillo al azul del positivo al negativo respectivamente para el parametro
b*.
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Figura 6. Imagenes del fruto V. leucanthum (cahuiche) a) V.
leucanthum Omitlan de Juarez ; b) V. leucanthum Huasca de Ocampo

El color de los frutos depende de la composicion y concentracion de compuestos fenolicos,
entre los que se encuentran las antocianinas, las cuales absorben a diferentes longitudes de
onda, produciendo una gama de colores que va desde el amarillo naranja hasta el rojo y el
azul (Li et al., 2011; Zielinska & Michalska, 2016).

:""‘::'”: Diagrama de cromaticdad de
~ espacio de color L*a*b*

{Azul) Negro

Figura 7. Coordenadas CIEL* a* b* V. leucanthum (cahuiche)
Omitlan de Juérez Hidalgo
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8.1.2 Acidez titulable, Solidos solubles totales y pH

La acidez titulable evalla la concentracion de total de acidos contenidos en el fruto, el valor

que se obtuvo en el fruto para V. leucanthum fue de 1.28+0.119/100 mL &cido citrico. Por

otra parte, los sélidos solubles totales determinan la cantidad de sacarosa disuelta en un

liquido y junto con la acidez titulable nos indican un parametro de maduracion del fruto. El

fruto utilizado en este experimento tuvo 15.24+0.93 °Brix y un valor de pH 3.06+0.06. En

cuanto a los parametros evaluados los resultados obtenidos fueron mayores para acidez

titulable y similares para solidos solubles totales y pH a los reportados porSanchez en 2019

con valores de 1.06+£0.02, 14.67+0.38 y 3.08+0.10 respectivamente para V. leucanthum

Huasca de Ocampo Hidalgo.

Estas variaciones encontradas se pueden deber a que la composicién y la funcionalidad de

los frutos se encuentra influenciada por la variedad, las condiciones del medioambiente vy el

estado de su madurez (Vazquez et al., 2012).

Tabla 1. Peso, eje transversal y longitudinal, color, acidez titulable, solidos solubles totales y

pH del fruto Vaccinium leucanthum Omitlan de Hidalgo México

Parametros Vaccinium leucanthum
Peso 340.91 £10.52 mg
Longitud 7.75 £0.94 mm.
Color .
L* 26.46 +2.99
a* 3.01+0.85
b* 21.08+3.60
Sélidos solubles (°Brix) 15.24+0.93
pH 3.06+0.06
Acidez titulable (g/100 mL Acido citrico) 1.28+0.11

Los resultados se expresan como promedio (n=3).
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8.2. Actividad antibacteriana

Los resultados obtenidos en la CMI de los extractos hidroalcoholicos de Vaccinium
leucanthum indican que los extractos la capacidad para inhibir el crecimiento bacteriano y
matar a las bacterias a diferentes concentraciones, con diferencias estadisticas significativas
(P<0.05) (Tabla 2).

Tabla 2. Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Bactericida del extracto

hidroalcoholico del fruto y hoja de Vaccinium leucantum (cahuiche) (mg/mL).

Extracto hidroalcoholico Extracto hidroalcohdlico hoja

Bacteria fruto

CMI CMB CMI CMB
2&2:?“0“”5 12.5bA 25 12.5bA 100
Listeria

12.55A 258A 12.50A 253A
monocytogenes
Salmonella typhi 3.123A 100°A 12.5%8 100°A
iﬁg;;‘igg'sﬁs 50 8 1004 6.25% 100°A
Escherichia coli 3.128A 200°A 6.25 a8 200 9A
Pseudomonas
aeruginosa 12.50A 254 25¢8 50 b8

CMI (Concentracion minima inhibitoria), CMB (Concentracion minima bactericida). Los resultados
se expresan como promedio (n=3).). ¢ Letras distintas en cada columna representan diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05). ABCLetras distintas en cada fila representan diferencias

estadisticamente significativas (P<0.05).

Con respecto a la actividad inhibitoria para Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes
no se presentaron diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) entre ambos extractos
a una concentracion de 12.5 mg/mL; para Salmonella typhi la mejor actividad se obtuvo con

EHF (3.12 mg/mL) seguido del EHH (12.5 mg/mL); este ultimo tuvo efecto similar contra
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Salmonella choleraesuis con una concentracion de 12.5 mg/mL siendo menos efectivo el
EHF (50 mg/mL).

Para Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa se observo una mejor actividad inhibitoria
por parte del EHF con una concentracion de 3.12 y 12.5 mg/mL, seguido del EHH con 6.25
y 25 mg/mL respectivamente.

En estudios similares realizados por CO6té y colaboradores en 2011, determinaron las
concentraciones minimas inhibitorias sobre E. coli, S. aureus, L. monocytogenes y S. typhi
para un extracto hidrometanolicos (metanol:agua 85:15 v/v) de Vaccinium oxycoccus
(arédndano rojo) a 20 mg/mL y 40 mg/mL; sin embargo fue mejor el efecto obtenido en este
trabajo para los extractos de fruto y hoja de V. leucnathum sobre las mismas bacterias. Para
el caso de P. aeruginosa solo el EHF presentd la actividad antibacteriana a una concentracion
menor de la reportada por los autores mencionados (20mg/mL); para la hoja se requirieron 5
mg/mL mas de EHH para la obtencion del mismo efecto que del extracto de Vaccinium

0XyCcoccus.

Martinez-Aleman y colaboradores (2019)Martinez-Aleman y colaboradores (2019)
reportaron un efecto inhibitorio para S. aureus, L. monocytogenes y S. typhi a una
concentracion de 54.95 mg/mL para el extracto acuoso de la pulpa de café, en el cual se
determind la presencia de acidos organicos como el acido cafeico, acido clorogénico y acido
ferulico, estando los dos primeros presentes en el EHF de V. leucnathum de acuerdo a lo
reportado por Sanchez-Franco y colaboradores en 2019.Sanchez-Franco y colaboradores en
2019.

Por otra parte, Junqueira-Gongalves y colaboradores (2015) encontraron actividad
antibacteriana sobre S. aureus y E. coli para el extracto metandlico de Ugni molinae (Murta)
a una concentracién de 100 mg/mL, en el cual se encuentra presente el acido cafeico y
antocianinas como la 3-O-glucoésido de cianidina, presente también en el EHF de V.

leucnathum.

Ademas, en 2020 EscobarEscobar determino un efecto antibacteriano para los extractos de

Vaccinium corymbosum (arandano) y Vaccinium floribundum (mullaca) sobre
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Staphylococcus aureus a 500 y 750 mg/mL, siendo estas concentraciones mayores a las

determinadas en el presente estudio.

Con respecto a la Concentracion Minima Bactericida para Staphylococcus aureus y Listeria
monocytogenes no se observaron diferencias estadisticas (P<0.05) sobre ambas bacterias;
mientras que el EHH tuvo un CMI sobre L. monocytogenes de 25 mg/mL y un efecto

inhibitorio cuatro veces menor sobre para S. aureus (100 mg/mL).

En cuanto al efecto bactericida de los extractos sobre S. typhi y S. choleraesuis se obtuvo a
una concentracion de 100 mg/mL para ambos extractos sin mostrar diferencias estadisticas
significativas (P<0.05); sin embargo, para E. coli la CMB fue de 200 mg/mL sin presentar
diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) entre ambos extractos (fruto y hoja). Al
respecto Mattos-Campos en 2020 determin6 una CMB a 100 mg/mL para el extracto acuoso
de Vaccinium corymbosum, resultado similar a la obtenido para el extracto de la fruta de V.

leucanthum para E. coli.

Por otra parte, para P. aeruginosa el extracto del fruto present6 su mejor actividad a una
concentracion de 25 mg/mL, seguido del extracto de la hoja con 50 mg/mL, un estudio
realizado por Silva y colaboradores en 2013 encontr6 una CMB mayor a 50 mg/mL para el
extracto acuoso de la fruta de V. corymbosum sobre P. aeruginosa.

Para determinar el efecto neto de los extractos sobre las bacterias, se determind el coeficiente
de la relacion CMI y CMB (Tabla 3).
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Tabla 3. Relacién de CMB/CMI de los extractos hidroalcohélicos del fruto y la hoja de Vaccinium

leucantum (cahuiche).

Relacion CMB/CMI iy
Bacteria Interpretacion Interpretacion
EHF EHH

Staphylococcus aureus 2 Bactericida 8 Bacteriostatico

Listeria monocytogenes 2 Bactericida 2 Bactericida
Salmonella typhi 32 Bacteriostatico 8 Bacteriostatico
Salmonella choleraesuis 2 Bactericida 16 Bacteriostatico
Escherichia coli 64 Bacteriostatico 32 Bacteriostatico

2 Bactericida 2 Bactericida

Pseudomonas aeruginosa

EHAF (Extracto hidroalcohodlico de la fruta), EHAH (Extracto hidroalcohélico de la hoja), CMI
(Concentracion minima inhibitoria), CMB (Concentracion minima bactericida). Los resultados se
expresan como promedio (n=3). Letras distintas en cada columna representan diferencias

estadisticamente significativas (P<0.05).

El EHF tuvo una actividad bactericida para S. aureus, L. monocytogenes, S. choleraesuis y
P. aeruginosay bacteriostatico para S. typhi y E. coli; mientras que el EHH mostro actividad
bactericida contra L. monocytogenes y P. aeruginosa y bacteriostatica para S. aureus, S.

choleraesuis, S. typhi y E. coli.

Efectos similares fueron reportados para un extracto de Vaccinium corymbosum sobre
Escherichia coli y Staphylococcus aureus por Reyes en 2019. A pesar de que los resultados
no son comparables en su totalidad debido a la diferencia de técnicas utilizadas y especie,
dichos resultados confirman la actividad antibacteriana, de extractos obtenidos de especies

del género Vaccimium.

En un estudio previo se reportd la composicion quimica de extracto hidroalcohdlico de

Vaccimium leutantum, determinado como compuesto mayoritario al &cido
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clorogénico(Sanchez-Franco et al. , 2019). Al respecto, Lou y colaboradores en 2011
reportaron que este compuesto posee un efecto antibacteriano ya que es capaz de interactuar
con la membrana de la bacteria modificando el tamafio de poro y el consiguiente aumento de
la permeabilidad de esta, permitiendo asi la salida de K*y nucleétidos. Ademas, el autor
sugiere que las sustancias aniénicas podrian eliminar los cationes divalentes de los sitios de
unién de los lipopolisacaridos dafiando la funcion y estructura de membrana, primero
interrumpiendo la permeabilidad de la membrana y luego despolarizandola. En el mismo
sentido, Llivisacay colaboradores en 2018 refieren que estos compuestos fendlicos contienen
grupos hidroxilo que pudieran inhibir la actividad de las enzimas, alterando el metabolismo

de la prolina en L. monocytogenes, causando la inhibicion o muerte del microorganismo.

Finalmente, de acuerdo con la lista de patdgenos multirresistentes a antimicrobianos
prioritarios para la OMS, S. aureus, P. aeruginosa y E. coli se encuentran en los grupos de
prioridad critica y grupo, razén por la cual este organismo ha expresado su interés para el
desarrollo de nuevas alternativas de tratamiento, en este sentido, el EHH al exhibir efectos
bactericidas sobre dichos patdgenos representa una alternativa viable de tratamiento(OMS,
2017).

8.3. Actividad anti-inflamatoria

En la figura nmero ocho se observa el porcentaje de inhibicidn que se obtuvo mediante la

aplicacion del modelo de inflamacion inducido por TPA en oreja de raton.
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Figura 8. Porcentaje de inhibicion del extracto hidroalcohdlico y fracciones de Vaccinium
leucanthum Omitlan Hidalgo, México. Indo (indometacina), EHAF (Extracto hidroalcohdlico de la
fruta), FANP (Fraccion de acetonitrilo precipitado), FANS (Fraccion de acetonitrilo sobrenadante) y
CTRL (Grupo control). Los resultados se expresan como promedio (n=4) + desviacion
estandar Letras distintas en cada barra representan diferencias estadisticamente significativas

(P<0.05) de acuerdo con la comparacion de medias de Tukey.

Como se muestra en la figura existen diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos, teniendo un mayor porcentaje de inhibicion del extracto hidroalcohélico del
fruto integro en comparacion con las fracciones menos complejas, lo que nos indica que
existe una relacion aditiva entre los compuestos obtenidos en las fracciones (Garcia &
Moreno, 1998). Sin embargo, el extracto integro no fue mayor que el efecto obtenido con el

control la indometacina.

No se encontraron reportes del efecto anti-inflamatorio de extractos obtenidos de partes areas
o frutos de plantas del género Vaccinium en el modelo de inflamacién inducida en oreja de
raton por TPA,; sin embargo, Torri y colaboradores en 2010 determinaron la actividad anti-
inflamatoria del extracto hidroalcohdlico de V. corymbosum en edema inducido por
carragenina en pata de rata, encontrando un 65.9% de inhibicion a una dosis de 300 mg/kg.

Recientemente, Vilkickyte y colaboradores (2022) determinaron la actividad anti-

LN. IZANAMI HERNANDEZ GONZALEZ QQG 49



inflamatoria de fracciones ricas en proantocianidinas triméricas y diméricas del extracto
acetona acuosa al 70% de Vaccinium vitis-idaea sobre la produccién de perdxido de

hidrégeno por los macréfagos.

De acuerdo con lo reportado por Sanchez-Franco y colaboradores en el 2019, el extracto
hidroalcohélico de V. leucantum posee acidos organicos como el cafeico, ferulico, galico y
clorogénico, asi como las antocianinas 3-O-glucésido de cianidina, 3-O-glucésido de
petunidina y 3-O-glucdsido de malvidina. Algunos de estos compuestos han demostrado

efecto anti-inflamatorio.

Por ejemplo, BenSaad y colaboradores en 2017 reportaron que el acido galico, obtenido de
la granada a 200 pg/mL disminuye la produccién de éxido nitico (ON), prostaglandina E2
(PGE-2 ) e interleucina-6 (IL-6) inducidas por lipopolisacarido (LPS) en las células
RAW264.7, en 75, 85 y 100%, respetivamente. Ademas, Kroes y colaboradores en 1992
encontraron que este compuesto interfiere en el funcionamiento de los leucocitos
polimorofonucleares y la actividad de la mieloperoxidasa, la cual presenta una actividad
catalitica mediante la formacion del hipoclorito (HCLO") el cual es un potente oxidante,
halogenate proteico teniendo entre otras actividades las bactericidas (Sierra et al., 2006) ; asi
como tambien en la eliminacion de aniones superdxido y una posible interferencia en la union
de la la NADPH-oxidasa activa, dicho efecto es atribuido al grupo o-dihidroxilo del &cido

galico.

Asi mismo, el acido cafeico admisnistrado via topica (15 mg/kg) a cobayos con pulpitis,
redujo el proceso inflamatorio con una disminucion de la infiltracion de macrofagos y
neutrofilos. El acido cafeico es conocido por su efecto inhibidor de la lipooxigenasa

disminuyendo los metabolitos del acido araquidénico (Morones et al., 2016).

Otro compuesto con importante efecto anti-inflamatorio es el acido clorogénico (AC). En
este sentido, Shin y colaboradores en 2017, evaluaron el efecto ant-inflamatorio del AC en
celulas intestinales humanas e informaron que las propiedades anti-inflamatorias de esta
moléculas estan asociadas a la presencia de nucleos de catecol en su estructura. Ademas, se

ha reportado que este compuesto disminuye la expresion de ARNm de la proteina
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inflamatoria de macréfagos 2 (MIP-2, un homélogo de IL-8 de ratén) en un modelo de colitis
inducida por sulfato de sodio. Dicha inhibion se debe a la activacion de la via de sefializacion
de IL-8 y PKD-IKK-NF«kB mediante la eliminacion de ROS intracelulares (Naveed et al,
2018).

En otro orden de ideas, diversos reportes han evidenciado el efecto anti-inflamatorio de
antocianinas. Por ejemplo, Zanhg y colaboradores (2020) determinaron la actividad anti-
inflamantoria de antocinidinas obtenidas de Vaccinium myrtillus (arandano silvestre) y Ribes
nigrum (grosellero negro) a través de su administracion oral (360 mg/dia) a pacientes con
dislipidemia. En este estudio se encontr6 que las antocianidinas causaron la disminucién de
IL-6 y NF-a (de 2.34 £0.19 pg/mL a 1.06 + 0.18 pg/mL y 6.39 £ 0.55 nmol/mL a 4.92 +
0.53 nmol/L, respectivamente). En el mismo afio Jian y colaboradores, determinaron la
actividad anti-inflamatoria de una fraccion rica en anotocianinas unidas a proteina obtenidas
de la papa morada en un modelo de macré6fagos RAW264.7 inducidos por lipopolisacaridos,
y encontraron que a una concentracion de 200 pug/mL dicha fraccion redujo en 53.3% la
produccion de ON y en 30.8% el o-TNF. Ademas, recientemente Pattananandecha y
colaboradores (2021) determinaron la actividad anti-inflamatoria de un extracto rico en
antocianinas obtenido de arroz morado sobre células macrofagas murinas RAW 264.7
activadas con lipopolisacérido e interferon-y. El extracto fue capaz de suprimir la produccion
de dxido nitrico (Clso=18.32 + 0.82 pg/mL) e inhibir a la 6xido nitrico sintasa (Clso= 23.43
+1.21 pg/mL).

Finalmente, por el modelo utilizado para evaluar la actividad anti-inflamatoria en este
trabajo, los compuestos activos presentes en el extracto hidroalcohdlico del fruto de cahuiche
pudieran actuar en la fase aguda del proceso inflamatorio inhibiendo la sintesis de
prostaglandinas y leucotrieno actuando en las enzimas implicadas en la produccion de estos

mediadores las ciclooxigenasas (Rivero et al., 2016).
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8.4. Compuestos bioactivos

Los valores obtenidos de fenoles, flavonoides y antocianinas de los extractos y sus

fracciones de Vaccinium se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Compuestos bioactivos (fenoles totales, flavonoides y antocianinas) del fruto V. leucanthum.

Omitlan de Juarez Hidalgo.

Parametros EHAF FANP FANS EHAH

Fenoles totales
77.40 +0.64° 51.16 +0.08¢ 58.19+0.49°¢ 88.14 +0.50°

(mg EAG/ g de extracto)

Flavonoides
43.37+0.25° 30.20+0.33¢ 42.36+0.25°¢ 63.46 +0.08 @

(mg EQ/ g de extracto)

Antocianinas

b d
(mg 3-glucésido de cianidina 29+0.30° 1.5+0.16 0.20+0.43 1.27+0.39°¢

/g de extracto)

Los resultados se expresan como promedio (n=3). Letras distintas en cada columna representan
diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) de acuerdo a la comparacion de medias de Tukey.
EHAF (Extracto hidroalcohdlico de la fruta), FANP (Fraccidn de acetonitrilo precipitado), FANS
(Fraccidn de acetonitrilo sobrenadante), EHAH (Extracto hidroalcoholico de la hoja).

8.4.1. Fenoles totales

En lo que corresponde al contenido de fenoles totales, el extracto del fruto de cahuiche
presentd un contenido mayor que la hoja (77.40+ 0.64mg EAG/ g 88.14 + 0.50 mg EAG/qg,
respectivamente, ademas, los valores presentaron diferencias significativas (P<0.05).

Estos compuestos fendlicos presentan varias funciones como se ha mencionado con
anterioridad dentro las que se encuentran la capacidad antioxidante, anti-inflamatoria y

antibacteriana (Gimeno, 2004).
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Por otra parte, las variaciones en el contenido de compuestos fendlicos en la hoja y el fruto
se pueden deber al mayor tiempo de exposicion de la hoja que el fruto a factores que propicien

al desarrollo de una mayor cantidad de compuestos bioactivos (Jiménez et al., 2003).

8.4.2 Flavonoides

La concentracién de flavonoides totales fue de 63.46 + 0.08 mg EQ/ g para el EHH, seguido
de 43.37 + 0.25mg EQ/ g de EHF, 30.20 + 0.33y 42.36 + 0.25 mg EQ/1 g; para las fracciones
del extracto hidroalcohodlico de la fruta los valores presentaron diferencias estadisticamente
significativas (P<0.05).

A pesar de que se necesitan mas estudios para establecer una ingesta diaria recomendada
(IDR) para los flavonoides y para cada subclase de flavonoides, actualmente la IDR de
flavonoides totales estan entre 250-400 mg/dia (Peluso & Palmery, 2015), por lo que el
consumo del extracto del fruto de cahuiche contribuiria a un aporte significativo de estos

compuestos.

8.4.3 Antocianinas

En lo que a antocianinas totales se refiere los valores encontrados fueron estadisticamente
significativos (P<0.05), siendo mayor el contenido en el extracto del fruto comparado con la

hoja 2.9 + 0.30 y 1.27 + 0.39 mg 3-O-glucésido de cianidina/g, respectivamente).

En 2019 Sanchez-Franco y colaboradores determinaron la composicion del extracto
hidroalcohdlico de V. leucanthum encontrando que este fruto es una rica fuente de los &cidos
organicos y antocianinas. Los acidos organicos presentes en el fruto de cahuiche son el acido
clorogénico, cafeico, p-cumarico y galico, siento este tltimo el de mayor conentracion en el
extracto (2.19 mg/g). Mientras que, las antocianinas encontradas fueron 3-O-glucosido de
malvidina, 3-O-glucésido de petunidina y 3-O-glucdsido de cianidina; siendo esta ultima el
compuesto de mayor contenido (3.26 mg/g).

Las antocianinas son estructuralmente dependientes de las caracteristicas del medio donde se
encuentran y se generan interacciones entre ellas o con otros compuestos que influye en su

equilibrio quimico y pueden ocasionar una modificacion en su color. La copigmentacion es
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un proceso que consiste en el acoplamiento de una molécula orgéanica denominada
copigmento sobre las fracciones polarizables coloreadas de las antocianinas. Estos
copigmentos pueden ser &cidos organicos, aminoacidos, nucleétidos, metales, compuestos
fenolicos y proporciona estabilidad a la antocianina adoptando una configuracion tipo

sdndwich mediante uniones tipo rn-n y OH-r (Escribano-Bailon & Santos-Buelga, 2012)..

Con el objetivo de separar los &cidos organicos de las antocianinas contenidos en los
extractos se realizd una resuspension del EHF acetonitrilo y de esta manera lograr una
modificacién del momento dipolar y poder romper las uniones tipo n-n, encargadas de la
formacion del complejo de copigmentacion, gracias a las propiedades fisicoquimicas que presenta
este enlace no covalente (Baranac et al., 1996). De este modo se obtuvieron 0.595 g de la fraccion

soluble en acetonitrilo de color café denominada FANS y 20.45 g de un precipitado rojo (FANP).

Para corroborar la eficiencia de la separacion y pérdida de los complejos de copigmentacion,
se cuantificd el contenido de antocianinas totales en ambas fracciones, encontrando que la
FANS contenia una cantidad insignificante de estos compuestos (0.20 + 0.43 mg 3-O-
glucdsido de cianidina/g); mientras que FANP tuvo un valor de 1.5+ 0.16 y 1.27 + 0.39 mg
de 3-O-glucotsido de cianidina por g. Estos resultados indicaron que FANP es una fraccién
rica en antocianinas, mientras que los acidos hidroxicinamicos se quedaron el sobrenadante
(FANS).

8.5. Actividad antioxidante

De acuerdo con los valores obtenidos de actividad antioxidante para las determinaciones de
DPPH* y ABTS*" (tabla 5) podemos observar que el extracto de fruto de cahuiche present6
mayor actividad antioxidante para ABTS*", con un valor de 160.70+0.30 mg ET/g de
extracto y mientras que EHH 136.580+0.20 mg ET/g de extracto fue mas activo contra

DPPH* siendo los resultados significativos (P<0.05).
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Con respecto a las fracciones menos complejas, FANP tuvo mejor actividad sobre DPPH® y
ABTS*" que la fraccion suspendida (FANPS), con valores de 88.80 + 0.82 y 68.28 + 0.90
mg ET/g de extracto respectivamente.

El ensayo ABTS®" se basa en la generacion de un ABTS*" azul/verde el cual es aplicable a
sistemas antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos; mientras que el DPPH® utiliza un radical
disuelto en medios organicos y por lo tanto es, aplicable a sistemas hidrofébicos (Floegel et
al., 2011). De acuerdo con lo observado en la tabla 5, el mayor efecto sobre ABTS*" se
observo para el EHAF, FANS, FANP; mientras que para DPPH® el EHAH fue el més
efectivo. Esta actividad se puede deber a los compuestos presentes en el fruto (fenoles totales
de 77.40. £ 0.64 mgEAG/qg, flavonoides 43.3 £ 0.25mgEQ/g y atocianinas de 2.9 + 0.30 mg

de 3-O- glucosido de cianidina).

En este sentido Yeny colaboradores en 2002 determinaron la actividad antioxidante del &cido
galico a una concentracion de 4.17 mM obteniendo un 43.9 % de efecto secuestrantes sobre

el radicale DPPH® y una eliminacién del 60 % sobre el peréxido de hidrdégeno

Por otra parte, Naveed y colaboradores (2018) en una revision sistematica reportaron el
efecto antioxidante del &cido clorogénico de extractos obtenidos de Hypericum hircinum L.
por la propiedad que presenta para atrapar radicales libres debido a la presencia de grupos
hidroxilo que actian como fracciones positivas para sus propiedades antioxidantes. Ademas,
en un estudio publicado por Shin y colaboradores (2015), se informd que la secrecion
inducida por estrés de interleucina-8 (IL-8) y expresion de ARNm fue significativamente
inhibida por el acido clorogénico en un modelo de colitis inducida por sulfato de sodio.

El afio siguiente (2019) Spagnol y colaboradores determinaron la actividad antioxidante del
acido cafeico mediante captura del anion radical superdxido; ensayo de blanqueo con
crocina; capacidad de captura del &cido hipocloroso; capacidad de captacion del
ABTS /DPPH'’ con una concentracion efectiva requerida para obtener el 50 % del efecto
antioxidante (ECso, pg/mL) de 1.96 pg/mL para ABTS™; 2.39 pg/mL para DPPH', 0.37
pg/mL para SOD, 41.11 pg/mL para O2™, 1.64 ug/mL para ROO" y de de 0.84 pg/mL para
HOCI/OCI".
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Finalmente, Wang y colaboradores (1999) encontraron que la 3-O-glucésido de cianidina

obtenida de la cereza impedia la peroxidacion lipidica. Huang y colaboradores (2016)

observaron que la 3-O-glucésido de malvidina interferia en las reacciones de las especies

reactivas del oxigeno. Asimismo, Nobre y colaboradores (2019) determinaron la actividad

antioxidante del acido galico obtenido en semillas de trigo, el cual aument6 la vida de

anaquel. Ademas, recientemente Pattananandecha y colaboradores (2021) determinaron

la

actividad antioxidante de antocianinas obtenidas de arroz morado observando un efecto sobre

la peroxidacién lipidica (Clso=19.70 £ 0.31 pg/mL), produccion de aniones superdxido (ICso
= 11.20 £ 0.25 pg/mL) y sobre el radical ABTS™ (524.26 + 4.63 mg &cido ascorbico/g de

extracto). Ademas, el extracto presentd niveles significativamente altos de 3-O-glucosido de

cianidina, 3-O-glucoésido de peonidina, 3-O-glucosido de delfinidina.

Tabla 5. Actividad antioxidante (DPHH® y ABTS**) del fruto Vaccinium I. Omitlan de Juérez

Hidalgo reportados en mg ET/ g de extracto.

Parametros EHAF FANP FANS EHAH

Actividad antioxidante

a d c b
ABTS* 160.70 + 0.30 88.80 + 0.82 68.28 + 0.90 121.94 + 0.09

Actividad antioxidante

DPPH® 64.64+0.22° 27.86+0.21°¢ 23.87+0.21¢ 136.58 +0.20 2

Los resultados se expresan como promedio (n=3). Letras distintas en cada columna representan

diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) de acuerdo a la comparacion de medias de Tukey.

EHAF (Extracto hidroalcohodlico de la fruta), FANP (Fraccion de acetonitrilo precipitado), FANS

(Fraccion de acetonitrilo sobrenadante), EHAH (Extracto hidroalcohodlico de la hoja).
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IX CONCLUSIONES

Los extractos hidroalcohdlicos del fruto y la hoja del Vaccinium leucantum presentan
actividad antibacteriana contra las seis bacterias evaluadas, teniendo un mayor efecto el
extracto hidroalcoholico del fruto. El extracto hidroalcohdlico del fruto presenté un mayor
efecto anti-inflamatorio (60.7% de inhibicion de la inflamacion) comparado con sus
fracciones de acetonitrilo; sin embargo, este efecto fue menor que el de la indometacina
(77.9% I1). Los extractos hidroalcoholicos de cahuiche tienen mayor contenido de fenoles,
flavonoides en comparacién con las fracciones con 88.14 + 0.50 y 77.40 + 0.64 mg EAG/(q;
63.46 + 0.08 y 43.37 + 0.25 mg EQ/g para el extracto de la hoja y el fruto, respectivamente,
El contenido de antocianinas totales fue mayor en el extracto de la fruta, seguido de la
fraccidn de acetonitrilo precipitado. El extracto hidroalcohdlico integro de la fruta y la hoja
presentan una mayor capacidad antioxidante que la de las fracciones obtenidas del extracto
hidroalcohdlico del fruto; de las fracciones obtenidas la méas activa la fraccion de precipitado
de acetonitrilo para DPPH" y ABTS™.

Los resultados sugieren que los extractos hidroalcoholicos de Vaccinium leucantum pueden
ser una alternativa para prevenir el estrés oxidativo y el tratamiento de algunas enfermedades
provocadas por bacterias que afectan a la salud humana. Considerando estas caracteristicas
podria ser llamado un alimento funcional; sin embargo, previo a su aplicacion en modelos in

Vvivo se requiere de pruebas de toxicidad
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