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RESUMEN

En los dltimos afios ha aumentado el uso de plantas medicinales en México, en respuesta a una
creciente demanda de una parte de la poblacién que exige cada vez mas productos de origen
natural y alternativas a algunos medicamentos. Las plantas representan el recurso natural mas
utilizado para la busqueda de compuestos bioactivos y se encuentran en estudio una gran
variedad de familias. El achiote pertenece a la familia Bixaceae; es una planta originaria de
América del Sur, se cultiva extensamente en todas las regiones tropicales del mundo. Existen
reportes en literatura que han puesto de manifiesto que las semillas, hojas y otras partes de la
planta posee metabolitos secundarios de interés bioldgico con una amplia gama de actividades
bioldgicas, principalmente, antioxidante; en la medicina tradicional se ha utilizado como diurético,
antidiabético, antiinflamatorio, laxante, cicatrizante, entre otros usos. El objetivo principal de esta
investigacion fue determinar las actividades biol6gicas (actividad antioxidante, antimicrobiana y
antiproliferativa sobre lineas celulares cancerigenas) y perfil fitoquimico de Bixa orellana L. El
perfil fitoquimico de los extractos metandlicos de las hojas (H9 y H11) y semillas (S9 y S11) de
dos accesiones de Bixa orellana L, se llevd a cabo mediante reacciones cualitativas,
encontrandose la presencia de saponinas, terpenos, quinonas y cumarinas. La actividad
antioxidante, antibacteriana y antiproliferativa sobre lineas celulares cancerigenas fueron
evaluadas por el método de DPPH, microdilucién en caldo y ensayo de reduccion de MTT,
respectivamente. En la determinacion de actividad antioxidante las concentraciones evaluadas
para los extractos metandlicos fueron de 3.125 — 400 pg/ mL y para la vitamina C de 0 — 12.6 pg/
mL,; los resultados muestran que los valores de ECso, menores se obtuvieron para los extractos
metandlicos de las hojas H9 (45.07 = 3.70 ug/ mL) y H11 (44.23 + 1.42 pug/ mL), lo cual indica su
mayor potencial antioxidante en comparacion con los extractos S9 (185.44 + 4.41 ug/ mL) y S11
(100.59 + 3.18 pg/ mL). Para determinar la actividad antibacteriana de los extractos metandlicos
de las accesiones 9 y 11 de achiote fue evaluado el efecto antiproliferativo de estos sobre las
bacterias Gram-negativas (Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella typhimurium ATCC14028)
y Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923), de acuerdo a los resultados obtenidos,
ambos extractos (hojas y semillas) de las dos accesiones 9 y 11 poseen mayor efecto sobre E.
coli y menor actividad en todos los casos sobre S. aureus. La actividad antiproliferativa de los
extractos metandlicos de las hojas y semillas de achiote de las accesiones en estudio se
realizaron a tra vez de ensayos in vitro utilizando las lineas celulares cancerigenas HeLa y RAW

267.4. Las concentraciones evaluadas fueron de 200, 100, 50, 25 y 12.5 pyg/mL. De manera
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general, el orden de actividad antiproliferativa de los extractos de Bixa orellana en la linea celular
HelLa fue S11 > H11 > S9 > H9, con valores de ICso de 37.29 + 1.15, 64.95 + 2.65, > 200, > 200
pg/mL, respectivamente; mientras que el orden de actividad en células RAW fue S9 > S11 > H11
> H9 con valores de ICso de 66.04 £ 0.73 pg/mL para el extracto S9, 80.79 £ 1.12y 130.83 + 3.19
pg/mL para S11 y H11, respectivamente; mientras que para H9 fue > 200 ug/mL. Los resultados
obtenidos demuestran que Bixa orellana L. podria ser un recurso natural con un gran potencial

para la busqueda de nuevos agentes bioactivos.

10



INTRODUCCION

El uso de medicinas alternativas como los son las plantas medicinales y los suplementos dietarios
ha sido una practica tradicional que no ha caido en desuso (Barthelson, 2016). Se estima que
80% de la poblacién mundial utiliza remedios herbolarios tradicionales y, que al menos 35,000
especies vegetales presentan potencial para uso medicinal y muchas de ellas alin no han sido
estudiadas (Annan y Houghton, 2007). La gran diversidad vegetal y la amplia riqueza cultural de
México han favorecido el aprovechamiento de las plantas con fines medicinales desde épocas
prehispanicas (Martinez, 2016), este patrimonio cultural se ha transmitido de generacién en
generaciéon, de manera que algunas costumbres en la actualidad subsisten y son ejercidas de
manera cotidiana, tanto en areas rurales como urbanas (Bye y Linares, 2003). Estas practicas
médicas permanecen vigentes debido a que, entre otras cosas, los tratamientos con plantas
medicinales tienen menores efectos secundarios que los farmacos sintéticos, ademas, que son
mas accesibles en relacion a su costo.

Como bien se sabe en la medicina tradicional, Bixa orellana L. (achiote) posee una
diversidad de usos tradicionales en diferentes regiones de América; los tejidos de la planta
utilizados son las semillas, hojas, raices y las flores; las hojas y las raices que se usan para tratar
patologias del higado, de la piel, , dolores de cabeza, inflamaciéon de anginas, antigonorréicas;
las semillas se utilizan como expectorantes, en padecimientos como gastritis y diabetes; el aceite
gue se extrae de las semillas contra el sarampion, la viruela, afrodisiaco, entre otros (De Araujo-
Vilar y col., 2014).

Aun cuando el achiote posee numerosas propiedades benéficas para la salud, este no
atrae al consumidor como planta medicinal, sino como un condimento de exquisito gusto,
agradable aroma y textura tierna. Debido a esto las investigaciones realizadas en México con
respecto al achiote hasta el momento se han enfocado a mejorar la produccion y la calidad de
este cultivo. Sin embargo, debido a su riqueza en nutrientes, “fitoquimicos”, el achiote es un
recurso natural interesante que puede ser estudiado como fuente potencial de compuestos
bioactivos con posibles aplicaciones como nuevos tratamientos contra padecimientos como
cancer, diabetes, obesidad, estrés, entre otros. Considerado los reportes en la literatura acerca
de la amplia gama de actividades biol6gicas del achiote y siendo este uno de los principales
cultivos en el sureste de México, es interesante y de gran utilidad realizar estudios sobre su

composicion quimica y actividades bioldgicas.
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OBJETIVOS

General

Determinar la actividad antioxidante, antibacteriana, antiproliferativa, y perfil fitoquimico del
extracto metandlico de hojas y semillas de Bixa orellana L. (achiote).

Especificos

1. Determinar el perfil fitoquimico de dos accesiones de achiote (Bixa orellana L.)

2. Determinar la actividad antioxidante de los extractos metanodlicos de hojas y semillas de Bixa
orellana L., el contenido de fenoles totales y flavonoides totales por métodos
espectrofotométricos.

3. Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos metandlicos de Bixa orellana L. sobre
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella typhimurium
ATCC14028.

4. Evaluar el efecto antiproliferativo de los extractos metandlicos de achiote sobre las lineas
celulares RAW 264.7 y Hela.
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JUSTIFICACION

En México, los Estados que se dedican al cultivo del achiote (Bixa orellana L) son principalmente
los que comprenden la Peninsula de Yucatan (Campeche, Quintana Roo y Yucatan), ademas,
Tabasco, Chiapas, Oaxaca, Guerrero y Veracruz. La importancia econémica del achiote radica
en su uso como colorante en la industria de los alimentos, cosméticos y farmacia, debido a que
el aceite de sus semillas posee un alto contenido de carotenoides, que provee propiedades
antioxidantes a dichos productos. Por este motivo los estudios sistematicos de Bixa orellana L.
Se enfocan en la mejora de los cultivos, propagacion, caracterizacién y mejora genética de este.
Sin embargo, esta reportado de manera limitada en la literatura que posee una amplia gama de
actividades biolégicas, por lo cual es necesario que se incremente el conocimiento sobre la
caracterizacién quimica de los metabolitos secundarios en semillas y hojas; asi como evaluar
actividades bioldgicas relacionadas con su potencial antioxidante para conferir un valor agregado
a este producto natural y promover el mejor aprovechamiento de la planta, no sélo las semillas,

sino también hojas y capsula.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

Plantas con Propiedades Medicinales

Los servicios de la medicina tradicional presentan una demanda creciente, ya que es utilizada
como una alternativa para mantener la salud, prevenir y tratar enfermedades, especialmente en
las zonas rurales. México es un pais rico en biodiversidad vegetal que ofrece una fuente
inagotable de plantas con propiedades curativas, muchas especies de plantas con flores tienen
atributos medicinales, mas o menos una de cada siete especies posee alguna propiedad curativa.
Este patrimonio cultural se ha transmitido de generacién en generacion, de manera que algunas
costumbres subsisten y son ejercidas de manera cotidiana, tanto en areas rurales como urbanas,
estas practicas médicas permanecen vigentes debido a que, entre otras cosas, los tratamientos
tradicionales estan basados en la enfermedad como es concebida dentro de su cultura, por lo
gue es pertinente percibir el tratamiento tradicional como un aspecto integrado en ella (Ryesky,
2006). Sin embargo, se estima que la validacion quimica, farmacolégica y biomédica de los
principios activos que contienen se ha llevado a cabo s6lo en 5% de estas especies. Los antiguos
pobladores de nuestro territorio desarrollaron una de las herbolarias mas complejas del mundo,
debido a la riqueza cultural y étnica que alcanzaron; asi pues, desde tiempos prehispanicos
diferentes grupos étnicos han usado plantas con fines medicinales (Ocegueda y col., 2005).

Algo importante que cabe destacar es que la medicina tradicional es asociada fuertemente
a las plantas medicinales, su recurso mas abundante, accesible y conocido, sin embargo, la
medicina tradicional es mucho mas que botanica medicinal, ya que podemos encontrar una
amplia gama de “especialistas” considerados terapeutas tradicionales, entre los cuales se
encuentran los curanderos, yerberos, sobadores, rezadores, hechiceros, parteras etc., todos ellos
ademas de utilizar la herbolaria realizan ceremonias o rituales con un alto contenido de
simbolismos curativos, asi mismo la utilizacion de recursos animales como huevos, leche o miel,
productos que se emplean para lograr la curacion del enfermo y aliviar sus malestares.

En México ha existido una gran tradicion en el estudio quimico de las plantas, sin embargo,
éste ha estado enfocado desde un punto de vista fitoquimico. En la Ultima década este enfoque
ha cambiado consideradamente, tanto en nuestro pais como a nivel mundial, de tal manera que
ahora se busca extraer los compuestos bioactivos y evaluar sus diversas actividades bioldgicas.
En nuestro pais existe una extensa variedad de tratamientos fitoterapéuticos que forman parte

de la herbolaria tradicional mexicana. Soportada por aproximadamente 4,500 especies, ésta
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ocupa el segundo lugar a nivel mundial en el nimero de plantas medicinales registradas
(Martinez, 2016; Barragan, 2016). Tanto en los paises desarrollados como en los que estan en
vias de desarrollo, el uso y la comercializacion de fitofarmacos y productos naturales con fines
medicinales muestran un crecimiento acelerado en los ultimos afios (Hernandez y Roldan, 1994),
lo que se evidencia con el aumento significativo en la demanda mundial por estos productos.
También se ha comprobado que algunas plantas que se utilizan con fines medicinales tienen

principios activos que se emplean para la elaboracién de farmacos comerciales.

Metabolitos Secundarios de las Plantas

Las plantas han desarrollado diversas estrategias de defensa contra condiciones de estrés biético
y abidtico. Para defenderse del dafio ocasionado por heridas y el ataque por insectos o
microrganismos patodgenos, las plantas sintetizan enzimas que degradan la pared celular de
microrganismos o0 que tienen la capacidad de inactivar toxicos de origen microbiano. La
composicion y la estructura de la pared celular vegetal también cambian, formando una barrera
mas rigida y menos digerible para insectos. Estas respuestas de defensa a su vez, se combinan
con el desarrollo de estructuras contra sus depredadores, tales como las espinas, las espigas,
los tricomas y los pelos glandulares. Asi mismo y como parte de la proteccion quimica, otra
estrategia utilizada por las plantas es la produccion de metabolitos secundarios con actividad
antimicrobiana, en contra de herbivoros, o con actividad antioxidante (Gabriela Sepulveda-
Jiménez, D, 2003). Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular que no
solamente tienen una gran importancia ecolégica porque participan en los procesos de
adaptacion de las plantas a su ambiente, como es el establecimiento de la simbiosis con otros
organismos y en la atraccion de insectos polinizadores y dispersores de las semillas y frutos, sino
gue también, una sintesis activa de estos se induce cuando las plantas son expuestas a
condiciones adversas tales como: el consumo por herbivoros (artrépodos y vertebrados), el
ataque por microrganismos como virus, bacterias y hongos; la competencia por el espacio de
suelo, la luz y los nutrientes entre las diferentes especies de plantas y, la exposicion a la luz solar
u otros tipos de estrés abidtico (Ringuelet y Vifa., 2013).

Los metabolitos secundarios son compuestos derivados del metabolismo primario, pero
de limitada distribucion en el reino de las plantas, restringidos a un grupo taxonémico particular
(Shilpa y col., 2010). Antiguamente se aceptd que las sustancias secundarias se producian con
funciones relativas inespecificas, después se encontrd6 que muchas de estas poseen altos

rendimientos y que tienen multiples funciones en las plantas (Wink, 2007). Este tipo de
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metabolitos constituyen una fuente importante de principios activos de medicamentos e
importantes compuestos quimicos (Goossens y col.,, 2003). Aunque gran parte de los
medicamentos se obtienen por sintesis quimica, la mayoria de las estructuras principales estan
basadas en productos naturales. Mundialmente existe un 44% de nuevos medicamentos basados
en productos naturales y en paises desarrollados el 25% de los medicamentos son derivados de
plantas (Hag, 2004).

Los compuestos secundarios de plantas de interés comercial, han sido incluidos en tres
principales categorias segun sus rutas biosintéticas: terpenos, compuestos fendlicos y
compuestos nitrogenados. Los terpenos se forman por la polimerizacibn de unidades de
isoprenos y esteroides y se dividen en seis grupos: monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
triterpenos, tetraterpenos y esteroles, dentro de los cuales se encuentran carotenos, glicosidos
cardiotdnicos, taxol, entre otros. Entre los compuestos fendlicos se incluyen los acidos fendlicos,
cumarinas, flavonoides y taninos. Las aplicaciones farmacéuticas de estos compuestos son
considerables, se refieren sus efectos como analgésicos, antibacterianos, antihepatotéxicos,
antioxidantes, antitumorales, inmunoestimulantes, entre otras. Los compuestos nitrogenados son
principalmente los alcaloides y glucésidos cianogénicos; estos son fisiolégicamente activos en
humanos (cocaina, nicotina, morfina) y de gran interés en la industria farmacolégica. Por otra
parte, los glucosidos cianogénicos, se consideran posiblemente, los metabolitos secundarios con

mayor relacion en las funciones de defensa (Perez-Alonso, 2011).

Tamiz Fitoquimico

La fitoquimica comprende el estudio de metabolitos secundarios presentes en especies
vegetales, los cuales pueden ser fenoles y polifenoles, quinonas, flavonas y flavonoides, taninos,
cumarinas, terpenoides y aceites esenciales, alcaloides, lectinas y polipéptidos, glucdsidos y
saponinas (Prashanty col., 2011), asi como esteroides y xantonas. Para conocer el tipo de
compuestos presentes en las plantas pueden usarse diferentes técnicas, tales como el tradicional
tamizaje fitoquimico, cromatografia de gases, cromatografia de capa delgada, cromatografia de
liquidos de alta resolucién, espectrofotometria de masas, espectrofotometria infrarroja, entre
otras (Lock, 1988).

Aunque en la actualidad existen técnicas avanzadas para determinar la naturaleza
quimica de los metabolitos de las plantas, los ensayos fitoquimicos tradicionales aun constituyen

una forma confiable de realizar un andlisis cualitativo de los extractos, ya que arrojan informacion
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preliminar acerca de su composicion. Cuando se investigan muchos extractos de plantas, esto
constituye una ventaja ya que permite descartar todas aquellas especies que no tienen potencial
para ser utilizadas para algun beneficio farmacoldgico, quedando solamente las que si lo
tienen. EIl tamiz fitoquimico consiste en la obtencion de extractos de plantas con solventes
apropiados, tales como agua, acetona, alcohol, cloroformo y éter, etc., (Prashant y col., 2011).
Posterior a la extraccion, se llevan a cabo reacciones de coloracion, las cuales son reacciones
sensibles, reproducibles y de bajo costo. Algunas de las reacciones evallan grupos de sustancias
y otros la presencia de otros compuestos como acidos grasos, azlcares reductores, polisacaridos

y mucilagos (Sharapin, 2000).
Bixa orellana L.

Bixa orellana L, cominmente conocida como annatto o achiote, pertenece a la Familia Bixaceae.
Es un arbusto de 3-6 m de altura, originario de América Central y Sur América, es uno de los

pigmentos naturales mas antiguos que se conocen (Shahid-ul-Islam, 2016) (Figura 1).

Figura 1. Bixa orellana L. Fuente: Dra. Addy Leticia Zarza Garcia. Universidad Autbnoma de
Ciudad del Carmen, Campeche

Las hojas son simples, grandes, verdosas claras, de margenes lisos. Las flores se

disponen en ramilletes, blanquecinas a rosadas segun las variedades. El fruto es una capsula
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roja de 2 a 6 cm de largo, con pelos gruesos espinosos, puede ser verdoso oscuro a morado
(segun las variedades), que al madurar pasa a pardo rojizo oscuro. En cada cdpsula hay semillas
en numero variable (10-50, en relacion con el tamafio capsular) (Figura 2). La semilla es
comprimida, de aproximadamente 5 mm de largo, con tegumento recubierto de una sustancia
viscosa de color rojizo intenso. El pigmento esta localizado en la superficie de la semilla, como
una cubierta resinosa y aceitosa, estd formado fundamentalmente por bixina, con trazas de

norbixina, éster de dimetil bixina y otros apocarotenoides (Giuliano, 2003).

Figura 2. Capsula y semillas de Bixa orellana. Fuente: Dra. Addy Leticia Zarza Garcia.
Universidad Auténoma de Ciudad del Carmen, Campeche.

El achiote se encuentra distribuido por toda la region neotropical, desde México hasta
Per( y Brasil, y se ha extendido a Africa y Asia. En México, los Estados que se dedican a su
cultivo comprenden la Peninsula de Yucatan (Campeche, Quintana Roo y Yucatan), Tabasco,
Chiapas, Oaxaca, Guerrero, Veracruz y en el noroeste, parte de Nayarit y Sinaloa.

El andlisis fitoquimico de Bixa orellana ha llevado al aislamiento e identificacion de una
serie de compuestos estructuralmente diversos. El achiote es rico en carotenoides,
especialmente apocarotenos como la bixina, isobixina y norbixina; también se describen el 3-
caroteno, criptoxantina, luteina, zeaxantina, orellina, entre otros. Ademas, las semillas contienen
lipidos como el &cido linoleico, y en menor cantidad el a-linolénico y oleico; aminoacidos como el

glutamato, aspartato y leucina; algunos sesqueterpenos, flavonoides y contiene altas
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concentraciones de fésforo, trazas de calcio y gran cantidad de hierro y zinc, asi como vitaminas
(A, Dy C) (Rodriguez, 2007).

Debido a la abundante evidencia etnomédica que apoya el potencial terapéutico del
achiote, se han realizado multiples investigaciones para determinar su actividad biol6gica. En un
estudio basado en los usos populares de esta especie en Guatemala, se demostré que el extracto
alcohdlico al 50% de la corteza de B. orellana tiene actividad contra Neisseria gonorrea (Caceres
A.y col., 2005). Por otro lado, el extracto metandlico de las hojas mostré actividad antibacteriana
contra agentes causantes de la diarrea y disenteria, incluyendo Shigella dysenteriae (Shilpi J. y
col., 2016). En un estudio realizado por Janior A. y cols. en el 2005 se demostré que la norbixina
induce efectos sobre la lesion de las células de Escherichia coli DNA-inducido por radiacion
ultravioleta, peroxido de hidrégeno (H-O>) y aniones superdxidos, concluyendo que la norbixina
protege a las células contra estos agentes, incrementando su sobrevivencia en por lo menos 10
veces. También se ha reportado que tiene propiedades antimutagénicas con un maximo de

inhibicion de la actividad mutagénica (Janior A. y col., 2005).

Infecciones bacterianas

La patogenia de las infecciones bacterianas engloba el comienzo del proceso infeccioso y los
mecanismos que provocan la aparicion de los signos y sintomas de la enfermedad. Las
caracteristicas de las bacterias de importancia médica son el potencial de ser transmisibles, su
adherencia a las células del hospedador, la invasién de las células y tejidos del hospedador, su
toxigenicidad y su capacidad para evadir el sistema inmunitario. Muchas infecciones producidas
por bacterias que suelen considerarse patégenas permanecen ocultas o son asintomaticas. La
enfermedad ocurre cuando la bacteria o las reacciones inmunitarias que se desencadenan por

su presencia dafian lo suficiente a la persona (Jawetz, 2016).

Durante el proceso infeccioso se presenta una interaccion entre hospedero-
microorganismo, la cual cada dia se comprende mejor, gracias a los avances en el estudio sobre
patogénesis molecular, al desarrollar técnicas como la PCR y la secuenciacién del ADN entre
muchas otras. Dentro de los pasos que se presentan en el proceso infeccioso se pueden
mencionar: adhesion, invasion, replicacion, resistencia a los mecanismos de defensa y dafio al

hospedero. La bacteria experimenta severos cambios ambientales cuando entra al hospedero por
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via oral como, por ejemplo: pH acido, aumento de temperatura, baja tension de oxigeno y alta
osmolaridad y las baterias responden a estos cambios modulando la expresion de sus genes
(Figueroa, 2015). Una vez dentro del cuerpo, las bacterias se deben unir o adherir a las células
hospedadoras, casi siempre a las células epiteliales, cuando las bacterias han establecido un sitio
primario de infeccidn, se multiplican y dispersan directamente a través de los tejidos o por el
sistema linfatico hasta el torrente sanguineo (Coserton, 2009).

La supervivencia de un microorganismo en un ambiente determinado depende de su
habilidad para adherirse, las adhesinas de la bacteria tienen una estructura que les permite
reconocer moléculas presentes en las células del hospedero llamadas receptores, con una
estereoquimica especifica. Esta union determina los hospederos y el organotropismo de las
bacterias; ademas, las adhesinas tienen la capacidad de activar a los linfocitos B y neutrdfilos, lo
que resulta en una variedad de respuestas biol6gicas incluyendo proliferacién celular y secrecién
de citosinas (Edwards y Puente, 2018).

Los efectos patégenos provocados por las bacterias en los tejidos pueden agruparse en
las cuatro clases siguientes: 1) efectos provocados por la accion directa local de la bacteria sobre
los tejidos, 2) efectos mecanicos, 3) efectos de respuesta del organismo ante ciertas infecciones
bacterianas en los tejidos y 4) efectos provocados por toxinas producidas por las bacterias,
sustancias quimicas que resultan toxicas en algunos tejidos. Las toxinas son, en general,

especificas de cada especie (Carmona y Beltran, 2007).

Bacterias de Importancia Médica

La familia Enterobacteriaceae constituye un grupo muy numeroso y heterogéneo de bacilos gram
negativos. Se encuentran en el suelo, el agua o la vegetacion; algunos forman parte de la flora
intestinal de la mayoria de los animales y del hombre. Algunos miembros de esta familia se
consideran patégenos primarios, ya que siempre se asocian a enfermedad cuando se aislan en
muestras clinicas, otros, sin embargo, forman parte de la flora comensal normal y pueden causar
infecciones oportunistas. Se caracterizan por su capacidad de adaptacién de forma extraordinaria
a la accién de los antimicrobianos, lo que hace que el tratamiento de estos microorganismos se

esté convirtiendo en un reto actual (Gutiérrez y col., 2014).
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La familia Enterobacteriaceae consta de varios géneros: Escherichia, Shigella, Klebsiella,
Enterobacter, Hafnia, Serratia, Proteus, Morganella, Providencia, Salmonella, Yersinia,
Edwardsiella y Citrobacter.

El género Salmonella estd constituido por bacterias Gram-negativas, intracelulares
facultativas, que se han agrupado en las especies S. entéricay S. bongori. Sin embargo, el
potencial patogénico esta representado por S. entérica y por sus mas de 2,600 serotipos descritos
hasta la fecha. Aquellos serotipos causantes de enfermedad en animales de sangre caliente
pertenecen a la subespecie entérica y comparten mas de 90% de su ADN. Sin embargo, tienen
diferencias importantes tales como el rango de hospederos a los cuales infectan y los sintomas
clinicos de la enfermedad que producen (Andinoy Hanning., 2015). Es asi como S. enteritidis
y S. typhimurium poseen un amplio rango de hospederos y la mayoria de las veces generan una
enfermedad gastrointestinal en el ser humano, infeccién sistémica en el raton y un cuadro crénico
asintomatico en aves. Otros serotipos en cambio, tienen una alta especificidad de hospedero y
generalmente causan la enfermedad en una Unica especie animal, como es el caso de S. typhi,
que afecta solo al ser humano generando una enfermedad sistémica denominada fiebre tifoidea
(Uzzau y col., 2000).

Salmonella se transmite por la via fecal-oral, ya sea directamente, o bien indirectamente,
a través de los alimentos. Es capaz de sobrevivir la acidez del estbmago y la alta osmolaridad del
intestino delgado, induce su internalizacion por las células epiteliales intestinales del ileon y
resiste la fagocitosis mediada por las células dendriticas y macro6fagos, logrando colonizar el
tejido linfoide subyacente y los ganglios linfaticos mesentéricos (Cossart y col., 2004). Los
macréfagos se consideran las células blanco de la infeccién, ya que la bacteria se establece en
un compartimiento acido conocido como la vacuola que contiene a Salmonella, donde es capaz
de evadir la actividad litica de los componentes lisosomales, multiplicarse y propagarse en el
tejido intestinal o en el resto del organismo de su hospedero cuando se establece una infeccion

local o sistémica, respectivamente (Dandekar y col., 2014).

En México no se cuenta con estadisticas nacionales de infecciones por Salmonella. Con
frecuencia, el médico hace un diagnostico basédndose en el cuadro clinico del paciente, pero sin
contar con los estudios microbiolégicos necesarios para establecer un diagnéstico certero. La
falta de un sistema de vigilancia con comunicacion entre epidemiblogos, clinicos y el sector
veterinario, asi como la falta de infraestructura necesaria, impide que paises como el nuestro

pueda identificar las principales serovariedades de Salmonella en las diferentes clases de
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alimentos, asi como el riesgo que cada una de estas entrafias para la salud de los seres humanos
(Muzaret y col., 2006).

Escherichia coli es una bacteria Gram-negativa en forma de bacilo, flagelada, movil,
anaerobia facultativa, oxidasa negativa, indol positivo. A pesar de que es considerada como un
microorganismo comensal de la microbiota intestinal del ser humano, existen cepas patégenas
gue pueden causar dafio al huésped. Estas cepas patdégenas se clasifican en base a su
mecanismo de patogenicidad y cuadro clinico (principalmente diarrea) en seis grupos: E. coli
enterotoxigénica, enterohemorragica, enteroinvasiva, enteropatdgena, enteroagregativa y E. coli
de adherencia difusa (Rodriguez, 2007). Las manifestaciones clinicas de las infecciones por E.
coli y las otras bacterias entéricas dependen del lugar de la infeccién y no se pueden distinguir
por los sintomas o los signos de procesos causados por otras bacterias.

Las enfermedades diarreicas son la segunda mayor causa de muerte de nifios menores
de cinco afios, y ocasionan la muerte de 760 000 millones de nifios cada afio (OMS, 2013). Dentro
de la vigilancia epidemiolégica que llevan a cabo las autoridades de salud de México, se ha
reportado que el EPEC (Escherichia coli enteropatégena por sus siglas en inglés) se presenta de
manera endémica hasta en 6% de la poblacién, cifra muy parecida a la que presentan paises
industrializados como Alemania y Australia. En estos paises se ha encontrado que 5.9% vy 7.6%,

respectivamente, de nifios sanos son portadores normales de cepas de EPEC.

La Familia Micrococcaceae comprende cocos Gram-positivos, no exigentes, catalasa
positivos, con agrupacion en racimos, aerobios o anaerobios facultativos. De los tres géneros que
la integran, Micrococcus, Planococcus y Staphylococcus, este ultimo es el Unico de importancia
médica. Se caracteriza por ser aerobio anaerobio facultativo, capaz de fermentar la glucosa en
anaerobiosis; poseer acidos teicoicos en su pared, y ser sensible a la enzima lisostafina. Dentro
del género Staphylococcus se conocen mas de 20 especies, de las cuales S. aureus es la mas
importante. Otras especies como S. epidermidis y S. saprophyticus son actualmente reconocidas
como capaces de actuar como patdégenos bajo determinadas circunstancias. Staphylococcus es
Gram-positivo, tiene forma de coco y puede aparecer en parejas, en cadenas o0 en racimos. Su
tamafio oscila entre 0.8 a 1.5 micras de diametro, es inmovil y algunas cepas producen una
capsula externa mucoide que aumenta su capacidad para producir infeccién. En relacién con su
metabolismo, es anaerobio facultativo, coagulasa positivo, catalasa positivo y oxidasa negativo
(Jawetz, 2016).
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Dicho género tiene una gran capacidad de adaptacion, por lo cual afectan a todas las
especies conocidas de mamiferos, incluyendo a los roedores comunes de laboratorio. Es por ello
que, gracias a su facil propagacion, pueden transmitirse de una especie a otra, siendo frecuentes
los casos humano-animales y viceversa. De aqui surge la importancia de conocer mas acerca de
este patdgeno, ya que, ademas de los animales, los mecanismos de invasion abarcan también

fémites y el contacto de persona a persona. (Zendejas-Manzo y col., 2014).

Métodos de Evaluacion de Actividad Antibacteriana

Tanto los mecanismos de accion como los métodos para determinar la actividad antimicrobiana
gue tienen los extractos y aceites esenciales se encuentran definidos, en consecuencia, existen
diferentes métodos que incluyen las determinaciones de las concentraciones minimas inhibitorias
(MIC), la eficacia antimicrobiana y la evaluacién de espectro antimicrobiano, entre otros. La
mayoria de los métodos in vitro consisten en afadir un volumen conocido del extracto diluido
principalmente en etanol o metanol, directamente en un tubo o caja petri que contenga el medio
adecuado para el microorganismo en prueba, o bien tener el medio estéril y después inocular el

microorganismo de interés (Lopez y col., 2005).

Los métodos de evaluacion de los extractos o aceites esenciales mediante el contacto
directo han sido uno de los mas utilizados en los diversos estudios, ya que se busca remplazar a
los conservadores sintéticos; los cuales son afiadidos durante la formulacién de un alimento, de
tal manera que los aceites esenciales se evalGan al afiadirlos directamente en forma liquida, ya

sea en un producto alimenticio 0 un medio sintético.

El método de dilucién en agar es utilizado generalmente para determinar si el extracto es
letal contra un microorganismo, ademas se usa con microorganismos aerobicos o
microaerofilicos con una velocidad variable de crecimiento. Para esta técnica, se preparan
diferentes diluciones de los extractos; posteriormente, las diluciones se afiaden a los agares y
estos son puestos en cajas petri para su solidificacién. Finalmente, los microorganismos en
prueba previamente diluidos son inoculados en los agares e incubados a su temperatura y tiempo

optimos (Lépez-Malo y col., 2015).

El método de dilucién y microdilucién seriada se lleva a cabo en tubos o pozos con medios

liquidos (caldos), los cuales contienen concentraciones crecientes (serie de dilucién doble) de
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extracto diluido en el caldo, en el cual se inocula un nimero definido de células bacterianas. El
volumen final de la prueba define si el método se denomina de dilucién cuando se utilizan tubos
con un volumen total de 1-10 mL, o de microdilucion si se realiza en placas de pozos usando un
méaximo de 500 UL por pozo. Posterior a la incubacion (16-24 h dependiendo del microorganismo),
la presencia de turbidez o sedimentacién indica crecimiento del microorganismo. Finalmente,
para rectificar la inhibicion, se toman alicuotas de los tubos 0 pozos sin turbidez y se hace un

sembrado en agar (Lépez-Malo y col., 2015).

Cancer

En la actualidad, el cancer representa un gran reto social, toda vez que su incidencia aumenta
con el desarrollo econdmico e industrial de los paises, asi como con el perfeccionamiento de los
sistemas de salud, puesto que a mayor esperanza de vida corresponde una mayor poblacién en
los grupos de edades en los que las neoplasias aparecen con mas frecuencia (Fernandez y col.,
2013). Este padecimiento que se caracteriza por ser una alteracion del equilibrio entre la
proliferacién y los mecanismos normales de muerte celular en un determinado tejido siendo el
resultado de multiples alteraciones genéticas sucesivas que confieren a las células transformadas
particularidades como: la capacidad de crecimiento autbnomo, evasion de apoptosis,
insensibilidad a sefiales antiproliferativas y capacidad de invasion tisular, entre otras que las

distinguen de las células normales del organismo (Anand y col., 2008).

El cancer puede iniciar practicamente en cualquier célula del cuerpo debido a dafios o
defectos en los genes encargados de la division y muerte celular. Las mutaciones van
incrementando con el tiempo, lo que explica por qué suele desarrollarse el cancer en etapas
avanzadas de la vida. Aun no se conoce exactamente cual es la causa que provoca estos cambios
en la célula, pero la alimentacion, el estilo de vida, las infecciones virales, la exposicién a
radiaciones o productos quimicos dafiinos, asi como genes hereditarios son algunos de los
factores que pueden aumentar el riesgo de padecer cancer (Martinez, 2013). La importancia del
problema del cancer se define con dos parametros: 1) las cifras de incidencia del cancer o nuevos
casos que aparecen cada afio y 2) las cifras de mortalidad anual por cancer. Factores
genéticos y medioambientales contribuyen al incremento en la morbilidad y mortalidad de distintos

tipos de cancer (Cavia y col., 2007).
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La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) reporta que una de las principales causas de
muerte en las mujeres es el cancer, principalmente de tipo ginecoldgico. Sin embargo, los
hombres no se encuentran exentos de esta enfermedad, de tal manera que dentro del grupo de
tumores malignos que se ha encontrado que afectan a ambos sexos, el cancer de pulmén,
trdquea y bronquios tiene mayor incidencia en los varones (WHO, 2013). Asimismo, la
Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) sefiala al cancer cérvico-uterino como un
importante problema de salud publica entre las mujeres del mundo en desarrollo, especialmente
en América Latina y el Caribe. Igualmente reporta que, aun cuando esta enfermedad puede
evitarse en gran medida, los esfuerzos colectivos para prevenirla no han logrado disminuir su
efecto en la region de las Américas (PAHO, 2012). En México, al igual que en el plano
internacional, existe un incremento en los casos de cancer (INEGI, 2010). Durante 2009 las
principales causas de morbilidad hospitalaria en la poblacibn mexicana fueron por tumores
malignos en los 6rganos hematopoyéticos (leucemias en su mayoria) con 17.9%; 6rganos
digestivos con 14.8%; y mama con 12.5% de los casos; en contraste, los tumores del labio, de la
cavidad bucal y de la faringe (1.6%); o0jo y sus anexos (0.5%) y los tumores malignos (primarios)

de sitios multiples independientes (0.1%), presentan los porcentajes mas bajos (INEGI, 2012).

Entre los hombres, las principales causas de morbilidad hospitalaria se presentaron en
organos hematopoyéticos (22.8%); 6rganos digestivos (17.5%); y del tejido linfatico y afines que
incluye sarcoma de Kaposi y linfoma de células T, periférico y cutaneo (9.8%). Mientras los que
reportaron menos casos fueron en tumores de 0jo y sus anexos (0.6%); mama (0.4%); y los

tumores malignos (primarios) de sitios multiples independientes (0.1%) (INEGI, 2012).

En las mujeres, el cancer de mama constituye la principal causa de morbilidad hospitalaria
(22.0%); seguida de los tumores de los 6rganos hematopoyéticos (14.1%) y de los 6rganos
genitales femeninos (13.5%). En contraste, las tasas mas bajas se observan para el cancer de
labio, de la cavidad bucal y de la faringe (1.2%), ojo y sus anexos (0.5%) y los tumores malignos
(primarios) de sitios multiples independientes (0.1%) (INEGI, 2012).

Métodos para Determinar Actividad Antiproliferativa

Comunmente, en los estudios de citotoxicidad in vitro sobre lineas celulares, se emplean

diferentes métodos de tincidn celular con el fin de estimar de manera indirecta el nimero de
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células viables presentes después de un tratamiento. La mayoria de éstos son de punto final, al
usarse de forma destructiva, lo cual imposibilita seguir el comportamiento de las células después
de ser sometidas a un tratamiento. Una prueba in vitro ideal para evaluar la proliferacion celular
y la citotoxicidad debe tener como caracteristicas principales: ser simple, rapida, eficiente,
econdmica, reproducible, sensible, segura, efectiva en la medida de la poblacion celular viable y,

gue no muestre interferencia con el compuesto a evaluar.

Tal es el caso de la sulforodamina B (SRB) es un colorante de aminoxantano, rosado
brillante, posee dos grupos sulfénicos -SOs- cargados negativamente, capaces de unirse
electrostaticamente a cationes. En condiciones acidas, la SRB aumenta su afinidad por los
aminodcidos basicos de las proteinas, y se fija selectivamente a éstos, proporcionando un indice
del contenido de proteina celular si las células son previamente fijadas con acido tricloroacético
(TCA), y después de eliminar el colorante no fijado, el colorante unido a las células viables se
extrae con medio alcalino y se lee la absorbancia a 564 nm (Monks y col., 2011).

Por otro lado, el método de reducciéon de la resazurina fue introducido como un indicador
de viabilidad celular no téxico que puede ser utilizado para monitorear la proliferacion celular y la
citotoxicidad. El método es descrito como un indicador de 6xido-reduccion que tiene propiedades
de fluorescencia y responde a la actividad metabdlica tanto de células humanas como de
bacterias (Rasmussen, 2018; Benavides y col., 2014). El ensayo de reduccién con resazurina ha
sido usado por mas de cincuenta afios para monitorear contaminacién de leche por bacterias y
levaduras incluso en estudios de valoracion de la calidad de semen; sin embargo, hace
relativamente poco tiempo esta técnica empezé a ser usada en la valoracion de la proliferacion
celular y citotoxicidad en diferentes tipos de células como fibroblastos, linfocitos humanos y de
ratones, cultivos primarios de células neuronales y lineas tumorales (O'Brien y col., 2013). La
resazurina es poco toxica para las células ya que el producto de la oxidacion, denominado
resorufina, se difunde al medio e inicialmente al no concentrase al interior de la célula no induce
muerte, como si ocurre en otras técnicas. Ademas, este método lo describen como sensible y
altamente reproducible. Esto permite la continuidad de estudios en las mismas células,
economizando tiempo y dinero, especialmente en cultivos primarios donde las células son muy
escasas y apreciadas (Hamid y col., 2004). La resazurina (azul no fluorescente) es reducida a
resorufina (rojo altamente fluorescente) por 6xido-reductasas que se encuentran principalmente
en la mitocondria de células vivas. Asi, la medida de fluorescencia obtenida de la resazurina es

un indicador de la funcidon mitocondrial.
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Una de las técnicas més utilizadas y método estandar para medir la proliferacion celular
es la reduccion metabdlica del MTT, dicho método fue desarrollado por Mosmann en 1983 para
determinar la supervivencia y capacidad de proliferacion de células mamiferas. El método se basa
en la reduccibn metabodlica del bromuro de 3-(4-,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio,
realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto coloreado de
color azul denominado formazan. El cambio de color se produce Unicamente en las células vivas
y metabdlicamente activas. La principal ventaja de ese ensayo es la velocidad con la que las
muestras son procesadas, los pasos finales del ensayo (adiccién del MTT, lectura de la placa y
obtencion de resultados) toman considerablemente menos tiempo que los iniciales (cultivo de
células y adicion de factores de crecimiento o diluciones), asi como que los resultados que se
obtienen son claramente visibles, lo que representan una ventaja si se nhecesitan datos
cualitativos de forma rapida (Mosmann, 1983). El método fue modificado por Francois Denizot y
Rita Lang en 1985 al encontrar ciertas limitaciones, como la alteracion de las propiedades
espectrales del formazan, lo que evitaron al utilizar propanol puro o etanol para solubilizar
rapidamente el formazan, el uso de mayores concentraciones de MTT, bandejas de
microtitulacion mas grandes para aumentar la zona de lectura, asi como utilizar un

espectrofotometro de longitud onda dual (Denizot y Lang., 1986).

Estrés Oxidativo y su Importancia Bioldgica

Desde un punto de vista bioquimico, la oxidacién se refiere a todo proceso en el que ocurra: por
un lado, perdida de electrones, captacion de electrones o cesién de hidrégeno y por otra
reduccion en aquel que se capten dichos electrones o se pierdan oxigenos. Esta oxidacion es
fundamental para la vida ya que participa en los procesos de obtencién de la energia celular. Sin
embargo, cuando existe un exceso de oxidacion aparece el estrés oxidativo que es una realidad
compleja en todos los niveles biol6gicos que no se puede medir ni definir con un solo parametro.
Hay una multitud de enfermedades que se han relacionado con el estrés oxidativo y la generacion
de radicales libres. Por esto, terapias antioxidantes y dietas ricas o enriquecidas con antioxidantes
parecen prevenir o al menos disminuir el deterioro funcional organico originado por un exceso de

estrés oxidativo (Elejalde, 2001).

Aunque el oxigeno es un recurso esencial para la vida, paraddjicamente puede ser

también fuente de enfermedad, a través de una produccion incontrolada de radicales libres de
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oxigeno (RLO) mismas que alteran procesos celulares como funcionabilidad de la membrana
celular y produccién de enzimas, dafian las macromoléculas (hidratos de carbono, proteinas,
acidos nucleicos y lipidos). Al haber un exceso de radicales libres estos rompen el equilibrio de
las reacciones oOxido-reduccion, produciéndose de esta manera el estrés oxidativo. Las células
constantemente generan especies reactivas de oxigeno (ROS), dichas especies juegan un papel
protector y funcional en el sistema inmunoldgico. Las células son armadas con un poderoso
sistema antioxidante que tiene como fin el combatir esta excesiva produccién de las distintas
especies reactivas como los radicales libres (Eruslanov y Kusmartsev., 2010). Dichos radicales
libres se producen durante la transformacién de los alimentos en energia por parte de las células,
durante el ejercicio pesado o hiperoxia o por exposicién a factores externos como la radiaciéon
ionizante, luz ultravioleta, humo del tabaco, etc. Por un lado, de la balanza se encuentran los RLO
inorganicos y los organicos, del otro lado se encuentran sustancias que tienen la capacidad de
oponerse a la reaccién del oxigeno y ciertas especies oxidantes, independientemente de su

mecanismo, denominadas antioxidantes (Elejalde, 2001).

Métodos para Evaluar la Actividad Antioxidante

En la actualidad, existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante ya sea in vitro o
in vivo. Una de las estrategias mas aplicadas en las evaluaciones in vitro de la capacidad
antioxidante de un compuesto, mezcla o alimento, consiste en determinar la actividad del
antioxidante frente a sustancias cromoégenas de naturaleza radical; la pérdida de color ocurre de
forma proporcional con la concentracion (Kuskoski y col., 2005).

Se han desarrollado varios métodos quimicos para determinar el potencial antioxidante.
En general, existen dos tipos de métodos que dependen del mecanismo de accion de los
antioxidantes. La primera, involucra la transferencia de &tomos de hidrégeno (HAT) y la segunda,
la transferencia de electrones individuales (SET) (Dudonne y col., 2009). Las pruebas tipo HAT
son mas relevantes para evaluar la capacidad de los antioxidantes para romper la reaccion de
oxidacion en cadena de los lipidos. Las reacciones HAT dependen del solvente y del pH y
generalmente son rapidas, completdndose tipicamente en segundos o minutos. La mayoria de
las pruebas de tipo HAT monitorean la cinética de una reaccion competitiva. La cuantificacion se
deriva de curvas cinéticas. Este tipo de métodos usualmente estan compuestas por un generador
de radicales libres sintético, una molécula oxidable y un antioxidante (Karadag y col., 2009). En

los métodos SET, la reactividad relativa se basa en el potencial de desprotonacion e ionizacion
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del grupo funcional reactivo. Este tipo de ensayos basicamente constan de un antioxidante y una
molécula oxidante. El oxidante extrae un electron del antioxidante, causando un cambio de color
que es proporcional a la concentracion de antioxidante. La reaccion llega a su fin cuando se
detiene el cambio de color (Karadag y col., 2009). Algunas pruebas tipo SET son el método por
el radical ABTSe<+ y el método por el radical DPPHe.

Los métodos para la determinacion de la actividad antioxidante que comunmente se
utilizan son acido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS), 2, 4,6-tripiridil-s-triazina
(FRAP), capacidad de absorcién de radicales de oxigeno (ORAC) y 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH). Cada uno de estos métodos presenta ventajas y desventajas. En el ensayo FRAP se
mide la capacidad de una muestra para reducir metales mientras que en los métodos ABTS,
DPPH y ORAC se mide la capacidad de los compuestos antioxidantes para capturar radicales
libres. Dentro de estos métodos de analisis existen diferentes mecanismos de reaccion. En los
métodos FRAP, ABTS y DPPH ocurre una reaccién con transferencia electrénica denominada
transferencia de electrones individuales (SET), mientras que en el método ORAC ocurre una
reacciéon denominada transferencia de atomos de hidrogeno (HAT) (Sanchez-Moreno y col.,
1998; Huang, 2005; Samaniego-Sanchez y col., 2007).

El método del DPPH fue desarrollado por Brand-Williams y col., (1995). Es una técnica
sencilla, de facil preparacion; sin embargo, el radical DPPH solo es soluble en medios orgénicos
por lo que no es util para medir la actividad en compuestos de naturaleza hidrofilica. Este método
se basa en la capacidad del radical libre estable 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo para reaccionar con
donadores de hidrégeno. El radical DPPH tiene un méaximo de absorbancia a 517 nm y genera
un producto incoloro cuando captura un antioxidante. De esta forma, se mide la disminucion de
la absorbancia de una disolucién estable del radical DPPH en presencia de sustancias
antioxidantes con grupos -OH activos donadores de hidrogeno capaces de capturar los radicales
libres. Alinicio del ensayo, el radical DPPH posee un electron desapareado mostrando un color
azul-violeta, en presencia de una sustancia antioxidante el radical DPPH se reduce por lo que se
decolora a amarillo palido. Por diferencia de absorbancia se determina el porcentaje de captacion
de radical libre DPPH.
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METODOLOGIA

Muestra

Los extractos metandlicos de Bixa orellana L. utilizados en este estudio fueron proporcionados
por el Dr. Luis Pinzén Lépez, del Instituto Tecoldgico de Conkal, Yucatan, a través de la Dra.
Addy Leticia Zarza Garcia de la Universidad Autbnoma del Carmen, Campeche. Brevemente, se
describe el proceso de obtencién de los extractos, a partir de cada una de las accesiones (muestra
Unica, relacionado a una colecta especifica) se colocaron 10 g de semillas u hojas de Bixa orellana
(accesion 9 y 11) en papel de filtro con un tamafio de poro de 25 ym (Whatman, Alemania), se
prepararon cartuchos de extraccién y se colocaron en la camara del equipo Soxhlet. Con el fin de
eliminar el material oleoso y graso de las muestras, se realiz la extracciébn con metanol durante
3 h para cada extracciéon. Cada uno de los extractos de metanol se recogieron y se llevaron a
sequedad usando un rotavapor (Buchi switzerland, modelo R-215) a presién reducida, 130 rpmy
a temperatura constante la cual fue aproximadamente de 40 °C. Todos los extractos se
almacenaron en frascos dmbar a -70 °C hasta su evaluacion. En la Tabla 1 se muestran la

geolocalizacién de la recoleccion de las muestras.

Tabla 1. Geolocalizacion de las accesiones pertenecientes a un banco de germoplasma de la

peninsula de Yucatan.

Accesioén Geolocalizacién

9 Yucatan regién Norte. Latitud 21° 04.615 N.
Yucatén region Oeste. Longitud 89°30.121°0

11 Yucatén region Norte. Latitud 21° 04.6151" N.
Yucatén region Oeste. Longitud 89°30.116°0

Tamiz Fitoquimico

Se realiz6 el perfil fitoquimico de cada uno de los extractos metandlicos de hojas y semillas de
Bixa orellana L.; en el cual se determiné la presencia de distintos metabolitos secundarios

utilizando reacciones quimicas de identificacion basadas en cambios de color o formacion de
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precipitados. Los resultados de las reacciones fueron reportados como (+) o (-) para el metabolito

en cuestion.

Determinacién Cualitativa de Terpenos

La determinacién cualitativa de terpenos se llevé a cabo utilizando la reaccién de Lieberman —
Buchard, para la cual se tomé una porcion del extracto y se le adicioné un mL de cloroformo, a
continuacién, se adicion6 un mL de anhidrido acético y se mezclan; posteriormente, por la pared
del tubo se deja resbalar de dos a tres gotas de acido sulfarico concentrado sin agitar. La reaccion

se considera positivo si la coloracion va de rosado a azul (Miranda, 2002).

Determinacién Cualitativa de Flavonoides

La presencia de flavonoides se llevo a cabo mediante la reaccién de Shinoda. Brevemente, al
extracto se agregaron dos mL de etanol, después se agregaron 2 gotas de acido clorhidrico
concentrado, y por Ultimo se le agrego una traza de magnesio; una coloracion roja indica la

presencia de flavonoides (Miranda, 2002).

Determinacién Cualitativa de Saponinas

Para determinar la presencia de saponinas se desarrollé la reaccion de Rosenthaler, para lo cual,
a una porcion del extracto metandlico, se le adicion6 dos gotas del reactivo de Rosenthaler y dos
gotas de acido sulfarico concentrado. La formacion de una coloracion violeta, se considera

positiva para las saponinas triterpénicas (Miranda, 2002).

Determinacion Cualitativa de Taninos

Esta determinacion se realiz6 con la reaccion de cloruro férrico, a una porcién del extracto se le
agrega 1 mL de agua destilada, después se le afiadieron tres gotas de cloruro de sodio al 2%, se
calentd a ebulliciobn por un minuto, se dejé enfriar y se filtrg; al filtrado se le afiadié una gota de
cloruro férrico al 1%, la aparicién de una coloracién verde se interpreta como una reaccion positiva
e indica la presencia de derivados de catecol, y una coloracidn oscura, indica la presencia de
acido galico (Miranda, 2002).

Determinacién Cualitativa de Quinonas
Para la determinacion cualitativa de quinonas se agreg6 una gota de &cido sulfarico concentrado
a una porcion del extracto. La formacion de una coloracion roja indica la presencia de

antraquinonas (Miranda, 2002).
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Determinacion Cualitativa de Cumarinas

La presencia de cumarinas se llevo a cabo utilizando hidréxido de potasio al 0.5 M, para lo cual,
se disolvié una porcion del extracto en agua hirviendo, se llené un tubo capilar, posteriormente,
se colocd una gota en un papel filtro y una gota de hidréxido de potasio al 0.5 M sobre la gota
anterior, y se observa en una lampara UV a 365 nm, la presencia de fluorescencia indica un
resultado positivo para este metabolito.

Determinacion Cualitativa de Alcaloides

Se tomo una porcién del extracto y se adicionaron entre 5 mL a 10 mL de acido clorhidrico al
10%, se calenté a ebullicién por cinco minutos, se enfrié y se filtré utilizando un embudo con papel
filtro Whatman 4, posteriormente, el filtrado se dividié en 2 tubos de ensaye para realizar las
siguientes reacciones:

1) Reaccion de Wagner. Se agregaron dos gotas del reactivo de Wagner (anexo 1). Se considera
positivo la formacién de un precipitado color marrén (Miranda, 2002).

2) Reaccion de Mayer. Se agregaron de dos a tres gotas del reactivo de Mayer (anexo 1), la

reaccion se considera positiva si sucede la formacion de precipitado blanco (Miranda, 2002).

Determinacion Cualitativa de Glucésidos Cardioténicos

Se utilizo la reaccion Keller-Kilians para la determinacién cualitativa de glucésidos cardiotdnicos,
para realizar esta reaccion se tomé una porcién del extracto y se coloc6 en un tubo de ensaye,
se disolvi6 en 1 mL de &cido acético glacial y se le afadieron 2 gotas de cloruro de hierro,
posteriormente, se adicionaron 2 mL de &cido sulfdrico concentrado por la pared del tubo, sin
agitar. La presencia de un anillo color rojo en el menisco del liquido se considera una reaccion

positiva indicativa de la presencia de estos metabolitos (Miranda, 2002).

Determinacién de la Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante se determiné de acuerdo al procedimiento descrito por Usia y
colaboradores, con ligeras modificaciones (Usia et al., 2002). Los extractos metandlicos de Bixa
orellana L., correspondientes a la hoja de la accesion 9 (H9), hoja de la accesion 11 (H11), semilla
de la accesion 9 (S9) y semilla de la accesién 11 (S11) se disolvieron en etanol absoluto (5
mg/mL). Se evaluaron concentraciones en el rango de 400 a 0 pg/mL, los extractos (100 pL) se

homogenizaron con 100 pL de solucién de DPPH+ (300 uM) La mezcla de reaccién se incubo por
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30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. La absorbancia fue medida a 515 nm utilizando
un espectrofotdmetro de microplacas (Thermo Scientific Multiskan Go). Como control de
referencia se utilizé vitamina C (70 uM, 12.6 pg/mL). Los resultados fueron expresados como
ECso y en porcentaje de actividad antioxidante en base a la proporcion de degradacion de DPPHe
comparada con el control estandar (mezcla 1:1, etanol: DPPH¢) de acuerdo a la siguiente formula:

Absorbancia de la muestra

9 O inhibicid
Absorbancia del estandar 100 % inhibicion

100% — % inhibicion = % de actividad antioxidante

El ECso se determiné a partir de la grafica del porcentaje de inhibicion y corresponde a la

concentracion en la que se neutraliza el 50% de los radicales libres.

Cuantificacion del Contenido de Fenoles Totales

El contenido de fenoles totales presente se determiné utilizando el método descrito por Gillesppie
y col. con ligeras modificaciones (Singleton y Rossi, 1965; Ainsworth y Gillespie 2007). Se
depositaron 10 pyL (2.5 mg/mL) del extracto en una microplaca de 96 pozos. Posteriormente,
fueron afadidos 40 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu 0.25N, 60 yL de Carbonato de Sodio
(Na2COs al 7%), y 90 pL de agua para obtenerse un volumen final de 200 uL por pozo. La placa
fue incubada en oscuridad y a temperatura ambiente (25°C) durante 1 hora. La absorbancia fue
medida a 750 nm en un lector de microplacas (Thermo scientific Multiskan Go). Los resultados
fueron calculados utilizando una curva estandar de acido gélico y fueron expresados como mg

equivalentes de &cido galico/g de extracto seco (mg EAG/g).

Cuantificacién de Flavonoides Totales

El contenido de flavonoides totales fue reportado en términos de flavonas y flavonoles, el cual fue
estimado por el método colorimétrico basado en la formacion de un complejo entre el i6n aluminio
y los grupos carbonilo e hidroxilo de los flavonoides descrito por Popova y colaboradores. A diez
microlitros de una solucion del extracto metandlico (5 mg/mL) se le adicionaron 130 pL de

metanol, posteriormente se adicionaron 10 pL de AICI; 5 % (p/v, peso/volumen). La mezcla de
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reaccion se dejo en oscuridad por 30 minutos y se leyo la absorbancia a 412 nm en un lector de
microplacas (Thermo scientific Multiskan Go.) Los resultados fueron expresados como mg
equivalentes del flavonol quercitina/g de extracto seco (mg EQ/g).

Evaluacién de la Actividad Antibacteriana

Para la determinacién de la actividad antibacteriana se utilizaron las cepas bacterianas:
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella typhimurium
ATCC14028, las cuales fueron proporcionadas por el cepario del laboratorio de microbiologia de
la Universidad de Sonora, Campus Caborca. Se prepararon colonias frescas de las bacterias (14
a 16 horas) en agar Mieller Hilton y posteriormente, se mezclaron las colonias con solucién salina
estéril, hasta lograr una densidad éptica de 0.95 £ 0.05, igual a la lectura de MacFarland a 630nm
(Navarro, 2007).

Se toman por triplicado 200uL de cada una de las concentraciones de extracto metanélico
de Bixa orellana y se colocaron en microplacas de ELISA de 96 pozos de fondo plano. A un primer
conjunto de pozos se le adicionan inéculo bacteriano y otro conjunto se prepar6 sin bacterias y
fueron utilizados como control de extracto. Adicionalmente, a tres pozos se les coloc6 200 uL de
caldo de cultivo que contenia al antibiético gentamicina (12 pg/mL), tres pozos con 200 pL de
caldo de cultivo con la maxima concentracion de disolvente dimetilsulfoxido (DMSO, control de
disolvente) al que las bacterias estuvieron expuestas en el ensayo, y tres mas con caldo cultivo
como control de esterilidad.

Los pozos de prueba y los controles se inocularon con 15 pL de la suspension bacteriana
previamente estandarizada (densidad 6ptica de 0.95 + 0.05). Después de la inoculacion, la placa
se incubo a 36 °C y se ley6 la densidad 6ptica a 630 nm de las microplacas a las 0, 6, 12, 24 y
48 horas, con las lecturas obtenidas se realizaron curvas de desarrollo bacteriano, graficando

tiempo contra densidad éptica (Navarro, 2007).

Evaluacion de la Actividad Antiproliferativa en Lineas Celulares Cancerigenas

Para la evaluacion de la inhibicibn de la proliferacion se utilizaron las lineas celulares
cancerigenas RAW 264.7 (macrofago de murino transformado por el virus de la leucemia de
Abelson), las cuales fueron gentilmente donadas por la Dra. Jael Quintero Vargas de la

Universidad de Sonora, Campus Cajeme (Departamento de Ciencias de la Salud) y la linea
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celular HeLa (carcinoma de cérvix humano), proporcionadas generosamente por el Dr. Carlos
Arturo Veldazquez Contreras de la Universidad de Sonora, Campus Centro (Departamento de
Ciencias Quimico Biologicas). Los cultivos se mantuvieron en el medio Eagle Modificado de
Dulbecco (DMEM) suplementado al 5 % con suero fetal bovino a una temperatura de 37 °C, en
una atmosfera de 5 % de CO; y una humedad relativa de 80-90 % en una incubadora Isoterm
(Fisher Scientific, USA).

Para evaluar el efecto antiproliferativo de los extractos de Bixa orellana sobre las lineas
celulares, se utilizd el método estandar de las sales de tetrazolio (MTT) (Mosmann, 1983) con
ligeras modificaciones (Hernandez y col., 2007). Los ensayos se realizaron utilizando cultivos
celulares en fase de crecimiento logaritmico. Se obtuvieron suspensiones celulares de 200,000
células/mL, las cuales fueron incubadas en placas de 96 pozos de fondo plano (10,000 células
por pozo, 50 pL) en presencia de diferentes concentraciones de los extractos a evaluar (los
extractos se evaluaron en un rango de concentraciones de 200 a 0 pg/mL). Los cultivos se
incubaron a una temperatura de 37 °C, en una atmésfera de 5 % de CO;y una humedad relativa
de 80- 90 %. En las ultimas 4 horas de incubacion se adicionaron 10 pL de MTT (Bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, 5 mg/mL) para determinar la proliferacion celular.

El ensayo de MTT es un método colorimétrico que mide la proliferacién y viabilidad de un
cultivo celular. Se basa en la habilidad de las enzimas mitocondriales deshidrogenasas
(reductasas), presente solo en células viables, de unirse a los anillos de la sal de tetrazolio (MTT)
de coloracion amarilla para reducirlo a cristales de formazén de color azul-parpura; dichos
cristales son impermeables a la membrana celular, dando como resultado una acumulacién de
éstos dentro de las células sanas. La reduccion de esta sal sélo se realiza en células vivas y la
cantidad de formazan es proporcional al numero de células vivas. Los cristales de formazan
resultantes se solubilizaron con isopropanol acidico y la absorbancia de la solucion colorida se

obtuvo a 570 nm — 655 nm en un lector de ELISA.

Andlisis de Datos

Los resultados fueron capturados y guardados en Microsoft Excel. Se utilizé el programa

GraphPad Prisma (version 5.01) para graficar los datos obtenidos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tamiz Fitoquimico

Con el objetivo de determinar cuéles son los metabolitos secundarios presentes en los extractos
metandlicos de las hojas y semillas del Bixa orellana L. Se llevaron a cabo diferentes reacciones
especificas para cada metabolito. Los resultados de los fitoquimicos presentes en los extractos

evaluados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Determinacion de metabolitos secundarios presentes en los extractos metandlicos de

hojas y semillas de Bixa orellana L.

Metabolitos secundario Hoja 9 Hoja 11 Semilla 9 Semilla 11
Terpenos
Rx Lieberman- Buchard (+) (+) Q) )
Flavonoides
Rx de Shinoda ) ) () )
Saponinas
Rx de Rosenthaler (+) (+) ) )
Taninos
Rx de cloruro férrico (+) (+) ) )
Quinonas
Rx de H,SO4 ) ) () ¢
Cumarinas
Rx de KOH (+) (+) () ()
Alcaloides
Rx de Wagner Q) Q) ) Q)
Rx de Mayer Q) Q) ) Q)
Glucésidos cardiacos
Rx de Keller- Killiani ) ) ©) )

(-) Ausente, (+) Presente
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Los resultados del analisis fitoquimico evidencid la presencia de compuestos fendlicos
como los taninos y cumarinas, asi como como terpenos y saponinas en los extractos metandlicos
de las hojas, mientras que en los extractos correspondientes a las semillas se obtuvieron
resultados negativos para los grupos de metabolitos evaluados. En un estudio del perfil
fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de hojas de Bixa orellana L. De origen peruano se
encontr6 la presencia de compuestos tales como flavonoides y taninos, terpenos y alcaloides
(Huaman y col 2009), lo cual indica similitud en la composicién y las diferencias podrian ser
debidas a los distintos microambientes entre las regiones. Por otra parte, Shahid-ul-Islam y col.
en el 2015 reportaron la presencia de carotenoides, apocarotenoides, esteroles, monoterpenos,
sesquiterpenos y triterpenoides en las semillas de achiote; lo cual difiere de los resultados
obtenidos, ya que el perfil de compuestos fitoquimicos indica ausencia de todos los metabolitos

evaluados.

Determinacién de la Actividad Antioxidante

Los antioxidantes naturales se encuentran presentes en numerosas fuentes del reino vegetal,
siendo las plantas una fuente importante de estos. Con la finalidad de evaluar la capacidad de
los extractos metandlicos de Bixa orellana L. De neutralizar radicales libres, se determiné la
capacidad antioxidante de cada uno de los extractos utilizando el método colorimétrico de
estabilizacion del radical DPPHe. Las concentraciones evaluadas estuvieron entre (400 y 3.125
pug/mL) y se utilizé vitamina C (70 uM, 12.6 pg/mL) como control positivo. La actividad antioxidante
de los extractos metandlicos de la hoja 9, hoja 11, semilla 9 y semilla 11 se muestra en la Figura
1, Figura 2, Figura 3 y Figura 4, respectivamente. Se puede observar que a la maxima
concentracion evaluada (400 pg/mL), El porcentaje de antioxidante fue de 94.01 +0.40, 96.14 +
0.14y 90.60 £ 1.61 %, para los extractos metandlicos de hoja 9 (H9), hoja 11 (H11) y de semilla
9 (S99, respectivamente.; mientras que para el extracto metanélico correspondiente a la semilla
11 (S11) mostré menor % de actividad antioxidante a esa misma concentracion (87.94 + 0.68). El
control positivo, la vitamina C, presenté un valor de 97.39 + 1.6 %. Los resultados muestran que
la actividad antiradical DPPH-+ de los extractos se present6 en el siguiente orden H11 > H9 > S9
> S11; siendo el extracto metandlico de la hoja de la accesion 11 el que presentd la mayor
actividad antiradical DPPH+ (> 95% de inhibicion).
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Figura 3. Actividad antioxidante del extracto metandlico de la hoja de la accesién 9 de Bixa
orellana L. Diferentes concentraciones de H9 fueron utilizadas (0-400 pug/mL). Vitamina C (70
MM,12.6 pg/mL) fue utilizada como antioxidante estandar. Los resultados son representativos de
por lo menos tres experimentos independientes. Todos los valores representan el promedio de

tres determinaciones + desviacion estandar.
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Figura 4. Actividad antioxidante del extracto metandlico de la hoja de la accesion 11 de Bixa
orellana L. Diferentes concentraciones de H11 fueron utilizadas (0-400 pg/mL). Vitamina C (70
KUM,12.6 pg/mL) fue utilizada como antioxidante estandar. Los resultados son representativos de
por lo menos tres experimentos independientes. Todos los valores representan el promedio de

tres determinaciones + desviacién estandar.
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Figura 5. Actividad antioxidante del extracto metandlico de la semilla de la accesion 9 de Bixa
orellana L. Diferentes concentraciones de S9 fueron utilizadas (0-400 pug/mL). Vitamina C (70
uM,12.6 pug/mL) fue utilizada como antioxidante estandar. Los resultados son representativos de
por lo menos tres experimentos independientes. Todos los valores representan el promedio de

tres determinaciones * desviacion estandar.
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Figura 6. Actividad antioxidante del extracto metandlico de la semilla de la accesion 11 de Bixa
orellana L. Diferentes concentraciones de S11 fueron utilizadas (0-400 pg/mL). Vitamina C (70
KUM,12.6 pg/mL) fue utilizada como antioxidante estdndar. Los resultados son representativos de
por lo menos tres experimentos independientes. Todos los valores representan el promedio de

tres determinaciones * desviacion estandar.
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En un estudio realizado por Guimet Rojas en el 2012, reporto la actividad antioxidante de
diferentes morfotipos de achiote de origen peruano, encontrando que el mayor porcentaje de
inhibicion frente al radical DPPH fue de con 86.171 + 0.611%, y el de menor porcentaje de
inhibicion fue de 79.899 + 1.261. (Guimet y col., 2012), lo cual es congruente con los resultados
obtenidos.

La concentracion inhibitoria media del radical en los extractos metandlicos (ECso) se
muestran en la Tabla 3. Las concentraciones evaluadas para los extractos metandlicos y para la
vitamina C fueron de 3.125 - 400 y de 0 — 12.6 g/ mL, respectivamente. Los resultados muestran
gue los valores de ECso menores se obtuvieron para los extractos metandlicos de las hojas (H9 y
H11), lo cual indica su mayor potencial antioxidante en comparacién con los extractos S9y S11.
Shilpi J. Y col., en el 2006 reportaron que el extracto metandlico de las hojas de Bixa orellana L
(un ecotipo de Bangladesh) mostré un ECso 22.36 pg/mL, valores menores a los encontrados en
este estudio (Shilpi y col., 2006.)

Tabla 3. Concentracién inhibitoria media del radical DPPHe« (ECso) de los extractos metandlicos

de Bixa orellana.

Extracto metandlico ECso (ug/mL)
Hoja de la accesion 9 45.07 £ 3.70
Hoja de la accesion 11 44,23+ 1.42
Semilla de la accesion 9 185.44 £ 4.41
Semilla de la accesion 11 100.59 £ 3.18
Vitamina C 5.38+0.37

Todos los valores representan la media de tres experimentos independientes + desviacién estandar.

Cuantificacion del Contenido De Fenoles Totales y Flavonoides Totales

Los compuestos de naturaleza fendlica juegan papel importante en los procesos de oxidacion
lipidica y se les asocia con la actividad antioxidante (Sokmen y col., 2005), especificamente, los
acidos fendlicos y flavonoides son reconocidos tipicamente como poseedores de actividad
antioxidante. La actividad antioxidante elevada encontrada en las hojas de achiote (H9, H11)

puede deberse a la presencia de diversos fitoquimicos, principalmente de tipo fendlico. En la tabla
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4 se muestran los valores del contenido de fenoles totales (CFT) y contenido de flavonoides
totales (CFLT) de los extractos de Bixa orellana L. evaluados, se observa una correlacion entre
el total de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante, es decir, a mayor contenido de fenoles
totales menor valor de (ECs). Estos resultados muestran que en el caso de (CFT) se presento
en el siguiente orden: H9> H11 > S11 > S9, siendo H9 quien presenté mayor CFT con un valor >
200 mg EAG/g de muestra seca. Para el caso especifico de CFLT presento el siguiente orden:
H11> S11 > H9 > S9. Zarza-Garcia y colaboradores en el 2017 reportaron valores semejantes
para el CFT de los extractos metandlicos de las hojas de achiote,158.77 + 3.75y 163.00 + 8.41

mg EAG/g para diferentes accesiones de la Peninsula de Yucatan.

Tabla 4. Contenido de fenoles totales y flavonoides en los extractos de Bixa orellana (mg/g)

Hoja 9 Hoja 11 Semilla 9 Semilla 11
Fenoles totales? 213.42 +3.32 149.22 +5.42 56.06 + 4.45 70.56 + 1.19
Flavonoides totales* 50.01 + 3.43 127.95 +5.04 49.17 £+ 6.74 71.91+2.15

AExpresado como mg equivalentes de acido gdlico/g de extracto seco (mg EAG/g).
*Expresado como mg equivalentes de quercitina/g de extracto seco (mg EQ/Q).
Los resultados son representativos de por lo menos tres experimentos independientes. Todos los valores

representan la media de tres experimentos independientes + desviacion estandar.

Evaluacién de la Actividad Antibacteriana

Las plantas poseen una capacidad de inhibir la proliferacion de algunos microorganismos,
principalmente, como mecanismo de defensa contra infecciones, o bien, son sustancias
constituyentes del metabolismo celular. Los fitoquimicos se han utilizado para el tratamiento de
muchas afecciones, y sus aplicaciones se extienden desde las preparaciones de extractos mas
simples utilizados en la medicina tradicional hasta los procesos farmacoldgicos mas complejos
para identificar y obtener sustancias bioactivas que se usan actualmente como farmacos. Para
determinar la actividad antibacteriana de los extractos metandlicos de las accesiones 9y 11 de
achiote fue evaluado el efecto antiproliferativo de estos sobre las bacterias Gram-negativas
(Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella typhimurium ATCC14028) y Gram-positivas
(Staphylococcus aureus ATCC 25923). Se utilizd fue el método de microdilucion en caldo, las

concentraciones utilizadas para la evaluacion antibacteriana de los extractos fueron de 1600, 400,
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100y 25 pg/mL y se utilizé6 como control de inhibicion del crecimiento microbiano a la gentamicina
(12 pg/mL). El efecto de la actividad antiproliferativa de los diferentes extractos de Bixa orellana
(H9, H11, S9y S11) sobre Escherichia coli, Salmonella typhimurium y Staphylococcus aureus se
muestran las Figura 5, 6 y 7, respectivamente. Los resultados muestran una diminucion en la
densidad Optica, principalmente en el caso de las bacterias Gram-negativas (E. coli, Salmonella
typhimurium), lo cual indica que el mayor efecto de los extractos evaluados se presenta de
manera selectiva sobre este tipo de bacterias, lo cual podria estar relacionado con la composicion
guimica de la pared bacteriana de las bacterias Gram-negativas y la posible interaccion con los
metabolitos secundarios encontrados en los extractos como terpenos, taninos, cumarinas y
saponinas.

En la Tabla 5 se muestran los valores de MICso de extractos metandlicos de Bixa orellana
a 36.5 °C y 24 horas de exposicion a los extractos. De acuerdo a los resultados obtenidos, ambos
extractos (hojas y semillas) de las dos accesiones 9 y 11 poseen mayor efecto sobre E. coli y
menor actividad en todos los casos sobre S. aureus.

Modupeola Abayomi en el 2014, demostré que el extracto etandlico de las semillas de
achiote presentan actividad antibacteriana contra S. aureus, con valores de MICsp en el rango de
75 - 750 pg/mL, efecto contrario a lo encontrado en nuestro estudio. Sin embargo, Shilpi J. Y col.
(Shilpi J. Y col., 2006) reportaron mayor efectividad de los extractos metandlicos de achiote
(recolectado en Bangladesh) sobre E. coli que en S. aureus utilizando el método de medicién del
halo de inhibicién.

Tabla 5. Concentracion minima inhibitoria (MICsp), en pg/mL, de extractos metandlicos de Bixa
orellana L. En bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, 36.5 °C y 24 horas de tratamiento.

Extracto metandlico Escherichia coli Salmonella Staphylococcus
typhimurium aureus
Hoja 9 (H9) >1600 >1600 >1600
Hoja 11 (H11) 1251.79 + 1.99 >1600 ND
Semilla 9 (S9) 474.88 + 29.89 1159.32 + 50.70 >1600
Semilla 11 (S11) 393.81 +10.41 500.66 + 24.18 >1600

Los resultados son representativos de por lo menos tres experimentos independientes. Todos los valores

representan la media de tres experimentos independientes + desviacién estandar.
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Figura 7. Actividad antibacteriana de los extractos metandlicos de H9 (A), H11 (B), S9 (C)

y S11 (D) contra E. coli. Gentamicina a 12 pg/mL se utiliz6 como control positivo de la
inhibicion del crecimiento bacteriano y DMSO fue utilizado como control de disolvente.
Los resultados son representativos de por lo menos tres experimentos independientes.

Todos los valores representan el promedio de tres determinaciones * desviacion

estandar.
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Figura 8. Actividad antibacteriana de los extractos metandlicos de H9 (A), H11 (B), S9 (C) y

S11 (D) contra Salmonella typhimurium. Gentamicina a 12 pg/mL se utiliz6 como control
positivo de la inhibicién del crecimiento bacteriano y DMSO fue utilizado como control de
disolvente. Los resultados son representativos de por lo menos tres experimentos
independientes. Todos los valores representan el promedio de tres determinaciones =*

desviacion estandar.
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Figura 9. Actividad antibacteriana de los extractos metandlicos de H9 (A), H11 (B), S9 (C) y
S11 (D) contra Staphylococcus aureus Gentamicina a 12 pg/mL se utiliz6 como control
positivo de la inhibicién del crecimiento bacteriano y DMSO fue utilizado como control de
disolvente. Los resultados son representativos de por lo menos tres experimentos
independientes. Todos los valores representan el promedio de tres determinaciones +

desviacion estandar.
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Evaluacién de la Actividad Antiproliferativa en Lineas Celulares Cancerigenas

Para evaluar la actividad antiproliferativa de los extractos metandlicos de las hojas y semillas de
achiote de las accesiones en estudio (H9, H11, S9y S11) se realizaron ensayos in vitro utilizando
las lineas celulares cancerigenas: HeLa y RAW 267.4. Las concentraciones evaluadas fueron
200, 100, 50, 25y 12.5 pg/mL. En la tabla 6 se muestran los valores de ICso para cada uno de los
extractos evaluados en las lineas celulares mencionadas. Los extractos correspondientes a la
accesion 11 (H11 y S11) mostraron mayor actividad antiproliferativa sobre la linea celular HeLa
gue el efecto evaluado ejercido por la accesién 9 (H9 y S9); mientras que en el efecto sobre la
proliferacién celular de las células RAW las semillas de ambas accesiones presentaron mayor
actividad que los extractos correspondientes a las hojas (H9 y H11); siendo el extracto H9 el que
presento menor efectividad en las lineas celulares evaluadas, con valores de 1Csp >200 ug/mL en
ambos casos.

De manera general, el orden de actividad antiproliferativa de los extractos de Bixa orellana
en la linea celular HeLa fue S11 > H11 > S9 > H9, valores de ICso de 37.29 + 1.15, 64.95 + 2.65,
> 200, > 200 pg/mL, respectivamente. Mientras que el orden de actividad en células RAW fue S9
> S11 > H11 > H9 con valores de ICs de 66.04 £ 0.73 pg/mL para el extracto S9, 80.79 £+ 1.12 y
130.83 + 3.19 pg/mL para S11 y H11, respectivamente; mientras que para H9 fue > 200 pg/mL.

En las figuras 8 y 9 se muestra el efecto de los extractos metandlicos de las accesiones 9
y 11 (hoja y semilla) sobre el porcentaje de viabilidad en las lineas celulares HeLa y RAW 267.4,

respectivamente.

Tabla 6. Actividad antiproliferativa (ICs)? de los extractos metandlicos de Bixa orellana L.

Lineas celulares

Extracto metandlico Hela Raw 264.7
H9 > 200 > 200
H11 64.95 + 2.65 130.83 + 3.19
S9 > 200 66.04 £ 0.73
S11 37.29 £ 1.15 80.79+1.12

a|Cso Los valores de extractos de los extractos metandlicos de achiote (ug/mL) representan la media de

por lo menos tres experimentos independientes + la desviacion estandar.
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Figura 10. Actividad antiproliferativa de los extractos de Bixa orellana (A) H9, (B) S9, (C) H11, (D)
S11 sobre la linea celular cancerigena HelLa. Los extractos fueron evaluados en rango de
concentraciones de (0 -200 pg/mL). DMSO fue utilizado como control de solvente. Los resultados
son representativos de por lo menos tres experimentos independientes. Todos los valores

representan el promedio de tres determinaciones + desviacion estandar.
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Figura 11. Actividad antiproliferativa de los extractos de Bixa orellana (A) H9, (B) S9, (C) H11, (D)
S11 sobre la linea celular RAW 267.4. Los extractos fueron evaluados en rango de

concentraciones de (0 -200 pg/mL). DMSO fue utilizado como control de solvente. Los resultados

son representativos de por lo menos tres experimentos independientes. Todos los valores

representan el promedio de tres determinaciones + desviacién estandar.
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Conforme a los criterios del Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos de
Norteamérica, se considera que un extracto tiene actividad alta si la ICso es < 30 pg/mL, media si
es de 31-60 yg/mL y baja si es de 61-99 yg/mL (Moo-Puc, 2009). En base a este criterio, los
resultados sugieren que el extracto metandlico S11 posee potencial como posible fuente de
compuestos bioactivos con actividad antiproliferativa, seguido de los extractos H11 y S9 con

moderado y bajo potencial, respectivamente.
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CONCLUSIONES

Se identificaron los metabolitos secundarios presentes en los extractos metandlicos de las
accesiones de Bixa orellana L. en estudio. Se detectaron mediante reacciones quimicas
cualitativas saponinas, terpenos, quinonas y cumarinas en los extractos metanélicos de las hojas
(H9y H11), mientras que para el caso de los extractos correspondientes a las semillas de achiote
(S9 y S11) no detectaron metabolitos con las pruebas realizadas.

Los extractos de las hojas de las dos accesiones estudiadas (9 y 11) mostraron un elevado
contenido de compuestos fendlicos y actividad antioxidante que validan su uso potencial como
un poderoso antioxidante, encontrandose una correlacion entre el total de compuestos fendlicos
y la actividad antioxidante, es decir, a mayor contenido de fenoles totales menor valor de (ECso).

La actividad antibacteriana de los extractos metandlicos de Bixa orellana L. Fue mayor en
el caso de las bacterias Gram-negativas (E. coli, Salmonella typhimurium), que en S. aureus
(Gram-positiva) lo cual es indicativo de que esta actividad se presenta de manera selectiva sobre
este tipo de bacterias. De acuerdo a los resultados obtenidos, ambos extractos (hojas y semillas)
de las dos accesiones 9 y 11 poseen mayor efecto sobre E. coli y menor actividad en todos los
casos sobre S. aureus.

La accesion 11 de Bixa orellana L. Posee mayor efecto sobre la proliferacion de lineas
celulares cancerigenas. S11 posee potencial como posible fuente de compuestos bioactivos con
actividad antiproliferativa, seguido de los extractos H11 y S9 con moderado y bajo potencial,
respectivamente.

De manera general, los resultados de este estudio indican que las accesiones de Bixa
orellana L. estudiadas poseen potencial funcional desde el aspecto antioxidante, antiproliferativo
y farmacoldgico, lo cual lo posiciona como un recurso natural con un gran potencial para la

busqueda de nuevos agentes bioactivos.
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RECOMENDACIONES

Con base a los resultados obtenidos se considera conveniente la caracterizacion quimica de los
extractos metanolicos de la accesion 11, principalmente, la semilla correspondiente a esta ya que
mostré una significativa actividad biologica.

Es conveniente aislar y purificar los metabolitos secundarios identificados
cualitativamente, utilizando estrategias especificas para cada uno de ellos, con el objetivo de
validar si algun grupo de ellos es responsable de las actividades biolégicas evaluadas.

Debido al potencial bioldgico y farmacolégico encontrado en las accesiones estudiadas es
de suma importancias evaluar mas actividades biologicas, como antiinflamatoria e
hipoglucemiente; ya que en morfotipos provenientes de otros geolocalizaciones se han reportado
resultados interesantes.
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