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RESUMEN

La guanabana (Annona muricata L.), es un arbol perenne cultivado en México. Sus hojas han
sido utilizadas en medicina tradicional por los pueblos indigenas por sus capacidades
antitumorales, antiparasitarias y anti-diarreicas (Solis-Fuentes y col.,, 2010). Una de las
propiedades que ha sido ampliamente estudiada es la antioxidante; sin embargo, no se han
reportado investigaciones que evallen dicha propiedad sobre eritrocitos humanos. Otra de las
propiedades que ha sido atribuida a las hojas de guanabana es la antimicrobiana, no obstante,
los estudios antivirales que han sido reportados son escasos y ninguno de ellos describe sus
efectos sobre virus entéricos patégenos para el humano. En la presente investigaciéon se
efectuaron estudios antioxidantes in vitro, para los extractos acuosos y etanolicos acidificados
de hojas de guandbana, mediante los métodos DPPH, ABTS, y mediante el analisis de la
capacidad protectora sobre eritrocitos humanos utilizados como modelo celular. También se
evalué la actividad antiviral del extracto etandlico acidificado, al confrontarlo con el bacteriéfago
Av08, que es un modelo comparable con virus entéricos. En este ensayo las concentraciones
evaluadas fueron 0.25, 0.50 y 1 mg/mL. Los extractos acuosos mostraron valores de capacidad
antioxidante de 1.141 + 0.009 y 17.726 £ 0.736 mmol equivalente trolox/gramos de extracto
(mmol ET/ge) para DPPH y ABTS respectivamente. Por el contrario, los extractos etandlicos
acidificados presentaron mayor capacidad antioxidante con un valor de 23.290 + 0.103 y 24.735
+ 0.490 mmol ET/ge para DPPH y ABTS, respectivamente, mientras que la inhibicion de
hemdlisis fue de un 33 % y 52% para el extracto acuoso y el extracto etandlico acidificado,
respectivamente. En el estudio antiviral, Gnicamente se evaluo el extracto etandlico acidificado
debido a que mostré mayor actividad antioxidante. Los valores de reduccion viral fueron de 4 a
9 Logio UFP/mL en tiempos de contacto de 15 a 360 minutos, mostrando total inhibicion del
bacteri6fago Av08 al tiempo de 360 min. Se observé una relacién directa entre las
concentraciones de los extractos y la capacidad antiviral. Por lo tanto, las hojas de guanabana
podrian ser una opcion en el tratamiento del estrés oxidativo y en la reduccién de infecciones

enterovirales.
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INTRODUCCION

La historia del hombre esta estrechamente ligada con las plantas medicinales y arométicas.
Antes de conocer el fuego y domesticar a los animales, su subsistencia dependia en gran parte
de su interaccion con éstas y sus frutos, proporcionandole alimentos y medicinas para prevenir
y curar diversas enfermedades (Tavares y col., 2008; Fretes, 2010). Gradualmente el hombre
fue generando conocimientos sobre las virtudes curativas de las plantas transmitiéndolos de
generacién a generacion, sentando las bases de la medicina tradicional.

En Meéxico, la medicina tradicional constituye uno de los principales recursos
terapéuticos debido principalmente a la idea generalizada de que el consumo de ciertas
sustancias, presentes en las plantas previene diversas enfermedades degenerativas (Dorman y
col., 2004). Sin embargo, el porcentaje de especies que han sido analizadas cientificamente es
muy escaso, por lo que es necesario profundizar sobre el tema para generar no solo grandes
listados de plantas con informacién etnoboténica, sino bancos de datos con investigaciones
actualizadas sobre diversos aspectos fitoquimicos, farmacolégicos y toxicoldgicos, para en un
futuro inmediato producir fitomedicamentos formulados a partir de extractos vegetales
debidamente regularizados, que puedan garantizar la prevencion y el alivio de las
enfermedades (Osuna y col., 2005; Jasso de Rodriguez y col., 2011).

Ademas de la produccién de compuestos como carbohidratos, aminoacidos, acidos
grasos, clorofilas e intermediarios metabdlicos, las plantas medicinales elaboran otros
metabolitos “secundarios” que son sustancias que no parecen participar directamente en su
crecimiento o desarrollo, pero que intervienen en las interacciones ecoldgicas entre las plantas
y el ambiente (Gonzalez y col., 2002). Algunos ejemplos de estos metabolitos son: materiales
cerosos, pigmentos, polifenoles, flavonoides, taninos, lignanos, compuestos esteroidales,
ademas de compuestos que intervienen en los mecanismos de defensa contra sus
depredadores como los alcaloides y lecitinas, entre otros, dichas sustancias han presentado
propiedades benéficas hacia la salud humana, eliminando bacterias, hongos, parasitos y virus e
incluso neutralizando diversos radicales libre (Rendén y col., 2001). En este Gltimo caso, estos
metabolitos actian como donadores de protones o electrones y de esta manera previenen o
retrasan el desarrollo de enfermedades degenerativas, como el cancer, enfermedades
cardiovasculares, neurodegenerativas, entre otras (Marwah y col., 2007).

Dentro de las especies de plantas utilizadas en la medicina tradicional mexicana se
encuentra Annona muricata L, que es un pequefio arbol perenne miembro de la familia

Annonaceae. Las especies de ésta familia ademas de elaborar polifenoles, flavonoides y
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alcaloides, se han reportado como productoras mayoritarias de acetogeninas, un tipo especial
de metabolitos secundarios derivados de acido grasos de cadena larga (Andrade y col., 2006).
Las acetogeninas son sustancias que se han reportado con propiedades anticancerigenas, anti
bacterianas y antivirales. (Mata y col., 1998). Asi mismo, diversos estudios farmacoldgicos han
demostrado que A. muricata L posee propiedades antidiabéticas y antioxidantes, previniendo
enfermedades degenerativas como el cancer (Adewole y Ojewole, 2009; Adeyemi y col., 2009).
En lugares como Africa, Nigeria y América del Sur, las semillas y hojas de la especie Annona,
son utilizadas para tratar diversos tipos de cancer (Watt y Breyer, 1962; Adewole y Ojewole,
2009; Mishra y col., 2013).

En México, las hojas de A. muricata L son utilizadas en la medicina tradicional para tratar
afecciones gastrointestinales y en la prevencion y tratamiento de diversas enfermedades
degenerativas. Sin embargo, se desconoce el alcance especifico de sus propiedades, por lo
que la presente investigacién pretende estudiar las propiedades biolégicas de las hojas de A.
muricata L con el propdsito de aportar informacién sobre sus actividades antivirales, debido a
gque las enfermedades diarreicas en México ocupan uno de los primeros lugares como causa de
morbilidad en la poblacion menor de cinco afios de edad, siendo las enfermedades
enterovirales (gastroenteritis), la segunda causa de muerte (OMS, 2011). Asi como también
aportar informacion sobre el alcance de sus propiedades antioxidantes a nivel celular, debido a
gue el dafio oxidativo ha sido relacionado con al menos 100 enfermedades humanas (McKee, y
McKee, 2009). Ademas su investigacion contribuiria en el area de la etnobotanica debido a que
no se han informado estudios antioxidantes que evallten el efecto que tienen las hojas de
guandbana sobre eritrocitos humanos y tampoco existen investigaciones que evidencien la
capacidad antiviral de las hojas de guanabana sobre enterovirus, lo que elevaria su valor
medicinal y comercial.

Con base a lo anterior, esta investigacion pretende continuar estudiando las
propiedades bioldgicas de las hojas de Annona muricata L, evaluandola con el propésito de
generar nuevos conocimientos de esta planta, para asi contribuir con la comunidad cientifica en
la busqueda de sustancias que eliminen virus entéricos y disminuyan efectos oxidantes en las

células humanas
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la actividad antiviral y antioxidante de los extractos acuosos y etandlicos acidificados de

hojas de guandbana (A. muricata L).

Objetivos Especificos

1. Obtener extractos de hojas de guanabana (A. muricata L) a partir de extracciones etanélicas
acidificadas y acuosas.

2. Determinar la actividad antioxidante de los extractos mediante los ensayos in vitro, DPPH,
ABTS y mediante el andlisis de la capacidad protectora sobre eritrocitos humanos.

3. Determinar la actividad antiviral del extracto que muestre mayor actividad antioxidante,
utilizando bacteriéfagos Av08 como modelo enteroviral.
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REVISION DE LITERATURA

Biologia de Annona muricata L

A. muricata L es miembro de la familia Annonaceae, es un pequefio arbol perenne ampliamente
cultivado en los paises tropicales (Baskar y col., 2007). Este mide entre 4 y 9 metros de altura y
tiende a crecer de forma erecta, su ramificacion es baja y tupida (Pinto y col., 2005).

Produce frutos conocidos comunmente como “graviola” o “‘guanabana”, los cuales son
ovados, espinosos, de color verde oscuro con un peso promedio de 4 kg y una longitud de 40
cm (Ledn, 2000). Tiene entre 127 y 170 semillas dispersas en toda la pulpa, la cual es blanca,
algodonosa y fibrosa. Las semillas de color negro son toxicas, su tamafio varia entre 1y 2 cm
de longitud y pesan alrededor de 0.33 a 0.59 g (Pinto y col., 2005).

Los tallos del arbol son redondos, rugosos y no pubescentes de color café obscuro. Sus
hojas tienen peciolos cortos y son ovada-oblongas a cilindricas, de 14 a 16 cm de longitud y de

5a 7 cm de ancho y sus flores miden de 3.2 a 3.8 cm de longitud (Leén, 2000).

Distribucion Nacional de la Guanabana

En el interior de la Republica Mexicana se distribuye en &reas de clima calido, en zonas
costeras de Veracruz, Tabasco, Quintana Roo, Nayarit, Colima, Michoacan, Oaxaca, Guerrero,
Yucatan y Chiapas. En particular destaca el municipio de Compostela, Nayarit en la zona
costera donde la guanabana es mas abundante en forma de plantaciones comerciales de
arboles provenientes de semilla. Asi mismo, el municipio de Tecoman, Colima destacan las
plantaciones comerciales en la zona limitrofe con Michoacan, y también la zona central de
Veracruz, segun la distribucién del Mapa de la figura 1 y los estudios de campo realizados en el
afio 2010 (Hernandez y col., 2013).
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Figura 1. Distribucion potencial de la guanabana (A. muricata L) en México.

Fuente: Hernandez y col., 2013

Sustancias Fitoquimicas Presentes en A. muricata L

Las especies de la familia Annonaceae, han sido reportadas con un gran numero de
compuestos quimicos, entre ellos estdn los flavonoides, alcaloides y acetogeninas. Los
flavonoides y alcaloides han presentado propiedades antioxidantes y antimicrobianas, mientras
que las acetogeninas han presentado propiedades anticancerigenas. Debido a lo anterior, la
corteza, hojas y raices de algunas especies de Annona se han utilizado tradicionalmente en el
tratamiento de diversas afecciones intestinales, e incluso como antiparasitario, también se han
utilizado en el tratamiento del cancer. En este &mbito, la industria farmacéutica ha encontrado
aplicaciones de las sustancias fitoquimicas presentes en las diversas especies de Annona,
dentro de ellas podemos mencionar aplicaciones antifingicas, bacteriostaticas, entre otras.
(I.C.U.C., 2002).

Por otro lado, A. muricata L es una de las especies de Annona de mayor cultivo en
México. Nayarit figura como uno de los principales productores (produciendo 14,365.20
toneladas anuales) (SAGARPA, 2006), dicha produccién representa una oportunidad Unica de

aprovechamiento para la obtencion de estas sustancias bioactivas que pueden ofrecer nuevas
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alternativas para mejorar o mantener su salud, debido a que diversos estudios en guanibana
han demostrado la presencia de estos componentes antioxidantes (Andrade y col., 2006;
Correa., 2012). La tabla 1 muestra algunas de las sustancias bioactivas detectadas en hojas de

guandbana y son comparadas con otras sustancias con alto poder antioxidante.

Tabla 1. Sustancias fotoquimicas presentes en hojas de guanabana.

Componente

cantidades

Comparacion

Acido galico

Acidos clorogénicos

48.6 + 1.5 mg/100 g

Acidos cafealquinico (CQA)
3-CQA 3.6 + 0.1 mg/100 g
4-CQA 0.5 + 0.1 mg/100 g
5-CQA 3.3 0.2 mg/100 g
Acidos feruloilquinico (FQA)
3-FQA trazas

4-FQA nd

5-FQA nd

Acidos dicafeoilquinico
(diCOA)

3,4-diCQA trazas
3,5-diCQA nd
4,5-diCQA nd

Ginkgo (Ginkgo biloba) nd

Ginkgo (Ginkgo biloba)
Acidos cafealquinico (CQA)
3-CQA nd

4-CQA nd

5-CQA 4.0 0.2 mg/100 g
Acidos feruloilquinico (FQA)
3-FQA nd

4-FQA nd

5-FQA nd

Acidos dicafeoilquinico
(diCQA)

3,4-diCQA trazas
3,5-diCQA trazas
4,5-diCQA trazas

nd = no detectado

Fuente: Correay col., 2012

Métodos de Obtencién de Extractos

Los extractos consisten en la fraccion no volatil de los metabolitos biol6gicamente activos
presentes en las plantas, es decir, aquellos que por no ser volatilizables o ser inestables con la
temperatura, no se pueden obtener mediante destilacion, sino que se obtienen mediante
diversas técnicas de extraccion. Entre los procesos extractivos de los diferentes fitoquimicos se
encuentran los procesos extractivos convencionales, como los de arrastre por infusion-coccion y
los de extraccion por maceracion con disolventes. En el primero se utiliza agua hirviendo sobre

la matriz fresca o seca, se deja reposar durante un tiempo y se filtra. En la extraccién por
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maceracion se utilizan disolventes como alcoholes, hidrocarburos, ésteres, entre otros, los
cuales son utilizados para penetrar la matriz de la planta y disolver las sustancias bioactivas,
que se filtran, evaporan y concentran a baja temperatura (con rotavapor) para la completa
eliminacion del solvente y la obtencion del extracto (Camel, 2000).

Por otra parte, el uso de disolventes como método de extraccién en plantas, influye
significativamente en el arrastre de los compuestos activos que actian en la actividad
antioxidante y antimicrobiana de los extractos. Dentro de las propiedades ideales de un
disolvente se encuentran las siguientes: poseer capacidad de disolver rapidamente todos los
principios activos y la menor cantidad de materia inerte, ademas debe de tener un punto de

ebullicion bajo y uniforme que permita eliminar el solvente rdpidamente (Costa y col., 2012).

Estrés Oxidativo

En bioquimica se considera oxidacién a “todo proceso en el que ocurre pérdida de electrones,
captacién de oxigeno o una cesion de hidrégeno (deshidrogenacién) y reduccién donde se
captan electrones o se pierden oxigenos o se gana un hidrégeno” (Chang R. 2010). Estos
procesos, conocidos bioguimicamente como reacciones de O6xido-reduccién, son
imprescindibles para los seres vivos, ya que obtienen energia a partir de ellos. El oxigeno es
necesario para la vida, sin embargo, puede ser también fuente de enfermedades a través de
una produccion incontrolada de las especies reactivas de oxigeno (ERO), los cuales dafian las
macromoléculas (lipidos, proteinas, hidratos de carbono y acidos nucleicos) y alteran los
procesos celulares (funcionalidad de las membranas, produccién de enzimas, respiracion
celular, induccién génica, entre otras). Las ERO se producen durante las reacciones
metabdlicas, mientras las células del organismo transforman los alimentos en energia,
especialmente en situaciones de hiperoxia, ejercicio intenso e isquemia y también por
exposicion a determinados agentes externos como las radiaciones ionizantes o luz ultravioleta,
contaminacion ambiental, humo del tabaco, entre otras (Roche y Romero, 1997; Veiga y col.,
1997). De las ERO inorganicas las méas importantes son el oxigeno molecular O,, el radical-
anion superoéxido (O), el radical hidroxilo (HOY) y su precursor inmediato el perdxido de
hidrogeno (H,0,) (Veiga y col., 1997). Cuando se acumulan grandes cantidades de ERO, se
altera el equilibrio quimico celular, produciendo el llamado estrés oxidativo (Elejalde, 2001). Es
importante mencionar que no existen métodos estandarizados para medir el estatus de estrés

oxidativo en humanos, ninguno de los llamados biomarcadores del estrés oxidativo consiguen
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de forma aislada una valoracion precisa y definitiva del estrés oxidativo que pueda ser

directamente aplicado a la clinica humana (Pryor y Godber, 1991; Pryor, 2000).

Antioxidantes

El cuerpo humano durante sus procesos metabodlicos y durante el estrés que mantiene ante
diversos factores externos produce ERO, que se generan por diversos sistemas enzimaticos a
través del consumo de oxigeno, es decir, al respirar (Dina y col., 2009). En pequefas
cantidades, éstas ERO pueden ser benéficas como transductores de sefiales y reguladores del
crecimiento (Hancock y col., 2001). Sin embargo, durante el estrés oxidativo, grandes
cantidades de estas ERO pueden favorecer algunas condiciones de enfermedades humanas
tales como el cancer, las enfermedades cardiovasculares, el envejecimiento y las enfermedades
neurodegenerativas (Bagchi y col., 2000). En este sentido, los antioxidantes que son sustancias
que controlan o previenen estos procesos, Son muy necesarios.

Un antioxidante es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de otras
moléculas, captando radicales libres (primarios) o por mecanismos que no estén relacionados
con la captacion de radicales libres (secundarios) (Floegel y col., 2011). Existen sistemas
enzimaticos antioxidantes capaces de metabolizar los radicales libres generados en los
procesos redox celulares, dentro de ellos se encuentra la catalasa de los peroxisomas, la
superéxido dismutasa, entre otros. También existe una gran variedad de antioxidantes no
enzimaticos, capaces de eliminar directamente los radicales libres y algunos ejemplos de ellos
son la vitamina C y vitamina E. Asi mismo, Las proteasas celulares son otro ejemplo ya que
eliminan las proteinas alteradas por la oxidacion, que son a su vez fuente generadora de mas
ERO (Elejalde, 2001).

Los mecanismos antioxidantes son muy diversos, sin embargo, todos coinciden en que
dicho mecanismo inicia cuando la reaccion de oxidacion produce radicales libres y da origen a
una reaccién en cadena que dafia las células. Los antioxidantes terminan estas reacciones,
quitando intermedios del radical libre e inhibiendo otras reacciones de oxidacién oxidandose
ellos mismos. Debido a esto es que los antioxidantes son a menudo agentes reductores
(Burneo, 2009). Por lo tanto, se requieren constantemente ciertas cantidades de antioxidantes
exdgenos para mantener un nivel adecuado de especies ERO en el cuerpo humano (Atmani y
col., 2009; Egan y col., 2001; Krishnaiah y col., 2011 y Wang y col., 2011; Franzini y col., 2012).

En este sentido, los estudios epidemiolégicos han sugerido que el consumo de antioxidantes
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naturales, prevalentes en las plantas, puede disminuir los efectos negativos de las ERO
(Isabelle y col., 2010), mediante la reduccion de los radicales libres (Floegel y col., 2011). Esta
proteccion ha sido en parte atribuida a la presencia de vitaminas, flavonoides, antocianinas y
otros compuestos fendlicos (Klimczak y col., 2007). Diversos estudios en hoja de guanabana de

diferentes origenes han mostrado capacidad antioxidante, como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Capacidad antioxidante detectada en hojas de guanabana de diferentes origenes.

Pais Ensayo Resultado Comparacion

India DPPH 70 pg/mL IC50 Anona blanca 65 ug/mL
IC50
Annona colorada 80
pg/mL 1C50
ABTS 305 pg/mL IC50 Anona blanca 300 pug/mL
IC50
Annona colorada 260
pg/mL IC50
Peroxidacion lipidica 455 pug/mL IC50 Anona blanca 480 ug/mL
IC50
Annona colorada 315
pg/mL IC50
Seguimiento al 350 pg/mL IC50 Anona blanca 370 ug/mL
IC50
Annona colorada 225
pg/mL IC50
Seguimiento al 155 pg/mL IC50 Anona blanca 300 pug/mL
IC50
Annona colorada 215
pg/mL 1C50
Brasil DPPH 221.52 £ 16.12 pg/mL IC50 Catingueira (Poincianella
pyramidalis) 42.95 + 1.77
pg/mL 1C50

radical 6xido nitrico

radical hidroxilo

Fuente: Correay col., 2012
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Eritrocitos: Modelo Celular Utilizado para Evaluar la Actividad Antioxidante

Los eritrocitos o glébulos rojos se producen en la médula ésea y se liberan hacia la circulacién
periférica, donde tienen una vida media de alrededor de 120 dias (Rodak, 2005). Estos son
utilizados como un modelo celular in vitro en la investigacién del dafio oxidativo, puesto que
permiten analizar los efectos de las ERO y el potencial antioxidante de diversos compuestos,
debido a que los eritrocitos estan particularmente expuestos al estrés oxidativo. Adicionalmente
los eritrocitos se consideran un buen modelo, debido a que son transportadores de oxigeno,
tienen un elevado contenido de acidos grasos poliinsaturados, proteinas en sus membranas y
una elevada concentracion de hemoglobina intracelular, que le permiten actuar como
promotores de procesos oxidativos (Tedesco y col., 2000; Ugartondo y col., 2006).

Los eritrocitos son un tipo de muestra facil de obtener y de preparar y representan un
modelo celular muy simple (no contienen ni ndcleo ni organulos); ademas a pesar de que les
falta la maquinaria de sintesis proteica y que son menos especializadas que muchas otras
células, sus membranas desarrollan suficientes funciones en comun con ellas, como el
transporte activo, pasivo, la produccion de gradientes idnicos y eléctricos, para ser
consideradas representativas de las membranas plasmaticas celulares en general (Suwalsky y
col., 2008).

La membrana celular del eritrocito es una barrera de difusion que protege el interior de la
célula, por lo que su estructura y funcién son susceptibles a sufrir alteraciones debido a la
interaccion con agentes extrafios. Ademas por su composicion molecular es el principal blanco
fisiol6gico del ataque de las ERO (Suwalsky y col., 2008), sufriendo una serie de alteraciones
(peroxidacion lipidica, fragmentacion y degradaciéon de proteinas y hemalisis) como se observa

en la figura 2.
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Figura 2. Modelo ilustrativo de estrés oxidativo en la membrana del eritrocito
Fuente: Adaptacion de Murray. (2009).

Bacteriéfagos: Modelo Celular Utilizado para Evaluar la Actividad Antiviral

Los bacteriéfagos o fagos son virus que infectan y lisan bacterias (Pansri y col., 2009). Su
genoma, puede componerse de ADN o ARN de cadena doble o de cadena sencilla, es
protegido por una cubierta de proteinas estructurales denominada capside (Vispo y Puchades,
2001). Esta estructura puede ser icosaédrica, helicoidal o filamentosa (Clark y March, 2006) y
sus proteinas estructurales pueden ademas proveer al fago de: cuello, cola, fibras caudales,
laminas basales y/o espiculas (Mathur y col., 2003). Los fagos son considerados “la forma de
vida mas abundante y ubicua en la tierra” (Sergei y Konstantin, 2008), por lo que pueden ser
aislados de diversos entornos, tales como, aguas residuales (Fiorentin y col., 2004), el suelo
(Ashelford y col., 2003), los alimentos (Kennedy y col., 1986; Hsu y col., 2002), el esputo, la
saliva (Bachrach y col., 2003) y el sistema gastrointestinal.

Los bacteriéfagos se replican mediante dos ciclos: El primer ciclo es el denominado litico
lo llevan a cabo los fagos virulentos, en donde se da un reconocimiento de los receptores de la
bacteria por los contra receptores del fago, originando una adsorcién del fago a la célula

huésped, seguido de la penetracion del acido nucleico fagico a la bacteria y el desarrollo
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intracelular de los componentes fagicos para la liberacién de progenie viral mediante lisis
celular, causada por enzimas liticas denominadas endolisinas, las cuales son codificadas por el
genoma fagico durante la ultima fase del ciclo litico para degradar el péptidoglicanode la
bacteria (Hermoso y col., 2007).

El segundo es el denominado ciclo lisogénico, desarrollado por los fagos temperados y
comprende practicamente los mismos pasos que el litico, pero después de la penetracion él
acido nucleico del fago se inserta en el cromosoma bacteriano y se replica como si fuera un gen
mas de la bacteria por una o varias generaciones sin mayores consecuencias metabdlicas para
las bacterias, no obstante en éste ciclo, el fago tras un proceso de dafo grave al material
genético de la bacteria, puede salir del cromosoma bacteriano y llevar a cabo un ciclo litico; este
es un modo de infeccidn latente y ocurre con baja frecuencia (Mathur y col., 2003).

Los bacteriéfagos, por sus propiedades liticas, representan un modelo sencillo, rapido,
barato, sensible, altamente especifico y comparable con modelos de virus patégenos para el
humano (Morales y col., 2002), por lo que bacteri6fagos como el Av08 resulta una opcion para
determinar la capacidad antiviral del extracto etandlico acidificado de hojas de guanabana.

El fago es miembro de la familia Myoviridae, que se compone de DNA de doble cadena.
Los fagos de la familia Myoviridae se han aislado con frecuencia de las heces frescas de
mamiferos y estan asociados con el efecto litico en E. coli y Salmonella (L6pez- Cuevas y col.,
2011). El fago Av08 tiene una longitud de 231 + 7 nm, una cabeza alargada isométrica de 93 +
3 nm por 118 + 1 nm, y una cola rigida y contractil de 106 + 3 nm de longitud y de alrededor de
18 nm de diametro (figura 3).

80 kV, = 200 000

Figura 3. Bacteriéfago Av08.
Fuente: Lépez-Cuevas y col., 2011
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METODOLOGIA

Material Vegetal

Las hojas de A. muricata L, seleccionadas para este estudio se obtuvieron de huertos
establecidos en San Blas, Nayarit, México durante el mes de Enero del afio 2015 (figura 4). Las
hojas fueron secadas a 45 °C por 24 h en un horno Blinder, modelo ED 115, pulverizadas y

tamizadas en un tamiz con poros de 2 mm de didmetro.

Figura 4. Hojas secas de A. muricata L

Preparacion del Extracto Etandlico Acidificado

El extracto se preparé afiadiendo 10 g de polvo de A. muricata L a 150 mL de una solucion
extractora compuesta de etanol 90% y &cido acético al 10%, en una relacion (9:1). Se macero
por medio de una agitacién constante y en completa oscuridad por 72 h. Se realiz6 un filtrado al
vacio utilizando papel Whatman No. 1 y se concentrd en un rotavapor (Yamato RE301-Japan).
El extracto obtenido fue almacenado en refrigeracion hasta su posterior analisis (figura 5).
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Figura 5. Extracto etandlico acidificado de hojas de guanabana.

Preparacion del Extracto Acuoso.

Para la obtencion del extracto acuoso, 10 g del polvo de hojas de guandbana se hirvieron
durante 5 minutos en 150 mL de agua. El extracto se filtr6 al vacio en papel Whatman No. 1y

se concentrd en rotavapor (figura 6). El extracto se conservo en refrigeracion hasta su analisis.

Figura 6. Extracto acuoso de hojas de guanabana
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Evaluacién de la Actividad Antioxidante

Método DPPH (2,2-difenil-1-picril hidracilo).

Se midi6 la capacidad antioxidante de los extractos utilizando el radical DPPH segun Moein y
Moein (2010), con algunas modificaciones. Una alicuota de 280 pL de la disolucion del radical
DPPH (0.025 mg/mL en metanol) fue mezclada con 20 pL del extracto a evaluar y se dejo
reposar por 30 minutos en completa oscuridad y se monitored la desaparicion de color como se
observa en la figura 7. La absorbancia fue leida a 490 nm en un lector de microplacas utilizando
un espectrofotbmetro un lector de microplacas BioRad iMark, Chicago, IL, USA. La actividad
antioxidante se calcul6 usando una curva de calibracion de Trolox (anélogo de la vitamina E).

Los resultados fueron expresados como pmol equivalente Trolox/g de extracto (umol ET/ge).

Figura 7. Radical DPPH antes y después de su neutralizacion con el extracto evaluado.

Método ABTS [2,2'- azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)]

Se determiné de acuerdo a la técnica descrita por Re y col. (1999), con algunas modificaciones.
El radical ABTS se preparé al mezclar 19 mg en 5 mL de agua destilada. También fue
preparada 1 mL de una solucion de persulfato de potasio (37.8 mg/mL). Se tomaron 88 L de la
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solucion de persulfato y se afiadieron a la solucién del radical, dicha mezcla se dej6 reposar por
12-16 horas a temperatura ambiente. De ésta solucién incubada se tomaron 500 pL y fueron
diluidos en 30 mL de etanol para posteriormente ajustar la absorbancia a 0.7+0.02 en un lector
de microplacas a 750 nm. Finalmente fueron colocados 295 uL del radical y 5 pL del extracto
evaluado (figura 8). La actividad antioxidante se calculdé usando una curva de calibracion de
Trolox y los resultados fueron expresados como pmol equivalente Trolox/g de extracto (pmol
ET/ge).

Figura 8. Radical ABTS antes y después de su neutralizacion con el extracto evaluado.

Evaluacién del Efecto Protector Sobre Eritrocitos Humanos

La hemolisis fue inducida por el radical AAPH [2-2"-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloruro]
de acuerdo a la metodologia de Lu y col. (2010), con algunas modificaciones. Los eritrocitos
fueron lavados tres veces con buffer fosfato salino (PBS) con un valor de pH de 7.4. Una vez
lavados, se prepar6 una suspension de eritrocitos humanos al 5% en PBS. Para el ensayo fue
preparada una solucion, en un tubo eppendorf, de 50 pL de la suspension de eritrocitos, 50 pL
del extracto evaluado y 200 uL del radical AAPH, la cual se incubo a 37°C en bafio maria con
agitacion (30 rpm) durante 3 horas.
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Una mezcla de reaccion similar se prepar6 sin extracto como control (figura 9). Terminada la
incubacion se le agrego 1 mL de PBS y se centrifugé a 3500 rpm por 10 minutos, la
absorbancia se midié a 540nm en un lector de microplacas BioRad iMark, Chicago, IL, USA. El
resultado fue expresado en porcentaje de inhibicién, la cual fue calculada mediante la formula:
[(Abs Control- Abs Final)/Abs Control * 100].

Figura 9. Ensayo antihemolitico

Evaluaciéon de la Actividad Antiviral

Propagacion de la Célula Hospedera.

Se utilizo la bacteria E. coli 0157 como célula hospedera. La cepa fue obtenidas del cepario del
laboratorio de microbiologia del Centro de Investigacion en Alimentacion y de Desarrollo (CIAD)
unidad Culiacan. Para su propagacion, ésta, fue inoculada en Caldo de Soya Tripticasa (TSB)
durante 24 horas a 36°C.
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Propagacion del Bacteriéfago

El bacteriéfago se obtuvo de la coleccion viral del Laboratorio Nacional para la Investigacion en
Inocuidad Alimentaria de el Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD), en
Culiacéan. Para su propagacion se mezcloé 100 pL de la solucion purificada del bacteriéfago con
1 mL de la bacteria E. coli O157 en un tubo que contenia 3 mL de TSB-agarosa al 0.4%,
creando una suspension de bacteria-bacteriéfago. Dicha suspension de bacteria-bacteriéfago
se vertid sobre cajas Petri con 10 mL de Agar de Soya Tripticasa (TSA) soélido. Las cajas fueron
incubadas durante 18-24 horas a 37 °C. Después de la incubacién se les afiadieron 6 mL de
solucion amortiguadora denominada buffer SM (MgS04.7H20 8 mM, NaCl 100 mM, gelatina
porcino 0.002% p/v) y se agitaron por oscilacién durante dos horas. La capa suave de la
superficie se recuperd por remocién con un asa bacterioldgica y el eluido resultante se deposité
en un tubo falcon de 50 mL y se centrifugd a 10,000 revoluciones por minuto durante 15
minutos a 4 °C con el objetivo de eliminar los detritus de la célula hospedera. El sobrenadante
se filtr6 a través de una membrana de nitrocelulosa (Whatman, USA) con poros de 0.45 um de
diametro, el filtrado se centrifugd a 10,000 RPM durante 2 horas a 4 °C, obteniendose una
pastilla la cual se conservo en buffer SM (Goodridge y col., 2003).

Cuantificacion del Bacteri6fago

Para la cuantificacién del bacteri6fago se hicieron diluciones decimales del colifago en buffer
PBS. Se tomaron 50 pL del fago diluido, 500 uL de bacteria E. coli 0157 y se colocaron en 1.5
mL de TSB-agarosa. La mezcla se vertio en la caja Petri con TSA correspondiente a la dilucion.
Se incub6 a 37 °C durante 24 h, transcurrido el tiempo se procedié a leer las placas contando

las UFP (Unidades Formadoras de Placa). Para su cuantificacion se utilizé la siguiente formula:

¥ (# placas){10°
UFp= (#p ) )
0.1 ml
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Ensayo Antiviral

Se evaluaron los efectos antivirales del extracto etandlico acidificado contra bacteri6fagos Av08
(ADN). El extracto se disolvié en agua destilada previamente esterilizada y se filtr6 a través de
una membrana de nitrocelulosa con poros de 0.45 micras de didmetro para garantizar su
esterilidad. Las concentraciones ensayadas fueron 0.25, 0.50 y 1 mg/mL respectivamente, cada
concentracion fue evaluada por duplicado. Una alicuota de 100 uL del fago se confronté con 3
mL del extracto. Se evaluaron 5 tiempos de contacto: 0, 15, 30, 60 y 360 min. Cada tiempo de
reaccién fue neutralizada de acuerdo con De Siqueira. (1996) y SCFI. (1999).

Posteriormente, se realizaron las siguientes diluciones decimales de la reaccion 102, 10™%, 10°,
10®y 10™° en buffer de fosfatos (PBS) con neutralizante. En tubos que contenian 3 mL de TSB-
agarosa 0.4% (en estado liquido y a una temperatura de 55 °C), se afiadieron 50 uL de cada
dilucién y 500 L de la célula hospedera. Las mezclas se agitaron suavemente y se depositaron
en placas Petri con TSA. Las placas Petri se incubaron a 37° C durante 24 h y se midi6 la
UFP/mL para cada muestra. Los efectos sobre Av08 se determinaron por separado. Para
garantizar los resultados antivirales obtenidos por el extracto se incluyé un control, que consistia
en 100 pL del bacteriéfago con 1 mL de la bacteria E. coli 0157 y 3 mL de PBS 0.1M.

Andlisis estadistico

Para obtener informacién cuantitativa de la capacidad antioxidante de los extractos, se realizé
un disefio experimental completamente al azar con tres repeticiones con un nivel de
significancia de P<0.05 utilizando el software Statgraphic para V.4.0 Windows® y se realizé una
comparacion de los datos mediante la prueba de rangos multiples de Tukey para observar las
diferencias significativas.

El andlisis estadistico utilizado para evaluar la supervivencia del bacteriéfago Av08 fue
al azar considerando dos factores: la concentracién del extracto (0.25, 0.50 y 1 mg/mL
respectivamente) y el tiempo de contacto con el fago (0, 15, 30, 60 y 360 minutos). La reduccion
viral se expres6 como titulo de fago log;o. Los tratamientos se llevaron a cabo por duplicado con
dos repeticiones cada una. Se utilizé Statgraphic para V.4.0 Windows® para realizar el ANOVA
y a = 0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluaciéon de la Actividad Antioxidante.

Los métodos in vitro que evallan la actividad antioxidante son muy diversos, estos
procedimientos utilizan una acelerada oxidacién involucrando un iniciador llamado fuente
generadora de radicales, que en un sistema de prueba asume que la oxidacién es inhibida en
por la captura de dichos radicales; por tanto, estos métodos se enfocan en monitorear la
capacidad de los extractos para la captura de radicales libres o la inhibicion de su formacién
(Antololovich y col., 2002). Este es el principio de los métodos utilizados en la presente
investigacion, donde la actividad antioxidante fue evaluada mediante tres ensayos in vitro,
DPPH, ABTS y mediante el analisis del efecto protector de los extractos sobre eritrocitos
humanos sometidos a estrés oxidativo por el radical AAPH.

Los ensayos DPPH y ABTS fueron seleccionados debido a que han sido utilizados
ampliamente para determinar el potencial antioxidante de numerosos extractos de plantas y
productos naturales. En esta investigacion estos resultados se expresaron como capacidad
antioxidante equivalente a Trolox (acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico),
gue es un antioxidante sintético de referencia, hidrosoluble, analogo a la vitamina E y se usa
como estandar comparativo de su actividad antioxidante respecto a la de los compuestos
presentes en las muestras (Proteggente y col., 2002; Kuskoski y col., 2005; Lako y col., 2007,
Marquez, 2009; Floegel y col., 2011). Por otro lado, el andlisis del efecto protector sobre
eritrocitos humanos, fue seleccionado debido a que determina la actividad antioxidante de los
extractos sobre membranas biolégicas, con el objetivo de que los resultados sean mas
representativos del efecto de estos compuestos sobre el ser humano, los resultados se

expresaron como porcentaje de inhibicion de hemodlisis.

Capacidad Antioxidante de los Extractos Mediante el Método DPPH.

Este método mide la captacion del radical DPPH (2,2-difenil-1-picril hidracilo), por parte de una
estructura antioxidante. Este radical estable presenta en disolucién un color violeta oscuro. Una
vez mezclado el radical y la sustancia antioxidante, la disminucion de la coloracion sera
directamente proporcional a la concentracion del antioxidante. La coloracion se monitorea por la

disminucion en la absorbancia a 490 nm. En consecuencia, la desaparicion del DPPH
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proporciona un indice para estimar la capacidad del compuesto de prueba para atrapar
radicales libres (Brand-Williams y col., 1995).

En la figura 10 se muestra una reaccion redox, donde AH representa un agente reductor
actuando como lo harian los antioxidante donando 4tomos de hidrégeno, tal es el caso de los
fenoles. El resultado seria una molécula estable y un radical menos reactivo que puede

interactuar con otro radical hasta detener la reacciéon en cadena.

T NO,
N
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Q NG, @
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FiguralO. Estructura del DPPH antes y después de la reaccion con el antioxidante.

Fuente: Alam y col., 2012.

En la figura 11 se muestra la actividad antioxidante de los extractos de hojas de
guanabana medida mediante el ensayo DPPH. Se puede observar que el extracto etandlico
acidificado posee mayor capacidad para neutralizar al radical DPPH debido a que se obtuvo un
valor de 23.290 + 0.103 mmol ET/ge. Por el contrario, el extracto acuoso presenté menor
capacidad antioxidante ya que se presentd un valor de 1.141 = 0.009 mmol ET/ge. Se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05). Estos resultados muestran
gue la capacidad antioxidante de los extractos se ve influenciada por la naturaleza quimica de
los solventes utilizados en la extraccion.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion son similares a los reportados por
Vit y col. (2014), donde evaluaron la actividad antioxidante de diversos extractos de guanabana,

utilizando diferentes solventes de extraccion (etanol y metanol). Estos autores concluyeron que
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en efecto la capacidad antioxidante se ve influenciada por la polaridad de los solventes
utilizados, ya que ciertas sustancias bioactivas son mas afines a ciertos solventes.

En otro estudio, realizado por Kuskoski y col. (2005), también utilizaron el método in vitro
de inhibicién del radical DPPH, con el fin de evaluar la actividad antioxidante de la pulpa
congelada de guanabana, dicha investigacion evalu6 dos tiempos de medida, 30 y 60 minutos.
Los resultados mostraron valores de inhibicién del radical 2.88 + 0.32 'y 4.5 + 0.9 umol ET/g de

peso muestra, respectivamente.
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Figura 11.Capacidad Antioxidante de extractos (acuoso y etandlico acidificado) de hojas de

guanabana (A. muricata L) evaluada mediante el método DPPH.

Capacidad Antioxidante de los Extractos Mediante el Método ABTS.

El método ABTS evalla sustancias antioxidantes hidrosolubles y liposolubles; estas sustancias

donan uno o mas electrones para reducir el radical catibn ABTS generado previamente por la
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oxidacion del ABTS mediante la adicion de persulfato de sodio (Miller y col., 1993) (figura 12). El
radical presenta un color verde-azul en solucion y cuando reacciona con los sustratos
antioxidantes el color se desvanece. Este efecto se monitorea espectrofotométricamente a 750
nm, y la diferencia de absorbancia determina el nimero de captacion de radical libre ABTS, por
lo tanto, la capacidad antioxidante de los extractos.
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Figura 12. Estructura del ABTS antes y después de la reaccion con el antioxidante
Fuente: Friaa y Brault, 2006

En la figura 13 se muestra la actividad antioxidante de los extractos de hojas de
guanabana, medida por el ensayo ABTS. Se puede observar que el extracto etandlico
acidificado present6 mayor capacidad para neutralizar al radical ABTS debido a que se obtuvo
un valor de inhibicion de 24.735 = 0.490 mmol ET/ge. Por el contrario, el extracto acuoso
presentd menor capacidad antioxidante ya que se obtuvo un valor de inhibicién de 17.726 +

0.736 mmol ET/ge. Apreciandose diferencias significativas entre los tratamientos. Los
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resultados obtenidos muestran que los solventes menos polares poseen mayor capacidad para
disolver sustancias bioactivas antioxidantes presentes en las hojas de guandbana.

En un estudio realizado por Rodriguez y col. (2007), se utilizé el método ABTS para
evaluar la actividad antioxidante del vino de guanabana donde se obtuvo un valor de 2.57
mmoles Trolox/L. De manera similar, Lako y col. (2007), evaluaron la capacidad antioxidante de
la pulpa de guandbana mediante el mismo método y se obtuvieron un valor de 287.67 umol
Trolox/100 g de pulpa fresca. En ambos casos los resultados de capacidad antioxidante, son
inferiores a los encontrados en el presente estudio. Esto posiblemente sea debido a que los
métodos empleados para la obtencion de los extractos son diferentes, variando tanto en
concentraciones analizadas como en los solventes utilizados en las extracciones y
posiblemente también se deba a la polaridad de las sustancias antioxidantes de las fracciones
estudiadas. Cabe destacar que el resultado obtenido en el presente estudio es reportado por
gramo de extracto y no por gramo de muestra de planta, lo cual implica una mayor

concentracion de sustancias activas en la muestra.
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Figura 13. Capacidad Antioxidante de extractos (acuoso y etandlico acidificado) de hojas de

guandbana (A. muricata L) evaluada mediante el método ABTS
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Por otro lado, se observa que los resultados obtenidos mediante el método ABTS son
mayores a los reportados en el ensayo DPPH. Probablemente esto se deba a que el ensayo
DPPH determina Unicamente los compuestos antioxidantes que actiGan mediante un sistema
lipofilico, mientras que el método ABTS determina compuestos tanto de naturaleza lipofilica
como hidrofilica (Fogliano y col., 1999; Re y col., 1999; Arnao, 2000; Antololovich y col., 2002).
Lo cual nos permite inferir que nuestros extractos presentan sustancias bioactivas con ambas

naturalezas quimicas.

Evaluacién del Efecto Protector de los Extractos Sobre Eritrocitos Humanos.

El presente ensayo evalué la actividad antioxidante de los extractos in vitro, utilizando eritrocitos
humanos como modelo celular. Los glébulos rojos son sometidos a estrés oxidativo mediante el
radical AAPH el cual origina radicales peroxilo, que inducen la oxidacién de los lipidos y
proteinas de membrana, produciendo hemodlisis (Tsai y col., 2014). Las sustancias antioxidantes
presentes en los extractos donan uno o mas electrones para neutralizar el radical AAPH
inhibiendo la hemdlisis. Las sustancias antioxidantes son medidas espectrofotométricamente a
540 nm y por diferencia de absorbancia se determina el porcentaje de inhibicién de hemdlisis.

La figura 14 muestra la actividad protectora de los extractos de hojas de guanabana
sobre eritrocitos humanos. Se observd que el extracto etandlico acidificado presenté mayor
capacidad protectora sobre eritrocitos ya que se obtuvo un valor de 52% de inhibicién de
hemolisis. Por el contrario, el extracto acuoso mostré tener menor capacidad protectora debido
a que se obtuvo un valor de inhibicion de hemdlisis del 33%. Estos resultados muestran que la
mezcla entre el etanol y el &acido acético aumento la capacidad de hidrolizar enlaces,
favoreciendo la disponibilidad de compuestos antioxidantes. Previas investigaciones realizadas
por Ramirez y Delahaye. (2011), han mostrado que la guanabana posee una alta concentracion
compuestos fendlicos, por lo que dichas sustancias podrian ser las responsables del efecto
antihemolitico, ya que éstas no solo estabilizan radicales libres, sino que también incrementan
la resistencia de los eritrocitos al estrés oxidativo (Ajila y Prasada, 2008).

Los resultados antihemdliticos que se observaron en los extractos de hojas de
guanabana son similares a los estudios realizados por Cyboran y col. (2012), quienes
analizaron los cambios inducidos por extractos de hojas de grosella, fresa y manzana, en

membranas bioldgicas, utilizando eritrocitos de cerdo como modelo celular, y donde se
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demostré que las sustancias polifendlicas, presentes en los extractos, tienen un efecto positivo
en los eritrocitos, ya que éstas, interaccionan con la capa externa de la membrana lipidica,
permeando la parte hidréfila, donde causan cambios en la disposicion de embalaje de las
cabezas polares de los lipidos, volviéndola mas elastica y resistente a los cambios de la presiéon
osmatica y por lo tanto a los dafios causados por el estrés oxidativo.

En un estudio, realizado por Tedesco y colaboradores en el afio 2000, donde se evalu6
el efecto protector de los polifenoles presentes en extractos de vinos de guanabana sobre
eritrocitos humanos sometidos a estrés oxidativo por H,O,, se reporté un 25% de inhibicién de
hemodlisis. Los autores concluyeron que existe una correlacion entre el contenido de polifenoles

y los efectos antioxidantes.

Capacidad Antihemolitica

60

40 A

20 A

% de Inhibicion de Hemodlisis

Extracto Acuoso Extracto Etanolico Acidificado
Tratamientos

Figura 14. Capacidad Antioxidante de extractos (acuoso y etandlico acidificado) de hojas de
guanabana (A. muricata L) evaluada mediante el efecto protector sobre eritrocitos humanos.
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En otro estudio similar, realizado por Duran y col. (2013), donde fue evaluado el efecto
antihemolitico de extractos metandlicos de corteza de mango y guayaba, sobre eritrocitos de
origen humano sometidos a estrés oxidativo por el radical H, O,, reportaron inhibiciones de 52%
y 63%, para extractos de mango y guayaba respectivamente. Los valores son mayores a los
reportados en el presente estudio, a excepcion del extracto de mango, que comparado con el
extracto etandlico-acidificado de hojas de guandbana, mostr6 tener menor actividad
antioxidante. Los autores concluyeron que las inhibiciones de sus extractos podrian deberse a
la interaccién de compuestos fitoquimicos, como flavonoides, aislados de la corteza de mango y
guayaba, dichas sustancias se han detectado en guanabana y podrian estar relacionadas con
las inhibiciones mostradas por los sustratos evaluados en el presente estudio, ya que se ha
reportado que la actividad antioxidante influenciada por los flavonoides, podria estar
relacionada con la proteccion de membranas celulares, debido a que interrumpen la interaccion
de los componentes fosfolipidos e inhiben su oxidacion, por lo que protegen a las mismas de

dafios causados por moléculas oxidantes (Garcia-Bacallao y col., 2001).

Evaluacién de la Actividad Antiviral

Existen diversos métodos para evaluar la actividad antiviral. En los ensayos in vitro el uso de las
propiedades liticas de los bacteri6fagos representa un modelo sencillo, rapido, barato, sensible,
altamente especifico y comparable con modelos de virus humanos (Maillard y col., 1993;
Maillard y col., 1995). En la presente investigacion la actividad antiviral del extracto fue evaluada
in vitro mediante el uso del fago Av08 como modelo viral. Unicamente se evalué el extracto
etandlico acidificado debido a que mostré la mayor capacidad antioxidante. Se utilizaron tres
concentraciones 0.25, 0.50 y 1 mg/mL respectivamente y cinco tiempos de contacto (0, 15, 30,
60 y 360 min). Las reducciones logaritmicas se pueden observar en las figuras 15, 17 y 18, las
cuales fueron expresadas en Log;, UFP/mL. Todas las reducciones logaritmicas se compararon
con el control absoluto que se muestra en la figura 16. Este control consistio en la presencia del
bacteriéfago disuelto en solucion PBSy se considero la concentracion inicial con la que iniciaba

cada uno de los tratamientos.
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Figura 15. Capacidad antiviral del extracto etandlico acidificado de hojas de guanabana, para la

concentraciéon 0.25mg/mL

La figura 15 muestra la actividad antiviral del extracto a una concentracién de 0.25
mg/mL. Se observo que durante el primer tiempo de contacto (O min) se obtuvo una reduccion
de 4 logipy UFP/mL, durante los siguientes dos tiempos de contacto (15 y 30 min) se obtuvieron
reducciones de 5 logi, UFP/mL, se observd que la actividad antiviral del extracto fue mayor
durante el cuarto tiempo de contacto (60 min) arrojando valores de reduccién de 7 log;o UFP/mL
y para el ultimo tiempo de contacto (360 min) la reduccién del colifago Av08, fue total. La
condicion control Av08 en PBS que se muestra en la figura 16, no mostré reduccién significativa
en el titulo viral durante los 360 minutos.
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Figura 16. Control PBS al tiempo de 360 minutos.

La figura 17 muestra la actividad antiviral del extracto a una concentracion de 0.5
mg/mL, se observa que durante el primer tiempo de contacto (0 min) el fago Avo8 se redujo 4
log;o UFP/mL, durante el segundo y tercer tiempo de contacto (15 y 30 minutos) se obtuvieron
reducciones de 5y 6 en una escala logaritmica de UFP/mL respectivamente, mientras que
durante los siguientes dos tiempos de contacto (60 y 360 min) se obtuvieron reducciones totales
del colifago. La condicion control AvO8 en PBS no mostro reduccion significativa en el titulo de
més de 360 minutos

La figura 18 muestra la actividad antiviral del extracto a una concentracion de 1 mg/mL,
se observa que durante el primer tiempo de contacto (O min) se obtuvo una reduccion del fago,
por el orden de 6 log;o UFP/mL, durante el segundo tiempo de contacto (15 min), esta reduccion
fue de hasta 5 log;o UFP/mL, mientras que para el tercer tiempo de contacto (30 min) se obtuvo
una reduccién de un valor de 7 log;o UFP/mL, en los siguientes dos tiempos de contacto (60 y
360 min) se obtuvieron reducciones totales del colifago.
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Figura 17. Capacidad antiviral del extracto etandlico acidificado de hojas de guandbana, para la

concentracién 0.5 mg/mL evaluada a los 0, 15, 30, 60 y 360 minutos.

Estos resultados muestran que los extractos de hoja de guanabana presentan actividad
antiviral sobre el bacteri6fago Av08. Lopez-Cuevas y col. (2011), previamente aislaron el
bacteriéfago Av08 de las heces de aves de corral. Algunos estudios han demostrado que los
bacteriéfagos aislados de aves de corral son parte de la microbiota del medio ambiente, lo que
demuestra la ocurrencia natural de fagos en el tracto intestinal (Atterbury et al. 2003). Lo que
permite utilizar a estos fagos como modelos enterovirales. Asi mismo, diversas investigaciones
han utilizado a los bacteri6fagos como modelos en estudios antimicrobianos (Davis y col.,
2012).

Por otro lado, los resultados indican que los extractos etandlicos acidificados de hojas de
guandbana mostraron ser capaces de inhibir completamente al bacteriéfago Av08 a los 60
minutos desde la concentracion de 0.50 mg/mL. Asi mismo, se observé que la replicacion viral
fue de una manera dosis-dependiente, ya que al aumentar la concentracion y tiempo de
contacto la inhibicién del virus aumenté. Resultados similares fueron reportados por Davis y col.
(2012), quienes estudiaron el efecto de antimicrobianos sobre el bacteriéfago MS2 y observaron

gue al aumentar el peso molecular de las sustancias evaluadas los niveles virales disminuian.
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Figura 18. Capacidad antiviral del extracto etandlico acidificado de hojas de guanabana, para la
concentracion 1 mg/mL evaluada a los 0, 15, 30, 60 y 360 min.

Los resultados de esta investigacion también muestran una actividad antiviral importante
en los primeros tiempos de contacto, para las concentraciones evaluadas. En consecuencia, la
actividad antiviral en la concentracion de 1 mg/mL, responde a una répida inhibicion de la
replicacién viral del colifago. Estos resultados son similares a los reportados por Su y col.
(2010), quienes observaron una rapida reduccion del bacteriéfago ¢$X-174 (DNA) en los
primeros tiempos de incubaciéon con jugo de arandano. Este fenémeno sugiere que el extracto
de guanabana podria actuar de forma temprana en la replicacion viral.

Estudios previos en productos de guandbana también han mostrado efectos antivirales,
por ejemplo Padma y col. (1998), evaluaron el efecto antiviral del extracto etandélico del fruto de
A. muricata L, sobre el virus del Herpes simple tipo 1 en células Vero y observaron inhibicion
total del virus a una concentracion de 1 mg/mL. Los autores concluyeron que la actividad
antiviral demostrada podria deberse a la naturaleza cruda del extracto, es decir, a las
sustancias fitoquimicas que se encuentran presentes en A. muricata L, como acetogeninas,

campesterol, citrulina, &cidos hidroxicinamicos, B-caroteno, -sitosterol y resinas (Waizel, 2012).
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Asi como también, flavonoides (Ramirez y Pacheco de Delahaye, 2011). De igual manera,
estudios realizados por Betancur-Galvis y col. (1999), encontraron potencial antiviral de los
extractos metandlicos de A. muricata L y A. cherimolia, sobre el virus del Herpes simple tipo 2,
en células HEp-2.

Por otra parte, investigaciones recientes por Astirin y col. (2013), mostraron que diversos
extractos de hojas de A. muricata L, pueden inducir apoptosis en células cancerosas originadas
por el virus del papiloma humano (VPH), y observaron que el extracto a base de acetato de etilo
presentd la mayor actividad citotoxica con un valor de 131.89% y 11.37%, para las
concentraciones de 2000 y 15.625 pug/mL respectivamente. Los autores concluyeron que dicha
actividad podria deberse a las acetogeninas, ya que éstas han presentado efectos citotdxicos,
antioxidantes, insecticidas, antidiabéticas y antivirales inhibiendo la replicacién del VIH (Wu y
col., 1996; Kaleem vy col., 2006). Las acetogeninas, son fitoquimicos que previamente se han
aislado de las hojas de A.muricata L y poseen actividad antiviral (Arroyo y col., 2005). Por lo
tanto, estas sustancias podrian estar implicadas en la actividad antiviral de los extractos de

hojas de guanibana analizados en la presente investigacion.
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CONCLUSIONES

Los extractos acuosos y etandlicos acidificados de A. muricata L poseen actividad
antioxidante y este ultimo, presentd la mayor capacidad para neutralizar los radicales
DPPHy ABTS.

Los extractos etandlicos acidificados y acuosos, presentaron una buena actividad anti
hemolitica, contra la hemdlisis inducida por el radical AAPH.

El extracto etandlico acidificado presentd capacidad de eliminacion del enterovirus Av08.
La concentracion y el tiempo de contacto del extracto con el virus fueron factores que

influyeron en la inhibicibn del enterovirus Av08, observandose un patron dosis-

dependiente.

Los resultados obtenidos de extractos de hoja de guanabana, indican que podrian ser
una opcion alternativa para el tratamiento de afecciones gastrointestinales, y para la

prevencion y el tratamiento de enfermedades causadas por el estrés oxidativo.
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RECOMENDACIONES

» Debido a que se demostr6 que los extractos de hojas de guanabana presentan actividad
inhibitoria en virus tipo ADN, como el Av08, se recomienda continuar un estudio para
determinar si los extractos poseen actividad ante los virus tipo ARN, como rotavirus, que

es uno de los padecimientos que generan problemas de salud publica.

» Se recomienda aislar y caracterizar las sustancias fitoquimicas presentes en las hojas de
A. muricata L, estudiar sus mecanismos de accion y conocer la forma en la que

interactlian con otras moléculas, especialmente aquellas que componen la materia viva.

» También se recomienda promover el aprovechamiento de las hojas de guanabana,
dando a conocer la capacidad antioxidante que contiene y su actividad biolégica contra

enterovirus tipo DNA.
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