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MISCELANEA CIENTIFICA EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICAA. C.
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RESUMEN

Los metabolitos secundarios de las plantas son los encargados de los efectos farmacologicos y
toxicolégicos de las mismas. Cucdrbita ficifolia es una planta perenne, trepadora y monoica,
perteneciente a la familia de las cucurbitaceas, ampliamente usada en la medicina tradicional por
sus efectos antinflamatorios, hipolipemiantes, hipoglicemiante y antihelminticos. Sin embargo, no
existen reportes de su seguridad. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
genotoxico, citotoxico y oxidante de C. ficifolia in vivo. Se formaron 5 grupos experimentales de
ratones machos jovenes de la cepa Balb-C (n=5), las dosis evaluadas del jugo liofilizado de C. ficifolia
fueron 500, 1000 y 2000 mg/kg, las administraciones fueron diarias, durante cinco dias por via oral,
como control negativo se utilizé agua inyectable y control positivo (ciclofosfamida). Se tomaron frotis
de sangre periférica a las 0, 24, 48, 72, 96 y 120 horas, los cuales fueron fijados con etanol y tefiidos
con naranja de acridina. La citotoxicidad se evalué mediante el decremento de la proporciéon de EPC
(eritrocitos policromaticos) y la genotoxicidad mediante el incremento del nimero de EPMN
(eritrocitos policromaticos micronucleados) y EMN (eritrocitos micronucleados) mediante microcopia
de fluorescencia. Después de las 120h los animales fueron sacrificados y se extrajo el higado y rifién
con los cuales se realiz6 un homogenizados al 10% en KCI, posteriormente las muestras fueron
analizadas mediante ensayo de lipoperoxidaciéon. El analisis de los datos se realiz6 mediante el
software SPSS Statistics V.20. El control positivo mostro dafio genotdxico y citotoxico, mientras que
los grupos que recibieron las diferentes dosis de C. ficifolia, asi como el control negativo, no
mostraron dafio citotdxico y/o genotdxico. En relacion al dafio oxidativo, C. ficifolia a la dosis de 500
y 100 mg/kg mostro un incremento estadistico de la oxidacion hepatica en relacion al control negativo
en contraste la dosis de 500 mg/kg del jugo liofilizado de C. ficifolia decrementa significativamente la
oxidacion renal con respecto al control positivo. Nuestros resultados muestran que el extracto
liofilizado del jugo de la fruta de C. ficifolia no presenta efecto citotdxico ni genotdxico en sangre
periférica de ratdn, pero si presenta efecto oxidante a nivel hepatico y antioxidante a nivel renal.

INTRODUCCION

El planeta cuenta con una gran biodiversidad vegetal ya que mas de 7000 especies de plantas se
utilizan como alimento o en la terapéutica (Tim, 2012).

El uso de las plantas como agentes terapéuticos, ha sido una practica desde la antigiiedad, los
medicamentos de origen vegetal representan una alternativa importante para un gran nimero de
culturas a nivel mundial, debido a las condiciones econdmicas actuales (Araujo et al., 2016; Gilani &
Atta-ur-Rahman, 2005)

Las plantas medicinales poseen la capacidad de producir una gran variedad de moléculas con
funciones de defensa frentes a depredadores, tales moléculas son llamadas metabolitos secundarios
(Avalos, A. y Pérez, 2009; Fortis-Barrera et al., 2013a), los cuales ejercen una gran variedad de
efectos fisiologicos en los seres humanos (Makkar, H. et al., 2007), ademas de ser de bajo costo y
facil acceso, siendo una alternativa medicinal (Pelkonen et al., 2017; Rahman et al., 2016).

Existe la idea errénea de que por ser de origen vegetal, las plantas no son perjudiciales para la salud,
sin embargo, las plantas contienen gran diversidad de compuestos activos que no solo tienen efectos
benéficos, sino que ademas, pueden funcionar como venenos, pesticidas, o teratdgenos,
provocando que no todas las plantas sean seguras, o su seguridad dependera de la dosis utilizada
(Alamgir, 2017).

TOMO VII. MEDICINA Y CIENCIAS DE LA SALUD - PAGINA 532



MISCELANEA CIENTIFICA EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICAA. C.

En los ultimos afios se ha demostrado que muchas plantas usadas en la medicina tradicional, o
inclusive como alimento pueden dafiar la salud del ser humano generando efectos toxicos,
mutagénicos, cancerigenos entre otros, por lo cual se ha generado un creciente interés en la
investigacion de plantas y su seguridad, mediante estudios toxicol6gicos tanto in vitro como in vivo
(Fennell et al., 2004; Goncharov et al., 2007).

Para determinar la actividad benéfica o toxica de plantas medicinales, nutraceuticos y otros agentes
de prueba, se deben fomentar las pruebas que examinen los efectos dificiles o imposibles de detectar
clinicamente. Entre las pruebas propuestas figuran las de genotoxicidad, carcinogenicidad y
toxicidad reproductiva.(Arango, 2012; Goncharov et al., 2007; Kakkar & Jaffery, 2005).

Cucurbita ficifolia es una planta perenne, trepadora y monoica perteneciente a la familia de las
cucurbitaceas (Lim, 2012), distribuida ampliamente en américa central y américa del sur,
ampliamente usada en la medicina tradicional mexicana gracias a sus propiedades como
antihelmintico, antinflamatorio, antioxidante, antihipertensivo, inmuno-protector, mejorador de
fertilidad e hipoglucemiante(Aristatile & Alshammari, 2017; Vega-Avila et al., 2009), ademas, de ser
utilizada en el tratamiento de fiebre, hemorroides y heridas(Alarcon-Aguilar et al., 2002), siendo su
efecto hipoglucemiante el més estudiado en modelos animales, hasta su verificacion en pacientes
con diabetes mellitus.

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto genotodxico, citotdxico y oxidante del jugo liofilizado
de C. ficifolia en modelo murino como parte de su seguridad.

TEORIA

C. ficifolia es una planta domesticada, de la familia de las cucurbitaceas cuyos nombres comunes,
dependiendo de su localizacion, suelen ser: chilacayote, lacayote, calabaza de cabellos de angel,
tzilacayote, calabaza de hoja de parra, pepo, calabaza de verano, entre otros (Aristatile &
Alshammari, 2017; Lim, 2012).

A partir del afio 2001 se describieron los posibles mecanismos mediante los cuales C. ficifolia, tiene
efectos antioxidantes. Estos estudios arrojaron que el D-chiro-inositol genera un aumento en el
contenido de la enzima Glutatiéon peroxidasa, lo cual se refleja en una disminucion en el radio GSH-
GSSG (Glutation-Di sulfuro de glutation) ya que, GSH es el principal antioxidante intracelular, esto
analizado en ratones obesos y en adipocitos(Acosta-Patifio et al., 2001; Fortis-Barrera et al., 2013b)
Por ultimo, en el afo 2017, otro estudio que comparo la actividad antioxidante de C. ficifolia y
Cucurbita mostacha, después de probar un nuevo método de secado a base de radiacién con
microondas, demostré que los compuestos responsables de la posible accién antioxidante de estas
dos Cucurcubitaceas se debe principalmente al contenido de polifenoles de las mismas (Nawirska-
Olszanska et al., 2017).

Por otra parte, la informacion toxicolégica de C. ficifolia ha sido evaluada a partir del afio 2002. La
dosis letal cincuenta (DLso) del jugo liofilizado de C. ficifolia en rata fue reportada por Hernadndez y
colaboradores, siendo la dosis de 3,689 mg/kg por via oral y de 754 mg/kg por via intraperitoneal,
los signos y sintomas que presentaron los animales fueron hipotermia, aumento de viscosidad en
sangre y retorcimiento corporal(Hernandez-Galicia et al., 2002).

También se describi6 el efecto citotdxico in vitro del jugo liofilizado de C. ficifolia a la dosis de 8.85
ug/ml sobre células de cancer mamario (Vega-Avila, et al., 2009), asi como de los extractos
metandlico y hexanico de C. ficifolia en células madre mesenquimales de medula 6sea (hMSCs) a
partir de la dosis de 0.7 pg/ml para el extracto hexanoico y de 50 ug/ml para el extracto metandlico
(Aristatile & Alshammari, 2017).

PARTE EXPERIMENTAL

Obtencion del extracto liofilizado del jugo del fruto Cucdrbita ficifolia.

Se obtuvo el jugo del mesocarpio del fruto mediante un extractor de la marca TURMIX,
posteriormente fue filtrado al vacio a través de un filtro con poro de 0.2 ym y congelado para
posteriormente ser liofilizado.
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Animales de estudio.

Se utilizaron 25 ratones, de la cepa Balb-C, machos, adultos de 3 meses de edad, clinicamente
sanos, los cuales fueron colocados en jaulas de policarbonato con agua y alimento (Harlan Teklad
Lab Blocks) ad libitum. Los animales fueron proporcionados por el Bioterio Claude Bernard del Area
de Ciencias de la Salud, UAZ-Siglo XXI, de la Universidad Autbnoma de Zacatecas. Los animales
fueron tratados de acuerdo con los reglamentos y Normas como la NORMA Oficial Mexicana NOM-
062-Z00-1999.

Grupos experimentales y tratamientos

Para determinar el efecto genotdxico y/o citotdxico del jugo del fruto de C. ficifolia se formaron
aleatoriamente 5 grupos experimentales, con 5 animales cada uno (tabla 4). Las administraciones
se realizaron con canula esofagica. El volumen de administracion fue de 0.1ml/ 10g de peso. Se
utilizé un control negativo, como indicador de que la variable de manipulacién, no incrementa el
numero de micronucleos y un grupo como control positivo, como indicador del efecto
micronucleogénico de un compuesto conocido.

Tabla 1. Grupos experimentales y tratamientos

Compuesto Dosis Tiempo de administracion
Ciclofosfamida (C+) 30mg/kg Cada 24h/2 dias
Agua(C-) e Cada 24h/ 5 dias
Dosis baja jugo liofilizado 300 mg/kg Cada 24h/ 5 dias
Dosis media jugo liofilizado 400 mg/kg Cada 24h/ 5 dias
Dosis alta jugo liofilizado 500 mg/kg Cada 24h /5 dias

(C+): Control positivo; (C-): control negativo.

Obtencién de muestras biolégicas

Se obtuvo una gota de sangre de cada uno de los animales de los grupos de la tabla 1 a las 0, 24,
48,72, 96 y 120h, de la punta de la cola de los organismos, se realizaron extendidos por duplicado
de cada muestra sobre portaobjetos limpios y desengrasados los cuales estaban codificados. Una
vez cumplido el tratamiento (tomada la muestra de las 120h), se procedio abrir la cavidad abdominal
para la obtencién de muestra sanguinea de la cavidad ventricular derecha del corazén, para lo cual,
se anestesio al animal y se cercioro que no presente estimulos dolorosos, posteriormente se
disecciono el rifién e higado para su procesamiento.

Ensayo de micronucleos en sangre periférica

Los frotis de sangre se fijaron en metanol durante 10 minutos y se tifieron con naranja de acridina,
tincion especifica para acidos nucleicos (Heddle et al., 1978; Hayashi et al., 1983) y dado que los
MN estan formados de ADN, estos se tifien de color amarillo o verde brillante, mientras que el
citoplasma en el caso de los eritrocitos normocromaticos o eritrocitos maduros se tifie de verde opaco
semitransparente y en el caso de los EPC o eritrocitos jovenes el citoplasma se tifie de rojo por la
presencia de ARN. Se contd el nimero de eritrocitos micronucleados (EMN) en 10, 000 eritrocitos
(ET), el numero de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMN) en 1000 eritrocitos
policromaticos (EPC) y el niumero de EPC en1000 ET

Evaluacioén del estrés oxidativo.

La determinacion de la lipoperoxidacion hepatica y renal se realizé mediante la técnica modificada
de Uchiyama & Mihara, 1978.

Se realizé un homogenizado de higado o rifidén al 10% en cloruro de potasio al 1.15%, el cual fue
filtrado sobre gasa. Se tomé una alicuota de 0.5 ml, la cual se colocd en un tubo de ensaye y se le
adiciond 3mL de acido fosférico y 1 mL de acido tiobarbitirico al 0.6 %, el tubo fue mezclado
mediante vortex, posteriormente, el tubo se puso en un bafio de agua a ebullicion durante 45min,
trascurrido el tiempo se dej6 enfriar a temperatura ambiente, y se le adiciono 3mL de 1-butanol, se
mezcl6é durante 20 minutos y se separo6 las fases mediante centrifugacién a 2500rpm durante 10
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minutos. La fase butandlica se leyd a 535nm. Para poder llevar a cabo la determinacion de la
concentracion de MDA se preparé una curva de calibracion a partir de una solucién madre de MDA
(1,1,3,3-tetramethoxypropane)

Andlisis estadistico

Los resultados se muestran como promedio mas/menos desviacién estandar, las comparaciones se
realizaron entre cada grupo y su respectivo valor basal (0 horas), mediante el andlisis de varianza
(ANOVA) para medidas repetidas y se empled la prueba de ajuste de Bonferroni para multiples
comparaciones post hoc.

RESULTADOS

El jugo liofilizado del fruto de C. ficifolia obtenido presentd una coloracion café, y un olor y sabor
dulce. El porcentaje de rendimiento fue del 3.26 %.

La citotoxicidad de extracto liofilizado del jugo del fruto de C. ficifolia se determind mediante el
decremento en el numero del EPC lo cual nos indica una depresién de la medula ésea (Krishna &
Hayashi, 2000), y el dafio genotoxico mediante el incremento en el numero de EPCMN y EMN
(Schmid 1975 , Hayashi 2000). En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos del numero de
EPC, EPCMN y EMN en los grupos de estudio a los diferentes tiempos de muestreo.

Como se observa en la tabla, el grupo que recibié ciclofosfamida (control positivo) mostro un
decremento de la proporcion de EPC estadisticamente significativo desde las 72 a las 120 h, en
relacion al valor basal (0 horas). De igual manera, increment6 en el numero de EPCMN (desde las
24 hasta las 120h) y el numero de EMN (desde las 72h a las120h) en relacion al valor basal, por lo
que la ciclofosfamida es citotoxica y genotdxica a la dosis evaluada.

En el grupo control negativo (agua), no mostro diferencia estadisticamente significativa en relacion
al valor basal en la proporcién de EPC, EPCMN y EMN como era de esperarse ya que este grupo
es solo de manipulacién. De igual manera, los grupos que recibieron las diferentes dosis del jugo
liofilizado de C. ficifolia no mostraron diferencia estadisticamente en la proporcion de EPC, EPCMN
y EMN en relacién al valor basal (tabla 2)

Tiempo de muestreo
oh 24 48 72 96 12
h h h h 0h
EPC/1000 ET
Agua 83. 71. 82. 95. 73. 59.
0+32.31 4+33.73 6+16.74 4+26.84 2+31.8 2+19.25
valor p ns ns ns ns ns
Ciclofosfamid 47. 46. 20. 12. 9.2 16.
a 8+14.3 0+£13.71 8+10.73 0£10.44 +6.79 8+9.88
valor p ns ns 0.0 0.0 0.0
05 08 45
C. ficifolia 48. 43. 49. 48. 48. 48.
(2000 mg/Kq) 6+18.7 2+11.87 2+12.31 6+16.47 2+9.01 2+11.69
valor p ns ns ns ns ns
C. ficifolia 46. 42. 34. 37. 28. 38.
(1000 mg/Kq) 449.78 0+11.87 0+5.33 4+7.12 8+17.29 2+3.83
valor p ns ns ns ns ns
C. ficifolia 47. 35. 37. 31. 41. 39.
(500 mg/Kg) 4+20.76 8+9.98 2+8.34 8+5.89 418.84 6+8.14
valor
b ns ns ns ns ns
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EPCMN/1000 EPC

Agua 7.6 5.2 8.8 6.6 7.2 5.8
+2.19 +0.83 +3.19 1+3.36 +1.30 +1.78
valor p ns ns ns ns ns
Ciclofosfamid 6.2 48 62. 34. 16. 20.
a 14.14 +17.08 6+20.5 8+10.03 419.55 8+6.53
valor p 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
00 00 00 41 01
C. ficifolia 4.2 4.4 5.8 4.8 8.2 5.4
(2000 mg/Kq) 12.16 +1.94 +3.11 1+2.38 1+5.26 1+2.96
valor p ns ns ns ns ns
C. ficifolia 5.0 5.4 3.4 5.2 4.8 12.
(1000 mg/Kq) +1.58 +1.51 +2.60 +1.64 +3.76 4+10.45
valor p ns ns ns ns ns
C. ficifolia 3.6 4.6 4.8 6.4 4.4 5.2
(2000 mg/Kq) +1.51 +2.70 +2.58 +3.78 +1.67 +2.48
valor p ns ns ns ns ns
EMN/10,000 ET
Agua 26. 24, 20. 25. 27. 31.
619.15 8+6.05 618.67 6+4.27 8+3.03 2+7.39
valor p ns ns ns ns ns
Ciclof 37. 42. 64. 43. 71. 64.
osfamida 419.44 4+13.18 8+22.0 6+25.11 4+36.94 2+21.71
valor 0.0 0.0
b ns ns 01 08 0.003
C. ficifolia 38. 35. 35. | 33.8%10.9 44, 2048 94
(1000 mg/Kg) 6+16.71 8+11.25 4+16.16 1 6+12.89 -
valor p ns ns ns ns ns
C. ficifolia 38. 37. 36.6+16.8
(2000 mg/Kg) 6+8.32 36.8+4.65 249 17 35.8+7.59 3 39+8.71
valor p ns ns ns ns ns
C. ficifolia 27. 35. | 40.6+£10.1 34.4+8.7
(500 mg/Kg) | 8+6.41 | S24E766 1 41049 3 34.88.37 1
valor
b ns ns ns ns ns

Tabla 2. Proporcién de EPC, EPCMN y EMN en los grupos de estudio a los diferentes tiempos de
muestreo

Los resultados estan expresados como promedio + desviacion estandar. Las comparaciones se

hicieron en cada grupo y su respectivo valor basal (Oh), mediante el andlisis de varianza (ANOVA)

para medias repetidas y se empleé la prueba de ajuste de Bonferroni para multiples comparaciones

post hoc, se considero estadisticamente significativo cuando P<0.05. EPC: Eritrocitos policromaticos;

ET: Eritrocitos totales; ns: no significativos.

Evaluacion de estrés oxidativo hepatico y renal.

Los resultados de la lipoperoxidacion hepatica y renal se muestran en la figura 2.

El grupo de animales que recibieron la dosis de 500 y 1000 mg/kg del jugo liofilizado de C. ficifolia
mostraron las mayores concentraciones de MDA a nivel hepatico. El grupo que recibi6 la dosis de
500 mg/kg del jugo liofilizado de C. ficifolia, mostro concentraciones de MDA estadisticamente
mayores que las del grupo que recibi6 ciclofosfamida. De igual manera el grupo que recibié la dosis
de 100 mg/kg del jugo liofilizado de C. ficifolia, mostro concentraciones de MDA estadisticamente
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mayores que las del grupo que recibi6é ciclofosfamida, agua y la dosis de 2000 mg/kg del jugo
liofilizado de C. ficifolia

En relacion a la peroxidacion renal, el grupo que recibio la dosis de 500 mg/kg del jugo liofilizado de
C. ficifolia mostro una menor concentracion de MDA en relacién al grupo que recibié agua (control
negativo) y al que recibié la dosis de 2000 mg/Kg de jugo liofilizado de C. ficifolia.

Penal B: Lipoperoxidacién renal

Panel A: Lipoperoxidacion hepatica

50
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N w
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Figura 2. Resultados de la lipoperoxidacién hepatica y renal en los grupos de estudio. Panel A:

Lipoperoxidacion hepatica; Panel B: Lipoperoxidacion renal; nMol: nano mol; MDA:
malondialdehido; g: gramos; mg: miligramos; Kg: kilogramos; *p=0.05; **p=0.001

CONCLUSIONES

El extracto liofilizado del jugo de la fruta de C. ficifolia no presenta citotoxicidad ni genotoxicidad in
vivo. Las dosis de 500 y 1000mg/kg del jugo liofilizado de C. ficifolia incrementan la oxidacion a nivel
hepatica y disminuyen la oxidacion a nivel renal en relacién al control.
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