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EFECTO HEPATOPROTECTOR “in vivo” DE EXTRACTOS DE
Sechium P. Browne
Guadalupe Gomez Garcia, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2019
RESUMEN

Sechium edule (Jacg.) Sw. (Cucurbitaceae), es una especie vegetal comestible
originaria de Mesoameérica. El Grupo Interdisciplinario de Investigacion en Sechium
edule en México (GISeM) ha caracterizado doce grupos varietales entre los cuales se
ha observado una importante actividad biologica diferencial en células tumorales
principalmente en el grupo varietal nigrum spinosum y algunos hibridos. Ademas se ha
reportado que los frutos de Sechium edule presenta propiedades diuréticas,
cardioprotectoras, anti-inflamatorias y actividad hepatoprotectora. Desafortunadamente
los autores no especifican el grupo varietal con el que se desarroll6 la investigacion
incluyendo la actividad hepatoprotectora. Por lo que este trabajo tuvo como objetivo
evaluar el efecto hepatoprotector del extracto en metanol del fruto de Sechium edule
grupo varietal nigrum spinosum y el hibrido de Sechium HD-Victor. Para ello, los
extractos en metanol de ambos genotipos fueron analizados por cromatografia en capa
fina (CF) y cromatografia de alta resolucion (HPLC) para la deteccion de flavonoides,
acidos fendlicos y cucurbitacinas. Ademas, ratones machos y hembras de la cepa CD-1
fueron tratados con dosis de 0 a 5000 mg+kg™ de cada extracto y se obtuvo la dosis
letal media (LDso), ademas se establecio el modelo de dafio hepatico con tetracloruro
de carbono CCls, para estudiar efecto hepatoprotector de ambos extractos, los cuales
se administraron durante 15 dias. Al término del tratamiento se evaludé el indice
hepatico, conteo hematico, y parametros indicativos de dafio hepéatico como aspartato
aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT) y fosfatasa alcalina (FA). Los
resultados revelaron la presencia de flavonoides, acidos fendlicos y cucurbitacinas por
cromatografia en capa fina (CF) y cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC);
ademas, se corroboro la LDso para Sechium edule grupo varietal nigrum spinosum la

cual fue mayor a 5000 mgekg™ para machos y hembras, mientras que para el hibrido
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HD-Victor fue de 500 mgekg' para ambos sexos. Por otro lado, los ratones sanos
tratados con extractos, no mostraron alteraciones en los parametros hematolégicos e
indicadores de dafio hepético, mientras que los ratones con lesion hepética mostraron
elevacion de las enzimas hepaticas, lo que confirma el dafio hepatico, por el contrario a
los que se les administro extracto, muestran reduccion de las enzimas hepaticas, esto
confirma el efecto hepatoprotector de los frutos de Sechium edule grupo varietal nigrum
spinosum y aporta que el hibrido de Sechium HD-Victor también presenta proteccion al

higado.

Palabras clave: lesion hepética, fitoquimica, hibrido HD-Victor



HEPATOPROTECTIVE EFFECT "in vivo" OF EXTRACTS OF
Sechium P. Browne
Guadalupe Gomez Garcia, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2019
ABSTRACT

Sechium edule (Jacg.) Sw. (Cucurbitaceae), is an edible vegetable species native to
Mesoamerica. The Interdisciplinary Research Group in Sechium edule in Mexico
(GISeM) has characterized twelve varietal groups among which an important differential
biological activity has been observed in tumor cells mainly in the varietal group nigrum
spinosum and some hybrids. It has also been reported that Sechium edule has diuretic,
cardioprotective, anti-inflammatory and hepatoprotective properties. Unfortunately the
authors do not specify the varietal group with which the research was developed.
Therefore, this work aimed to evaluate the hepatoprotective effect of the methanol
extract of the Sechium edule varietal group nigrum spinosum and the Sechium HD-
Victor hybrid. To this end, the methanol extracts of both genotypes were analyzed by
thin layer chromatography (CF) and high resolution chromatography (HPLC) for the
detection of flavonoids, phenolic acids and cucurbitacins. In addition, male and female
mice of strain CD-1 were treated with doses of 0 to 5000 mg ¢ kg of each extract and
the mean lethal dose (LDso) was obtained, in addition the model of liver damage was
established with tetrachloride of carbon CCls, to study the hepatoprotective effect of
both extracts, which were administered during 15 days. At the end of the treatment, the
hepatic index, blood count, and parameters indicative of liver damage such as aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) and alkaline phosphatase
(FA) were evaluated. The results revealed the presence of flavonoids, phenolic acids
and cucurbitacins by CF and HPLC; In addition, the LDso was corroborated for Sechium
edule varietal group nigrum spinosum which was higher than 5000 mg * kg for males
and females, while for the HD-Victor hybrid it was 500 mg * kg for both sexes. On the
other hand, the healthy mice treated with extracts did not show alterations in the

hematological parameters and indicators of liver damage, while the mice with liver injury
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showed elevation of the liver enzymes, which confirms the liver damage, on the contrary
to the that they were administered extract, show reduction of liver enzymes, this
confirms the hepatoprotective effect of the fruits of Sechium edule varietal group nigrum

spinosum and contributes that the hybrid of Sechium HD-Victor also presents protection

to the liver.

Key words: hepatic injury, phytochemistry, HD-Victor hybrid
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades no transmisibles (ENT), tales como las de higado, representan 38
millones de defunciones cada afio a nivel mundial. El 75% de éstas se producen en los
paises de ingresos bajos (WHO, 2014), y México ocupa el quinto lugar de defunciones
por enfermedades hepaticas reportando 35,718 muertes anuales (INEGI, 2017). Los
principales factores de riesgo para el desarrollo de enfermedades hepéticas es el
consumo excesivo de alcohol y grasa, exposicion a téxicos como el arsénico, parasitos
y virus (Bustios et al., 2007). Actualmente para la lesion de higado no hay tratamientos
definidos, en los casos severos del padecimiento el tratamiento es el trasplante
(O’shea et al., 2010). A este respecto, se han buscado alternativas en la medicina para
su tratamiento, usando por ejemplo especies vegetales entre otros recursos bioldgicos.
En la actualidad, casi el 25% de los farmacos que se prescriben contienen uno o mas
principios activos derivados de alguna planta (Kumar, 2004). Como algunos
medicamentos antitumorales vinblastina, irinotecan, paclitaxele hipoglucemiantes como
la metformina (Loraine y Mendoza., 2010). En cuanto a la lesion hepatica las opciones
de tratamiento alternativo incluyen silimarina, la cual es el ingrediente activo de Silybum
marianum también llamado cardo mariano, que protege a los pacientes debido a sus
propiedades antioxidantes(O'shea et al., 2010). Otra especie vegetal que se ha
reportado como hepatoprotector es Sechium edule también conocido como chayote,
cuyos frutos por su alto contenido de flavonoides, acidos fendlicos y cucurbitacinas
presenta también actividad antiinflamatoria, diurética (Salama et al., 1986) antioxidante,
antidiabética, nefroprotectora,cardioprotectora (Mayti et al., 2013; Firdous et al., 2012;
Neereja et al., 2015) y antitumoral (Cadena-lfiiiguez et al., 2013; GISeM, 2008).Sin
embargo, la mayoria de los autores no mencionan el grupo varietal de Sechium edule
al cual corresponden dichas propiedades,por lo que este trabajo tiene como objetivo
evaluar si S. edule grupo varietal nigrum spinosum y el hibrido de Sechium HD-Victor

presentan actividad hepatoprotectora.



2 REVISION DE LITERATURA
2.1Modelo de lesion hepéatica

2.1.1 La hepatitis aguda y crénica inducida por tetracloruro de carbono (CClas).

El tetracloruro de carbono (CCls) es un liquido altamente toxico utilizado principalmente
en la fabricacion de diclorodifluorometano, se utilizaba como refrigerante y propelente,
y esta contenido en extintores de incendios y en removedores de manchas. En ratones,
una sola administracion oral de CCls desencadena una lesion hepatica aguda, y es un
modelo ampliamente estudiado de hepatotoxicidad aguda. La molécula hepatotdxica
(CCls) activa los citocromos (CYP2E1l, CYP2B1 o CYP2B2) para formar un
triclorometilo (CCls) que reacciona con oxigeno para formar una especie de oxigeno
altamente reactivo (ROS) que inicia la peroxidacion lipidica, la lesion hepatica
mitocondrial dependiente y la degeneracion de grasa (la especie altamente reactiva
llamada peroxi triclorometilo (CClsOO0*), e inicia la peroxidacion lipidica y la
desnaturalizacion de &cidos grasos poliinsaturados). Como resultado, la permeabilidad
de la mitocondria, el reticulo endoplasmico y de la membrana plasmatica se pierden
con la desregulacion del Ca++ en las células que conduce a la muerte celular. Ademas,
la toxicidad de (CCls) conduce a hipometilacion de los componentes celulares y dafio
hepatico (Weber et al., 2003).

La lesion hepética inducida por CCls provoca exceso de citocinas y quimiocinas que
dan como resultado necrosis del hepatocito (Ramaiah et al., 2007). Ademas se ha
demostrado en ratones que la deficiencia de IL-6 aumenta la inflamacion y la lesion
hepatica, provocando asi, una recuperacion retrasada después del dafio por (CCla), lo
gue sugiere que IL-6 tiene un papel protector del higado mediante la regulacion
negativa de la metaloproteinasa-2 de matriz (MMP-2) (Bansal et al., 2005). Por otro
lado, en lesiones inducidas por (CCls) la deficiencia de IL-10 conduce a extensa fibrosis
hepatica e infiltracion neutrofilica (Louis et al., 1998). Las células NKT en higado (iNKT)
son cruciales en este modelo de lesion hepética, debido a que estas células protegen al
organo del dafio al limitar la infiltracion de neutrofilos (Ramaiah et al., 2007). Los
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ratones con deficiencia de células iNKT (Ja-18 knockout) son mas susceptibles a la
lesion e inflamacion hepatica aguda (Lisbone et al., 2011; Park et al., 2009). En este
modelo de lesion las células Kupffer (CK) juegan un papel vital en ratones, ya que la
deplecion de KC protege de la necrosis hepatica inducida por (CCls) y reduccién de la
producciéon de IL-6. (Kiso et al., 2012). Por ultimo, otro estudio demostré6 que este
modelo de hepatitis dependia de la actividad de las KC a través del TNF-a y el ligando
FasL (Sato et al.,, 2014). La muerte necrética de los hepatocitos inducida por
concavalina A (ConA) se acomparfia de la liberacién de las aminotransferasas (ALT y
AST) del citoplasma de los hepatocitos a la sangre, infiltracion inflamatoria en el higado
gue consiste en neutréfilos, macréfagos y células T. Las moléculas efectoras
citotdxicas y sus receptores desempefan un papel clave en el desarrollo de muerte de
células hepéticas inducida por ConA. Entre estas moléculas, el sistema de perforina-
granzima es esencial para la hepatitis ConA junto con la induccién de moléculas de
adhesion intracelular y la afluencia de IFN-y (Watanabe et al., 1996). En este tipo de
hepatitis, la produccion de grandes cantidades de IFN-y por las células T activadas es

esencial para la lesion hepatica.

2.2. Funcionamiento hepético

El higado es un 6rgano fundamental, y juega un papel crucial en la absorcion de
nutrientes del tracto gastrointestinal, almacenamiento de nutrientes, metabolismo,
homeostasis, desintoxicacion, regulacién y tolerancia inmune, sintesis de bilis,
proteinas séricas, factores de coagulacion y proteinas del complemento del sistema
inmune. El higado concentra muchos antigenos circulantes y toxinas de origen
intestinal por lo que el higado debe tener un mecanismo inmunoldgico robusto para
enfrentar la exposicion constante a posibles dafios, asi, el higado es considerado como
un érgano especialmente inmunoldgico debido a su enriquecida poblacion de células
inmunes residentes, tales como células asesinas naturales (NK), células NKT (llamadas
formalmente células pit), células de Kupffer (KC, macréfagos residentes de higado),
células dendriticas (DC), células estrelladas hepaticas (HSC), células endoteliales

sinusoidales hepaticas (LSEC), células linfoides innatas (ILC), células B, células T y



células de linaje mieloide (Heymann y Tacke, 2016). Los ILC se clasifican claramente
como ILC1, ILC2 e ILC3 dependiendo de la produccién de citocinas y factores de
transcripcion implicados en su desarrollo y funcion. ILC1s producen interferon (IFN-y) y
son dependientes del factor de transcripcion T-bet, ILC2s secretan citocinas Th2 como
IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 y anfiregulina y requieren GATAS, e ILC3s producen IL-17 e IL-22
dependiente de la regulacion RORyt (Sonnenberg y Artis, 2015).

El higado es un 6rgano con funciones inmunoldgicas, y debe evitar las reacciones
inmunitarias contra antigenos inocuos (tolerancia inmune), y también debe combatir los
agentes infecciosos (virus, bacterias, parasitos), para ello, debe inducir respuestas
inmunes efectivas (Erhardt y Tiegs, 2010; Karimi et al., 2015). Estas funciones estan
reguladas y controladas por las células inmunes residentes del higado al secretar
mediadores quimicos, tales como quimiocinas (para quimiotaxis, reclutamiento de
células inmunes) y citocinas (funciones pro inflamatorias y antiinflamatorias)

colectivamente llamado como "microambiente”.

Las lesiones hepaticas agudas estdn moduladas por la interaccion de las células
inmunitarias, citocinas y células hepéticas parenquimatosas, debido principalmente a
gue las respuestas inmunes exacerbadas producen inflamacién hepatica. La hepatitis
aguda se define por la muerte de células hepaticas, el desorden celular y la infiltracion
de células inmunes en el higado. El tipo de antigeno, la reaccion inmunolbégica, las vias
de muerte celular o el modo de muerte de las células hepéticas, determinan el destino
del higado o la inmunopatogenia de las enfermedades hepéticas (aguda frente a
cronica) con distintos mecanismos de la enfermedad (Ciocca et al., 2016). Los
hepatocitos expresan receptores de muerte, tales como Fas (CD95), TRAIL-R1 (DR4),
TRAIL-R2 (DR5), TNFR1 y TNFR2 en su superficie, y las células inmunitarias expresan
ligandos de muerte como FasL, TRAIL y TNF-a (Malhi et al., 2010). La interaccion de
estos ligandos de muerte y receptores de diferentes enfermedades del higado conduce
a la muerte de células hepaticas (apoptosis, necrosis 0 necroptosis). La apoptosis es

un tipo de muerte celular altamente organizada y controlada genéticamente mediada
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por distintas vias, extrinseca (dependiente del receptor de muerte) e intrinseca
(mitocondrial / dependiente de la liberacion de citocromo c). Las caracteristicas clave
de muerte celular apoptética son: La formacién de vesiculas en la membrana
(presentan contenido celular), contraccion de la célula, condensacion de la cromatina,
fragmentacion nuclear y la formacion de cuerpos apoptéticos, mientras que la necrosis
se caracteriza por oncosis (hinchazén), la formaciéon de vesiculas de membrana
plasmatica (desprovistas de organulos) y la ruptura de la membrana plasmatica
acompafiada de la liberacion completa de constituyentes celulares en el entorno
extracelular (Galluzzi et al., 2012).

La necroptosis es una nueva via de muerte celular en la patologia hepatica. El término
"necrosis programada" o "necroptosis” se describi6 como una forma de muerte celular
mediada por la proteina cinasa interactiva (RIPK) que interactia con el receptor de
muerte, activada por los receptores del factor de necrosistumoral, Fas y ligando
inductor de apoptosis relacionado con TNF (TRAIL) (Chan et al.,, 2003). La via de
necroptosis es iniciada por receptores de TNF que dependen principalmente de la
activacion de RIPK1 / RIPKS, y se identifica como un mecanismo de muerte celular de
"respaldo” de apoptosis. La necroptosis estd marcada por hinchazén de células y
organulos, formacién extensa de vacuolas intracelulares y ruptura répida de la

membrana plasmética (Vandenabeele et al., 2010).

El higado, debido a sus multiples funciones bioquimicas tiene un papel central en la
regulacion del metabolismo de los hidratos de carbono, lipidos y aminoécidos, en la
sintesis y degradacion de las proteinas plasmaticas y en el almacenamiento de
vitaminas y metales (Baynes et al., 2004a). El apropiado almacenamiento y liberacion
de energia durante los estados de alimentacion y ayuno son esenciales para la
sobrevivencia, y son controlados principalmente por la accion de la insulina, hormona
peptidica de 5.8 KDa secretada por las células B en los islotes pancreaticos o de
Langerhans, en respuesta a niveles elevados de carbohidratos en circulacion. Su
principal funcion es la de mantener la concentracion de glucosa en sangre en un rango
normal, favoreciendo la entrada y almacenamiento de este nutriente en musculo y

tejido adiposo, por ello, en el higado se favorece su almacenamiento e inhiben su



produccion. Ademas, la insulina regula el metabolismo de los carbohidratos, lipidos,
proteinas y promueve la division y el crecimiento celular a través de sus efectos
mitogénicos. Las acciones de la insulina son mediadas por cascadas de sefializacion
intracelular, en las cuales la fosforilacion inicial del receptor en residuos de tirosina
(Tyr) lleva a una serie de eventos de fosforilacion/ desfosforilacion de cinasas de Tyr y
serina/treonina (Ser/Thr). Estas cinasas son las responsables de transmitir la sefial de
la insulina para la regulacion de eventos metabdlicos dentro de la célula (Santiel et al.,
2001; Avruch, 1998; Reyes et al., 2008).

2.3 Especies Reactivas de Oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) se producen a partir de oxigeno molecular
como resultado del metabolismo celular normal. Las ROS se pueden dividir en dos
grupos: radicales libres y no radicales. Las moléculas que contienen uno o mas
electrones no apareados y que dan reactividad a la molécula se llaman radicales libres.
Cuando dos radicales libres comparten sus electrones no apareados, se crean formas
no radicales. Los tres principales ROS que son de importancia fisiolégica son el anién
superoxido (O2), El radical hidroxilo (.OH) y el peroxido de hidrogeno (H2032). El anion
superoxido se forma mediante la adicion de un electron al oxigeno molecular (Miller et
al., 1990). Este proceso estda mediado por la nicotina adenina dinucleotido fosfato
[NAD(P)H] oxidasa o xantina oxidasa o por el sistema mitocondrial de transporte de
electrones. El sitio principal para producir aniones superoxido es la mitocondria, la
maquinaria de la célula para producir trifosfato de adenosina. Normalmente los
electrones se transfieren a través de la cadena de transporte de electrones mitocondrial
para la reduccion de oxigeno a agua, pero aproximadamente entre 1-3% de todos los
electrones se filtran del sistema y producen superoxido. La NAD(P)H oxidasa se
encuentra en los leucocitos polimorfonucleares, monocitos y macréfagos. Tras la
fagocitosis, estas células producen una explosion de superoxido que conduce a la
actividad bactericida. El superéxido se convierte en peroxido de hidrogeno por la accion
de las superdxido dismutasas (SODs, EC 1.15.1.1). El peroxido de hidrégeno se

difunde facilmente a través de la membrana plasmatica, y también es producido por la



xantina oxidasa, la aminodcido oxidasa y la NAD(P)H oxidasa (Dupy et al., 1991;
Granger, 1988) y en los peroxisomas por consumo de oxigeno molecular en las
reacciones metabdlicas. En una sucesion de reacciones llamadas reacciones de
Haber-Weiss y Fenton, el H202 puede generar radical hidroxilo en presencia de metales
de transmision, tales como el Fe? y el Cu? o anién superéxido respectivamente
(Liochev et al., 2002). El radical hidroxilo es el ROS mas reactivo y puede dafiar las
proteinas, lipidos, carbohidratos y ADN. También puede iniciar la peroxidacién de
lipidos tomando un electron de acidos grasos poliinsaturados. Las enzimas
granulociticas amplian aun mas la reactividad del H202 a través de la peroxidasa
eosindfila y la mieloperoxidasa (MPO). En los neutréfilos activados, el H202 es
consumido por MPO. En presencia de ion cloruro, el H202 se convierte en acido
hipocloroso (HCIO). ElI HCIO es altamente oxidativo y juega un papel importante en la
destruccion de los patdgenos en las vias respiratorias (Klebanoff, 2005). Sin embargo,
el HCIOtambién puede reaccionar con el ADN e inducir interacciones ADN-proteina y
producir productos de oxidacion de pirimidina y agregar cloruro a las bases del ADN
(Whiteman et al., 1997; Kulcharyk y Heinecke, 2001). La eosindfila peroxidasa y la
MPO también contribuye al estrés oxidativo mediante la modificacion de proteinas por
halogenaciones, nitracién y enlaces cruzados de proteinas a través de radicales tirosilo
(Brennan et al., 2002; Van Dalen et al., 2000). Otros radicales libres derivados del
oxigeno son los radicales peroxilo (ROO-). La forma mas simple de éstos es el radical
hidroperoxilo (HOO-) y tiene un papel en la peroxidacion de &cidos grasos. Los
radicales libres pueden desencadenar reacciones en la cadena de peroxidacion de
lipidos al extraer un &tomo de hidrogeno de un carbono de cadena lateral para generar
un radical lipidico. El radical lipidico reacciona con el oxigeno para producir un radical
peroxilo; el cual inicia una reaccién en cadena y transforma los &cidos grasos
poliinsaturados en hidroperoxidos lipidicos. Los hidroperéxidos lipidicos son muy
inestables y se descomponen facilmente en productos secundarios, como los aldehidos
(como el 4-hidroxi-2,3-nonenal) y los malondialdehidos (MDA). Los isoprostanos son
otro grupo de productos de la peroxidacién lipidica que se generan a través de la
peroxidacién del acido araquidénico y también se ha encontrado que estan elevados en

el plasma y en los condensados respiratorios de los asmaticos (Wood et al., 2000;



Montuschi et al., 1999). La peroxidaciéon de los lipidos perturba la integridad de las

membranas celulares y conduce a la reorganizacion de estructura de la membrana.

2.3.1 Compuestos Antioxidantes

El cuerpo humano esta equipado con una variedad de antioxidantes que sirven para
contrarrestar el efecto de los oxidantes. Para todos los propdsitos practicos, estos se
pueden dividir en dos categorias: enzimatica y no enzimatica. Los principales
antioxidantes enzimaticos de los pulmones son superoxido dismutasa SOD (EC
1.15.1.11), catalasa (EC 1.11.1.6) y glutatibn peroxidasa GSH-Px (EC 1.11.1.9).
Ademas de estas enzimas principales, otros antioxidantes, incluida la hemooxigenasa-1
(EC 1.14.99.3) y las proteinas redox, como las tiorredoxinas (TRX, EC 1.8.4.10), las
peroxiredoxinas (PRX, EC 1.11.1.15) y las glutaredoxinas. Dado que el superdxido
dismutasa es la ROS primaria producida a partir de una variedad de fuentes, su
dismutacién por parte de SOD es de primordial importancia para cada célula. Las tres
formas de SOD, es decir, CuZnSOD, Mn-SOD y EC-SOD, se expresan ampliamente en
el pulmén humano. Mn-SOD se localiza en la matriz de mitocondrias. La EC-SOD se
localiza principalmente en la matriz extracelular, especialmente en areas que contienen
altas cantidades de fibras de colageno tipo | y alrededor de los vasos pulmonares y
sistémicos. También se ha detectado en el epitelio bronquial, el epitelio alveolar y los
macrofagos alveolares (Kinnula y Crapo, 2003; Kinnula, 2005). En general, se piensa
gue CuZnSOD y Mn-SOD actian como eliminadores masivos de radicales superoxido.
El nivel relativamente alto de EC-SOD en pulmén con su union especifica a los
componentes de la matriz extracelular, puede representar un componente fundamental
de la protecciéon de la matriz pulmonar. El H202 que se produce por la accién de los
SOD o la accién de las oxidasas, como la xantina oxidasa se reduce a agua por
catalasa y el GSH-Px. La catalasa existe como un tetramero compuesto por cuatro
monomeros idénticos, cada uno de los cuales contiene un grupo hemo en el sitio
activo. La degradacion de H202 se logra mediante la conversion entre dos
conformaciones de catalasa-ferricatalase (hierro coordinado a agua) y compuesto |
(hierro con un atomo de oxigeno). La catalasa también se une a NADPH como un

equivalente reductor para prevenir la inactivacion oxidativa de la enzima (formacion del
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compuesto 1) por el H202, ya que se reduce a agua (Kirkman et al., 1999). Enzimas en
el ciclo redox responsables de la reduccion de H202 y de hidroperoxidos de lipidos
(generados como resultado de la peroxidacion lipidica de la membrana) incluyen el
GSH-Pxs (Flohe, 1988). Los GSH-Pxs son una familia de enzimas tetraméricas que
contienen el aminoacido Unico selenocisteina dentro de los sitios activos y utilizan tioles
de bajo peso molecular, tales como el GSH, para reducir el H202 y los peroxidos

lipidicos a sus correspondientes alcoholes.

Se han descrito cuatro GSHPX, codificados por diferentes genes: GSHPx-1 (GSH-Px
celular) es ubicuo y reduce el H202 y los peroxidos de acidos grasos, pero no los lipidos
de peroxilo esterificados. Los lipidos esterificados se reducen por GSH-Px-4 unido a la
membrana (Hidroperoxido de fosfolipido GSH-Px), que puede utilizar varios tioles
diferentes de bajo peso molecular como equivalentes reductores GSH-Px-2 (GSH-Px
gastrointestinal) que se localiza en células epiteliales gastrointestinales donde sirve
para reducir los peroxidos de la dieta (Chu et al., 1993). GSH-Px-3 (GSH-Px
extracelular) es el Unico miembro de la familia GSH-Px que reside en el compartimento
extracelular y se cree que es una de las enzimas antioxidantes extracelulares mas
importantes en los mamiferos. De estos, el GSH-Px extracelular se investiga mas
ampliamente en el pulmén humano (Comhair et al., 2001). Ademas, la eliminacion de
H20:2 esta estrechamente relacionada con varias enzimas que contienen tiol, por
ejemplo, TRXs (TRX1 y TRX2), reductasas de tiorredoxina (EC 1.8.1.9) (TRR), PRX

(que son las peroxidasas de tiorredoxina) y glutaredoxinas (Gromer et al., 2004).

2.4 Marcadores de Funcionamiento Hepatico

En el metabolismo de los aminoacidos, los grupos amino de la a-aminoacido que
constituyen las proteinas se eliminan durante la degradacion oxidativa. Pueden ser
utilizados para la sintesis de nuevos aminoacidos u otros productos nitrogenados, o
pueden ser excretados (Alvarez-Martinez, 2005). La eliminacion de los grupos a-amino
estd catalizada por enzimas denominadas transaminasas, las cuales realizan

reacciones de transaminacion, esto es, de transferencia de los grupos amino al
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carbono a del a-cetoglutarato, dejando un cetoacido analogo. En esta reaccion se
desamina el aminoacido y se amina el a-cetoglutarato, por lo que no hay pérdida de

grupos amino. (Nelson et al., 2005).

La aspartato aminotransferasa (AST), es una enzima bilocular pues se encuentra
localizada tanto a nivel citoplasmatico como mitocondrial, ampliamente distribuida en
musculo esquelético, rifidn, cerebro y principalmente en higado y corazon, donde esta
en mayor concentracion. Cualquier alteracion en estos tejidos, se vera reflejado en un
aumento en el torrente circulatorio de esta enzima, y sera directamente proporcional al
dafo tisular. En pacientes con afecciones hepaticas se observan las mayores
elevaciones de AST, sobre todo en casos de hepatitis con necrosis (Dofiate et al.,
2000; Baynes et al., 2004b).

La alanina aminotransferasa (ALT) es una enzima unilocular que tiene como Unica
localizacion el citoplasma, su mayor actividad la presenta en el tejido hepético y la
menor en musculo esquelético, corazén, rifidn, pancreas y eritrocitos. Por lo tanto, la
destruccion o cambio en la permeabilidad de membrana celular provoca la liberacion de
ALT a la circulacidon sanguinea. Su aumento se debe principalmente a alteraciones
hepatica como colestiasis, hepatitis toxicas o virales. Los niveles séricos de ALT,
muestran variaciones nocturnas y pueden cambiar dia con dia, asi como por efecto del
ejercicio (Siest et al., 1975).

Cualquier lesiéon del higado que produzca histélisis y necrosis causa la liberacién de
enzimas, entre ellas la alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa
(AST). La medicion de estas enzimas hepaticas en suero se usa para evaluar la
extension del dafio hepatico y para diferenciar la patologia hepatocelular (funcional) de
la obstructiva (mecénica). La vida media de las enzimas hepéticas es de 63 h para ALT
y 18 h para AST (Reichling et al., 1988).

La fosfatasa alcalina (FA) es una enzima ampliamente distribuida en varios tejidos
incluyendo el higado, hueso, rifién, intestino y la placenta, cada uno de estos sitios
contiene una isoenzima diferente, estas se encargan de hidrolizar los monoésteres del

acido ortofosférico en medio alcalino. En el higado se encuentra en la superficie
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canalicular y por tanto es un marcador de disfuncién. La actividad sérica de fosfatasa
alcalina 6sea, en condiciones normales, alcanza su mayor actividad en los nifios en
edad de crecimiento (llegando a triplicar los niveles del adulto) debido a que esta
isoenzima se localiza en los osteoblastos (relacionados con la calcificacion y formacion
de estructuras 6seas). También se produce al final del primer trimestre del embarazo, a
expensas de la isoenzima placentaria que en este periodo alcanza niveles maximos
(aproximadamente el doble de los valores normales). Entre las patologias que afectan
la actividad sérica de fosfatasa alcalina, se pueden citar: carcinomas metastasicos en
higado y en hueso (productores de enzima), colestasis biliar, fendémenos
osteoblasticos, trastornos de malabsorcion acompafiados de lesiones ulcerosas,
lesiones en vias de reparacion tales como infarto agudo de miocardio, infarto pulmonar

o renal y en la cirrosis (Daza et al., 2008).

Por dltimo la bilirrubina es un tetrapirrol producto catabdlico del grupo hemo,
aproximadamente 75% deriva de la hemoglobina de los eritrocitos viejos que son
fagocitados por células mononucleares provenientes de médula 6sea (Baynes et al.,
2004b). La estructura en anillo del grupo hemo se escinde oxidativamente para formar
biliverdina por la hemooxigenasa (un citocromo), y a su vez, la biliverdina es reducida
enzimaticamente a bilirrubina, que finalmente es excretada en la bilis. El incremento de
la bilirrubina en plasma (hiperbilirrubinemia) indica anormalidades hepaticas, tales
como la bilirrubina total: aumento de hemodlisis, alteraciones genéticas, anemia
neonatal, alteraciones eritropoyéticas, presencia de drogas; y la bilirrubina directa, que
indica colestasis hepética, alteraciones genéticas y alteraciones hepéticas (Kaplan et
al., 1984).

2.5 Metabolitos en las plantas
Las plantas son una fuente importante para aislar compuestos bioactivos para uso

directo, o como precursores de moléculas modificadas por sintesis quimica para

producir nuevas entidades patentables con mayor actividad y menor toxicidad. En la
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actualidad, casi el 25% de los farmacos que se prescriben contienen uno 0 mas

principios activos derivados de alguna planta (Kumar, 2004).

Las plantas en su defensa contra condiciones de estrés bidtico y abiodtico, producen
metabolitos secundarios (MS), muchos de los cuales actuan contra la herbivora, y
pueden presentar actividad antimicrobiana, antioxidante y otras. Los MS son
compuestos de bajo peso molecular que no solamente tienen gran importancia
ecoldgica porque participan en los procesos de adaptacion de las plantas al ambiente,
sino también, favorecen el establecimiento de la simbiosis con otros organismos,

atraccion de insectos polinizadores, dispersores de las semillas y frutos.

La variedad estructural dentro de un mismo grupo de MS esta dada por modificaciones
qguimicas a una estructura basica, originadas por reacciones quimicas, tales como la
hidroxilacion, metilacién, epoxidacion, malonilacion, esterificacion y la glucosilacién
(Wink, 1999).

Los precursores de la biosintesis de MS se derivan de rutas del metabolismo primario,
tales como la glucdlisis, ciclo de Krebs o via del shikimato. Una sintesis constitutiva y
especifica de MS puede existir para cada tipo de érgano, tejido o tipo celular. Existen
también metabolitos que se sintetizan en todos los 6rganos y tejidos de la planta, pero
gue se almacenan en 6rganos o tejidos diferentes a los de su sintesis, por ejemplo, a
través de su redistribucion por xilema y floema, o por el espacio apoplastico (Edwards y
Gatehouse, 1999).

La biosintesis y el almacenamiento de MS, o de sus precursores, ocurren en diferentes
lugares de la célula vegetal. En general, la sintesis de algunos alcaloides y terpenos se
realiza en los plastidos; por ejemplo, esteroles, sesquiterpenos y dolicoles se sintetizan
en el reticulo endoplasmico; mientras que la biosintesis de algunas aminas y alcaloides
tiene lugar en la mitocondria. Los compuestos solubles en agua se almacenan en
vacuolas, en tanto que los solubles en lipidos son secuestrados a estructuras
especializadas, tales como ductos de resinas, laticiferos, pelos glandulares, tricomas o

en la cuticula (Wink, 1999). De acuerdo a Croteau et al. (2000), los metabolitos
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secundarios se dividen en tres grupos; los terpenoides, compuestos fendlicos, y los

compuestos nitrogenados o alcaloides (Figura 1).
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Figura 1Vias del metabolismo secundario de las plantas que producen los tres tipos generales
de compuestos secundarios: productos nitrogenados, productos fendlicos, y terpenoides.
También se muestra su relacion con el metabolismo primario (Tomado de Taiz, 2006).

Todos los terpenoides, tanto los que participan del metabolismo primario como los
mas de 25000 metabolitos secundarios, se derivan del compuesto IPP (Isopentenil

difosfato) que se forma en la via del acido mevaldnico. Es un grupo grande de
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metabolitos con actividad biolégica importante (Threlfall, 1971). Estan distribuidos
ampliamente en las plantas y muchos de ellos tienen funciones fisioldgicas primarias.
Unos pocos, como los que forman los aceites esenciales, estan restringidos a algunas
plantas. Los compuestos fendlicos, tales como los fenilpropanoides y sus derivados,
incluyen mas de 8000 compuestos conocidos, y estan formados por la via del acido
shikimico, o por la via del malonato/acetato. Los compuestos nitrogenados o
alcaloides, suman cerca de 12000 compuestos que contienen uno 0 mas atomos de
nitrégeno, son biosintetizados principalmente a partir de aminoacidos. Los alcaloides
poseen gran diversidad de estructuras quimicas (Robinson, 2012). Son
fisiol6gicamente activos en los animales, aun en bajas concentraciones, por lo que son

muy usados en medicina.

2.5.1 Las plantas como alternativa terapéutica

Durante siglos, el uso de plantas con propiedades medicinales ha sido una opcién para
recuperar y mantener la salud, aproximadamente 80% de la poblacibn mundial
depende de las plantas y sus componentes activos, los cuales se aplican directamente,
0 después de ser sintetizadas o modificadas para tener una Optima actividad
farmacoldgica (Balunas et al., 2005; Setzer et al., 2003; Cadena-Ifiiguez et al., 2013).
Los compuestos fendlicos, por ejemplo, son fitoquimicos naturales derivados
principalmente de la fenilalanina y menos a menudo de la tirosina, y estan ampliamente
presentes en los alimentos y los nutracéuticos (Shaadi, 2004).Quimicamente, tienen
una estructura diversa, pero pueden definirse como sustancias que poseen al menos
un anillo aromatico que lleva, uno o mas grupos hidroxilo. De acuerdo con el nimero de
anillos arométicos hidroxilados y el tipo funcional, los compuestos fendlicos se pueden
clasificar simplemente como acidos fendlicos, polifenoles, o monofenoles. Sin embargo,
también existe una gran variedad de derivados fendélicos que incluyen fenoles simples,
fenilpropanoides, derivados de acido benzoico, flavonoides y estilbenos en plantas y
alimentos. Ademas, muchos compuestos fendlicos se polimerizan en moléculas mas
grandes, tales como los taninos condensados (proantocianidinas), lignanosy ligninas
(Weng y Yen, 2012).
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2.6. Genero Sechium

Un grupo de plantas importantes por sus cualidades alimenticias, son las
cucurbitdceas, y de entre ellas, resalta el género Sechium P. Browne, endémico de
Mesoamérica, region donde México, posee la mayor parte de las especies. El género
esta constituido por las especies silvestres, S. chinantlense Lira & F. Chiang, S
compositum (Donn. Sm.)C. Jeffrey, S hintonii (Paul. G. Wilson) C. Jeffrey, S.
talamancense (Wunderlin) C. Jeffrey, S. panamense (Wunderlin) Lira & F. Chiang, S.
pittieri (Cogn.) C. Jeffrey, S. venosum (L.D. Gomez) Lira & F. Chiang y S. villosum
(Wunderlin) C. Jeffrey, y dos cultivadas; Sechium tacaco (Pittier) C. Jeffrey, y Sechium
edule (Jacq.) Sw. (Lira, 1996). Con distribucion de México hasta Panama (Cadena-

Ifiguez et al., 2007).

De las especies cultivadas, la de mayor importancia es S. edule, principalmente por su
valor alimenticio, y se conocen popularmente como chayotes. En general las especies
de Sechium, son plantas trepadoras, perennes y monoicas. Los frutos crecen bien
Individualmente o en parejas en un pedunculo compartido, son carnosos 0 carnoso-
fibrosos, puede tener crestas longitudinales o surcos, y diferentes formas (globosa,
ovoide, subovoide, piriforme). Los colores van desde el verde oscuro hasta verde claro
(Lira et al., 1999), y se registran frutos de sabor amargo, neutro y ligeramente dulce
(Cadena et al., 2007). Por sus fuertes rasgos de domesticacion y de especializacion
adaptativa al ambiente, S. edule registra la variacion biol6gica mas diversa, la cual, y a
través de estudios morfoestructurales, bioquimicos y genéticos, se ha clasificado en
grupos varietales (Cadena-liiguez et al., 2007; 2008; 2011; Avendaiio, 2010),
denominados S. edule var.albus minor, var. albus dulcis, var. albus levis, var. albus
espinosum, var. nigrum minor, var. nigrum conus, var.nigrum levis, var. nigrum
xalapensis, var. nigrum espinosum, var. nigrum maxima,var. virens levis, yvar. amarus

sylvestris.
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Los frutos y semillas de chayote son ricos en varios aminoacidos importantes,tales
como el acido aspartico, acido glutamico, alanina, arginina, cisteina, fenilalanina,
glicina, histidina, isoleucina, metionina, prolina, serina, tirosina, treonina y valina. (Lira,
1996; Salama et al., 1986; Flores, 1989). Ocho flavonoides, incluyendo tres C-glicosilo
y cinco O-glicosil flavonas (Siciliano et al., 2004; Salazar-Aguilar et al., 2017), ademas
de 20 giberelinas identificas en extractos de sus semillas (Albone et al., 1984). Las
hojas se han utilizado en el tratamiento de la arteriosclerosis e hipertension, y para
disolver los célculos renales (Kamble et al., 2008; Gordon et al., 2000; Abdelnour et al.,
2002). Recientemente se ha reportado que el extracto en etanol de los frutos de S.
edule administrado a ratas Wistar a las cuales se les indujo diabetes con aloxano
(farmaco que dafia las células beta-pancreaticas), presenta actividad hipoglucemiante
(Maity et al 2013). Por otro lado Firdous et al., (2012) reporta que diferentes fracciones
del extracto en etanol de los frutos de S. edule administrado a ratas Wistar a las que se
les indujo dafio hepatico mediante CCls disminuyen la concentracion de enzimas
indicadoras de lesion hepética (ALT, AST y FA). Mientras que Neereja (2015) describe
la actividad cardioprotectora de los extractos en etanol de los frutos de S. edule los
cuales administré previamente a ratas Wistar a las que indujo infarto al miocardio con
isoproterenol, los cortes histoldgicos mostraron menor dafio en el tejido cardiaco de los
ratones tratados con chayote.

Dada la variacion biolégica del complejo infraespecifico de S. edule, se presume que
tengan actividad biolégica diferencial, por ejemplo, Cadena-lfiiguez et al. (2013)
registraron en ocho variedades efecto citotoxico diferencial en diferentes lineas
celulares de cancer, destacando que los grupos varietales (albus dulcis, albus levis,
amarus silvestrys, nigrum spinosum y nigrum xalapensis) inhiben La linea celular
leucémica monocitica de raton p388 y células de fibrosarcoma pulmonar de ratén L929,
mientras que nigrum spinosum mostroé un efecto antiproliferativo contra las células de
la linea celular de cancer cervical humano HelLa y L-929, de igual forma inhibe la
viabilidad de WEHI-3 (linea celular leucémica mielomonocitica de ratén) (Aguifiga-
Sanchez, 2013). Finalmente Parra et al., (2018) report6 diferencias en cuanto al perfil
antioxidante de tres variedades de S. edule donde se destaca que la variedad 845

muestra el mejor perfil antioxidante in vitro, sin embargo el mismo estudio mostro en
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ratas Sprague Dawley, que la variedad 853 en las dosis mas altas regula la

peroxidacion lipidica.

3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Es conocido que altos niveles de radicales libres, crean estrés oxidativo, lo que
conduce a una variedad de productos bioquimicos en forma de radicales que provocan
lesiones fisiologicas y con frecuencia genera deterioro metabdlico y muerte celular
(Beckman, 1998). El consumo de productos alimenticios que contienen antioxidantes
en particular, flavonoides y polifenoles, es favorable para la salud humana (Cao et al.,
1996; Pulido et al., 2000), ya que pueden proteger el cuerpo de los radicales libres y
retrasan el progreso de muchas enfermedades incluyendo las cronicas. Ademas,
muchas  funciones  bioldgicas, como  antimutagenicidad, antitumoral vy
antienvejecimiento, provienen de dicha propiedad antioxidante (Cook y Samman, 1996;
Ramos et al.,, 2003; Yen y Chen, 1995; Yen et al.,, 2001). Se ha descrito que los
compuestos fendlicos pueden proteger al higado del efecto de especies reactivas de
oxigeno (ROS), incluso que frutos de Sechium edule tiene actividad hepatoprotectora
(Firdous et al., 2012), sin embargo, no se sefiala cuél de los 12 grupos varietales
conocidos es el empleado en estos estudios. El grupo de Investigacion en Sechium
edule en México (GISeM), ademas de los 12 grupos varietales, ha generado hibridos,
entre ellos el hibrido de Sechium HD-Victor. Se ha descrito que Sechium edule grupo
varietal nigrum spinosum contiene flavonoides y acidos fendlicos, pero se desconoce si
este genotipo o el hibrido de Sechium HD-Victor puedan presentar algin efecto

hepatoprotector en ratones con induccion de dafio hepatico.

4 HIPOTESIS

El higado como principal érgano del metabolismo estd en constante exposicion a

especies reactivas de oxigeno. Debido a que los compuestos fendlicos contenidos en
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Sechium presentan alta actividad antioxidante, se espera que los extractos en metanol

de los frutos de Sechium edule grupo varietal nigrum spinosum y el hibrido de Sechium

HD-Victor ejerzan un efecto hepatoprotector.

5 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto hepatoprotector del extracto en metanol de los genotipos Sechium

edule var. nigrum spinosum, e hibrido HD-Victor, a partir de frutos en madurez

horticola.

5.1 Objetivos particulares

Obtener extractos en metanol de frutos de los genotipos Sechium edule var.
nigrum spinosum, e hibrido HD-Victor, y confirmar el contenido de flavonoides,

acidos fendlicos y cucurbitacinas por HPLC presentes.

Evaluar el efecto hepatoprotector de los extractos en metanol de Sechium edule
var. nigrum spinosum, e hibrido HD-Victor, contrastado con un reconocido
hepatoprotector como el &cido galico, mediante concentraciones séricas de
aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT) y fosfatasa

alcalina (FA).

Evaluar indice hepatico de ratones tratados con extracto en metanol de Sechium

edule var. nigrum spinosum, e hibrido HD-Victor o &cido galico.

Evaluar parametros hematologicos de ratones tratados con extracto en metanol

de Sechium edule var. nigrum spinosum, e hibrido HD-Victor o acido galico.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Material biolégico
Se utilizaron frutos frescos en madurez horticola (18 + 2 dias después de antesis)
(Cadena-Ifiiguez et al., 2007), de Sechium edule var. nigrum spinosum, e hibrido HD-
Victor (Figura 2), procedentes del Banco Nacional de Germoplasma de Sechium en
México. Los frutos fueron cosechados en el afio 2011. Las condiciones ambientales y
de suelo, fueron homogéneas para ambos genotipos, y responden a las reportadas por
Cadena-liiiguez et al., 2011). Los frutos se lavaron, secaron, pesaron y cortaron en
hojuelas incluyendo exocarpo, mesocarpo, espinas y semilla. Posteriormente fue
secado a 40°C en un horno con circulacion de aire (BLUE-M, Electronic Company/Blue
Island, lllinois, USA) hasta deshidratacion completa. Finalmente, los frutos secos fueron

molidos a un tamafio de particula de 2 mm.

Figura 2. A: Frutos de Sechium edule var. nigrum spinosum. B: Frutos del hibrido
intraespecifico HD-Victor, obtenido por cruzamiento entre Sechium compositum x Sechium

edule var. nigrum xalapensis.

6.2 Extraccion
El peso del fruto fresco inicial fue de 80 kg para nigrum spinosum y 15 kg para HD-
Victor. Una vez seco el material vegetal, se obtuvieron rendimientos en base seca de
5.24 kg y 1.56 kg respectivamente de cada genotipo. Se realiz0 una extraccion quimica

discontinua para cada uno con una muestra de 1.5 kg del material molido macerado en
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metanol a temperatura ambiente (22 £ 2°C), después de este tiempo se hizo cambio de
solvente, para ello se filtr6 con papel whatman No.1 y se evapord en un rotaevaporador
(IKA® RV10, automatico/BUCHI R-114 Equipan, S.A. de C.V., Switzerland) a 45°C para
concentrar y recuperar el extracto. Este procedimiento se repiti6 aproximadamente 25
veces hasta que el solvente no mostro color (Che et al.,, 1985; Afifi et al., 1999;
Cadena-liiiguez, 2005). Los extractos obtenidos se mantuvieron en frascos ambar a

temperatura ambiente.

6.31ldentificacion de metabolitos secundarios por Cromatografia de Liquidos de
Alta Resolucién (HPLC).

Se pesaron 40 mg de cada extracto y se diluyeron en 2 mL de metanol grado HPLC
(Sigma-Aldrich, USA), los cuales fueron filtrados por una membrana de 0.22 pm
(Millipore Irlanda) y puestos en viales de HPLC. Las muestras se analizaron por
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC) para cada extracto y cada grupo
de metabolitos. Las cucurbitacinas fueron analizadas en una Columna Symmetry Shield
C18 (4.6 X 250 mm) (Waters, Espafia), por analisis Isocratico, en disolventes agua:
metanol: acetonitrilo (50:30:20); flujo 1 mL min; presién 179 bares; temperatura 25°C,
volumen de inyeccion: 20 pL; A 235 nm, A2 254 nm y tiempo de analisis 60 min. Se
usé como estandares de referencia cucurbitacina E, |, B y D (Sigma-Aldrich, USA). En
el caso de los acidos fendlicos se analizaron en una columna Nucleosil 100 A° (125 X
4.0 nm) Hawlet Packard. En un sistema binario A: H20 pH 2.5 con TFA (acido
trifluoroacético) B: ACN (acetonitrilo). Flujo 1 mL min; presién 106 bares, temperatura
30°C; volumen de inyeccion: 20 uL; A1 280 nm, tiempo de analisis 30 min. Los
estandares fueron el acido galico, acido ferulico, acido p- hidroxibenzoico, éacido
cafeico, acido p-cumarico, acido vainillico, &cido clorogénico y acido siringico. En el
caso de los flavonoides, primero se hizo una hidrdlisis de las muestras, se incubaron a
70°C por una hora y se dejaron enfriar para realizar el analisis en una columna
Hypersyl ODC (125 X 40 mm) Hawlet Packard, en un sistema binario A: H20 PH 2.5
con TFA (&cido trifluoroacético) B: ACN (acetonitrilo). Flujo 1 mL min; presiéon 106
bares; volumen de inyeccion 5 pL: A1 316 nm, A2 365 nm y A3 254 nm a temperatura
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30°C y tiempo de andlisis de 25 min. Los estandares utilizados fueron rutina, florizidina,

mirecetina, quercetina, naringenina, floretina, apigenina y galangina.

6.4 Preparacion del extracto
Los extractos obtenidos bajo las condiciones descritas, fueron pesados y disueltos en
solucion amortiguadora de fosfatos (PBS), para ser esterilizados por luz UV 280 nm

durante 20 min y almacenados a 4°C hasta su administracion.

6.5Manejo de ratones

Ratones (Mus musculus L.) de la cepa CD-1 hembras y machos de 2 a 3 meses de
edad, provenientes del bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza-UNAM,
fueron utilizados, y se mantuvieron con un ciclo de luz oscuridad de 12 h, temperatura
promedio de 22°C, agua estéril y alimento estandar. Los bioensayos se realizaron bajo
las condiciones de bioterio establecidas en la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0O-
1999) de especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de
laboratorio.

6.6 Tratamiento de ratones para obtener la dosis letal media (LDso)
Ratones hembras y machos (n=6 ratones por dosis) fueron tratados por via
intraperitoneal con los extractos de ambos genotipos de Sechium, con una sola
administracién a dosis de 0, 8, 16, 40, 60, 160, 400, 600, 1600, 2900 y 5000 mg kg, tal
como lo establece Lorke, (1983) para determinar la dosis letal media, se dio un
seguimiento continuo por 24 h en las que se evalud la supervivencia, sistemas visibles
como piloereccion, espasmos musculares, diarrea y postracion. Posteriormente se

mantuvieron en condiciones normales durante 7 d para evaluar su comportamiento.

6.7 Tratamiento de ratones modelo de dafio hepatico
Se emplearon ratones hembras y machos de la cepa CD/1 (n= 6 por tratamiento). Para
el establecimiento del dafio hepatico, fueron tratados por via subdérmica con
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tetracloruro de carbono (CCls) al 10 % en PBS por 10 d cada 24 h, posteriormente se
les administré via intraperitoneal el extracto en metanol de ambos genotipos de
Sechium bajo el siguiente esquema: Ratones sanos: basal (ratones sin tratamiento),
vehiculo (PBS), acido galico (50 mg kg?), extracto en metanol de nigrum spinosum

(1000 mg kgt) y extracto en metanol de HD-Victor.

Ratones con inducciéon de dafio hepatico: basal (ratones sin tratamiento), Control
(ratones con CCl4), Vehiculo (CCla+ PBS), nigrum spinosum (CCls + 250, 500 y 1000
mg kg?), y para el hibrido HD-Victor (CCls + 8, 50, 125 mg kg?) y como control de
hepatoproteccion acido galico (50 mg kg'), cada 48 h durante 20 dias.

6.7.1 Recoleccion de muestras de sangre
Al término del tratamiento (15 dias), y 24 h después de la ultima dosis, los ratones

fueron anestesiados con 6.3 mg kg pentobarbital sédico (PISA, México) administrado
via intraperitoneal, una vez sedados se realizé la extraccion de sangre por plexo axilar
y se recolecto la sangre en tubos vacuotainer con gel de separaciéon (BD, USA) y tubos
con heparina sodica (BD,USA); después de la recolecta los tubos con gel de
separacion se incubaron durante 10 min a 2000 rpm para separar el suero del paquete
globular, el suero fué recuperado para analizar glucosa, urea, creatinina, acido Urico,
aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT) y fosfatasa alcalina
(FA), mediante una analizador automético de bioquimica clinica (Selectra junior ). El
tubo con heparina soédica fue analizado por un contador hematolégico automatizado
Micros ABX 89, para el andlisis de glébulos blancos totales (WCB), globulos rojos
totales (RCB), Hemoglobina (Hb), hematocrito (Hct), hemoglobina corpuscular media
(HCMC), volumen corpuscular medio (VCM), plaquetas (PLT), asi como el conteo

diferencial de linfocitos, granulocitos y monocitos.

6.7.2 Glucosa
Con estuche comercial para la determinacion de glucosa (método de la glucosa

oxidasa, Randox laboratorios Ltd, UK, GL 2614). Se tomaron 10 pL de suero y se

mezclé con 1 mL de RX6 (ver Anexo) incubando por 5 min a 37°C y se ley6 a 500 nm.
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La glucosa se determina después de una oxidacion enzimatica en presencia de glucosa
oxidasa. El H202 formado reacciona, catalizado por la peroxidasa, con fenol y 4-
aminofenazona para formar un indicador de quinoneimina rojo-violeta (Kumar et al.,
2005; Diré et al., 2006; Diré et al., 2007a).

6.7.3 Urea
Estuche comercial para la determinacion de urea (Randox Laboratorios Ltd, Uk UR

107). Se tomaron 10 pL de suero y se mezclé con 1 mL de RX1 (ver Anexo) se leyeron
a 600 nm. El método se basa en la ureasa-Berthelot modificado donde iones amonio
producidos por accién enzimética, reaccionan con salicilato e hipoclorito soédico para
formar un complejo verde (Patton et al., 1977; Mansour et al., 2003; Kumar et al.,
2005).

6.7.4 Creatinina
Estuche comercial para la determinacién de creatinina (Randox Laboratorios CR510).

Se tomaron 200 pL de suero y se mezclé con 2 mL de RX2 (ver anexo) se ley6 a la
absorbancia “A1” a 490-510 nm a los 30 s. Exactamente después de 2 min se tomé una
segunda lectura la absorbancia “A2” a la misma longitud de onda. La creatinina en
solucion alcalina reacciona con acido picrico para formar un complejo de color amarillo,
en cantidad proporcional a la concentracion de creatinina (Bartels et al., 1972; Mansour
et al., 2003; Kumar et al., 2005; Karadeniz et al., 2011).

6.7.5 Acido urico
Estuche comercial para la determinacion de &cido Urico. Método enzimético

colorimétrico (Randox laboratorios Ltd. UK UA 230). Se tomaron 20 uL de suero y se
mezcld con 1 mL de RX3 (ver Anexo) se leyd a 520nm. El &cido Urico presente en la
muestra se cataliza por la uricasa en alantoina y peréxido de hidrégeno (H202), el cual
a su vez oxida al 4cido 3,5-dicloro-2-hiroxibencenosulfénico y la 4-aminofenasona para
formar un compuesto de quinoneimina de color rojo violeta (Kumar et al., 2005; Diré et
al., 2007b).
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6.7.6 Aspartato aminotransferasa (AST)
Estuche comercial para la determinacion de AST (Randox laboratorios Ltd, UK, AS

1202). Se tomaron 100 pL de suero y se mezclé con 1 miL de RX7 (ver Anexo) se leyo
a 340 nm al tiempo cero y al cabo de 1, 2 y 3 min. AST cataliza la transferencia
reversible de un grupo amino del aspartato al a-oxoglutarato con formacion de
glutamato y oxaloacetato. El oxaloacetato es reducido a malato en presencia de
deshidrogenasa NADH (método cinético UV. IFCC) (IFCCSC, 1980; Kumar et al., 2005;
Karadeniz et al., 2011).

6.7.7 Alanina aminotrasferasa (ALT)
Estuche comercial para la determinacion de ALT (Randox laboratorios Ltd, UK, AL

1200). Se tomaron 100 pL de suero y se mezclé con 1 mL de RX8 (ver anexo) se leyo a
340 nm al tiempo ceroy a los 1, 2 y 3 min. ALT cataliza la transferencia reversible de
un grupo amino de la alanina al a-oxoglutarato con formacion de glutamato y piruvato.
El piruvato es reducido a lactato en presencia de deshidrogenasa NADH (método
cinético UV. IFCC) (IFCCSC, 1980; Kumar et al., 2005; Karadeniz et al., 2011).

6.7.8 Fosfatasa alcalina (ALP)
Estuche comercial para la determinacion de a fosfatasa alcalina (ALP) (Randox

laboratorios Ltd, UK, AP 542). Se tomaron 10 uL de suero y se mezclé con 0.50 mL de
RX9 (ver anexo) se leyd a 405 nm al tiempo ceroy alos 1, 2 y 3 min. La ALP cataliza la
hidrélisis del p-nitrofenilfosfato (pNPP) a pH 10,4 liberando p-nitrofenol y fosfato, segun
la siguiente reaccion:

P-Nitrofenilfosfato + HzOT p-Nitrofenol + Fosfato

La velocidad de formacion del p-Nitrofenol, determinado fotométricamente, es
proporcional a la concentracion catalitica de fosfatasa alcalina.

6.7.9 Determinacion de indice hepéatico
Previamente al sacrificio, los ratones fueron pesados y el valor fue registrado,

posteriormente se extrajo el higado se peso6 y se calculd el indice hepatico, como el

cociente del peso del érgano entre el peso corporal.
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6.7.10 Andlisis estadistico
Se realizaron tres experimentos independientes. Se calcularon las medias descriptivas

de los datos cuantitativos (media, desviacion estandar), y se realizé un andlisis de
comparacion de medias a través de la prueba ANOVA con un nivel de confianza del
95%, seguido de una prueba de rangos mdultiples Tukey p<0.05.Para el andlisis se
utilizara el paquete estadistico SPSS. La supervivencia fue reportada con graficas
Kaplan-Meier y la dosis letal media (LDso) se calculé mediante un analisis Probit, se usé

el paquete estadistico SPSS 18.0
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.10btencidn de extractos vegetales

El rendimiento del extracto fue mayor en los frutos de HD-Victor de 14.8%, mientras
que para frutos de nigrum spinosum se registr0 un rendimiento de 6.65%, debido
principalmente a menor contenido de agua y mayor de porcentaje de materia seca en
HD-Victor (Cuadro 1). Uno de los progenitores del hibrido es S. compositum, el cual ha
registrado rendimientos de hasta 8.60% (Aguifiiga-Sanchez, 2013), otros genotipos, tal
como Perla Negra®, cuyos parentales son S. edule var. nigrum minor y S. edule var.
amarus sylvestris registr6 un rendimiento de 7.48 % (Salazar-Aguilar et al., 2017),
mientras que el hibrido H-387 (S. edule var. virens levis y S. edule var. amarus
sylvestris) fue de 7.59% (Aguifiiga-Sanchez, 2017). El hecho de que los hibridos
presenten mayor rendimiento que los progenitores, se puede deber al vigor hibrido
producto de la heterosis, donde un caracter en la progenie se ve mas fortalecido
teniendo como base los limites de expresién manifestado por sus progenitores (May et
al., 2010).

Cuadro 1. Rendimiento en peso seco y extracto de Sechium edule var. nigrum

spinosum e hibrido HD-Victor, a partir de frutos en madurez horticola.

Variable S. edule var. nigrum spinosum HD-Victor
Peso fresco (kg) 80 15
Peso seco (kg) 5.24 1.56
Agua (%) 93.44 89.60
Rendimiento de materia seca 6.55 10.40
(%)
Rendimiento del extracto (%) 6.65 14.8
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7.2 ldentificacion de metabolitos secundarios
El andlisis por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) del extracto de HD-
Victor, mostro presencia de flavonoides (Figura 3 A-B) cucurbitacinas y &cidos fenélicos
(Figura 3 C-D). En el grupo de flavonoides se identific a rutina, miricetina, quercetina,
narigenina, galangina y apigenina, mientras que los acidos fendlicos se registraron al
acidogdlico, clorogenico, siringico, vainillico, p-hidroxibenzoico, cafeico, ferulico y p-

cumarinico, ademas de presencia de cucurbitacinas D, I, B, y E.
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Figura 3. Cromatogramas A: Flavonoides. C-D: Cucurbitacinas y &cidos fendlicos presentes en
el extracto del hibrido HD-Victor.
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En la composicion fitoquimica de nigrum spinosum, se reporta la presencia de las
cucurbitacinas B, D e |, ademas de compuestos fendlicos, tales como el acido galico,
clorogénico, vainillico, p-hidroxibenzoico, cafeico y p-cumarico, ademas de los
flavonoides florizidina, naringenina, floretina y apigenina (Aguifiiga-Sanchez et al.,
2017). Otro genotipo de S. edule, como Perla Negra, registr6 un contenido de
cucurbitacinas D, I, B, y E, ademas de rutina, mirecetina quercetina, naringenina,
floretina, galangina y apigenina (Salazar-Aguilar et al., 2017). De forma semejante, el
hibrido H-387 registr6 cucurbitacinas D, |, B, y E, ademas de rutina, florizidina,
miricetina, quercetina, naringenina, floretina, galangina y apigenina, resaltando, por
ejemplo, que en las tres variantes mejoradas (HD-Victor, Perla Negra y H-387) se
identificaron las cucurbitacinas B y E, mientras que S. edule var. nigrum spinosum, una
especie domesticada no registré cucurbitacina E, lo cual puede sugerir que la heterosis
puede mejorar ciertas caracteristicas nutracéuticas (Escorcia et al., 2010), toda vez que
las cucurbitacinas B y E han demostrado capacidad antioxidante y la eliminacion de
radicales libres de los glucésidos de éstas, lo cual sugiere un potencial prometedor de
los glucésidos de cucurbitacina en la prevencion de enfermedades humanas que
involucran radicales libres y dafio oxidativo, tal como la lesidon hepatica (Tannin et al.,
2007). Los rendimientos en cuanto a flavonoides para rutina, mirecetina, quercetina,
naringenina, galangina, apigenina fueron de 4.7007, 4.4065, 0.9730, 13.7577, 302.55 y
1.1306 mg-kg?! respectivamente, haciendo un total de 327.5196mgg™. Dentro de los
acidos fendlicos se cuantifiaron para los acidos galico, clorogénico, siringico, vainillico,
p-hidroxibenzoico, cafeico, ferdlico y p-cumarinico, las cantidades de 0.048, 8.9478,
0.3388, 0.5598, 0.4887, 1.3117, 0.1380 y 0.0477 mg g* respectivamente, mientras que
para las cucurbitacinas D, I, B, y E, el contenido fue de 7.7201, 0.0086, 5.9089, 0.3283

mg g! respectivamente, haciendo un total de éstas Ultimas de 48.1441 mg g™.

Aguifiiga-Sanchez, 2017, reporté para nigrum spinosum concentraciones de florizidina,
naringenina, floretina y apigenina de 0.005, 1.556, 0.018 y 0.290 mg g
lrespectivamente de extracto, mientras que en el hibrido H-387®, se encontraron;
rutina, florizidina, mirecetina, quercetina, naringenina, floretina, galangina y apigenina
con concentraciones de 1.273, 0.0168, 0.889, 0.005, 3.304, 4.616, 21.940 y 0.362 mg

g de extracto, respectivamente. Otro genotipo importante de S. edule, Perla Negra®
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Salazar-Aguilar et al. (2017) registr6 presencia de rutina, miricetina, quercetina,
naringenina, floretina, galangina y apigenina con concentraciones de 0.00034, 0.00185,
0.00025, 0.00226, 0.00472, 0.00043 y 0.00018 mg g™*.

Al comparar los frutos de hibridos se observa que las concentraciones son menores en
el cultivar perla negra y similares a nigrum spinosum, mientras que los hibridos H-387 y
HD-Victor, tienen mayor diversidad y concentracion de flavonoides en sus frutos,
resaltando que HD-Victor registra concentraciones diez veces mayores que H-387.
Esto es relevante debido a que los flavonoides registran actividad antiinflamatoria e
inmunomoduladora. Datos de ensayos in vitro, indican que los flavonoides pueden
modular la respuesta inflamatoria, interfiriendo en las principales vias de sefializacion
intracelular (es decir, NFkB, MAPK) y disminuyendo la produccion de interleucinas
proinflamatorias (IL-1, IL-2, 1I-6 e IL-8) (Elberry et al., 2014).Los flavonoides también
presentan actividad antioxidante y antibacteriana, varios flavonoides, incluyendo
apigenina, galangina, flavona y gluconidos de flavonol, isoflavonas, flavanonas vy
chalconas, con una potente actividad antibacteriana, la cual podria deberse a
interacciones moleculares que inducen la inactivacion de proteinas microbianas, como
las adhesinas o proteinas de transporte de membrana, alterando la permeabilidad e
interfiriendo con el crecimiento celular (Cardona et al., 2013; Kumar et al., 2013). En
cuanto la actividad antioxidante los mecanismos pueden incluir la supresion de la
formacion de ROS (por inhibicion de enzimas o por quelacién de elementos traza
involucrados en la generacion de radicales libres), barrido de ROS y regulacién positiva
o proteccion de las defensas antioxidante (Mishra et al., 2013; Halliwell y Gutteridge,
2015). La accion de los flavonoides involucra la mayoria de los mecanismos
mencionados anteriormente, la quercetina en particular es conocida por sus

propiedades quelantes y de estabilizacién del hierro (Van Acker et al., 1996).

Las concentraciones de acido galico, clorogénico, vainillico, p-hidroxibenzoico, cafeico
y p-cumarinico (0.072, 0.823, 0.032, 0.020, 0.091 y 0.032 mg g*! de extracto,
respectivamente) descritas para nigrum spinosum y acido galico, clorogénico, siringico,
vainillico, p-hidroxibenzoico, cafeico, ferulico y p-cumarinico (0.056, 4.224, 0.016,
0.087, 0.084, 0.187, 0.064 y 0.029 mg g de extracto, respectivamente) para el hibrido
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H-387 y perla negra (Aguifiiga-Sanchez, 2017), evidencian que el hibrido HD-Victor
tiene mayor concentracion de acidos fendlicos reportados en la literatura (Watanabe et
al., 2011), en particular del acido cafeico, feralico y clorogénico, para quienes se ha

descrito actividad antioxidante (Zavaleta et al., 2005; Mufioz et al., 2007).

Finalmente, las concentraciones descritas para el extracto de nigrum spinosum de
cucurbitacinas; D, | y B (0.127, 0.013 y 1.008 mg g de extracto, respectivamente),
para H-387® D, I, B y E (1.162, 0.088, 1.631 y 0.424 mg glde extracto,
respectivamente) (Aguifiiga-Sanchez, 2017), y para Perla Negra® D, I, By E (0.00137,
0.00935, 0.0098 y 0.0040) (Salazar-Aguilar et al., 2017). Al comparar los hibridos
observamos que HD-Victor tiene mayor concentracion en cucurbitacina D y B mientras
gue en la concentracion de cucurbitacina E es mayor en H387 y la cucurbitacina | es
mayor en Perla Negra®. Aun cuando las cucurbitacinas B, D e | son extremadamente
toxicas (Setzer et al., 2003), es posible sugerir que la dosis puede ser la diferencia, ya
gue las cucurbitacinas identificadas en los frutos de los hibridos y en nigrum spinosum,
han registrado actividad citotoxica y antitumoral (Alghasham et al., 2013; Kapoor et al.,
2013; Ishii et al., 2013; Cadena-Ifiiguez et al., 2013; Aguifiiga-Sanchez et al., 2015;
2017).

7.3Supervivencia de ratones tratados respecto a ratones sanos
Estudios previos ya han reportado la dosis letal media (LDso) de nigrum spinosum
(Agufiga-Sanchez et al., 2017), por lo que en este trabajo se confirmo la dosis mayor a
5000 mg kg para ratones machos y hembras de la cepa CD-1;mientras que para el
extracto de HD-Victor administrado a hembras via intraperitoneal, mostr6 sintomas,
tales como postracién, espasmos musculares y piloereccion en las dosis mas altas, y
los decesos se registraron desde la primera y hasta las 6 h post-administracion para las
dosis de 5000, 2900 y 1600 mg kg, observando 100% de decesos, mientras que entre
la dosis de 600 y 400 mg kg, se registré 50% de decesos entre 2 y 24 h, y finalmente
todas las dosis menores a 160 mg kg sobrevivieron hasta 24 h después de administrar
el extracto (Figura 4).En el caso de los machos tratados con el extracto de HD-Victor,

mostraron los mismos sintomas y se registré el 100% de los decesos en las dosis de
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5000, 2900 y 1600 mg kg, registrandose desde la primera hora y hasta las 24 h

después del tratamiento. La LDso se obtuvo en el rango de entre 600 y 400 mg kg™,

registrando 50% de decesos desde la segunda y hasta las 24 h (Figura 5), y por ultimo

los machos que fueron tratadas con dosis menores a 160 mg kg?, registraron

supervivencia por 24 h después del tratamiento.
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Figura 4. Supervivencia de ratones hembra (n=10) tratados via intraperitoneal con diferentes
dosis de extracto del hibrido HD-Victor, evaluados a las 24 h post-tratamiento. Grafica de

Kaplan Meier.
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Figura 5. Supervivencia de ratones machos (n=10) tratados via intraperitoneal con diferentes
dosis de extracto del hibrido HD-Victor, evaluados a las 24 h post-tratamiento. Gréfica de
Kaplan Meier

Este ensayo tuvo el propdsito de probar la toxicidad aguda, y obtener informacién sobre
la actividad bioldgica de un quimico y conocer su mecanismo de accion. La informacion
sobre toxicidad sistémica aguda generada por la prueba se utiliza en la identificacion de
peligros y la gestion de riesgos en el contexto de produccion, manejo y uso de

productos quimicos (Jiménez et al., 2009).

7.4Determinacion de la dosis letal media (LDso) del hibrido HD-Victor
La dosis letal media (LDso) se calculo a partir de la relacion que existe entre la
intensidad del estimulo y la mortalidad que los ratones registraron en los experimentos,
(andlisis Probit) para ello se trabaj6é con dosis de (0, 8, 16, 40, 60, 160, 400, 600, 1600,
2900 y 5000 mg kg?) del extracto del hibrido HD-Victor administrado via
intraperitoneal, dicho calcul6 corrobor6 la LDso del extracto de S. edule var. nigrum

spinosum (>5000 mg-kg?) para ratones hembras de la cepa CD! y para el hibrido HD-
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Victor fue de 500.14 mg kg? para hembras y 517.68 mg kg para machos. Segun los
rangos de toxicidad de Deichman (1966), una dosis de 50 a 500 mg kg™ via oral y
cutanea es considerada moderadamente toxica, dosis mas bajas entre 1 y 50 mg kg™’
se consideran altamente toxicas y dosis mas altas entre (0.5 a 5 g kg™') se consideran

ligeramente toxico (Jiménez et al., 2009).

7.5Efecto de los extractos de nigrum spinosum y HD-Victor sobre el indice
hepatico de ratones sanos

Uno de los pardmetros para evaluar toxicidad es el indice hepético, el cual es una
relacion entre el peso del higado y el peso del raton, relacion que puede indicar la
perdida de tejido hepatico que es una caracteristica de la cirrosis. Para evaluar el
indice hepatico se trataron durante 10 d cada 24 h, ratones hembras y machos de 2 a 3
meses de edad de la cepa CD-1. Siguiendo las indicaciones de la OMS en la que indica
trabajar con dosis menores a la LDso,se aplicd la LDi2s de los extractos de nigrum
spinosum e hibrido HD-Victor, correspondiendo a 1000 y 125 mg kg respectivamente
y acido galico como control positivo de hepatoprotecion (50 mg kg?) (Aniya, 2018).Los
resultados muestran que los extractos de nigrum spinosum y de HD-Victor no producen
alteraciones en el indice hepatico de ratones hembras y machos sanos tratados via

intraperitoneal (Figura 6),lo que sugiere que no generan dafio al higado.
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Figura 6. indice hepatico de ratones hembras y machos sin induccion de dafio hepatico
tratados via intraperitoneal con extracto en metanol de nigrum spinosum con dosis de 1000 mg
kg, e hibrido HD-Victor con 125 mg Kg!. n = 6, + error estandar. *Diferencia significativa
(Tukey p<0.05).

7.6Efecto del extracto de nigrum spinosum e hibrido HD-Victor sobre
paradmetros hematoldgicos en sangre de ratones sanos

Es conocido que los parametros hematolégicos son indicadores de citotoxicidad

(Wintrobe et al., 2009), por lo que en este trabajo se evalud si los extractos de nigrum

spinosum y de HD-Victor inducian alteraciones. Las hembras y machos tratados con

dosis de 1000 mg kg'y 125 mg kgldel extracto de nigrum spinosum y HD-Victor

respectivamente no mostraron alteraciones significativas en los parametros

hematolégicos (Cuadros 2y 3).
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Cuadro 2. Parametros hematoldgicos de ratones hembras sanas tratadas con con dosis de 1000 mgkg? de extracto en

metanol de nigrum spinosum y 125 mgkg*de HD-Victor. n = 6. Promedios terror estandar. a= basal, b= vehiculo, c=
acido gélico.*Diferencia significativa (Tukey p<0.05).

Ratones hembras

canas Basal Vehiculo m%{g&?ﬁélgsf;m (125%/;0}%_1) Acido galico
WBC(105mm?3) 51+£04 4304 43+£05 46x0.4 5405
RBC(105mm?) 6.6 £0.2 7.3 £0.2 7.0+£0.3 7.0+£04 6.6 £0.3
Hb (g-dI?t) 16.7+1.1 14.7 £ 0.3 15.0+£05a 14.1 £ 0.7 13.3+£0.4
Hct (%) 31.8+0.9 33.5+0.8 339x13 30.9+£1.6 30.6x1.2
VCM (mm?3) 456 £ 0.6 45.0+£0.76 474+1.0 453+ 0.5 447 + 0.6
HCM (pg) 23.4+0.9 20.0 £ 0.2 20.8+0.1 20.3+0.2 19.8 + 0.4
PLT (mm?3) 241.7 £17.6 230.3 £67 320.0+ 32.8 295.2 £54.0 319.3+48.2
LINF (103) 3.1+£0.3 3.3+£0.2 48+0.4 25+£0.3 4.7+0.3
MONO (103 0.7x£0.1 05+£0.1 09+0.1 1.1+01 0.6+0.1
GRAN (10%) 0.4+£0.04 0.4£0.04 0.6 £0.08 0.4 £ 0.06 0.4 £0.03

(WCB) glébulos blancos totales, (RCB) globulos rojos totales, (Hb) Hemoglobina, Hct) hematocrito, (HCMC),
hemoglobina corpuscular media, (VCM) volumen corpuscular medio, (PLT) plaquetas.

35



Cuadro 3. Pardmetros hematolégicos de ratones machos sanos tratados con con dosis de 1000 mg-kg™* de extracto en
metanol de nigrum spinosum y 125 mg-kg*de extracto de HD-Victor. n (6). Promedios + error estandar. Diferencia

significativa (Tukey p<0.05) respecto: a= basal, b= vehiculo, c= acido gélico

Mafhacfznse;nos Basal Vehiculo s;ilr?(;l;[?m ( 1I;5Dr;1\cht<;r_l) Acido galico
(1000 mgkg™)

WBC(10°mm?) 6.13+0.41 5.46 £ 0.59 5.79 £ 0.67 4.71+£0.35 543 +£0.47
RBC(10°mm?) 6.69 £ 0.25 7.19+0.17 7.52+0.28 7.48 £ 0.36 6.65 + 0.23
Hb (g-dl?) 14.05+1.64 14.66 + 0.28 15.03 + 0.47 14.21 +0.62 13.56 + 0.32
Hct (%) 31.68 +1.28 32.82+0.43 34.51 +1.53 31.36 +1.77 31.96 £ 1.10
VCM (mm?) 46.25 £ 0.77 45.00 £ 0.76 46.50 £ 0.79 45.63 £ 0.49 44.67 £ 0.62
HCM(pg) 18.95+1.64 20.02+0.16 20.63 +0.12 20.50+0.20 19.69 +0.19
PLT (mm?) 238.4+17.5 346.4 + 55.6 348.7 + 33.1 295.2+53.9 319.3+48.2
LINF(103) 4.37+0.41 3.29+0.26 3.96 + 0.37 3.16 £ 0.22 4.68 +0.26
MONO(10%) 0.87+0.11 0.88 £0.14 0.93+0.11 1.04+0.13 0.87 £ 0.06
GRAN(103) 0.67+£0.13 0.57 £ 0.06 0.61+0.11 0.49+£0.08 0.43+£0.04

Parametros hematologicos: (WCB) glébulos blancos totales, (RCB) globulos rojos totales, (Hb) Hemoglobina, Hct)

hematocrito, (HCMC), hemoglobina corpuscular media, (VCM) volumen corpuscular medio, (PLT) plaquetas.



7.7 Efecto del extracto de nigrum spinosum sobre pardmetros indicadores de

funcionamiento hepatico en ratones sanos

Para confirmar que los extractos de los frutos de Sechium no generan dafio al higado
se evaluaron las concentraciones de 1000 mg kg?y 125 mg kg1del extracto de nigrum
spinosum y HD-Victor respectivamente por via intraperitoneal a machos y hembras de
2 a 3 meses de edad de la cepa CD-1. Los resultados mostraron que ningun
tratamiento alterd los niveles de las enzimas indicadoras de dafio hepatico ALT, AST o
fosfatasa. Por otro lado, la creatinina que es un indicador de dafio renal no mostro
alteraciones al igual que el acido urico, metabolito de desecho del metabolismo de las
purinas; y finamente, la urea se registré disminuida en ambos extractos con respecto al
basal. Lo que se observa es una disminucion significativa de glucosa en hembras para
ambos extractos, mientras que en machos solo lo registrd el hibrido. En relacion a la
urea, se observo una reduccién significativa en las hembras tratadas con los extractos
(Cuadro 5). ElI AST, ALT y Fosfatasa alcalina corresponden al perfil de enzimas
indicadoras de funcionamiento hepatico (Kew, 2000), el hecho de que ALT y fosfatasa
alcalina no muestren alteraciones con respecto al basal para ambos extractos,
corrobora que éstos no generan lesiones al higado por lo que se pueden considerar

inocuos (Cuadros 4y 5).
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Cuadro 4. Concentraciones séricas de metabolitos indicadores de funcionamiento hepatico y renal de ratones hembras
sanas tratadas con 1000 mg kg de extracto en metanol de S. edule var. nigrum spinosum y con 125 mg kg de extracto
de HD-Victor. n = 6. Promedios + error estandar. Diferencia significativa (Tukey p<0.05) respecto: a= basal, b= vehiculo,

c= &cido galico.

Ratones hembras sanas

: . nigrum spinosum HD-Victor i -
Variable Basal Vehiculo (1000 mgkg-) (125 mg kg?) Acido galico
Glucosa
(mg/dL) 135.2+4.3 137.8+3.7 122.3 +1.5a,b 108.2 + 3.0 a,b 133.0+6.2
AST (UI) 345.4+9.7 375.3+15.8 4158 + 34.5 469.0 £+41.3 404.3 + 26.3
ALT (Ul) 137.3+5.1 140.8+6.6 106.0 + 6.3 103.6+ 7.8 117.5+54
Fosfatasa 66.6 +5.2 56.7+6.1 57.7+104 46.2+5.1 47.0+6.3

(D)
Creatinina 5,002  0.8+0.04 0.7 +0.02 0.7 +0.02 0.7 +0.02
(mg/dL)
Urea
56.0+2.7 51.6*3.4 43.4+27a 378+17ab 47.9+20
(mg/dL)
AcidoUrico o4, 641 64105 3.0+0.6 5.4 + 0.4 35+05
(mg/dL)
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Cuadro 5. Concentraciones séricas de metabolitos indicadores de funcionamiento hepatico y renal de ratones machos
sanos tratadas con 1000 mg kg de extracto en metanol de S. edule var. nigrum spinosum y con 125 mg kg de extracto
de HD-Victor. n = 6. Promedios * error estandar. Diferencia significativa (Tukey p<0.05) respecto: a= basal, b= vehiculo,

c= &cido galico.

Ratones machos sanos

: . nigrum spinosum HD-Victor - -
Variable Basal Vehiculo (1000 mg-kg™) (125mg Kg) Acido galico
Glucosa
(mg/dL) 136.0+ 2.9 144.8 £3.2 147.0+ 3.5 114.0a + 3.2 138 + 6.2
AST(UI) 301.0+12.9 259.3 +13.5 291.7 £18.0 309.7 + 26.3 3245+ 15.0
ALT(UI) 134.2+12.1 114.0 £ 10.6 115.8+8.4 113.3+125 132 + 16.10

Fosfatasa 65.0 £ 3.3 98.5+ 8.8 92.0+17.1 61.3+8.0 48.2+2.1
(un
Creatinina 0.5 + 0.04 0.5+ 0.06 0.6 + 0.05 0.6 + 0.05 0.5 + 0.04
(mg/dL)
Urea
525+23 486+ 2.1 53.8+35 46.3+ 2.3 515+21
(mg/dL)

Acido Urico 2.4+0.2 25+0.3 3.6+05 352+04 3.3+05

(mg/dL)
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7.8 Efecto del extracto de frutos nigrum spinosum e hibrido HD-Victor sobre el

indice hepéatico en un modelo murino de dafio hepatico

El higado al ser el 6rgano encargado de metabolizar las sustancias nocivas del torrente
sanguineo y convertirlas en sustancias inocuas para el humano, se encuentra en
constante exposicion a toxicos, que al no ser eliminados pueden llegar a causar
enfermedades de higado, tales como cirrosis (Bermudez et al.,, 2014). Por ello
actualmente se evallan algunos metabolitos de origen natural que presentan actividad
antioxidante como flavonoides y compuestos fendlicos con posibles efectos
hepatoprotectores (Pérez, 2016). Es conocido que el fruto de Sechium edule contiene
metabolitos antioxidantes (Siciliano, 2004; Salazar-Aguilar et al., 2017; Aguifiga-

Sanchez et al., 2017), que le pueden conferir efecto hepatoprotector.

Para confirmar si los genotipos evaluados de Sechium presenta actividad
hepatoprotectora se administrd via intraperitoneal extractos en metanol de Sechium
edule grupo varietal nigrum spinosum en dosis de 250, 500 y 1000 mg kg* + (CCls al
10%), ademas de extracto de HD-Victor en dosis de 8, 50 y 125 mg kg* + (CCls al
10%), como control de hepatoprotecion al acido galico en dosis de 50 mg kg + (CClas
al10%), y como control de dafio hepatico a CCls al 10%, ademés del vehiculo (PBS +
CCls al 10%) y basal (0) a ratones hembras y machos de 1 a 3 meses de edad de la
cepa (CD-1) a los cuales previamente se les administro (CCls) via subdérmica como
inductor de dafio hepético (modelo de dafio hepatico). Los resultados mostraron que no

existieron alteraciones en el indice hepéatico con respecto al basal (Figuras 7 y 8).
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Indice hepatico de ratones con induccion de dafio tratados con
S. edule grupo varietal nigrum spinosum
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0.07 -
0.06 -
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Basal Vehiculo Control nigrum nigrum nigrum Acido gdlico
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CCl,
u u mg-kg™
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Figura 7. indice hepatico de ratones hembras y machos con induccién de dafio hepético
tratados via intraperitoneal con dosis de 250, 500 y 1000 mg kg* de extracto en metanol de
Sechium edule nigrum spinosum. n = 6. Promedios + error estandar. *Diferencia significativa

(Tukey p<0.05).
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indice hepatico de ratones con induccién de dafio hepatico
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Figura 8. indice hepético de ratones hembras y machos con induccion de dafio hepatico
tratados via intraperitoneal con dosis de 8, 50, 125 mg kg'de extracto en metanol del hibrido
HD-Victor. n = 6. Promedios * error estandar. *Diferencia significativa (Tukey p<0.05).
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7.9 Efecto del extracto de Sechium edule var. nigrum spinosum e hibrido
HD-Victor sobre enzimas indicadoras de funcionamiento hepético en un

modelo murino de dafio hepatico.

Para observar si el extracto de nigrum spinosum y del hibrido HD-Victor producen
efecto hepatoprotector, se midieron las concentraciones séricas de glucosa, AST, ALT,
fosfatasa alcalina. Los resultados en hembras con dafio hepatico (CCls al 10%),en
control y vehiculo, mostraron que la concentraciéon se duplico o mas de AST, ALT y
fosfatasa alcalina con respecto al basal (Cuadro 6), dato contundente del dafio hepatico
inducido por el CCL4, pero la adicion de nigrum spinosum o HD-Victor en todas las
condiciones, redujo significativamente los niveles de AST, ALT y fosfatasa, sin alcanzar
los niveles del basal (Cuadro 6 y 7), aun asi resalta el potencial hepatoprotector de los
genotipos de Sechium ante el dafio hepatico con CCL4, ya que la adicion del acido
galico, un reconocido hepatoprotector, también reduce a niveles similares de ALT a los
tratamientos con nigrum spinosum, pero en forma mas acentuada, en fosfatasa alcalina
gue alcanza los niveles del basal que no tiene CCls4, mientras que los niveles de AST
son al menos seis veces menores que los niveles del basal. Aqui es importante
mencionar que la disminucion de las enzimas en valores inferiores al basal, no siempre
indican curacién, ya que en la necrosis hepéatica masiva hay escasez de hepatocitos,
por lo tanto, la liberacion de las enzimas al torrente sanguineo es escasa 0 nula
(Gissen y Arias, 2015). En cuanto al modelo de lesion hepatica Toro et al., (2013)
describe que las concentraciones enziméaticas de AST, ALT y fosfatasa alcalina en un
modelo de lesién hepética por CCls, aumentan alrededor de 10 veces en los controles
de dafio comparado con los controles basales, mientras que Firdous et al., (2012),
describe que la concentraciéon de ALT es ocho veces mayor en el control de lesion
hepatica con respecto al basal, los resultados obtenidos presentan la misma relacion,
por lo tanto se confirma el establecimiento de la lesién hepatica bajo las condiciones de

trabajo del laboratorio.
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La literatura describe que al administrar S. edule a ratas con induccién de dafio
hepatico la concentracion de ALT se redujo a la mitad con respecto al control de dafio,
y de manera similar AST y fosfatasa alcalina reducen su concentracion cuando se
administra nigrum spinosum. Finalmente, en relacion a niveles de urea, acido urico o
creatinina, practicamente no mostraron variacion con respecto al basal, lo cual indica

qgue el CCL4 no altera estos parametros (Cuadro 6y 7).
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Cuadro 6. Concentraciones séricas de metabolitos indicadores de funcionamiento hepatico y renal de ratones hembras
con induccién de dafio hepéatico, tratadas con dosis de 250, 500 y 1000 mg kg de extracto en metanol de Sechium edule
grupo varietal nigrum spinosum. n = 6, se presentan promedios * error estandar. Diferencia significativa (Tukey p<0.05)

respecto: a= basal b= control ¢ = Acido galico.

Hembras con induccion de dafio hepéatico

Sechium edule var. nigrum spinosum
(mgkg™?) + (CCl410%)

. Control Vehiculo Acido gélico
Variable Basal + (CCl410%) + (CCls10%) 250 500 1000 + (CCI,10%)
Glucosa
(mo/dL) 135.2+43 131.1+6.26 1454+843  1144+370 112.0+1.47 112.0+6.08 1382+ 7.47

AST 3454+97 6324+139 5995+225  321.5+13.4  497.7+362  559.3+8.2 52.8 + 32.6
(un b,c a,c a,c b,c a,bc a,bc a,b
ALT 137.3+5.1 7825+343 880.2+50.6 521.2+1154 387.3+27.6 582.0+23.8 514.8+43.4
(un b,c a,c a,c a,b a,b,c a,b a,b
Fosfatasa 66.6+52  150.2+6.32 149.2+8.26 76.3+14.6 119.0+225  130.0 +20.8 60.0 2.0
b a,c a,c b a,c a,c b
(un
C(rrf]zt/'gl'_r;a 07+002b  0.36+0.02 0.39 + 0.02 0.40 + 0.02 0.40 + 0.02 0.41 + 0.02 0.39 + 0.02
Urea 56.0 + 2.7 66.1 + 5.24 58.4 + 5.32 61.4 +2.26 61.4 +2.78 58.4 + 2.43 4452123
(mg/dL) b
Acido Urico 5.9 + 0.4 3.34+0.36 2.89 + 0.29 1.65 + 0.39 3.92 + 0.57 474 +0.25 2.39+0.10
(mg/dL) bc a a a a
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Cuadro 7. Concentraciones séricas de metabolitos indicadores de funcionamiento hepatico y renal de ratones hembras
con inducciéon de dafio hepético, tratadas con dosis de 8, 50 y 125 mg kgde extracto en metanol del hibrido de Sechium
HD-Victor. n = 6, se presentan promedios + error estandar. Diferencia significativa (Tukey p<0.05) respecto: a= basal b=
control ¢ = 4cido galico.

Hembras con induccion de dafio hepéatico

Hibrido HD-Victor
(mg-kg™?) + (CCl410%)

Control

Vehiculo

Acido gélico

Variable Basal + (CCls10%) + (CCl410%) 8 50 125 + (CCl110%)
Glucosa
(mg/dL) 135.2+4.3 131.1 £ 6.26 145.4 + 8.43 134.0 £ 9.95 115.6 + 3.23 119.7 £ 4.45 138.2 + 7.47
AST 3454 + 9.7 632.4 + 13.9 5995+ 22.5 455.3 + 60.0 400.0 £5.0 476.2 £ 44.7 52.8 +32.6
(un b,c a,c a,c b,c b,c b,c a, b.
ALT 137.3+5.1 7825+ 34.3 880.2 + 50.6 654.7 + 51.7 503.8 + 42.9 621.1 + 28.5 514.8 +43.4
(un b,c a,c a,c a, b, c a,b a a,b
66.6 £5.2 150.2 £ 6.32 149.2 + 8.26 35.0+8.0 65.6 £ 13.69 29.3 +4.06 60.0+ 2.0
Fosfatasa
b a,c a,c a,b b a, b b
()
C(rrf%t/'gga 0.7 +0.02 0.36 + 0.02 0.39 + 0.02 0.39 + 0.02 0.42 + 0.01 0.41 + 0.02 0.39 + 0.02
Urea 56.0+ 2.7 66.1 +5.24 58.4 +5.32 56.6 + 1.68 51.5+2.06 479+ 2.47 445+ 1.23
(mg/dL) c b b
Acido Urico 59+0.4 3.34+0.36 2.89+0.29 2.48 z 0.94 2.18 £ 0.69 3.67£0.76 2.39+0.10
(mg/dL) c a a a a a
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En los machos, al igual que las hembras tratadas con solo CCL4 (control y vehiculo),
aumentaron significativamente los niveles de ALT, AST y fosfatasa alcalina con
respecto al basal. En los ratones con dafio hepatico y tratados con extracto de nigrum
spinosum se observé que en AST, las dosis de 250 y 500 mg-kg? lo disminuyeron,
mientras que la dosis de 1000 mg-kg! no mostr6é diferencias, pero con ALT solo la
concentracion de 500 disminuyd con respecto al control de dafio. Finalmente, cuando
se observo fosfatasa alcalina, solo la dosis de 250 mg-kg* disminuye con respecto al
control de dafio (Cuadro 8). En cuanto a los ratones que fueron tratados con HD-Victor
las dosis de 50 y 125 mg-kg') disminuyen con respecto al control de dafio, mientras
gue en la fosfatasa alcalina todas las dosis disminuyeron. Al comparar el acido galico
con respecto al basal, AST disminuye, ALT aumenta y fosfatasa alcalina no registra
alteraciones, y cuando se compara con el control de dafio, se observo que las tres
enzimas disminuyen en ambos tratamientos (Cuadro 9). En resumen, la ausencia de
efecto hepatoprotector de Sechium en machos parece poco consistente y requiere
aumentar el tamafio de muestra para verificar tal efecto hepatoprotector, lo cual seria
interesante mostrar ya que, al menos en humanos, las hembras tienen mayor
longevidad posiblemente debido a la mayor capacidad de respuesta ante los agentes

antioxidantes.
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Cuadro 8. Concentraciones séricas de metabolitos indicadores de funcionamiento hepatico y renal de ratones machos
con induccién de dafio hepatico, tratados con dosis de 250, 500 y 1000 mg kg de extracto en metanol de Sechium edule
var. nigrum spinosum. n = 6. Promedios + error estandar. Diferencia significativa (Tukey p<0.05) respecto: a= basal b=

control ¢ = &cido galico.

Machos con induccion de dafio hepatico

S. edule var. nigrum spinosum
(mg-kg™?) + (CCl410%)

: Control Vehiculo Acido gélico
Variable Basal + (CCls10%) + (CCl410%) 250 500 1000 + (CCl,10%)
G'UCOS& + + + + + + +
(mg/dL) 136.0+£ 2.9 139.4 £10.6 126.3+ 7.1 126.4 £ 8.2 114.0a = 2.3 1214+ 7.4 1428 £ 7.7

AST 301.0+12.9 632.3+23.1 587.3+13.9 257.6c£70.8 353.0c £94.5 565.1 £ 8.5 163.7 £ 75.3
un a a b b,c a,b,c a,b
ALT 134.2 £12.1 748.3 £ 46.2 868.3 +45.4 628.7 £ 98.9 387.3+27.3 638.8 £ 45.7 561.0 £ 59.0
un a a a, a,b,c a a,b,c
Fosfatasa 65.0+ 3.3 150.2 £ 8.3 149.3 £ 6.3 76.3c + 18.0 119.0 £ 22.5 130.0a £20.9 60.0c £ 2.0
un b a a b a,c a,c b
C(ﬁzt/'g'L’;a 05+£0.04  0.37%0.02 0.39 £ 0.03 0.40 £ 0.02 041+£0.03  042£0.02  0.41%0.03
Urea 525+2.3 79.6 £5.3 58.5+14.0 61.4+23 61.4+2.8 65.0+£6.8 446+14
(mg/dL) a,c o o C a,b
Acido Urico 24%0.2 3.3+£0.29 2.9+0.36 1.7+04 3.9+£0.6 52+05 24+0.1
(mg/dL) a,c a,c
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Cuadro 9. Concentraciones séricas de metabolitos indicadores de funcionamiento hepatico y renal de ratones machos
con induccién de dafio hepatico, tratados con dosis de 8, 50 y125 mg kg de extracto en metanol del hibrido HD-Victor.
n = 6. Promedios * error estandar. Diferencia significativa (Tukey p<0.05) respecto: a= basal b= control ¢ = 4cido galico.

Machos con induccidn de dafio hepético

Hibrido HD-Victor
(mg-kg™?) + (CCls10%)

. Control Vehiculo Acido galico
Variable Basal + (CCl,10%) | + (CCl,10%) 8 50 125 + (CCl,10%)
Glucosa
(mo/dL) 136.0+2.9 139.4+106 1263+7.1  1287+99  1156+3.2 1132+7.6  1428+7.7

AST 301.0+12.9 6323+231 587.3+139 546.0+64.6 427.3+63.0 453.7+69.7 163.7+75.3
(un a a C b,c b,c a, b
ALT 1342+12.1 7483+462 868.3+454 6548+51.8  503.8+43  589.+36.65 561.0 +59.0
(un a a a a,b a,b b
65.0+33  1502+83  149.3+6.3 35.0+5.7 65.7 + 13.7 203+4.1 60.0 + 2.0
Fosfatasa
b a,c c b,c b a,b,c b
(ur)
C(rrizt/'gl'_r;a 05+004b 037+002  039+003  040+002  0.42+0.01 0.41+0.03  0.41+0.03
Urea 525+ 2.3 79.6 + 5.3 58.5 + 14.0 56.6 + 1.7 51.2+2.1 47.9+25 446+ 1.4
(mg/dL) a,c b
Acido Urico 2.4+0.2 3.3+0.29 2.9+0.36 25+0.9 22+07 3.7+08 2.4+0.1
mo/dL) 4+0. 3+0. 9+0. 5+0. 2+0. 7+0. 4+0.
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El efecto hepatoprotector que presenta Sechium edule var nigrum spinosum en forma
contundente en hembras se puede atribuir al conjunto de compuestos fendlicos
presentes en los frutos de ambos genotipos entre los que se encuentran rutina,
mirecetina, quercetina, narigenina, galangina y apigenina. acidos fendlicos: acido
galico, clorogenico, siringico, vinilico, p-hidroxibenzoico, cafeico, ferdlico, p-
cumarinico,y cucurbitacinas D, I, B y E. de los que se destaca, la naringenina con una
concentracion de 3.304 mg gleste flavonoide ha sido descrito como un potente
hepatoprotector debido a que presenta tres principales vias de hepatoproteccion
(inhibicion del estrés oxidativo, transformacion del factor de crecimiento (TGF-B), y
prevencion de la transdiferenciacion de las células estrelladas hepaticas (HSC)
(Herndndez y Muriel, 2018). Se ha descrito también que el &cido gélico promueve la
citotoxicidad y los procesos apoptoticos, asi como también disminuye la inflamacién de
tejidos, la angiogénesis y la invasion de células malignas en diversos tipos de cancer,
incluidos de mama, vejiga, préstata, higado, leucemia y gliomas (Salas et al., 2013).
Mientras que el acido cafeico, la florizidina y quercetina tienen actividades antioxidantes
y antiinflamatorias (Hale et al., 2008; Wybranowski et al., 2013), que pueden ayudar a

prevenir el dafio celular (Pietta, 2000).
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CONCLUSIONES

e El extracto de frutos de Sechium edule var. nigrum spinosum y el hibrido HD-
Victor caracterizados por HPLC, presentan flavonoides, cucurbitacinas y
acidos fendlicos siendo los extractos de los frutos del hibrido HD-Victor quien

tiene mayor contenido de metabolitos secundarios.

e El extracto de frutos de Sechium edule var. nigrum spinosum y el hibrido HD-
Victor en un modelo murino de lesion hepética, presentan disminucion de
enzimas hepaticas (AST, ALT y FA), presentando mejor efecto el extracto de

los frutos de Sechium edule var. nigrum spinosum.

e El extracto de los frutos de Sechium edule var. nigrum spinosum y el hibrido
HD-Victor en un modelo murino de lesidén hepatica, no presentan alteraciones

morfométricas en el higado de ratones tratados.

e El extracto de los frutos de Sechium edule var. nigrum spinosum y el hibrido
HD-Victor en un modelo murino de lesién hepatica, no presentan alteraciones

hematoldgicas en ratones tratados.
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ANEXO |

RX1. Reactivo de trabajo glucosa

R1. Reactivo glucosa (tampén fosfatos 50 mMol/L, pH 7.0, Fenol 11 mMolI/L,
4-aminofenazona 0.77 mMol/L, glucosa oxidasa 1.k U/L y peroxidasa 1.5k U/L),

conservar entre +2 - +8°C.

RX2. Reactivo de trabajo urea

R1a. Buffer Tris-Buffer (150 mMol/L, pH7).

R1b. Reactivo enziméatico UR 456. (Ureasa 15 U/mL, GLDH 1 U/mL, NADH 0.28
mmol/l, adenosine-5-diphosphate 2.45 mMol/L y a-oxoglutarato 11.7 mMol/L).
Reconstituir un vial de reactivo enzimatico (Rb1) con 15 mL de buffer (R1a), el

reactivo de trabajo es estable 4 semanas en refrigeracion (+2 a +8°C).

RX3. Reactivo de trabajo creatinina

R1la. Acido picrico (35 mMol/L)
R1b. Hidroxido sodico (0.32 mMol/L)
Mezclar el R1la y R1b en proporcion 1:1. El reactivo de trabajo es estable 3 dias,

conservarse entre (+15y +25°C).

RX4. Reactivo de trabajo acido urico

Rla. Tampoén (T. HEPES 50 mMol/L pH 7.0, 3.5 DCHBS 4.0 mMol/L)

R1b. Reactivo enzimatico UA 230 (4-minofenazona 0.25 mMol/L, peroxidasa 1000
U/L y uricasa 200 U/L).

Reconstituir el contenido de un vial de reactivo enzimatico (R1b) con un pequefio
volumen de tampdén (R1a) y transferir el contenido entero a la botella de (R1a),

estable 21 dias, conservar entre +2 y +8°C. Protegido de la luz.
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RX5. Reactivo de trabajo aspartato aminotransferasa (AST)

R1a. Tampodn/sustrato (Tampon tris 80 mMol/L, L-aspartato 240 mMol/L)

R1b. Tampdn/coenzima/ a-oxoglutarato (a-oxoglutarato 12 mMol/L, MDH 420 U/,
LD 600 U/l, NADH 0.18 mMol/L).

Reconstituir un vial de tampoén/coenzima/ a-oxoglutarato R1b con 2 mL de Rla

tampon sustrato. El reactivo es estable 14 dias, conservar entre +2 - +8°C.

RX6. Reactivo de trabajo alanina aminotrasferasa (ALAT)

R1a. Tampon/suatrato (tampon tris 100 mMol/L, pH 7.5, L-alanina 0.6 mMol/L)

R1b. Tampdn/coenzima/ a-oxoglutarato (a-oxoglutarato 15 mMol/L, LD 1.2 U/ml,
NADH 0.18 mMol/L).

Reconstituir un vial de tampdn/coenzima/ a-oxoglutarato R1b con 2 mL de Rla

tampon/sustrato. El reactivo es estable 14 dias, conservar entre +2 - +8°C.
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ANEXO I

Solucién Buffer de fosfatos (PBS).

Esta solucién de sales de fosfato conserva la fisiologia celular. Para preparar 1L.

-Agua bidestilada 1.0L
-Cloruro de sodio (NaCl) (Sigma, Chem, USA) 80 ¢
-Cloruro de potasio (KCI) (Sigma, Chem, USA) 0.2¢g
-Fosfato monoacido de sodio (Na2HPO4) (Sigma, Chem, USA) 2.16 ¢
-Fosfato diadico de potasio (KH2POa4) (Sigma, Chem, USA) 0.2g

Las sales de NaCl, KCl y KH2PO4 se disuelven completamente una por una en 800
mL. de agua bidestilada. Una vez disuelto todo se ajusta el pH de 7.2 -7.4 con
Na:HPO4 y se afora al volumen final de 1 L. Se vacia en botellas de vidrio para

esterilizarlas por autoclave, dejar enfriar y almacenar a 4°C.
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