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1. INTRODUCCION

La presion arterial elevada, los altos niveles de glucosa en sangre, el consumo de
tabaco, la inactividad fisica y el sobrepeso constituyen los principales factores de riesgo
para desarrollar enfermedades del tipo crénico degenerativas como diabetes mellitus
tipo I, enfermedades cardiovasculares y céncer (WHO, 2009), las dos ultimas
constituyen las principales causas de muerte a nivel mundial a partir de 2010 (INEGI,
2010; WHO, 2007) esto a pesar de la amplia gama de medicamentos que existen para su

tratamiento (Setzer et al., 2003).

En la actualidad, se reporta que cerca del 60% de la poblacion mundial usa algun
medicamento herbolario como coadyuvante en el tratamiento de diversas enfermedades
(Lyer et al., 2009). Este conocimiento es derivado de farmacopeas y usos tradicionales
de las plantas, sin embargo, no todas las plantas descritas cuentan con analisis

cientificos que sustenten su inocuidad en el organismo.

La inocuidad hace referencia a la preservacion de la actividad metabdlica normal de los
organismos y puede ser evaluada de manera cualitativa y cuantitativa por cambios
fisioldgicos, bioquimicos, genéticos o alteraciones entre los individuos y poblaciones,

que se traducen en efectos toxicos y dafios a la salud (NRC, 1992; IPCS, 2000).

En este sentido la Organizacion Mundial de la Salud ha creado una guia para el
analisis de medicamentos herbolarios, donde el dafio hematoldgico, hepatico y renal son

considerados parametros importantes para descartar toxicidad y con ello garantizar la




inocuidad de los medicamentos herbolarios, incluyendo los extractos de plantas (WHO,

2000).

La familia Cucurbitaceae es de las mas importantes en la cultura Mesoamericana, por la
diversidad de especies integradas a la dieta y a la medicina. Dentro de esta familia
encontramos al género Sechium, que esta constituido por ocho especies silvestres y dos
domesticadas, dentro de las cultivadas se encuentra a Sechium edule (Jacq.) Sw. (Lira,
1996), comunmente conocido como “chayote”, y que por su importancia en la dieta
alimentaria, se reporta como antiinflamatorio (Salama et al., 1986); antihipertensivo
(Gordon et al., 2000); antimicrobiano (Ordofiez et al., 2003); antioxidante (Ordofiez et
al., 2006), antitumoral (Cadena et al., 2013; Aguifiiga, 2013) y hepatoprotector (Firdous

etal., 2012).

Sin embargo, no existen reportes cientificos que evallen la inocuidad del género

Sechium, tema central de este estudio.




2. MARCO TEORICO

En México las enfermedades no transmisibles (ENT), también conocidas como
enfermedades cronicas, son uno de los mayores retos que enfrenta el sistema de salud
debido al gran nimero de casos, a la creciente mortalidad general (Gonzélez et al.,
2007) y a la complejidad y elevado costo de su tratamiento (Coérdova et al., 2008;
Bodenheimer et al., 2002). A partir de 2005, las enfermedades cardiovasculares
(ataques cardiacos y accidentes cerebrovasculares), diabetes mellitus y el céancer
representan las tres principales causas de muerte en edad productiva y posproductiva

(INEGI, 2011).

2.1. TUMORES MALIGNOS

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial y es resultado de la
interaccion de factores genéticos y externos (fisicos, quimicos y biol6gicos), que
producen la degeneracion de las células con lo que se originan lesiones precancerosas y
finalmente tumores malignos. Dichos tumores suelen estar localizados, pero
eventualmente pueden diseminarse a otros dérganos (metastasis). Durante 2011 en
México del total de defunciones en el pais, 12.9% fueron por algin tumor y de éstos,
93.6% se debieron a neoplasias malignas. Entre los jovenes menores de 20 afios, se
observa que el 5.3% fallecieron por algin tumor, ya sea maligno o benigno, de los

cuales 86.3% fueron cancerosos (INEGI, 2011).




2.2. ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

En el mundo, las enfermedades cardiovasculares cobran 17.5 millones de vidas al afio,
en individuos de 65 afios y méas (INEGI, 2009). Entre las principales causas para el
desarrollo de estas enfermedades se encuentra la arterosclerosis, que juega un papel
central en tres de las primeras cinco causas de muerte en México. La arterosclerosis es
un proceso multifactorial causado por factores de riesgo que dafian al endotelio en
forma crénica. Entre las que se encuentran la edad, herencia, el tabaquismo, la vida
sedentaria, la dieta no saludable, la elevacion de la presion arterial sistémica, sobrepeso
y obesidad, la elevacion de los niveles de glucosa y lipidos séricos inadecuados (DOF,
2012). En México, la mitad del presupuesto de las instituciones publicas de salud se
destina a la atencion de enfermedades crdnicas. El Instituto Nacional de Salud Publica
(INSP) estimé que en 2006, el gasto ejercido en atencién de diabetes mellitus e
hipertensién arterial por el Sector Salud fue de 39 mil millones de pesos (7% del gasto
total en salud); gastando 10 mil millones tan solo en enfermedades cardiovasculares

(60.3% de su presupuesto) (INEGI, 2012).

2.3. DIABETES MELLITUS

A nivel mundial, durante 2011, la diabetes caus6 la muerte de 4.6 millones de personas
y en Latinoamérica representa 12.3% del total de las defunciones (IDF, 2011; INEGI
2010). La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad sistémica, cronica degenerativa,
de caracter heterogéneo con grados variables de predisposicion hereditaria y con
participacion de diversos factores ambientales que se caracteriza por hiperglucemia
cronica debido a la deficiencia en la produccién de insulina, o bien a la accién ineficaz

de este hormona, lo que afecta al metabolismo intermedio de los carbohidratos,




proteinas y lipidos a largo plazo, lo que se asocia con dafio, disfuncion y falla de varios
organos como lo son los ojos, rifiones, corazon y vasos sanguineos (ADA, 2010; DOF,

2000).

Se ha clasificado en DM tipo 1, en la que la mayoria de los casos se deben
principalmente a la destruccion de los islotes de las células beta del pancreas, esto
provoca la deficiencia en la produccion de insulina y por tanto, hiperglucemia cronica,
que puede corregirse con la administracion de insulina, por lo cual se denomina DM
dependiente de insulina; y en DM tipo 2, en la que existe una capacidad residual de
secrecion de insulina pero los niveles no superan la resistencia que existe en los tejidos,
por lo cual se manifiesta la hiperglucemia, este tipo de diabetes inicia durante la etapa
adulta y su incidencia se incrementa notablemente durante la vejez (DOF, 2000). Por ser
una enfermedad del tipo cronico degenerativo, la DM es un problema de salud publica,
debido a las complicaciones secundarias y cuidados hospitalarios que requiere. En
México en el afio 2010, la DM le costé al pais 778 millones 427,475 de pesos

(Arredondo et al., 2011).

2.4. FUNCIONES METABOLICAS INDICADORAS DE TOXICIDAD

2.4.1. Glucosa

El higado, debido a sus multiples funciones bioquimicas tiene un papel central en la
regulaciéon del metabolismo de los hidratos de carbono, lipidos y aminoéacidos, en la
sintesis y degradacién 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, esta es una hormona peptidica de 5.8 KDa, y
es secretada por las células B en los islotes pancreaticos de Langerhans en respuesta a
niveles elevados de carbohidratos en circulacién. 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, en el higado se favorece
su almacenamiento y se inhibe su produccién. Ademas, la insulina regula el
metabolismo de los carbohidratos, lipidos, proteinas y promueve la division vy el
crecimiento celular a través de sus efectos mitogénicos. Las acciones de la insulina son
mediadas por cascadas de sefializacién 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
metabolicos dentro de la célula (Santiel et al., 2001; Avruch, 1998; Olivares et al.,
2008). Segun criterios de la Asociacion Americana de Diabetes (ADA), la diabetes
mellitus tipo 2 se considera una enfermedad cardiovascular de origen metabdlico. El
proceso se caracteriza por un trastorno metabdlico generalizado en el que la
hiperglucemia es el factor bioquimico dominante. En su etiopatogenia, en la que
mecanismos genéticos y ambientales son clave, hay que considerar un mecanismo dual:
por un lado, un estado de resistencia insulinica y por otro, una insuficiencia secretora de
las células beta pancreaticas. Ambas circunstancias coexisten en la mayoria de los
casos. Para comprender la fisiopatologia del proceso es necesario hacer referencia a 4
aspectos fundamentales: a) el hecho anatomico, por el que los vasos arteriales grandes y

pequefios se ven involucrados en un proceso aterotrombotico que conduce a la




enfermedad vascular generalizada (infarto de miocardio o cerebral, pie diabético,
neuropatia diabética, ceguera e insuficiencia renal crénica progresiva e irreversible); b)
la base bioguimica, en la que una serie de factores como la glicacion no enzimatica de
proteinas especificas, las vias metabolicas alternativas por la que se genera sorbitol a
partir de la aldosa reductasa y los aumentos de diacilglicerol y proteincinasa C,
transducen sefiales que modifican estructural y funcionalmente el endotelio, que es el
punto por donde el proceso aterotrombdtico se inicia y se mantiene; ¢) los trastornos
procoagulatorios, que incrementan la adhesividad y agregabilidad plaquetaria, lo que
aumenta la hipercoagulacién y disminuye la fibrinolisis, y d) el factor inflamatorio, en
el que intervienen numerosos componentes humorales y celulares (Olivares et al., 2008;

Palma, 2007).

2.4.2. Acidos Grasos

Las grasas son la principal fuente de energia en el higado y el musculo, y en los tejidos
humanos en general, exceptuando cerebro y hematies (Baynes et al., 2004b). Son aporte
de é&cidos grasos esenciales como: linoléico y linolénico (Bérmudez, 2003) y de
micronutrientes tales como las vitaminas liposolubles (A, D y E). La forma de
almacenamiento y transporte de las grasas son los triglicéridos nombrados asi por tener
tres moléculas de acidos grasos unidas a una molécula de glicerol por enlaces de éster
(Bishop et al., 2006). La hipertrigliceridemia puede derivar de anormalidades genéticas,
conocidas como hipertrigliceridemia familiar y la secundaria es frecuente en numerosos

procesos (Bishop et al., 2006; Fuentes et al., 2003).




La molécula precursora de acidos grasos, hormonas esteroideas y la vitamina D, es el
colesterol, un alcohol esteroideo no saturado que contiene cuatro anillos y tiene una sola
cadena lateral C-H, es sintetizado casi de manera exclusiva por los animales, pero las
plantas contienen otros esteroles similares en estructura al colesterol (Freeman, 2005).
Es un constituyente vital de las membranas celulares de todos los mamiferos y la
molécula precursora de los acidos biliares, su metabolismo implica varias reacciones de
hidroxilacion catalizadas por enzimas monooxigenasa del citocromo P450 (Baynes et
al., 2004b). El de colesterol deriva de la dieta y también se sintetiza de novo a partir de

Acetil-CoA.

La hipercolesterolemia ocurre cuando hay demasiado colesterol en la sangre. No es una
enfermedad en si, sino un trastorno metabolico. El colesterol elevado en la sangre se
debe a un aumento en la cantidad de las denominadas lipoproteinas, particulas que
transportan el colesterol en el torrente sanguineo. Existen dos tipos principales de
colesterol: El colesterol HDL (lipoproteina de alta densidad) y el colesterol LDL
(lipoproteina de baja densidad). La hipercolesterolemia generalmente implica niveles
elevados de colesterol LDL con niveles normales o bajos de colesterol HDL en sangre

total (Liu et al., 2011).

Los fitoesteroles y los fitoestanoles (formas reducidas de los fitoesteroles) son esteroles
de origen vegetal cuya estructura quimica es muy similar a la del colesterol. Pero los
fitoesteroles difieren estructuralmente del colesterol (que posee 27 carbonos, C27) por
la presencia de sustituyentes de tipo metilo o etilo en la cadena lateral de la molécula
(Salen et al., 1979). Los fitoesteroles son particularmente abundantes en el reino

vegetal: estan presentes en los frutos, semillas, hojas y tallos de practicamente todos los




vegetales conocidos, la literatura describe para los fitoesteroles y fitoestanoles una gran
variedad de efectos fisiologicos. Se les atribuye propiedades antiinflamatorias,
antitumorales, bactericidas y fungicidas (Ling et al., 1995; AHA, 1997). El efecto mejor
caracterizado y cientificamente demostrado, es el efecto hipocolesterolémico, tanto a
nivel del colesterol total como del colesterol-LDL (Pollak et al., 1981; Valenzuela et al.,

2004).

2.4.3. Funcionamiento hepatico

Los grupos amino de los a-aminodcidos que constituyen las proteinas se eliminan
durante la degradacion oxidativa. Pueden ser utilizados para la sintesis de nuevos
aminoéacidos u otros productos nitrogenados, o pueden ser excretados (Alvarez et al.,

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 carbono o 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. (Gaynor, 2007).

La aspartato aminotransferasa (AST), es una enzima que se encuentra localizada tanto a
nivel citoplasmatico como mitocondrial, de alli que se diga que es una enzima bilocular,
se encuentra ampliamente distribuida en musculo esquelético, rifion, 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 serd directamente proporcional al dafio tisular. En pacientes con




afecciones hepaticas se observan las mayores elevaciones de AST, sobre todo en casos
de hepatitis con necrosis (Dofate et al., 2000; Baynes et al., 2004c). La alanina
aminotransferasa (ALT) es una enzima que tiene como Unica localizacion el citoplasma,
de ahi que se le denomine unilocular. Su mayor actividad la presenta en el tejido
hepatico y la menor actividad en musculo esquelético, corazon, rifion, pancreas y
eritrocitos (en ese orden). Por lo tanto la destruccion o cambio en la permeabilidad de
membrana celular provoca la liberacion de ALT a la circulacion 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 lesion del higado que produzca histélisis y necrosis causa la liberaciéon de
enzimas entre ellas estan alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa
(AST). La mediciéon 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 (mecéanica). La vida media de las enzimas hepaticas es de 63 h para ALT

y 18 h para AST (Reichling et al., 1988).

La bilirrubina es un tetrapirrol producto catabolico 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., 2004c). La estructura en
anillo del grupo hemo se escinde oxidativamente para formar biliverdina por la
hemooxigenasa (un citocromo), a su vez, la biliverdina es reducida enziméaticamente a
bilirrubina, que finalmente es excretada en la bilis. El incremento de la bilirrubina en

plasma (hiperbilirrubinemia) indica las siguientes anormalidades hepaticas: Bilirrubina
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Total aumento de la hemdlisis, alteraciones genéticas, anemia neonatal, alteraciones
eritropoyéticas, presencia de drogas. Bilirrubina directa indica colestasis hepatica,

alteraciones genéticas y alteraciones hepaticas (Kaplan et al., 1984).

2.4.5. Funcionamiento renal

La determinacion de sustancias de nitrégeno no proteinico en la sangre ha sido
empleado comunmente para monitorear la funcion renal. La urea es el compuesto
nitrogenado de mas alta concentracion en la sangre. Se sintetiza en el higado a partir de
CO, y del amoniaco proveniente de la desaminacion de aminoacidos en las reacciones
del ciclo de la urea. Esta ltima es el producto excretorio principal del metabolismo de
las proteinas. Después de la sintesis en el higado, la urea es llevada en la sangre hacia el
rifidn, donde se filtra desde el plasma por el glomérulo. La mayor parte de la urea en el
filtrado glomerular se excreta por la orina, aunque hasta 40% se reabsorbe por difusion
pasiva durante el paso del filtrado por los tabulos renales. La cantidad reabsorbida
depende del flujo de orina y el grado de deshidratacion. Pequefias cantidades de urea
(<10% del total) se excretan por el tubo digestivo y la piel (Frank, 2007).
El aumento de urea en sangre puede ser debido a un incremento importante del aporte
proteico, al aumento del catabolismo proteico, a disminucion de la perfusion renal
(shock, deshidratacion, insuficiencia cardiaca, sindrome hepatorrenal), a insuficiencia
renal parenquimatosa aguda o crénica o a insuficiencia renal postrenal por obstruccién.
La urea sanguinea también disminuye en situaciones de hemodilucién y en la

insuficiencia hepatica, debido a que se sintetiza en el higado (Fuentes et al., 2003).

La creatinina es el producto final del metabolismo de la creatina se almacena en el

musculo y es excretada en la orina. Las concentraciones altas de creatinina se
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relacionna con la funcion renal anormal, en particular cuando se relaciona con la
funcién glomerular. La creatinina se sintetiza sobre todo en el higado a partir de
arginina, glicina y metionina, es transportada al musculo donde se convierte en
fosfocreatina, que sirve como fuente de alta energia. El fosfato de creatina pierde el
acido fosforico (creatina), la creatina pierde agua para formar creatinina que pasa hacia
el plasma, se elimina de la circulacion por filtracion glomerular y se excreta por la
orina. Su concentracion plasmica es proporcional a la masa muscular del cuerpo. Existe
una correlacion entre la creatinina plasmica y la creatinina en orina para calcular el
grado de insuficiencia glomerular (aclaramiento de creatinina). (Hristova, 2001; Fuentes

et al., 2003).

El &cido urico es el producto final de descomposicion del metabolismo de las purinas
en los primates superiores como humanos y simios. La mayor parte de los mamiferos
tiene la capacidad de metabolizar purinas en alantoinas, un producto final soluble en
agua. Las purinas como la adenosina y guanina de la descomposicion de acidos
nucleicos ingeridos o de la destruccién de tejido, son convertidas en &cido Urico sobre
todo en el higado. Es transportado por la sangre, partiendo del higado hacia los rifiones
donde se filtra a través del glomérulo. La reabsorcién del 98 al 100% de acido Urico en
el filtrado glomerular ocurre en los tubulos proximales, los tdbulos distales secretan
pequefias cantidades de &cido Urico a la orina. Esta ruta representa casi el 70% de la
excrecion diaria de acido urico. El resto se secreta hacia el tubo digestivo y las enzimas
bacterianas se encargan de degradarlo (Frank, 2007; Hristova, 2001; Bishop, 2006). La
hiperuricemia es tipica del estado cronico de la gota. También se observan los niveles
elevados de acido urico en la insuficiencia renal cronica, en todas aquellas situaciones

en las que se produzca una necrosis celular masiva (quimioterapia de neoplasias
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malignas, infartos tisulares extensos) y por efecto de diversos farmacos: diuréticos
saluréticos, salicilatos, pirazinamida y metildopa, en el abuso crénico de etanol y por el
consumo de dietas ricas en purinas. Existe una hiperuricemia familiar congénita o
sindrome de Lesch-Nyhan. La hiperuricemia esta presente en casos de hemodilucion,
como el sindrome de secrecion inadecuada de la hormona antidiurética (HDA), en la
xantinuria hereditaria, la porfiria aguda intermitente y por incremento de su eliminacién

renal debido a ciertos medicamentos (Fuentes et al., 2003).

2.4.6. Funcionamiento del tejido sanguineo

El tejido sanguineo se forma por la accién de dos tipos de elementos: la parte solida,
compuesta por glébulos rojos, blancos y plaquetas, y la parte liquida, que es el plasma
sanguineo. Diariamente millones de células sanguineas maduras mueren y son
eliminadas de la circulacion después de desempefiar sus funciones, entre ellas los
eritrocitos encargados del transporte de oxigeno, las plaquetas que participan en la
coagulacion, células blancas como granulocitos, monocitos y linfocitos en la defensa
contra patégenos. Como respuesta a lo anterior, el organismo produce un numero
equivalente de células para ser enviadas a la circulacion y de esta forma no interrumpir
el funcionamiento. A este proceso continuo de generacion de células sanguineas se le
conoce como hematopoyesis (Orkin et al., 2008), y su mantenimiento se fundamenta en
la proliferacién y diferenciacion a partir de un grupo de células conocidas como células
troncales hematopoyéticas (Mayani et al., 2007), las cuales tiene la capacidad de auto
renovacion, alto potencial proliferativo y de comprometimiento (multipotentes) a
cualquier linaje sanguineo sea este mieloide (mielopoyesis) o linfoide (linfopoyesis)
(Hao et al., 2001; Adolfosson et al., 2001). Todos estos proceso son el resultado de la

interaccion de citocinas inductoras de la hematopoyesis como la interleucina 3 (IL-3), el
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factor estimulador de colonias de granulocito-macrofagos (GM-CSF), de granulocitos
(G-CSF), de macrofagos (M-CSF) o de accion inhibitoria como el factor de necrosis
tumoral (TNF), interferon (IFN), o factor de crecimiento transformante (TGF) (Metcalf ,

2005; Orkin et al., 2008).

Una forma de medir la produccion de células sanguineas es mediante citometria
hemética, de la que se toma una muestra de sangre y es analizada con un contador de
células, es uno de los estudios de laboratorio més solicitados, junto con el examen
general de orina y la quimica sanguinea, en su conjunto permiten llevar cabo

diagnosticos preventivos o definidos al encontrar alteraciones particulares.

Dentro de los parametros méas analizados son la serie roja que determina diversos tipos
de anemias. Para ello deben ser analizados la hemoglobina (Hb) que establece la
cantidad de proteina por unidad de volumen, el hematocrito (Hct) representa la porcion
de eritrocitos en el total de la sangre, volumen corpuscular medio (VGM) que determina
el indice eritrocitico, indicando el tamafio del eritrocito y es un parametro empleado
para el esclarecimiento de la anemia ya que permite identificar una anemia de tipo
microcitica o macrocitica; hemoglobina corpuscular media (HGM) representa la
cantidad promedio de hemoglobina en cada eritrocito (Ruiz, 2011). Otro pardmetro
importante es la serie blanca, en la que se determina el nimero de glébulos blancos
(GB) la cual mide dos cosas: el nimero total de glébulos blancos (leucocitos) y la
cuenta diferencial. La cuenta diferencial mide los porcentajes de cada tipo de leucocito.
Los gldébulos blancos estan compuestos de granulocitos y no granulocitos. Alteraciones
en el nimero de GB puede indicar patologias como leucopenias (disminucion del
namero de leucocitos) asociadas a infecciones, ingesta de medicamentos y radiaciones;

o leucocitosis (aumento en el nimero de leucocitos) asociadas a infecciones agudas,
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intoxicaciones, hemorragia aguda, padecimientos linfo o mieloproliferativos como

leucemias y necrosis tisular (Ruiz, 2011).

Con relacién a la hematopoyesis extramedular, es conocido que cuando ésta se lleva a
cabo, comunmente se ve reflejada por el aumento de tamafio de los drganos
hematopoyéticos secundarios como bazo, higado y timo (Nilsson et al., 1994). En este
sentido se sabe que algunos productos de origen quimico y natural actGan como
inmunoestimulantes los cuales son administrados con el fin de conferir beneficios
inmunoldgicos a los individuos (Yogendrasinh et al., 2010). Por otro lado, también es
conocido que algunos productos quimicos y naturales generan efectos adversos en los
organos hematopoyéticos como puede ser: hepatotoxicidad, esplenotoxicidad,
timosupresion y en casos severos involucion del timo (Gruver et al., 2008; Reem et al.,
2013). Por lo que evaluar presencia de malformaciones macroscopicas, asi como
diferencias de tamafio (indice esplénico, hepético y timico) ayuda a revelar tales

eventos.

El indice mitdtico es otro parametro que nos permite observar citotoxicidad in vivo, esta
prueba ademas permite evaluar la relacion entre el nimero de células que se encuentran
en division y calcular la capacidad de renovacién del tejido hematopoyético (Yavuz et

al., 2007).

En cuanto a las ENT los tratamientos que hasta ahora existen son paliativos o
correctivos, estos constantemente inducen nefrotoxicidad, hematotoxicidad,
hepatotoxicidad y cardiotoxicidad por lo que aun sigue vigente la busqueda de nuevas
alternativas que reduzcan los efectos secundarios y eleven la calidad de vida del

paciente.
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2.5. LAS PLANTAS COMO ALTERNATIVA TERAPEUTICA

Durante siglos, el uso de plantas con propiedades medicinales ha sido una opcién para
recuperar y mantener la salud, aproximadamente el 80% de la poblacién mundial
depende de las plantas y sus componentes activos, que se aplican directamente o
después de ser sintetizadas o modificadas para ejercer una Optima actividad

farmacoldgica (Balunas et al., 2005; Setzer et al., 2003; Cadena et al., 2013).

México ocupa el cuarto lugar entre los paises considerados con megadiversidad
bioldgica y posee cerca del 10% del total de las especies conocidas, con cerca de 22,000
especies endémicas (Rzedowski, 1993). En el &mbito mundial, con respecto al nimero
de especies de plantas, ocupa el quinto lugar, y se estiman en alrededor de 7,000 las
especies con algun tipo de uso (Cuevas, 2004), se han identificado y registrado 4,000
especies con atributos medicinales (15% de la flora total mundial); entre 3,500 a 4,000
son empleadas por la poblacion mexicana; 3,600 se recolectan de forma silvestre; 1,500
son utilizadas regularmente sin procesar. De las cuales se ha realizado la validacion
quimica, farmacoldgica y biomédica de solo un 5% de las especies (CONABIO, 1998;

Schlaepfer et al., 2010).

2.5.1. Género Sechium

Una de las familias botanicas importante en la cultura mesoamericana es la familia
Cucurbitaceae por la diversidad de especies integradas a la dieta y medicina (Ortega et
al., 1998). Dentro de esta familia se encuentra el Género Sechium constituido por ocho
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,
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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 Mexico a Panamé (Cadena et al., 2007).

De todas las especies la méas estudiada es Sechium edule por su alto valor comercial y
alimenticio, esta es una especie vegetal neotropical endémica de México (Lira et al.,
1999; Cadena et al., 2007). Es una planta herbacea y trepadora que presenta amplia
variacion morfoldgica, la cual abarca frutos carnosos de diversas formas y dimensiones
(péndulo, globosos, ovoides, piriformes, oblongos, etc.) con un numero variable de
depresiones longitudinales, colores de epidermis (blanco, verde claro u oscuro y
brillante, amarillento, etc.), grados de espinosidad (inermes a densamente espinosos),
sabor (amargo, ligeramente amargo y dulce) y polimorfismo en hojas y flores (Lira et
al., 1999; Cadena et al., 2007). Las caracteristicas anteriores han permitido establecer
once grupos Vvarietales (Cadena et al., 2007; 2011; Avendafo, 2010), S. edule grupo
varietal albus minor, albus dulcis, albus levis, albus espinosum, nigrum minor, nigrum
conus, nigrum levis, nigrum xalapensis, nigrum espinosum, nigrum maxima y virens
levis (Figura 1). Sobresaliendo que el sabor amargo sélo se conserva en las especies
silvestres de Sechium, algunas de ellas endémicas de México, de los cuales no se tiene
documentado su uso alimenticio o medicinal, aunque se ha reportado que es consumido

por armadillos (Cadena, 2005).
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Figura 1. Grupos varietales de Sechium edule en México. A) nigrum xalapensis, B) amarus
silvestrys, C) 1:albus levis, 2: albus dulcis, 3: albus minor, D) nigrum maxima, E) albus minor,
F) nigrum levis, G) virens levis, H) nigrum spinosum, 1) albus spinosum, J) nigrum conus.
(Tomado y modificado de GISeM, 2008).

Entre sus usos mas sobresalientes estan el alimenticio y medicinal. Los frutos, hojas
tiernas y raices tuberosas de Sechium edule han sido y siguen siendo parte importante de
la alimentacion de los habitantes de Mesoamérica y de muchas otras partes del mundo.

También se utilizan en la industria para la elaboraciéon de alimentos infantiles, jugos,
salsas y pastas (Alvarenga et al., 2007; Cadena et al., 2007). Las partes comestibles de
Sechium edule son relativamente bajas en fibra, proteinas y vitaminas comparadas con
otros vegetales; sin embargo, éstas tienen alto contenido de calorias y carbohidratos,
especialmente en tallos jovenes, raices y semillas, en tanto que el contenido de micro y
macronutrientes del fruto es adecuado para dietas hospitalarias. Los frutos y las
semillas son ricas en varios aminoacidos importantes, tales como: acido aspartico, acido
glutdmico, alanina, arginina, cisteina, fenilalanina, glicina, histidina, isoleucina,
metionina (solo el fruto), prolina, serina, tirosina, treonina y valina. (Lira, 1996; Salama

et al., 1986; Flores, 1989).
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En cuanto al uso medicinal tradicional se ha identificado para Sechium edulee que el té
de hojas o frutos presenta efectos diuréticos, destruye calculos renales y se utiliza como
complemento en el tratamiento de arteriosclerosis e hipertension (Abdelnour et al.,
2002). También se ha reportado el uso de chayote en el tratamiento de inflamacion
intestinal e inflamacidn cutanea y en la cauterizacion de ulceras (Direé et al., 2003). Las
propiedades diuréticas de las semillas y las propiedades cardiovasculares y
antiinflamatorias de las hojas y frutos, han sido confirmadas por estudios
farmacologicos (Lira, 1996). En dicho contexto se ha observado que extractos de
Sechium edule tienen actividad antimicrobiana contra bacterias Gram-Positivas
(Ordofiez et al., 2003), mientras que en otros estudios in vitro se ha comprobado su

actividad antioxidante (Ordofiez et al., 2006).

En estudios realizados en ratas se observa que el extracto de Sechium edule tiene
actividad hipotensora (Cambar et al., 1980). Asimismo, se ha reportado que extractos de
dicha especie tienen la capacidad de alterar el marcaje de elementos sanguineos con el
radionuclido tecnecio-99m, asi como de alterar la morfologia de eritrocitos, la fijacion
de radioactividad en las proteinas sanguineas y la biodistribucion del radiofarmaceutico
pertecnetato soédico. También, se mostr6 que estos extractos inducen dafio a la molécula
de DNA, reducen los niveles de glucosa, globulina y de la presion sanguinea diastolica
(Diré et al., 2003; 2004; 2006). Incluso se ha mostrado que de los once grupos
varietales con que cuenta Sechium edule, el extracto crudo etanolico de cinco variedades
tienen propiedades antiproliferativas “in vitro” en las lineas celulares tumorales P-388,
L-929 y HeLa, una leucemia macrofagica, fibrosarcoma de pulmén de ratdn y cancer

cervico uterino, respectivamente, siendo la variedad nigrum spinosum la de mayor
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efecto antiproliferativo (Cadena et al., 2007; 2013). Observaciones preliminares (no
publicadas) indican que la inyeccion del extracto crudo del grupo varietal nigrum
spinosum aumenta el indice mitotico en células de médula Gsea de ratones normales, 1o

que sugiere no ser toxico en ratones sanos.

2.5.2. Especies Silvestres

Sechium chinantlense Lira & F. Chiang

Denominado coloquialmente cabeza de chango, chayote cimarrén o chayote de monte,
es un especie endémica de la Chinantla, region que incluye a las localidades de los
municipios de Valle Nacional y San Juan Bautista Tuxtepec, en el estado de Oaxaca, Se
encuentra en areas con alta humedad y altitudes que van dese los 20 a 800 m, sin uso
alimentario reconocido, por lo que los agricultores no le confieren mayor importancia,
ademas debido a que su area de distribucion esta siendo fuertemente perturbada, se
ubica como especie amenazada (Lira, 1996; Cadena et al., 2007). La variacion en color
de los frutos registrada en las colectas va del verde obscuro a café-rojizo, de forma oval
aplanada, tamafio pequefio, sin presencia de espinas y surcos suaves (Figura 2)

(GISeM, 2008).
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Figura 2. Variacién de color de frutos de Sechium chinantlense. (Tomado y modificado de
GlISeM, 2008)

Sechium compositum (Donn. Sm.) C. Jeffrey

Es una especie que se distribuye en Centroamérica desde el sur del Estado de Chiapas
a las zonas vecinas de Guatemala (Quetzaltenango, Escuintla y Suchitepequez). En estas
zonas S. compositum es conocida con varios nombres comunes, la mayoria de los cuales
destacan su similitud con el chayote; chayote de caballo o chayote de burro (Figura 3).
No se reporta un uso alimenticio para humanos pero no se descarta ser consumido por
caballos, burros y cerdos, mientras que las raices maceradas con agua se usan como
substituto de jabon y como auxiliar contra la infestacion de ectoparésitos en caballos

(Cadena et al., 2007).
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Figura 3. Variacion morfoldgica de frutos de Sechium compositum (Tipo Malpaso) registrados
en diferentes poblaciones en el Soconusco, Chiapas. (Tomado y modificado de Cisneros et al.,
2011).

Al igual que el extracto de S. edule grupo varietal nigrum spinosum, el extracto
alcohdlico de frutos de las especies silvestres Sechium compositum y Sechium
chinantlense tienen propiedades antiproliferativas “in vitro” sobre las lineas tumorales:
P-388 (leucemia macrofagica), L-929 (fibrosarcoma de pulmén), J774 (leucemia
macrofagica) Hela (cancer cérvico uterino) y WEHI-3 (leucemia mielomonocitica)
(Tiburcio, 2011; Rivera, 2011; Aguifiiga, 2013). Por el contrario, parece no afectar de
igual forma a las células normales de médula 6sea de raton, existiendo efecto diferencial
en la muerte por apoptosis en células tumorales y células normales de médula dsea
(Aguifiiga, 2013; Cadena, 2013), sugiriendo cierta selectividad a las células tumorales,

pero no asi a las células normales.

22



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En Sechium edule se han reportado diversos usos: hipoglucemiante, antihipertensivo,
antioxidante, antimicrobiano, ademés se ha mostrado que el extracto alcohdlico de
Sechium edule grupo varietal nigrum spinosum, inhibe la proliferacion de la lineas
tumorales P-388, L-929 y HelLa. Mientras que las especies silvestres Sechium
chinantlense y Sechium compositum presentan actividad antiproliferativa en las lineas
tumorales P-388, J-774, HelLa, L-929 y WEHI-3, teniendo en esta ultima un efecto
diferencial en la induccion a apoptosis con las células normales de médula 6sea de
raton, pero se desconoce si las especies de Sechium presenta un efecto toxico o inocuo
en ratones sanos. Por lo que se pretende evaluar el efecto de extractos de diferentes
especies de Sechium sobre las alteraciones morfométricas, bioquimicas y

hematoldgicas, indicativas de toxicidad, en ratones sanos.
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4. JUSTIFICACION

El uso de plantas como coadyuvante en el tratamiento de diversas enfermedades ha
tenido gran impacto en los ultimos afios, donde la mayor parte del conocimiento
empleado deriva de la medicina tradicional, sin embargo, no en todos los ejemplares
vegetales con uso terapéutico, ha sido evaluada cientificamente su toxicidad y mucho
menos la inocuidad, por lo que es necesario un analisis toxicoldgico que permita
validar e incorporar las propiedades terapéuticas y efectos adversos de las plantas
(Blanco et al., 2006). Por otro lado se sabe que especies emparentadas
taxondmicamente comparten metabolitos secundarios responsables de las actividades
bioldgicas (Vicanco et al., 2005), por ello, el género Sechium toma gran importancia ya
que Sechium edule se usa, en la medicina tradicional, para tratar diversas enfermedades
como: hipertension, diabetes, calculos renales, inflamacion y cancer, (Monroy et al.,
2009; Alonso et al.,, 2010) estas enfermedades representan un alto impacto en la
mortalidad a nivel mundial. Por lo que es necesario evaluar cientificamente la toxicidad
de especies de Sechium, ya que de presentar inocuidad colocaria a las especies de
Sechium como un potencial coadyuvante en el tratamiento de diversas enfermedades,
ademas de potenciar el recurso fitogénetico y con ello rescatar especies silvestres que

han sido subutilizadas.
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5. HIPOTESIS

En estudios in vitro se observo que los extractos de Sechium es citotoxica para células
tumorales pero no en células normales de médula 6sea, por lo que se espera que su
administraciéon “in vivo” tampoco induzca toxicicidad en células y Organos de

individuos sanos.
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6. OBJETIVO GENERAL

e Evaluar alteraciones morfométricas, bioquimicas y hematoldgicas, indicativas de
toxicidad, en ratones sanos tratados con extracto metandlico de Sechium edule

grupo varietal nigrum spinosum, S. compositum y S. chinantlense.
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6.1.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar si extractos metandlicos de diferentes especies de Sechium, inducen
alteraciones hepaticas, mediante concentraciones plasmaticas de AST, ALT y

bilirrubinas.

Determinar si extractos metanolicos de diferentes especies de Sechium, inducen
alteraciones renales, mediante concentraciones plasmaticas de urea, creatinina y

acido Urico.

Determinar si extractos metandlicos de diferentes especies de Sechium, inducen
alteraciones metabodlicas mediante las concentraciones plasmaticas de glucosa,

colesterol vy triglicéridos.

Determinar si extractos metanolicos de diferentes especies de Sechium, inducen

alteraciones hematoldgicas, mediante biometria hematica.

Determinar si extractos metanolicos de diferentes especies de Sechium modifican

el indice mitotico en células de médula 6sea.

Evaluar si extractos metanolicos de diferentes especies de Sechium inducen

alteraciones morfométricas de bazo, higado y timo.
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7. MATERIALY METODOS

7.1. PREPARACION DEL EXTRACTO

Se colectaron frutos de Sechium edule grupo varietal nigrum spinosum, S. compositum y
S. chinantlense en madurez horticola (Watada et al., 1984; Cadena et al., 2011), en el
Banco Nacional de Germoplasma de Sechium edule (BANGESe), GISeM-CRUO-
UACh. Los frutos se cortaron en trozos pequefios, se secaron a 40 °C con circulacion de
aire y maceraron para estandarizar el tamafio de la particula. La muestra incluyd
epidermis, espinas y semillas. Se empled 1 kg de fruto seco los cuales se sometieron a
una extraccion solido-liquido con metanol hasta agotar la muestra, colectando el
extracto arrastrado por el disolvente en un matraz seguido de una evaporacion a presion
reducida hasta concentrar el extracto (Cadena et al., 2005). Los extractos fueron
pesados y disueltos en solucion fisioldgica (PBS), para finalmente ser esterilizados por

luz UV.

7.2. TRATAMIENTO

Ratones hembra de la cepa CD-1 (n = 12) obtenidas en el bioterio de la Facultad de
Estudios Superiores Zaragoza, de 2 a 3 meses de edad, se mantuvieron con alimento y

agua en condiciones ad libitum.

Los ratones fueron inyectados via intraperitoneal cada 48 h durante 7 dias, bajo el
siguiente esquema: 1) Vehiculo (1 ml de PBS), 2) S. edule grupo varietal nigrum

spinosum (785 mg/kg), 3) S. compositum (6.6 mg/kg), 4) S. chinantlense sin espinas
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(6.6 mg/kg), 5) extracto S. chinantlense con espinas (6.6 mg/kg) y 7) ARA-C (3.0

mg/kg, control positivo de agente tdxico)

7.3. COLECCION DE MUESTRAS

Veinticuatro horas después de la ultima inyeccion los animales fueron anestesiados con
éter, se obtuvo sangre periférica por plexo axilar, usando como anticoagulante heparina
sodica, para determinar los pardmetros hematologicos y bioquimicos. Una vez obtenida
la sangre se sacrificd al raton por dislocacién cervical y se obtuvieron fémures, bazo,

higado y timo para evaluar indices de cada 6rgano.

7.4. DETERMINACION DE PARAMETROS BIOQUIMICOS

Se separé el plasma por centrifugado a 2500 y 3000 rpm durante 5 min. Las
concentraciones plasmaticas de urea, creatinina, acido Urico, colesterol, triglicéridos,

glucosa Yy bilirrubinas, fueron evaluadas por técnicas colorimétricas como se indica:

7.4.1. Urea

Estuche comercial para la determinacion de urea (Randox Laboratorios Ltd,
Uk UR 107). Se tomaron 10 ul de plasma y se mezcl6 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 accion enzimatica,
reaccionan con salicilato e hipoclorito sédico para formar un complejo verde

(Patton et al., 1977; Mahmoud et al., 2003; Ramanathan et al., 2005).
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7.4.2. Creatinina

Estuche comercial para la determinacion de creatinina (Randox Laboratorios
CR510). Se tomaron 200 ul de plasma y se mezcl6 con 2 ml de RX2 (ver anexo)
se leyo a la absorbancia “A1” a 490-510 nm a los 30 segundos. Exactamente
después de 2 min se tomo6 una segunda lectura la absorbancia “A2” a la misma
longitud de onda. La creatinina en solucion alcalina reacciona con &cido picrico
para formar un complejo de color amarillo, en cantidad proporcional a la
concentracion de creatinina (Bartels et al., 1972; Mahmoud et al., 2003;

Ramanathan et al., 2005; Karadeniz et al., 2011).

7.4.3. Acido Urico

Estuche comercial para la determinacion de acido urico. Método enzimaético
colorimétrico (Randox laboratorios Ltd. UK UA 230). Se tomaron 20 ul de
plasma y se mezclé con 1 ml de RX3 (ver anexo) se ley6 a 520nm. El acido
urico presente en la muestra se cataliza por la uricasa en alantoina y peroxido de
hidrégeno (H,0;), el cual a su vez oxida al &cido 3,5-dicloro-2-
hiroxibencenosulfonico y la 4-aminofenasona para formar un compuesto de
quinoneimina de color rojo violeta (Ramanathan et al., 2005; Diré et al.,

2007h).
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7.4.4. Colesterol

Estuche comercial para la determinacion de colesterol (método enzimatico de
punto final) CHOD-PAP (Randox Laboratories Ltd; UK, CH 201). Se tomaron
10 ul de plasma y se mezcld con 1 ml de RX4 (ver anexo) se incubo por 5 min a
37°C y se leyo a 546 nm. El colesterol se determina colorimétricamente despues
de hidrolisis enzimética y oxidacion. El indicador es una quinoneimina formada
por H,O, y 4-aminoantipirina en presencia de fenol y peroxidasa, lo que forma

un compuesto rojo-violeta (Ramanathan et al., 2005; Diré et al., 2007b).

7.4.5. Triglicéridos

Estuche comercial para la determinacion de triglicéridos Randox GPO-PAP
(Randox laboratorios Ltd, UK, TR212) Se tomaron 10 ul de plasma y se mezcld
con 1 ml de RX5 (ver anexo) incubando 5 min a 37°C y se ley6 a 500 nm. La
presencia de triglicéridos se determina colorimétricamente tras la hidrolisis
enzimatica con lipasas, el indicador es una quinoneimina formada por H,0,, 4-
aminofenazona y 4-clorofenol, catalizado por peroxidasa (Koditschek, 1969;

Ramanathan et al., 2005).

7.4.6. Glucosa

Estuche comercial para la determinacion de glucosa (método de la glucosa
oxidasa, Randox laboratorios Ltd, UK, GL 2614). Se tomaron 10 ul de plasmay
se mezclo con 1ml de RX6 (ver anexo) incubando por 5 min a 37°C y se leyd a

500 nm. La glucosa se determina después de una oxidacion enzimatica en
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presencia de glucosa oxidasa. El H,O, formado reacciona, catalizado por la
peroxidasa, con fenol y 4-aminofenazona para formar un indicador de
quinoneimina rojo-violeta (Ramanathan et al., 2005; Diré et al., 2006; Diré et

al., 2007a).

7.4.7. Bilirrubina total

Estuche comercial para la determinacion de bilirrubina (Randox laboratorios
Ltd, UK, BR 243). Se tomaron 100 ul de muestra y se mezcla con 1 ml de RX9
(ver anexo), se incubo por 10 min protegido de la luz y se leyé a 546 nm. La
bilirrubina ligada a la albumina se libera mediante un detergente. La bilirrubina
total reacciona con 2,4-dicloroanilina para formar una azobilirrubina de color

violeta (Ramanathan et al., 2005).

Las enzimas hepéticas se evaluaron por técnicas de cinética enzimatica como se indica:

7.4.8. Aspartato aminotransferasa (AST)

Estuche comercial para la determinacion de AST (Randox laboratorios Ltd, UK,
AS 147). Se tomaron 100 ul de plasma y se mezcldé con 1 ml de RX7 (ver
anexo) se leyd a 340 nm al tiempo cero y al cabo de 1, 2 y 3 min ASAT
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; Ramanathan et al., 2005; Karadeniz et al., 2011).
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7.4.9. Alanina aminotrasferasa (ALT)

Estuche comercial para la determinacion de ALT (Randox laboratorios Ltd, UK,
AL 1200). Se tomaron 100 ul de plasma y se mezclé con 1 ml de RX8 (ver
anexo) se leyo a 340 nm al tiempo cero y a los 1, 2 y 3 min. ALAT 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; Ramanathan et al., 2005; Karadeniz et al., 2011).

7.5. BIOMETRIA HEMATICA

Se evallo en sangre periférica, el conteo de leucocitos, eritrocitos totales, la cuenta
diferencial, la concentracion de Hemoglobina (Hb), Hematocrito (Htc), Volumen
corpuscular medio (VCM) y Concentracion de Hemoglobina corpuscular media
(CHCM) en un equipo automatizado, siguiendo las especificaciones del fabricante Celi

86 (Ramanathan et al., 2005)

7.6. INDICE MITOTICO

El indice mit6tico es una técnica que permite evaluar la toxicidad in vivo por medio de
la proliferacion celular, en esta técnica se observan células que se encuentran en
division celular (mitosis) (Yavuz et al., 2007). Brevemente, 24 h después de inocular
la Gltima dosis de los diferentes extractos de Sechium, vehiculo y ARA-C se inyecto
por via intraperitoneal 300 ul de colchicina 0.1% (Sigma-Aldrich USA), transcurridas 2

h se obtuvieron ambos fémures y se arrastré la medula 6sea con solucion hipotonica
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(KCI 0.047M), se dejo reposar 45 min en esta solucion y posteriormente se fijaron con
una solucion de metanol/acido acético (3:1). Finalmente se expandio el material
genético sobre portaobjetos (previamente escarchados) por la técnica de goteo, las
laminillas se fijaron con metanol durante 15 min, se tifieron con colorante Giemsa
(dilucion 1:9) y se contaron al menos 1000 células por laminilla a un campo de 40x,
para finalmente obtener el porcentaje de células en division (IM) con la siguiente

formula:

Células en division

% IM = x 100

Células totales

7.7. DETERMINACION DE INDICE ESPLENICO, HEPATICO Y
TIMICO

Antes del sacrificio los ratones fueron pesados y el valor fue registrado. El bazo, timo e
higado fueron extraidos y pesados para calcularan los indices respectivos, como el

cociente del peso del 6rgano entre el peso corporal (Nilsson et al., 1994).

Peso del érgano

Indice esplénico =

Peso del ratén
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7.8. DISENO ESTADISTICO

En el presente estudio se realizaron al menos tres experimentos independientes. Después
de calcular las medias descriptivas de los datos cuantitativos (media, desviacion
estandar), se llevo a cabo con 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

maltiples Tukey p <0.05. Para el anélisis se utilizé el paquete estadistico SPSS.
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8. RESULTADOS

Los extractos de Sechium no alteran el funcionamiento hepético de los ratones

tratados.

Para determinar si los extractos de Sechium inducen dafio hepético se evaluaron las
concentraciones enzimaticas de aspartato aminotransferasa (AST) vy alanina
aminotransferasa (ALT), asi como la bilirrubina total en plasma de ratones tratados, los
niveles adecuados de estos biomarcadores indican el buen funcionamiento del higado.
Encontrando que ningln extracto de Sechium afecta significativamente AST, ALT y
bilirrubina, en comparacion con el control, mientras que el ARA-C (Arabinosido de
citocina o Citarabina) usado como agente citotoxico aumenta la AST indicando su

toxicidad en el higado (Tabla 1).

Tabla 1. Concentraciones plasmaticas de AST, ALT vy bilirrubina total de los ratones
tratados con extracto de Sechium.

AST U/L ALT U/L BILIRRUBINA TOTAL
mg/dL
Vehiculo 120.67 =+ 18.58 59.00 + 8.72 035 + 0.12
S. edule 128.33 * 16.74 59.67 = 13.50 039 £+ 0.13
S. compositum 169.00 = 12.17 56.67 * 4.62 036 += 0.11
S. chinantlense s/e 138.67 + 14.22 60.00 = 3.61 034 =+ 0.06
S. chinantlense c/e 119.50 + 7.78 59.00 = 7.21 020 + 0.03
ARA-C 248.00* + 30.81 58.00 = 3.00 0.23 += 0.06

AST= Aspartato aminotransferasa, ALT= Alanina aminotransferasa, Vehiculo (1 mL de PBS),
S. edule grupo varital nigrum spinosum (785 mg/ kg de peso), S. compositum (6.6mg/ kg de
peso), S. chinantlense s/e (6.6 mg/kg de peso), S. chinantlense c/e (6.6 mg/kg de peso), y ARA-
C (3.0 mg/kg de peso). Los datos presentados son promedios * desviacion estandar La
diferencia es significativa con respecto al vehiculo *p <0.05 en el ANOVA-Tukey.

36



Los extractos de Sechium no causan dafio en el funcionamiento renal de los ratones

tratados.

Con el fin de determinar si los extractos de Sechium inducen dafio renal en ratones
sanos, se evaluaron las concentraciones de urea, creatinina y acido urico en plasma de
ratones tratados, las concentraciones elevadas de estos biomarcadores de desecho, son
indicadores de mal funcionamiento renal. Se observd que ningun extracto de Sechium
eleva significativamente las concentraciones de dichos biomarcadores, en comparacion
con el vehiculo, mientras que el ARA-C usado como agente citotoxico aumenta el

acido urico, metabolito indicador de insuficiencia renal (Tabla 2).

Tabla 2. Concentraciones plasmaticas de urea, creatinina y acido Urico de los ratones
tratados con extractos de Sechium.

Urea Creatinina Acido urico

mg/dL mg/dL mg/dL
Vehiculo 4766 % 6.70 050 + 0.15 18 + 0.88
S. edule 4581 + 5.88 048 + 0.14 21 + 071
S. compositum 52.15 + 8.91 047 + 0.15 29 = 133
S. chinantlense s/e 5322 *+ 742 044 + 0.14 27 = 093
S. chinantlense c/e 5337 + 9.54 043 = 0.14 28 = 107
ARA-C 4480 = 2.07 056 + 0.17 3.7 + 0.65

Vehiculo (1 mL de PBS), S. edule grupo varital nigrum spinosum (785 mg/kg de peso), S.
compositum (6.6mg/kg de peso), S. chinantlense s/e (6.6 mg/kg de peso), S. chinantlense c/e
(6.6 mg/kg de peso), y ARA-C (3.0 mg/kg de peso). Los datos presentados son promedios +
desviacion estdndar La diferencia es significativa con respecto al vehiculo *p <0.05 en el
ANOVA-Tukey.

37



Los extractos de Sechium disminuyen las concentraciones plasméticas de glucosa

Para evaluar si los extractos de Sechium alteraban el metabolismo de &cidos grasos y
carbohidratos, se evaluaron las concentraciones plasméticas de glucosa, colesterol y
triglicéridos. Los resultados muestran que los extractos de Sechium disminuyen
significativamente las concentraciones plasmaticas de glucosa con respecto al vehiculo,
siendo el extracto de S. chinantlense c/e el que reduce en mayor medida la glucosa en

sangre, mientras que ARA-C no presento alteraciones significativas (Figura 4).

GLUCOSA
140 +
120 -
100 -
g% x
(@]
€ 60 -
40 -
20 -
0 = T T T T T 1
Vehiculo S.edule  S.compositum S.chinantlenseS. chinantlense ~ ARA-C
sle cle
TRATAMIENTO

Figura 4. Grafica de concentraciones plasmaticas de glucosa de ratones tratados con extracto
de Sechium. Vehiculo (1 mL de PBS), S. edule grupo varital nigrum spinosum (785 mg/kg de
peso), S. compositum (6.6mg/kg de peso), S. chinantlense s/e (6.6 mg/kg de peso), S.
chinantlense c/e (6.6 mg/kg de peso), y ARA-C (3.0 mg/kg de peso). Los datos presentados son
promedios + desviacion estandar La diferencia es significativa con respecto al vehiculo *p
<0.05 en el ANOVA-Tukey.
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Los extractos de Sechium no alteran las concentraciones de coleresterol y solo S.

compositum y S. chinantlesnse s/e aumenta los niveles de triglicéridos.

En cuanto a la concentracion de triglicéridos, solo se observo aumento significativo en

los extractos de S. compositum y S. chinantlense s/e, con respecto al control, mientras

qgue ningun extracto indujo alteraciones en las concentraciones plasmaticas de

colesterol, al igual que ARA-C (Tabla 3).

Tabla 3. Concentraciones plasmaticas de colesterol y triglicéridos de ratones tratados con

extractos de Sechium.

Vehiculo

S. edule

S. compositum

S. chinantlense s/e

S. chinantlense c/e

ARA-C

69.73

66.07

66.47

66.67

69.33

68.91

Colesterol
mg/dL

I+

13.40

I+

13.57

I+

11.56

I+

9.67

I+

11.25

I+

10.92

Triglicéridos
mg/dL

79.27

I+

16.19

88.87

I+

13.57

100.73* 19.63

I+

101.47* 16.18

I+

98.20

I+

20.03

86.60

I+

22.86

Vehiculo (1 mL de PBS), S. edule grupo varital nigrum spinosum (785 mg/kg de peso), S.
compositum (6.6mg/kg de peso), S. chinantlense s/e (6.6 mg/kg de peso), S. chinantlense c/e
(6.6 mg/kg de peso), y ARA-C (3.0 mg/kg de peso). Los datos presentados son promedios +
desviacion estdndar La diferencia es significativa con respecto al vehiculo *p <0.05 en el

ANOVA-Tukey.
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Los extractos de Sechium no afectan los valores eritrocitarios, pero si aumentan el

namero glébulos blancos de manera diferencial en sangre periférica.

Al realizar la biometria hematica en sangre periférica de ratones tratados se encontro

que el conteo de globulos rojos no se ve afectado por ningun extracto de Sechium de

igual forma que el Ara-C, usado como control (Figura 5)

Conteo de glébulos rojos

Vehiculo S. edule S. compositum S. chinantlense S. chinantlense ARA-C
sle cle

Tratamiento

Figura 5. Conteo total de eritrocitos de sangre periférica de ratones tratados con extractos de
Sechium. Vehiculo (1 mL de PBS), S. edule grupo varital nigrum spinosum (785 mg/kg de
peso), S. compositum (6.6mg/kg de peso), S. chinantlense s/e (6.6 mg/kg de peso), S.
chinantlense c/e (6.6 mg/kg de peso), y ARA-C (3.0 mg/kg de peso). Los datos presentados son
promedios + desviacion estandar La diferencia es significativa con respecto al vehiculo *p
<0.05 en el ANOVA-Tukey.
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En cuanto a los pardmetros eritrocitarios como hemoglobina (Hb), hematocrito (Hct),
concentracion de hemoglobina corpuscular media (HCMC), volumen corpuscular
medio (VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM), se encontrd que ningun
extracto de Sechium afecta dichos valores en comparacion con el vehiculo (Tabla 4 y
5).

Tabla 4. Pardmetros hematol6gicos de sangre periférica de ratones tratados con extractos de
Sechium.

Hb g/dL Hct % HCMC g/dL
Vehiculo 13.88 + 1.37 4779 + 544 3143 + 1.79
S. edule 1488 =+ 1.03 49.07 + 4.55 3270 + 217
S. compositum 1518 * 1.44 49.01 =+ 4.77 3326 + 220
S. chinantlense s/e 1539 £ 147 4739 + 551 3239 + 227
S. chinantlense c/e 1539 * 1.06 4594 + 6.15 33.19 + 2.08
ARA-C 16.05 =+ 0.79 50.09 + 6.16 29.35 + 289

Hb= Hemoglobina, Hct= Hematocrito, HCMC= Concentracion de hemoglobina corpuscular
media. Vehiculo (1 mL de P.B.S.), S. edule grupo varital nigrum spinosum (785 mg/1 kg de
peso), S. compositum (6.6mg/1 kg de peso), S. chinantlense s/e (6.6 mg/1l kg de peso), S.
chinantlense c/e (6.6 mg/1 kg de peso), y ARA-C (3.0 mg/1 kg de peso). Los datos presentados
son promedios + desviacion estandar.
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Tabla 5. Pardmetros hematoldgicos de sangre periférica de ratones tratados con extractos de
Sechium.

VCM mm® HCM pg
Vehiculo 51.39 =+ 3.18 16.34 = 1.19
S. edule 51.16 + 3.34 16.10 + 145
S. compositum 49.83 + 2.60 16.25 = 0.87
S. chinantlense s/e 51.79 + 3.87 16.78 = 0.87
S. chinantlense c/e 50.70 = 3.12 16.40 + 1.06
ARA-C 53.56 + 3.47 1584 + 171

VCM= Volumen corpuscular medio, HCM= Hemoglobina corpuscular media. Vehiculo (1 mL de
PBS), S. edule grupo varital nigrum spinosum (785 mg/kg de peso), S. compositum (6.6mg/kg
de peso), S. chinantlense s/e (6.6 mg/kg de peso), S. chinantlense c/e (6.6 mg/kg de peso), y
ARA-C (3.0 mg/kg de peso). Los datos presentados son promedios + desviacion estandar La
diferencia es significativa con respecto al vehiculo *p <0.05 en el ANOVA-Tukey.
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103/mm3

Al analizar el conteo de glébulos blancos en sangre periférica de ratones tratados, se
observo que los extractos de S. edule grupo varietal nigrum spinosum, S. compositum y
S. chinantlense s/e inducen aumento de globulos blancos totales, siendo significativo
solo para todos ellos, mientras que Sechium chinantlense c/e se mantiene en los mismos

valores que el control, al igual que ARAa-C (Figura 6).
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Figura 6. Conteo total de leucocitos de sangre periférica de ratones tratados con extractos de
Sechium. Vehiculo (1 mL de P.B.S.), S. edule grupo varital nigrum spinosum (785 mg/1 kg de
peso), S. compositum (6.6mg/1 kg de peso), S. chinantlense s/e (6.6 mg/1 kg de peso), S.
chinantlense c/e (6.6 mg/1 kg de peso), y ARA-C (3.0 mg/1 kg de peso). Los datos presentados
son promedios + desviacion estandar La diferencia es significativa con respecto al vehiculo
*p <0.05 en el ANOVA-Tukey.
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En el conteo diferencial de sangre periférica de ratones tratados con los extractos de
Sechium, se observd aumento en el nimero de linfocitos totales, siendo significativo
para todos los extractos de Sechium comparado con el vehiculo, en cuanto a los
monocitos solo el extracto de S. compositum mostré aumento significativo y los
extractos de S. edule grupo varietal nigrum spinosum, S. compositum y S. chinantlense

s/e presentaron aumento significativo en granulocitos (Figura 7).

20 Conteo Diferencial
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Vehiculo S. edule S. compositum  S. chinantlense S. chinantlense ARA-C
sle cle

Tratamiento

Figura 7. Conteo diferencial de leucocitos de sangre periférica de ratones tratados con extractos
de Sechium Vehiculo (1 mL de PBS), S. edule grupo varital nigrum spinosum (785 mg/kg de
peso), S. compositum (6.6mg/kg de peso), S. chinantlense s/e (6.6 mg/kg de peso), S.
chinantlense c/e (6.6 mg/kg de peso), y ARA-C (3.0 mg/kg de peso). Los datos presentados son
promedios + desviacion estandar La diferencia es significativa con respecto al vehiculo *p
<0.05 en el ANOVA-Tukey.
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Indice mitético %

Los extractos de Sechium aumentan el nUmero de células en division en la médula

Osea de ratones sanos.

Al evaluar la citotoxicidad en médula 6sea de ratones tratados con los extractos de
Sechium encontramos que todos los extractos aumentan de manera significativa el
nimero de células en division, determinado como el indice mitotico, siendo los
extractos de S. chinantlense los que presentan mayor aumento con respecto al control,

por el contrario Ara-C disminuye significativamente el nimero de células en divisién

16
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(Figura 8).
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Figura 8. indice mitético de células de médula ¢sea de ratones tratados con extractos de
Sechium. Vehiculo (Vehiculo (1 mL de PBS), S. edule grupo varital nigrum spinosum (785
mg/kg de peso), S. compositum (6.6mg/kg de peso), S. chinantlense s/e (6.6 mg/kg de peso), S.
chinantlense c/e (6.6 mg/kg de peso), y ARA-C (3.0 mg/kg de peso). Los datos presentados son
promedios + desviacion estandar La diferencia es significativa con respecto al vehiculo *p
<0.05 en el ANOVA-Tukey.
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Los extractos de Sechium no causan alteraciones morfométricas en 6rganos como

bazo, higado y timo.

Con la finalidad de evaluar si los extractos de Sechium causan alteraciones toxicas en
organos, después del tratamiento a los ratones se les extrajo bazo, higado y timo,
encontrando que no se observaron alteraciones en el peso (tamafio), color y forma de
los 6rganos de los ratones tratados con los extractos Sechium en comparacion con el

vehiculo (Figura 9,10 y 11).
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Figura 9. Bazo de ratones tratados con extractos de Sechium. Vehiculo (1 mL de PBS), S. edule
grupo varital nigrum spinosum (785 mg/kg de peso), S. compositum (6.6mg/kg de peso), S.
chinantlense s/e (6.6 mg/kg de peso), S. chinantlense c/e (6.6 mg/kg de peso), y ARA-C (3.0
mg/kg de peso).
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Figura 10. Higado de ratones tratados con extractos de Sechium. Vehiculo (1 mL de PBS), S.
edule grupo varital nigrum spinosum (785 mg/kg de peso), S. compositum (6.6mg/kg de peso),
S. chinantlense s/e (6.6 mg/kg de peso), S. chinantlense c/e (6.6 mg/kg de peso), y ARA-C (3.0
mg/kg de peso).
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Figura 11. Timo de ratones tratados con extractos de Sechium. Vehiculo (1 mL de PBS), S.
edule grupo varital nigrum spinosum (785 mg/kg de peso), S. compositum (6.6mg/kg de peso),

S. chinantlense s/e (6.6 mg/kg de peso), S. chinantlense c/e (6.6 mg/kg de peso), y ARA-C (3.0
mg/kg de peso).

48



Para corroborar que los 6rganos de los ratones tratados no aumentaron de peso, se
realizd el calculo de indice esplénico, hepatico y timico, el cual es el producto de la
division del peso del 6rgano entre el peso del ratdn. Los resultados indicaron que no hay
aumento en el indice esplénico, hepatico y timico de los ratones tratados con extractos

de Sechium en comparacion con el vehiculo (Tabla 6).

Tabla 6. indice esplénico, hepatico y timico de ratones tratados con extractos de
Sechium.

I. ESPLENICO I. HEPATICO I. TIMICO
Vehiculo 0.0048 + 0.0001 0.0672 + 0.0019 0.0013 + 0.0001
S. edule 0.0057 + 0.0003 0.0689 + 0.0015 0.0012 + 0.0000
S. compositum 0.0056 + 0.0002 0.0695 + 0.0015 0.0013 + 0.0000
S.chinantlense s/e ~ 0.0053 +  0.0002 0.0683 + 0.0012 0.0014 + 0.0001
S. chinantlense c/e  0.0051 +  0.0002 0.0692 + 0.0017 0.0011 + 0.0000
ARA-C 0.0039 + 0.0002 0.0629 + 0.0010 0.0009 + 0.0001

Vehiculo (1 mL de PBS), S. edule grupo varital nigrum spinosum (785 mg/kg de peso), S.
compositum (6.6mg/kg de peso), S. chinantlense s/e (6.6 mg/kg de peso), S. chinantlense c/e
(6.6 mg/kg de peso), y ARA-C (3.0 mg/kg de peso).
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

En México cerca del 90% de la poblacién practica el uso de plantas medicinales como
tratamiento empirico de varias enfermedades (Taddei et al., 1999). Este conocimiento
popular esta basado en la eficacia, es decir, se acepta y adopta lo que se ve que sirve, sin
embargo, un problema de la fitoterapia popular es la dificultad de llevar un control
sobre la dosis y la calidad del producto, lo cual puede propiciar riesgos y dafios a la
salud (Schlaepfer et al.,, 2010). Aunado a esto los datos resultantes de ensayos
cientificos destinados a evaluar la seguridad y eficacia de los productos y las practicas

de la medicina tradicional son escasos.

Sechium edule se emplea en la medicina tradicional como diurético, cardiovascular,
antiinflamatorio, contra calcificaciones renales y arteriosclerosis (Jensen et al., 1986).
Contiene alcaloides no fendlicos, saponinas, esteroles, triterpenos (Salama et al., 1986)
y flavonoides glicosilados (Siciliano et al.,, 2004) que le confieren propiedades
antiinflamatorias (Salama et al., 1987); antihipertensivas (Gordon et al., 2000);
antimicrobianas (Ordofiez et al., 2003); antioxidantes (Ordofiez et al., 2006),
antitumorales (Rivera, 2011; Tiburcio, 2011; Cadena et al., 2013; Aguifiga, 2013) y
hepatoprotectoras (Firdous et al., 2012) validadas con estudios farmacoldgicos, sin
embargo, a pesar del potencial que puede tener este recurso para el tratamiento de

diversas enfermedades, no se han realizado estudios de toxicidad en modelos in vivo.
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Bajo nuestras condiciones experimentales, se midieron las concentraciones plasmaticas
de AST, ALT, colesterol y bilirrubinas, estas enzimas y biomoléculas no mostraron
alteraciones por la administracion de extractos de Sechium durante 6 dias lo que indica
que no generaron dafio al higado, por el contrario ARA-C control positivo de toxicidad
si mostro diferencias significativas lo que corrobora que este antineoplasico de uso
comdn genera hepatotoxicidad (Tabla 1), lo cual correlaciona con el Formulario

Nacional de Medicamentos.

Es conocido que el aumento de las concentraciones séricas o plasmaticas de creatinina y
urea (metabolitos de desecho de proteinas que en su mayoria cerca del 70% son
filtrados por los rifiones) indica toxicidad renal (Jesse et al., 1982). Las concentraciones
de urea y creatinina no mostraron alteraciones después de la administracion de extractos
de Sechium (Tabla 2) lo que indica que los extractos de chayote no inducen

nefrotoxicidad.

La literatura reporta que Sechium edule disminuye la concentracion de glucosa en
sangre (Dire et al., 2006; 2007a) nuestros resultados corroboran el efecto
hipoglucemiante de S. edule, y aportan que el tratamiento durante 7 dias de extracto
de S. edule grupo varietal nigrum spinosum, S. compositum, S. chinantlense s/e, S.
chinantlense c/e disminuyen la concentracion plasmatica de glucosa en ratones sanos
(Figura 4), y solo S. compositum, S. chinantlense s/e elevan en forma significativa la
concentracion de triglicéridos (Tabla 3). Lo anterior se puede deber a que los
aminoacidos estimulan la secrecion de insulina, los principales estimuladores son lisina

y arginina ambos aminoacidos estan presentes en la composicion nutracéutica Sechium
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(Flores et al., 1989). La insulina hace que las células pasen de utilizar acidos grasos a
carbohidratos y viceversa, lo que controla dichos cambios es la concentracion de
glucosa plasmatica. Por lo tanto si aumenta la glucosa, aumenta la secrecion de insulina
y el metabolismo celular utiliza carbohidratos, si disminuye la glucosa, disminuye la
secrecion de insulina y el metabolismo celular utiliza acidos grasos. Por otra parte se
sabe también que la insulina aumenta la formacion de proteinas (Olivares et al., 2008),
debido a que el acido Urico es el producto de desecho de estas, el aumento de este
metabolito sugiere que, los aminoacidos presentes en Sechium estimulan la secrecion
de insulina, que aumenta la formacion de proteinas, y metaboliza la glucosa plasmatica
presente, una vez que la glucosa disminuye, comienza el metabolismo celular de acidos
grasos que se encuentran almacenados en el higado y son liberados al torrente
sanguineo, lo que puede explicar el ligero aumento en niveles de triglicéridos. En este
sentido recientemente se demostré que la Momordica charantia una especie vegetal
perteneciente a la misma familia que Sechium (Cucurbitaceae), disminuye la
concentracion de glucosa sérica de ratas diabéticas debido a la regeneraciéon de las
ceélulas B pancreéticas (Singh et al., 2008), Por lo que seria interesante evaluar si los
extractos de chayote son capaces de regenerar las células [ pancreaticas, elevar las
concentraciones de insulina y disminuir los niveles de glucosa en un modelo de rata

diabética.

El conteo total de eritrocitos y los parametros de formula roja (Hb, Hct, HCM, VCM,
CHCM) observamos que no hay diferencias significativas con respecto al vehiculo
(Tabla 4 y 5). Ademas, se mostro que la inoculacion de extractos de S. edule grupo
varietal nigrum spinosum, S. compositum y S. chinantlense  s/e aumentan
significativamente el nimero de leucocitos presentes en sangre periféerica, excepto S.

chinantlense c/e, cuya diferencia no fue significativa con respecto al vehiculo
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(Figura 6). De igual manera en el conteo diferencial de dichos leucocitos observamos
que los linfocitos, monocitos y granulocitos aumentan de manera significativa en todos
los casos (Figura 7). Recientemente muchos de los medicamentos, productos quimicos,
asi como productos naturales se han introducido con el fin de estimular el mecanismo
de defensa especifico y no especifico, estos productos son conocidos como
inmunoestimulantes (Yogendrasinh et al., 2010) en dichas respuestas inmunologicas
participan linfocitos, monocitos y granulocitos, poblaciones celulares que se encuentran
incrementadas en los ratones tratados con extractos de Sechium, lo cual nos indica que

los extractos no son hematotoxicos por el contrario son inmunoestimulantes.

El potencial inmunoestimulante de nuestro extracto también se ve reforzado por el
hecho de que no inhiben la division celular en médula 6sea (tejido hematopoyético), si
no que potencia el indice mitdtico en todos los casos con respecto al vehiculo, no asi
para ARA-C control de citotoxidad (Figura 8). La literatura tiene bien descrito que
ARA-C tiene como efectos adversos depresion de la médula 6sea que se manifiesta con
leucopenia,  principalmente  granulocitopenia,  trombocitopenia, anemia y
megaloblastosis (Verstappen et al., 2003; Formulario Nacional de Medicamentos), lo
cual se corrobora en este trabajo. Ademas el indice esplénico, hepéatico y timico
(6rganos hematopoyéticos secundarios) no son modificados y tampoco se observan
lesiones o tejido adicional en ninguno de los casos (Figura 9, 10 y 11), por lo que este
grupo de datos sugieren que los extractos de Sechium podrian actuar como
inmunoestimuladores y ayudar para diversos tratamientos como el cancer ya que la
mayoria de los agentes quimioterapéuticos son asociados con toxicidad no especifica.
Ejemplo de ello es el cisplatino que con frecuencia demuestra significativa
nefrotoxicidad y hepatotoxicidad (Eun et al., 2009), Doxorubicina induce

cardiotoxicidad, Amiodarone induce toxicidad pulmonar (Ray et al., 2000).
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El hecho de que el extractos de Sechium no son toxicos in vivo, tiene relevancia si se
considera que el uso de hierbas medicinales se ha ido incrementando en todo el mundo,
debido a la percepcion de que los productos naturales de origen vegetal son méas seguros
y libres de efectos secundarios que los medicamentos (Laliberté et al.,1996), sin
embargo estos productos naturales también tienen el potencial de causar
envenenamiento a humanos, esto se debe a que todas las plantas producen una gran
cantidad de compuestos (metabolitos secundarios) en defensa contra la invasién de
microorganismos y virus asi como de herbivoros (Wink et al., 2008). Ejemplo de ello
son los glucosidos triterpenicos presentes en Actea rasemosa también conocida como
“cohohs”, sus raices son utilizadas en la medicina alternativa para el alivio de los
sintomas de la menopausia, reumatismo, dismenorrea y sindrome premenstrual, los
constituyentes toxicos de esta especie (glucésidos triterpenicos) generan necrosis
hepética (Whiting et al., 2002; Levitsky et al., 2005; Cohen et al., 2004; Frazier et al.,
2009). Atractylis gummifera también conocida como “cardo azul”, la raiz es
comUnmente utilizada como antipirético, diurético, emético y purgante, los principales
componentes toxicos de esta planta son dos glucésidos diterpenoides: atractilosida
(ATR) y carboxi-atractilosida (CATR), responsables de provocar insuficiencia hepatica
aguda (Vallejo et al., 2013; Reem et al., 2013). Callilepis laureola también conocida
como “impila” comparte el mismo metabolito toxico (ATR), sus raices se han utilizado
tradicionalmente como un remedio para problemas estomacales, infertilidad, tos e
infecciones (Mokhobo, 1976; Frazier et al., 2009; Wainwright et al., 1977). Estudios de
caso reportan disfuncion hepatica, necrosis tubular renal y muerte, asociada al consumo

de estas plantas (Reem et al., 2013).
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Otro grupo de metabolitos secundarios que generan hepatotoxicidad, son los alcaloides
pirrolizidina (AP) (Hartman et al., 2004) y estan presentes en el género Echinacea la
literatura reporta que E. angustifolia, E. pallida, E. purpurea han sido utilizadas como
remedio para: Infecciones respiratorias, fiebre, como tratamiento de resfriado comun y
como un estimulante inmunoldgico (Goldhaber et al., 1999; O'Hara et al., 1998; Bye et
al., 1991, Kocaman et al., 2008). Por altimo también se ha reportado que todo el
género Senecio, contiene (AP), Algunas especies tienen uso medicinal entre ellas esta
S. latifolius del cual se prepara una pasta de las hojas que es utilizada para heridas y
guemaduras (Hutchings, 1989), S. bicolor que es usado como gotas oftalmicas para el
tratamiento de conjuntivitis y cataratas (Dharmananda, 2001), S. argunensis y S.
integrifolius que son utilizados en el tratamiento de fiebre, inflamacion, diarrea y
cataratas (Zhao et al., 1998), el consumo de estas especies esta asociado con lesion

hepética (Neuman et al., 2009; Reem et al., 2013).

Por todo lo anterior, es claro que la administracion de extractos de Sechium no induce
toxicidad en ratones sanos, por lo que se perfila como un agente natural que puede ser
utilizado para el tratamiento de diversas enfermedades sin alteraciones fisiologicas que

comprometan la vida del individuo.
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10. CONCLUSIONES

e Los extractos de Sechium no alteran las concentraciones plasmaticas de AST,
ALT y bilirrubina asociados a dafio hepético.

e Los extractos de Sechium no alteran las concentraciones plasmaticas de urea,
creatinina y acido Urico asociados a dafio renal.

e Los extractos de Sechium reducen las concentraciones de glucosa plasmatica.

e Los extractos extractos de Sechium no alteran los niveles plasmaticos de
colesterol.

e S. compositum y S. chinantlense s/e aumentan los niveles plasméticos de
triglicéridos.

e Los extractos de Sechium no alteran la serie roja de los parametros
hematoldgicos.

e Los extractos de S. edule grupo varietal nigrum spinosum S. compositum y S.
chinantlense s/e, aumentan el nimero de glébulos blancos.

e Todos los extractos de Sechium aumentan el nimero de células en el conteo
diferencial en sangre periférica.

e Los extractos de Sechium aumentan el indice mitdtico.

e Los extractos de Sechium no alteran el indice esplénico, hepatico y timico.
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12. ANEXO|

RX1. Reactivo de trabajo urea

R1la. Buffer Tris —Buffer (150 mMol/L, pH7).

R1b. Reactivo enzimatico 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 (Rbl) con 15 mL de buffer (Rla), el

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

RX2. Reactivo de trabajo creatinina

R1la. Acido picrico (35 mMol/L)

R1b. Hidroxido sodico (0.32 mMol/L)

Mezclar el R1a y R1b en proporciéon 1 + 1. El reactivo de trabajo es estable 3 dias,

conservarse entre (+15 y +25°C).

RX3. Reactivo de trabajo acido arico
Rla. Tampon (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 tampon (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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RX4. Reactivo de trabajo colesterol
Reactivo enzimatico (4-Aminoantipirina 0.30 mMol/l, fenol 6 mMol/L, peroxidasa 0.5
U/mL, colesterol esterasa 0.15 U/mL, colesterol oxidasa 0.1 U/mL y pipes buffer 80

mMol/L; pH 6.8). Conservar entre +2 - +8°C.

RX5. Reactivo de trabajo triglicéridos

Rla. Tampon (Tampén pipes 40 mMol/L, pH 7, 4-clorofenol 5. mMol/L lones
magnesio 5.0 mMol/L, ATP 1.0 mMol/L, peroxidasa 0.5 U/mL, glicerolquinasa 0.4
U/mL, glicerol-3-fosfato oxidasa 0.4 U/mL, azida sddica 0.05%).

R1b. Reactivo enzimatico (4-aminoantipirina 0.4 mMol/L, lipasa 150 mMol/L, azida
sodica 2.29mmol/l (200mg/dL). Reconstituir un vial de reactivo enzimatico R1b Cat.
TR210 con 15 mL de tampdn Rla. El reactivo es estable 21 dias, conservar entre +2 -
+8°C.

RX6. Reactivo de trabajo glucosa

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

conservar entre +2 - +8°C.

RX7. Reactivo de trabajo aspartato aminotransferasa (AST)

R1la. Tampon/sustrato (Tampon tris 80 mMol/L, L-aspartato 240 mMol/L)

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

Reconstituir un vial de tampon/coenzima/ a-oxoglutarato R1b con 2 mL de R1la tampon

sustrato. El reactivo es estable 14 dias, conservar entre +2 - +8°C.
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RX8. Reactivo de trabajo alanina aminotrasferasa (ALAT)

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

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

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

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

RX9. Reactivo de trabajo de bilirrubina total.

Rla. Reactivo DCA (2,4-dicloroanilina 3.0 mMol/L, acido clorhidrico 80 mMol/L,
detergente 3.0 mMol/L).

R1b. Nitrito sodico (3.0 mMol/L)

R2. Reactivo blanco (2,4-dicloroanilina 1.5 mMol/L, acido clorhidrico 40 mMol/L,
detergente 30 g/L).

Mezclar el reactivo DCA (R1a) con el reactivo nitrito (R1b) en proporcién 1 + 1.
Reposar a temperatura ambiente durante 15 min, protegido e la luz. El reactivo es

estable 21 dias, conservar entre +2 - +8°C.
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ANEXO Il

Solucién Buffer de fosfatos (PBS).

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

-Agua bidestilada 10L
-Cloruro de sodio (Nacl) (Sigma, Chem, USA) 80 ¢
-Cloruro de potasio (KCI) (Sigma, Chem, USA) 029
-Fosfato monoacido de sodio (Na;HPQO,) (Sigma, Chem, USA) 2.16 g
-Fosfato diacido de potasio (KH,PO,) (Sigma, Chem, USA) 0.2¢g

Las sales de NaCl, KCI y KH,PQO, 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,HPQO,
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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