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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar si el extracto acuoso del mesocarpio
de Cucurbita ficifolia B. (calabaza), posee efecto antioxidante en la lipoperoxidacion
inducida por paracetamol en el higado de ratas Holtzman. El tamizaje fitoquimico se
realizé por el método de Olga y se evidencio la presencia de metabolitos secundarios
como alcaloides, taninos y flavonoides. El efecto antioxidante realizada in vivo a partir
del extracto acuoso del mesocarpio de Cucurbita ficifolia B., mediante la reaccion del
acido tiobarbitarico, midiendo la cantidad de malonaldialdehido (MDA) formado, con el
propdsito de determinar la peroxidacion lipidica en un homogenizado de tejido hepatico
de ratas Holtzman. Se trabajoé con diferentes concentraciones; grupo | sin tratamiento;
grupo Il con paracetamol sin tratamiento, grupo Il con silimarina en dosis de 40 mg/kg;
en los siguientes se realiz0 el tratamiento con el extracto acuoso estudiado de
Cucurbita ficifolia B.; grupo IV a dosis de 250 mg/kg; grupo V a dosis de 500 mg/kg;
grupo VI a dosis de1000 mg/kg. El acceso al agua y alimento fue ad libitum. Al realizar
la prueba estadistica ANOVA se evidencié una diferencia altamente significativa
(P<0.05) y en la prueba de Tukey se observé un efecto antioxidante en la dosis de 500
mg/kg y 1000 mg/kg, pero se dio un porcentaje mayor de efectividad en la dosis de
1000 mg/kg (82.70 por ciento) de efecto antioxidante en la lipoperoxidacion del extracto
de Cucurbita ficifolia B. (calabaza). Se concluyé que el estudio ha demostrado que
Cucurbitaficifolia B. (calabaza), posee efecto antioxidante e indirectamente también,

efecto hepatoprotector in vivo utilizando el extracto acuoso del mesocarpio.

Palabras clave: Cucurbita ficifolia B., efecto antioxidante, peroxidacién lipidica,

paracetamol.



ABSTRACT

The objective of this study was to determine if the aqueous extract of the mesocarp of
Cucurbita ficifolia B. (pumpkin), has an antioxidant effect in the lipoperoxidation
induced by paracetamol in the liver of Holtzman rats. The phytochemical screening was
performed by Olga's method, and the presence of secondary metabolites such as
alkaloids, tannins and flavonoids was evidenced. The antioxidant effect carried out in
vivo from the aqueous extract of the mesocarp of Cucurbita ficifolia B., by means of
the thiobarbituric acid reaction, measuring the amount of malonal malignant aldehyde
(MDA) formed, with the purpose of determining the lipid peroxidation in a homogenate
of liver tissue of Holtzman rats. We worked with different concentrations; group | without
treatment; group Il with paracetamol without treatment, group Il with silymarin at a dose
of 40 mg/kg; in the following the treatment was carried out with the studied aqueous
extract of Cucurbita ficifolia B.; group IV at a dose of 250 mg/kg; group V at a dose
of 500 mg/kg; Group VI at a dose of 1000 mg/kg. Access to water and food was ad
libitum. When performing the ANOVA statistical test a highly significant difference was
evidenced (P <0.05) and in the Tukey test an antioxidant effect was observed in the
dose of 500 mg/kg and 1000 mg/kg but a higher percentage of effectiveness was found
in the dose of 1000 mg/kg (82.70 percent) of antioxidant effect in the lipoperoxidation
of the extract of Cucurbita ficifolia B. (pumpkin). It was concluded that the study has
shown that Cucurbita ficifolia B. (pumpkin), has an antioxidant effect and indirectly

also, a hepatoprotective effect in vivo using the aqueous extract of the mesocarp.

Key words: Cucurbita ficifolia B., antioxidant effect, lipid peroxidation, paracetamol



INTRODUCCION
En nuestro cuerpo, el principal 6rgano en donde sucede la mayor cantidad de
reacciones de metabolizacion, es el higado, convirtiéndolo en el principal 6rgano diana,
donde se manifiestan las reacciones adversas medicamentosas (RAMs). La
hepatotoxicidad es un dafio a nivel hepatico, que se produce debido a la disfuncién de
este 6rgano, como causa ante la exposicion frecuente a farmacos u agentes no
infecciosos. Las reacciones adversas que mas preocupan son las que desencadenan
condiciones incapacitantes, generar secuelas permanentes o que pueden terminar en
la hospitalizacion del paciente. Aunque el numero de farmacos relacionados con la
hepatotoxicidad, son considerables, este se considera un RAMs poco frecuente. La
incidencia en los principales principios activos varia entre 1 en 10 000 o 1 en 100 000
pacientes. Debido a estos resultados, se considera que la hepatotoxicidad, no sea
detectada durante los analisis clinicos previos, realizados para la posterior salida al
mercado del medicamento. Resulta complicado establecer la verdadera incidencia del
problema debido al sub registro de los casos, dificultad en el diagndstico, entre otras
causas. Generalmente cuando se produce hepatotoxicidad, no existe un tratamiento o
antidoto para revertirlo, ante la manifestacion de este RAM, es recomendable
suspender totalmente el tratamiento. El uso de N-acetilcisteina después de una
sobredosis de paracetamol y de carnitina por via intravenosa, para el dafio mitocondrial
inducido por valproato sédico, son algunas excepciones utilizadas como antidotos para
prevenir toxicidad hepatica. Segun la FDA, la intoxicacién por acetaminofén es la
primera causa de insuficiencia hepética aguda en pacientes sin antecedentes de
enfermedad hepatica previa @. La hepatotoxicidad es una de las causas mas
frecuentes provocada por ingesta de farmacos, por este motivo en este trabajo se
realiza un estudio con el extracto acuoso de Cucurbita ficifolia B, ya que es
importante realizar este tipo de estudios, en torno al aprovechamiento de los
metabolitos secundarios de dichas especies, y asi ayudar a combatir a nuestro

organismo el dafio hepatico producido por xenobidticos.
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CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcién de la realidad probleméatica

En las dltimas décadas, los antioxidantes van logrando importancia cada vez mas, por
el rol que juegan en la salud y en la prevencion de enfermedades. Son conocidos por
ayudar a nuestro cuerpo a combatir los radicales libres @, ya que estos se han
implicado en numerosos procesos patologicos como la enfermedad hepatica, la
cardiovascular y el cancer ©®. Lo cierto es que todos los seres vivos que consumen
oxigeno, no solo para respirar, sino también para generar energia, producen la
liberacion de radicales libres ¥, Un radical libre es aquel compuesto quimico que tiene

en su estructura uno o mas electrones no apareados y que son altamente reactivos ©®),

Sin embargo; nuestro organismo produce radicales libres en concentraciones
moderadas para luchar contra bacterias y virus; empero, cuando estas
concentraciones se elevan, pueden ocasionar dafar la mayoria de nuestras células y

son notablemente peligrosas .

En nuestro organismo, los radicales libres son sintetizados como parte del
metabolismo energético; su sintesis aumenta frente a diversas lesiones; por ejemplo,
infecciones, ejercicios fisicos extremos, alimentacion desbalanceada, intoxicacién por
alimentos y contaminantes ambientales entre otros. El incremento de radicales libres
por encima de las cantidades de sustancias antioxidantes, conlleva al estrés oxidativo,

produciendo dafio a nivel celular © .



La incapacidad que tiene nuestro cuerpo para neutralizar los radicales libres, a los
cuales nos exponemos de manera frecuente, nos obliga a recurrir a nutrientes que

tengan como principal propiedad la neutralizacion de estos.

Los dafos producidos por los radicales libres son controlados por nuestro organismo,
a través de una amplia variedad de sustancias antioxidantes propias o enddégenas
(tales como enzimas antioxidantes, ceruloplasmina, albumina, glutatién, transferina,
haptoglobulina, hemo pexina, acido Urico, bilirrubina), y también de origen exdgeno,
como lo es la vitamina C y E, carotenoides, selenio y en el grupo de compuestos
fendlicos, se encuentran los fenoles no carboxilicos, flavonoides y acidos fendlicos, los

cuales encontramos en nuestra dieta diaria (.

El dafo celular, producto de un exceso de radicales libres de oxigeno (Estrés
oxidativo), se explica como una consecuencia, debido al desequilibrio en la membrana
plasmatica a través de la oxidacion de los residuos de acidos grasos de la doble capa

fosfolipidica, esto se denomina Peroxidacion lipidica ©).

El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto antioxidante del fruto de
Cucurbitaficifolia B., frente al sistema generador de radicales libres y validar el efecto
de desintoxicacion hepatica inducida por paracetamol que es consumido por muchos

pobladores para menguar sus dolencias.

1.2 Problemas

1.2.1 Problema general:

¢El extracto acuoso del mesocarpio de Cucurbita ficifolia B. (calabaza) poseera
efecto antioxidante en la lipoperoxidacion inducida por paracetamol en el higado de

ratas Holtzman?



1.2.2 Problemas especificos:

1. ¢ El extracto acuoso del mesocarpio de Cucurbita ficifolia B. (calabaza) presentara

algunas clases de metabolitos secundarios?

2. ¢Cudl serd la concentracion o6ptima del extracto acuoso del mesocarpio de
Cucurbita ficifolia B. (calabaza) que posee efecto antioxidante en la

lipoperoxidacion inducida por paracetamol en el higado de ratas Holtzman?

3. ¢Poseera efecto antioxidante el extracto acuoso del mesocarpio de Cucurbita
ficifolia B. (calabaza) en la lipoperoxidacién inducida por paracetamol en el

higado de ratas Holtzman comparado con el farmaco silimarina?

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general:

Determinar si el extracto acuoso del mesocarpio de Cucurbita ficifolia B. (calabaza)
posee efecto antioxidante en la lipoperoxidacion inducida por paracetamol en el higado

de ratas Holtzman.

1.3.2 Objetivos especificos:

1. Identificar las clases de metabolitos secundarios presentes en el extracto acuoso

del mesocarpio de Cucurbita ficifolia B. (calabaza).



2. Determinar la concentracion Optima del extracto acuoso del mesocarpio de
Cucurbita ficifolia B. (calabaza) con efecto antioxidante en la lipoperoxidacion
inducida por paracetamol en el higado de ratas Holtzman.

3. Comparar el efecto antioxidante en la lipoperoxidacién inducida por paracetamol en
el higado de ratas Holtzman del extracto acuoso del mesocarpio de Cucurbita

ficifolia B. (calabaza) con el efecto del farmaco silimarina.

1.4 Justificacion

La Quimica, denomina a los radicales libres como especies quimicas, con carga o sin
ella, que poseen en su estructura atdmica un electron impar (despareado) en el orbital
externo, brindandole una configuracion espacial inestable. Tienen una estructura
birradicalica, ademas de ser muy reactivos, tienen una vida media corta, permitiéndole

actuar cerca del sitio en que se forman y son dificiles de dosificar.

A nivel molecular, son pequefias moléculas ubicuitarias y difusibles que se producen
a través de diversos mecanismos bioquimicos, como la cadena respiratoria
mitocondrial, la cadena de transporte de electrones a nivel microsomal y en los
cloroplastos, y las reacciones de oxidacion, que producen lesiones a nivel celular
(oxidativo), al momento de interactuar con las principales biomoléculas del organismo
viviente. Ademas, con lo expuesto previamente, los radicales libres del oxigeno,
cumplen funciones fisiolégicas en el organismo, por ejemplo, estimulan la sintesis de
colageno y prostaglandinas, actian durante la fagocitosis, activan enzimas de la
membrana celular, modifican la biomembrana, reducen la sintesis de catecolaminas

por las glandulas suprarrenales, ademas de favorecer el quimiotaxismo.

Especies reactivas al oxigeno (EROS), es el término que abarca a los radicales libres
y otras especies no radicélicas, que participan en reacciones que elevan a los agentes
prooxidantes. Las principales especies reactivas del oxigeno o también llamadas,

sustancias prooxidantes son: Radical hidroxilo (HO)*; Anién superéxido (Oz); Perdxido



de hidrogeno (H203); Oxigeno singlete; Peroxido (ROO); Semiquinona; Oxido nitrico
(NO) y Ozono (Os).

La intoxicacién hepatica se produce por una prescripcion comun y automedicacion de

paracetamol.

La poblacién a nivel mundial, asegura que el paracetamol es seguro, pero lo cierto es
gue, como cualquier otro farmaco, provoca graves dafios a nivel hepéatico ademas de
insuficiencia hepética aguda, si se consume en altas dosis. En los Estados Unidos es
responsable de 2.600 hospitalizaciones, mas de 56.000 visitas a urgencias y 450

muertes anualmente.

Solo en los Estados Unidos, la hepatotoxicidad, producida por medicamentos, es
considerada como la primera causa de insuficiencia hepatica aguda, esto se confirma
con estadisticas publicadas por la FDA, las cuales aseguran que principalmente, el

acetaminofén, es el principal responsable. ®

Debido al consumo masivo del paracetamol (Panadol) o en conjunto con otros
medicamentos como por ejemplo: tramadol con paracetamol (zaldiar, trilat);
diclofenaco con paracetamol (dolocordralan, doloquimagesico cr); naproxeno con
paracetamol (dologesidol, febrax) y todos los antigripales en general. Los mismos que

actan como analgésico y antipirético y que causan dafio hepatico.

Por lo tanto, esta investigacion comprueba el efecto antioxidante del fruto de
Cucurbita ficifolia B., en ratas Holtzman con intoxicacion hepatica inducidas con
paracetamol, el farmaco antes mencionado es muy consumido por la poblacién desde
muy temprana edad, por prescripcion médica indiscriminada para diversas dolencias
y afecciones en la salud. El fruto de la calabaza serviria como un antioxidante para

prevenir las intoxicaciones hepaticas por ingestion del paracetamol.
1.5 Limitaciones metodologicas

Las limitaciones del presente estudio de investigacion fue la dificultad de contar con
un bioterio para mantener a nuestra poblacion de ratas en dptimas condiciones, y asi

proporcionando la seguridad en los resultados.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1 Estado del arte

2.1.1 Antecedentes nacionales:

Caballero JA (2014) @ evaluar el “efecto hepatoprotector de la almendra de semillas
de Cucurbita maxima (zapallo macre) en ratas”. Se utilizaron en el estudio 48 ratas
Holtzman machos adultos de 2 meses de edad, con peso de 225 + 24.7g. Ademas de
las almendras de semillas de Cucurbita maxima (zapallo macre), las cuales se
trituraron y suspendieron en agua destilada. Se distribuyeron de forma aleatoria seis
grupos (n=8), los cuales se trataron, durante diez dias, via peroral: grupos 1 y Il: suero
fisiolégico 10mL/kg; grupo lllI: silimarina 100mg/kg; grupo 1V: 50mg/kg; grupo V:
300mg/kg y grupo VI: 800mg/kg de suspension de almendra de semilla de Cucurbita
maxima. Después de seis dias de tratamiento, a los grupos Il y 1V, se les administro
paracetamol a 400mg/kg via peroral, hasta completar los dias de tratamiento. Se
determind aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT),
proteinas totales, albumina sérica, bilirrubina directa, indirecta y total; y sustancias
reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS), en suero sanguineo y este Ultimo también se
evalué en el homogenizado de higado. Asi como un estudio histopatolégico para
identificar necrosis Resultados: Se evidencio efecto hepatoprotector, a través de los
indicadores enzimaticos (ALT y AST), albamina, proteinas totales y TBAR. Resultados:
Se evidencio efecto hepatoprotector, a través de los indicadores enzimaticos (ALT y

AST), albumina, proteinas totales y TBARS.



Histologicamente se observaron sefiales de necrosis, solo con la administracion de
paracetamol y con el grupo tratado con la suspension de semillas se evidencio una

restauracion del dafio hepético inducido por paracetamol.

Cérdova M (2013) @9 : “determinacion de pardmetros adecuados para la elaboracién
de papilla a partir de la Cucurbita ficifolia”. En este trabajo se plante6 como objetivos
determinar los parametros adecuados para la correcta elaboracion de una papilla a
partir de la zambumba; a través de un diagrama de flujo, la temperatura y tiempo
adecuados para su obtencion; ademas de los parametros bromatoldgicos y
microbiologicos, asi como determinar su vida de anaquel. Se hizo uso de frutos frescos
y maduros de zambumba provenientes de la ciudad de Ayabaca, luego de
seleccionarlos, se lavaron, eliminando las impurezas y disminuyendo la posible carga
microbiana, luego se pulped y concentré a distintas temperaturas y tiempos para
deshidratarlo, de ahi se formuldé la papilla, para inmediatamente refinarla y
homogeneizarla, después fue tamizada y pasteurizada a 95 °C por 15 mm; en seguida
se envasaron y sellaron los frascos a dicha temperatura y enfri6 a temperatura
ambiente, posteriormente para evaluar el producto se almacendé a condiciones
ambientales. Luego se procedi6 a realizar los ensayos bromatoldgicos vy
microbioldgicos correspondientes, asi como las pruebas organolépticas. La secuencia
de operaciones para la preparacion de la papilla es concentrar la pulpa por espacio de
60 minutos a 80 °C, comprobandose que hasta los 90 dias después de preparada, la

papilla de zambumba fisico-quimica y microbiol6égicamente es inocua al consumo.

Castillo E. et al (2010) ®V : “estudio fitoquimico de Plukenetia volubilis L. y su efecto
antioxidante en la lipoperoxidacion inducida por 3+Fe /ascorbato en higado de Rattus
rattus var. Albinus”. El presente estudio se realizd con el objetivo de reconocer los
metabolitos secundarios presentes en Plukenetia volubilis L., y analizar su efecto
antioxidante en la lipoperoxidacion inducida por 3*Fe /ascorbato en homogenizado de
higado de Rattus rattus var. Albinus. En el tamizaje fitoquimico se us6 técnica de Olga
Lock, para determinar cualitativamente los metabolitos secundarios. El efecto
antioxidante se realiz0 in vitro, utilizando el extracto etandlico de Plukenetia volubilis

L. através de la reaccion del acido tiobarbitarico, midiendo el malonaldialdehido (MDA)



formado, con el fin de determinar la peroxidacién lipidica en un homogenizado de
higado de Rattus rattus var. Albinus. La prueba estadistica “t” de datos apareados
evidencio una diferencia muy significativa (p<0,001) tanto para la dosis minima (70
mg/mL) como para la dosis maxima (140 mg/mL), pero cuando fueron analizados
ambos grupos en tratamiento no se encontré diferencia significativa (p>0,05). Se
evidencio la presencia de flavonoides, alcaloides, esteroides y taninos en el extracto

etanolico de Plukenetia volubilis L., ejerciendo este un efecto antioxidante in vitro.

2.1.2 Antecedentes extranjeros:

Saket et al. (2018) (12 : “efecto modulador de la inclusién en la dieta de las frutas
Aegle marmelos contra el cisplatino - inducido Hepatotoxicidad en ratas Wistar”. En
esta investigacion fueron los animales divididos en cinco grupos diferentes; El grupo |
recibio solo dietas basales, el grupo Il se alimenté con dietas basales con Aegle
marmelos en una concentracion del 4 por ciento, mientras que el grupo Il se alimento
con dietas basales coadministradas con cisplatino. A los grupos IV y V se les
administraron dietas que contenian Aegle marmelos al 2 por ciento y 4 por ciento
respectivamente, durante 27 dias antes de la administracion de Cisplatino. El cisplatino
administrado a las ratas durante 3 dias conduce a una reduccion en las actividades de
las enzimas antioxidantes como la peroxidacion lipidica (LPO) y los sistemas
antioxidantes enddégenos como el glutation (GSH), la catalasa y el superoxido
dismutasa reducida (SOD) en el homogeneizado de higado. Producir el deterioro de
las funciones hepéaticas. Resultados La administracion de la parte de fruta de Aegle
marmelos a ratas Wistar mostré una disminucion significativa en la concentracion
elevada de peroxidacion de lipidos, superéxido dismutasa, glutation y concentracion
de catalasa, ademas, disminuy6 el nivel sérico de alanina aminotransferasa (ALT),
asinato aminotransferasa (AST), fosfatasa alcalina (ALP), fosfatasa acida (ACP) y
bilirrubina. Se concluy6 que la actividad hepatoprotectora de Aegle marmelos se debié

a su efecto antioxidante, como lo demuestra el aumento de la actividad de las enzimas



antioxidantes con funcion hepatica mejorada y cambios significativos en los
parametros fisiolégicos.

Garcia J. (2017) ¥ : “caracterizacion quimica de Cucurbita ficifolia Bouché y su efecto
hipoglucémico mediado por almacenamiento del glucégeno hepatico”. Se fraccioné el
extracto acuoso de C. ficifolia mediante cromatografia en columna abierta, en capa
fina y por HPLC para purificar sus principales metabolitos secundarios y
posteriormente se caracterizaron quimicamente por RMN y CG-MS. EIl estudio
farmacolégico consistié en un estudio agudo en ratones de la cepa CD-1 sanos y
diabéticos, una vez que se determiné que el extracto tenia actividad hipoglucemiante
se realizd un estudio subcrénico usando ratones de la cepa CD-1 tanto sanos como
diabéticos, inducidos con aloxana, a los cuales se les administro por 30 dias el extracto
acuoso y activo de C. ficifolia. EI contenido de glucégeno hepatico se cuantifico por un
método espectromeétrico, se realizd un analisis histolégico del higado usando una 7
tincion de PAS y de H-E para higado y pancreas; GOT y GPT se cuantificaron por un
método espectrofotométrico; las enzimas glucogeno sintasa y glucogeno fosforilasa y
el transportador de glucosa GLUT-2 se cuantificaron por Western blot; la expresion del
RNAmM de Glut-2 y el receptor de glucagon se determinaron por RT-PCR en tiempo
real, mientras que los niveles de insulina sérica se cuantificaron por el método de
ELISA.Por lo tanto, el extracto estudiado representa una terapia alternativa para los
pacientes con DM con complicaciones hepaticas, ya que corrige la hiperglucemia y
posee efectos protectores para el higado y pancreas, asi como propiedades

antioxidantes y anti-inflamatorias.

Barbosa L. (2015)4: “compuestos bioactivos y capacidad antioxidante en calabazas-
gila (Cucurbita ficifolia Bouché)”. Esta investigacion tuvo como objetivo la prospeccion
y la cuantificacion de compuestos bioactivos presentes en la calabaza-gila (cascara,
pulpa y semillas), comparandolos en sus diferentes estadios de maduracion. Se
cuantificaron los compuestos bioactivos, fendlicos totales, carotenoides totales y
azucares solubles totales, y la capacidad antioxidante in vitro mediante el uso método
de captura de radicales DPPH. Se observé un alto contenido de compuestos fenélicos
en la pulpa y cascara del fruto a los 80 DAA (dias después de la antesis), de 40,7 y

39,5 mg 100 g-1, respectivamente. A las semillas, los fendlicos se encontraron mas
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concentrados a los 40 DAA (33,9 mg 100 g-1). La pulpa y la cascara de la calabaza
madura presentd una mejor capacidad antioxidante (47,9 y 32,8 por ciento,
respectivamente) y los valores de menor concentracion eficiente CE50 (5,18 y 9,98 ug
mL-1, respectivamente). Las semillas presentaron mayor capacidad antioxidante a los
40 DAA (CE50: 8,2ug/mL-1y % CA: 38,1 por ciento). Se observé una baja cantidad de
carotenoides en el fruto; Sin embargo, hubo un aumento del contenido de carotenoides
totales en la corteza, la pulpa y las semillas a los 80 DAA, 0,0275; 0,0111 y 0,0075 mg
100 g-1, respectivamente. El contenido de azlcares solubles totales fue mayor en
pulpa madura (106,6 mg 100 g-1); la cascara y las semillas maduras presentaron
cantidades de 95,1 y 95,4 mg 100 g-1, respectivamente. La calabaza-gila presentd
altas cantidades de compuestos fendlicos y una éptima capacidad antioxidante,

indispensables en una dieta sana.

Fedekar F & Abdel-Daim (2013) @ : “actividad hepatoprotectora y antioxidante
de Dunaliella salina en toxicidad aguda inducida por paracetamol en ratas”. El alga
verde, Dunaliella salina, se investigo por su actividad hepatoprotectora y antioxidante
contra el dafio hepatico inducido por paracetamol en ratas. Las ratas Wistar albinas
macho que recibieron una sobredosis de paracetamol mostraron dafio hepatico y
estrés oxidativo, como lo indica un aumento significativo ( P <0.05) en los niveles
séricos de aspartato aminotransferasa, alanina aminotransferasa, fosfatasa alcalina,
bilirrubina total y directa, maldehidrato de aluminio, colesterol y 6xido nitrico. Al mismo
tiempo, hubo una disminucion de las actividades de la superéxido dismutasa sérica 'y
la capacidad antioxidante total en comparacion con el grupo de control. El tratamiento
con D. salina, extracto de metanol a dosis de 500 y 1000 mg / kg de peso corporal o
silimarina podria disminuir significativamente ( P <0.05) las enzimas marcadoras de
dafo hepatico, bilirrubina total y directa, malondialdehido, colesterol y niveles de 6xido
nitrico y aumentar las actividades. de la superoxido dismutasa y la capacidad
antioxidante total en suero en comparacidon con el grupo intoxicado con
paracetamol. La histopatologia del higado también mostré que D. salina redujo la
necrosis centrilobular, la congestién y la infiltracion de células inflamatorias provocada
por una sobredosis de paracetamol. Estos resultados sugieren que D. salinamuestra

un potente efecto hepatoprotector en el dafio hepatico inducido por paracetamol en
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ratas, lo que puede deberse tanto al aumento de la actividad de las enzimas

antioxidantes como a la inhibicién de la peroxidacion lipidica.

Salinas N. et al (2012) 16 : “efecto antioxidante de extracto de Cucurbita ficifolia
Bouché relacionado con niveles de polifenoles”. Su objetivo fue evaluar el efecto
antioxidante del extracto de Cucurbita ficifolia, en suero, higado y rifion de ratones
diabéticos. Se utilizé ratones machos de la cepa CD-1, induciéndoles diabetes con
estreptozotocina 153.7 g/kg por via intraperitoneal. Se formaron tres grupos: control
sano, control diabético y diabético tratado con extracto Cucurbita ficifolia (0.2g/kg).
Luego de 25 dias de tratamientos, se evaluaron parametros bioquimicos como;
glucosa (ayuno y sin ayuno), triglicéridos, colesterol, creatinina, transaminasas
hepaticas (GOT, GPT), asi como los niveles de glutation reducido (GSH) y oxidacion
de proteinas totales, polifenoles totales, y los polifenoles a travées de HPLC. La
administracion de Cucurbita ficifolia a los ratones diabéticos produjo una disminucion
de la glucemia, no significativa, asi como una reduccion en la oxidacion de proteinas
séricas, también como una disminucién en el consumo de alimento, liquidos y en la
actividad GPT. En la valoracion de los niveles de GSH reducido en higado diabético
presentd una mayor concentracion 4.3 ng/ml vs 3.7 ng/ml de diabéticos administrados.
Con respecto al contenido total de polifenoles del extracto, fue de 28 mg/L, la muestra
contenia: epicatequina, acido galico, catequina, acido vinilico y mircentina. Ademas,
se realizo un estudio histopatolégico que evidencio la proteccién de Cucurbita ficifolia,
en los riflones e higados de ratones diabéticos. Los resultados confirmaron los efectos

hipoglucemiante y antioxidante del extracto de Cucurbita ficifolia.

Ventura L. (2012) @) : “evaluacion Fitoquimica e Hipoglucemiante de Cucurbita ficifolia
y Teucrium chamaedrys”. Se realiz6 el tamizaje fitoquimico, para conocer los
metabolitos secundarios, a través de pruebas colorimétricas, posterior a ello
cuantificaron fenoles y flavonoides, ademas se midio la capacidad antioxidante usando
el radical ABTS. Para medir el efecto hipoglucemiante se utilizé ratones con una masa
corporal de entre 25 y 30 g. Con ellos se formaron cinco grupos de trabajo (n=5):
control normoglucémico, control diabético, tratamiento con extracto hexanico de

Teucrium chamaedrys, extracto cetonico de Cucurbita ficifolia y con tratamiento con
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Glibenclamida, previamente a los ultimos cuatro grupos se les indujo diabetes
mediante la aplicacion de estreptozotocina via intraperitoneal. Se midieron sus niveles
de glucosa antes de iniciar el tratamiento (dia cero) y a los 30 dias del mismo a través
del glucometro “Accu-Check Performa”. Posterior a esto, se determinaron los niveles
de triglicéridos, colesterol total, HDL, LDL y proteinas totales en suero usando
reactivos de diagnéstico clinico. El tamizaje fitoquimico realizado a Teucrium
chamaedrys dio positivo a taninos, flavonoides, cumarinas, quinonas y azucares
reductores, su contenido total de fenoles fue de 4.509mg de acido cafeico/g de muestra
seca y de flavonoides fue de 0.9 mg de rutina /g de muestra seca, mientras que
Cucurbita ficifolia presenta metabolitos como alcaloides, sesquiterpenlactonas,
glicésidos cardiacos, y compuestos fendlicos (taninos, flavonoides cumarinas y
qguinonas). Su contenido de fenoles totales es de 4.071mg de &cido cafeico/g de
muestra y de flavonoides es de 2.097 mg de rutina/g de muestra. Se observo que
ambas especies presentan efecto hipoglucemiante en ratones normoglucémicos y
diabéticos a corto plazo. Ningun extracto mostré una disminucion de glicemia
significativa (p<0.05) a largo plazo, debido a las bajas dosis administradas de los
extractos, sin embargo son capaces de modificar parametros lipidicos propios de la
diabetes mellitus, ya que Cucurbita ficifolia disminuy6 los niveles de triglicéridos y T.

chamaedrys aumento los niveles de HDL significativamente.
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2.2 Bases teoricas

2.2.1 Cucurbita ficifolia B.

2.2.1.1 Clasificacién taxonémica

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: DILLENIIDAE
ORDEN: VIOLALES
FAMILIA: CUCURBITACEAE
GENERO: Cucurbita
ESPECIE: Cucurbita ficifolia Bouché

NOMBRE COMUN: Calabaza
Fuente: SIOVM, 2007 18,

2.2.1.2 Morfologia

La Cucurbita ficifolia B. (calabaza) es una planta trepadora o rastrera robusta,
monoica y probablemente anual ya que son persistente durante un cierto periodo,
dando la impresion de ser una especie perenne efimera, sin raices de reserva
hinchadas de varios metros @9, Tiene resistencia contra las bajas temperaturas, pero
no a heladas severas 9,

Su morfologia es la siguiente:

Tallo. Son herbaceos, de contextura delgada a muy gruesa y aspecto lefioso,
generalmente ramificados, angulosos, sulcados, ocasionalmente rollizos @9, se
encuentran cubierto de tricomas cortos y finos, y con algunos tricomas largos y algo
rigidos 1),

Flores. Son pentdmeras, axilares y solitarias. Las flores masculinas son largas y

pediceladas, tienen un caliz campanulado que es de 5 a 10 mm de largo y casi tan
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ancho, sépalos lineales de 5a 15 x 1 a 2 mm y una corola campanulada tubular que
es bastante mas ancha hacia la base, 6 a 12 cm de largo y amarillo a naranja palido.
Ellos tienen tres estambres. Las flores femeninas tienen peddnculos robustos, de tres
a cinco cm de largo, un ovario ovoide a eliptico, multilocular: sépalos que
ocasionalmente son foliaceos y una corola que es algo mas grande que la de las flores
masculinas. Son de un estilo engrosado y tienen tres estigmas lobulados 9.

Hojas. Son alternas, ovaladas a casi circulares, de hasta 25 cm de largo y de ancho,
con base acorazonada; el margen ondulado-dentado, cubiertas de tricomas erguidos,
sin manchas blancas, divididas en cinco Iébulos redondeados, puntiagudos, y dividido
a su vez, en tres l6bulos; los peciolos tienen 26 cm de largo, cubiertos de tricomas
rizados; zarcillos robustos, divididos en tres a cuatros ramas @b,

Fruto. Es globoso, ovado, eliptico, a veces ligeramente comprimido, que miden
aproximadamente hasta 35 cm de largo y 20 cm de ancho; tienen cascara dura, con
tres modelos de coloracion: blanco-amarillento, verde oscuro, claro o con franjas
blancas longitudinales hacia el apice o con pequefias manchas blancas y verdes;
mesocarpo (pulpa) blanco, granuloso-fibroso, dulce, con placentas largas y delgadas;

pedudnculo 5 - 8 cm largo, rigido, anguloso — sulcado 2,

Figura N°1: Morfologia de Cucurbita ficifolia B.

Fuente: Delgado, et al. Caracterizacion de frutas y semillas de algunas cucurbitaceas en el norte de
Perl. Rev Fitotec Mex. 2014; 37(1):7-20.
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2.2.1.3 Distribucion geogréfica

La ubicacién precisa de la especie Cucurbita ficifolia B. es aun incierta. En el Peru

se cultiva principalmente en los departamentos de Apurimac, Arequipa y Junin 2,

Algunos autores proponen un posible punto de origen a centroamérica o el sur de
México, debido a la prueba linglistica cuyo origen es mexicano, debido a que los
nombres empleados tienen un origen nahuatl, dialecto de la regién. No obstante se
han encontrado evidencias arqueoldgicas en los Andes, favoreciendo a un posible
origen sudamericano, pero esta hipétesis no ha podido ser corroborada por medio de

estudios sistematicos (20(23),

El cultivo de esta planta se distribuye desde el norte de México hasta Chile y Argentina.
Su expansion en Europa (Portugal y Francia, por ejemplo) y Asia (India) comenzo al
parecer entre los siglos XVI y XVII, cuando sus frutos llegaron desde Sudamérica y la
India. A partir de ahi su cultivo se expandio a diversos paises europeos y orientales.

(Francia, Alemania, Filipinas y Japén) 0(3),
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Figura N°2: Distribucion geografica de Cucurbita ficifolia B.

Fuente: Rodriguez L. 1999.
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2.2.1.4 Composicién nutricional

Tabla N°1: Composicién nutricional de la calabaza.

Nutriente Unidad Valor por 100g
Agua g 91,60
Energia keal 26,00
Energia kJ 109,00
Proteina g 1,00
Lipido g 0,10
Minerales g 0,80
Carbohidrato g 6,50
Fibras g 0,50
Azucares g 2,76
Minerales Unidad | Valor por 100 g
Calcio, Ca mg 21,00
Hierro, Fe mg 0,80
Magnesio, Mg mg 12,00
Fosforo, P mg 44,00
Potasio, K mg 340,00
Sodio, Na mg 1,00
Zinc, Zn mg 0,32
Cobre, Cu mg 0,13
Manganeso, Mn mg 0,13

Fuente: USDA ,2014.

2.2.1.5 Nombres comunes

Entre los nombres comunes designados para Cucurbita ficifolia B. a nivel de
América, estan 29

Tabla N°2: Nombres comunes de Cucurbita ficifolia B.

Peru Calabaza, Calabaza blanca.

Guatemala Ayote-chilacayote,Chilacayote, Cidracoyote.
Bolivia Blanca, Lacayota, Lacayute, Lacayo.
México Chilaca, Chilacayota, Kan, Chilacayote.
Costa Rica Chiverre.

Ecuador Tambo, Zambo.

Venezuela Zapallo o Zapayo.

Colombia Auyama, Victoria, Vitoriera.

Fuente: CONABIO @),
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2.2.1.6 Usos de Cucurbita ficifolia B. (calabaza) en la medicina tradicional

Con respecto a sus cualidades medicinales, se recomienda la decoccién de la pulpa
como refrigerante y contra los dolores de las entrafias, asi como, contra las
constipaciones. Nutricionalmente, es un alimento que tiene una regular cantidad de
glucidos o carbohidratos. Las vitaminas y minerales son bajas; y las semillas tienen un
apreciable valor proteico 29,

Este fruto también es conocido por sus propiedades hipoglicémicas que puede ayudar
en el control de la diabetes mellitus. El jugo del fruto disminuye significativamente los
niveles de glucosa sanguinea, segun un estudio realizado en animales de

laboratorio@?,

2.2.2 Estrés oxidativo

Nuestro cuerpo mantiene un equilibrio 6xido-reduccidén constante, manteniendo este
balance entre la produccion de pro-oxidantes que se generan como resultado del
metabolismo celular y los sistemas de defensa antioxidantes. El desequilibrio de este
conduce al estado conocido como estrés oxidativo, el cual tiene como principal
caracteristica el aumento en los niveles de radicales libres y especies reactivas, que
causan dafio a la célula, al no poder ser controladas por las defensas antioxidantes.
Esto se manifiesta de manera frecuente en enfermedades degenerativas de tipo
infecciosa, inmunoldgica e inflamatoria, etc. El desequilibrio de este balance, conlleva

a diferentes grados de magnitud.

El estrés oxidativo produce dafio reversible, como irreversible dependiendo de
diversos factores como lo son el tiempo de duracidn, eficacia de las defensas
antioxidantes, edad, estado de nutricion y factores genéticos que codifican sistemas

antioxidantes 28),
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NADPH NADP+

Figura N° 3: Resumen de la interrelacion entre las principales especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno con los sistemas de defensa antioxidante.

Fuente: Dorado C; et al. 2003.

2.2.2.1 Radicales libres (RL)

Son moléculas que poseen en su estructura atdbmica un electron desapareado (impar)

en el orbital externo, teniendo como consecuencia alta inestabilidad generada por su

configuracion espacial, y es extraordinariamente reactivo y de vida efimera 9.

El término especies reactivas se refiere a dos tipos de moléculas: los radicales libres

y los no radicales. Ambos conjuntos de moléculas se forman como producto del

metabolismo celular y son representados dentro de los sistemas biologicos por las

especies reactivas de oxigeno (ROS) y por las especies reactivas de nitrogeno (RNS),

originados en procesos fisiolégicos y fisiopatoldgicos. Cabe mencionar que existen

especies reactivas procedentes de otros elementos quimicos como lo son el bromo y

cloro, aunque ROS y RNS son los dos unicos grandes grupos implicados dentro de la

biologia redox 9,

Especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (ERNs o0 RNS)

Las especies reactivas de oxigeno y de nitrdgeno son moléculas muy reactivas, que

se dividen en dos grupos: las de tipo radical libre y no radical. Los radicales libres son

aquellas especies gue tienen la capacidad de supervivencia, contienen uno o mas

electrones desapareados, capaces de neutralizarse entre si y que, al reaccionar con
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O», forman radicales tipo peroxilo. En el grupo de radicales libres encontramos: el
superoxido (O2 °), considerado como el mas abundante, resultado de la oxidacién de
moléculas organicas y de mdultiples procesos metabdlicos; el radical hidroxilo (OH),
considerado como el mas toxico entre los radicales y proveniente de la reaccién entre

el radical superéxido con el peréxido de hidrégeno GU.

Las ERNs se originan principalmente en reacciones metabdlicas, producidas en el
citosol y como producto de la accion de diversas enzimas localizadas en las
membranas celulares endoteliales de los vasos sanguineo ©2. Tenemos el 6éxido
nitrico (NO), que tiene un efecto toxico, que se produce al combinarse con el radical
superoxido y formar peroxinitrito (ONOQO) que, por tratarse de una molécula no radical

libre, es estable y causa, a largo plazo, un efecto toxico.

Las moléculas de tipo no radical, ademas del peroxinitrito, también encontramos al
peroxido de hidrégeno, considerado como el oxidante mas estable de todos y
reacciona a distancia de su lugar de produccion. Por otra parte, es requerido para la

perduracion de la célula @Y,
Tabla N°3: Especies reactivas de oxigeno, cloro y nitrégeno.

Radicales libres No Radicales
Especles reactlvas de oxigeno Especles reactlvas de oxigeno
*Superoxido: O,.- *H,0,
*Hidroxilo: OH- +Acido hipobromoso: HOBr*
+Hidroperoxilo: HO,. +Acido hipocloroso: HOCI®
+Carbonato: CO,.- *Ozono: O,
*Peroxilo: RO, +*Oxigeno de orbital unico. O,
*Alcoxi: RO- *Peroxidos organicos: ROOH
*Radical de dioxido de carbono: CO,. *Peroxinitrito: ONOO™
*Oxigeno de orbital unico *Peroxinitrato: 02NOO™

+Acido peroxinitroso: ONOOH¢
*Peroxomonocarbonato: HOOCO,*

Especles reactlvas de cloro Especles reactlvas de cloro

+Atomo clorinado: Cl- +Acido hipocloroso: HOCIb
*Nitrilo clorado: NO Cl®
«Dioxido clorinado: CIO,

+Cloraminas
Especles reactlvas de nltréogeno Especles reactlvas de nltrégeno
«Oxido nitrico +Acido nitroso
+*Dioxido de nitrogeno «Cation nitrosilo
*Radical nitrato *Aniodn nitroxi

*Tetroxido dinitrogenado
*Triéxido dinitrogenado
*Peroxiacetill nitrato

Fuente: Haliwell B, 2006.
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Fuentes de radicales libres

Fuentes enddgenas

Mitocondria. La mitocondria es la principal fuente de radicales libres, debido que al
producirse el metabolismo oxidativo produce como consecuencia, la reduccion
tetraelectronica del oxigeno con un consumo del 95 al 98 por ciento de este elemento.
El restante 2-5 por ciento de oxigeno tiene una tendencia de recibir un electrén por
vez, reduccion monoelectronica, formando durante estas reacciones una serie de
intermediarios toxicos: especies reactivas de oxigeno. Cada mitocondria puede
producir alrededor de 10-7M RL/dia. No obstante, alteraciones dentro de la cadena de
transporte de electrones pueden aumentar estos niveles en la mitocondria. Algunos
autores, entre ellos Nicholls y Ferguson, sugieren que en el interior de esta organela,
exactamente en los complejos | y Ill de la cadena respiratoria, es donde se forma el
radical O2. En medio de este proceso de transferencia de electrones la coenzima Q
se oxida formando la ubisemiquinona, la cual es un radical intermediario que produce

radicales superoxido, cuando entra en contacto con el oxigeno.

No obstante, la mitocondria tiene también la capacidad de producir otras especies
reactivas como consecuencia de una reaccion en cadena; en la cual se tiene como
producto al 6xido nitrico (NO*), mediante la accion de la enzima, 6xido nitrico sintasa
(NOS) calcio dependiente, que se ubica en la membrana mitocondrial. Este radical
libre tiene un papel fisioldgico, a través de la modulacién de la velocidad del flujo de

electrones en condiciones fisiologicas como la hipoxia.

Asimismo, se puede combinar con O™ y dar origen al peroxinitrito (ONOO"), el cual
reacciona con las hemoproteinas, que inactivan a los complejos | y Il de la cadena
respiratoria, disminuyendo su capacidad de transportar electrones. Debido a esto, se
acumulan los electrones en la cadena respiratoria produciendo, que en ciertos
componentes mitocondriales, aumenten la produccién de O; ™, al igual que de ONOO-
y de H20», conduciendo a la oxidacion de proteinas y liberacion de Citocromo C al

citoplasma, iniciando la apoptosis celular ¢3).
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Peroxisomas. Son organelas presentes en el citoplasma, son ricas en oxidasas y
generan H>0O2, el cual es depurado por enzimas especificas (como catalasas) y

finalmente transformado en agua 9.

Citocromo P-450. Localizado en el reticulo endoplasmético, sitio de importancia para
la respectiva produccion de radicales libres. Su principal papel es catalizar las
reacciones que generan O2™, a través de mecanismos dependientes de NADPH. Este
sistema contiene citocromos con los requisitos necesarios para generar radicales
libres, debido a que cuentan con la presencia de iones de metal de transicion, oxigeno

y ademas se realiza la transferencia de electrones 3,

Las enzimas presentes en este complejo participan en el metabolismo oxidativo de
sustancias y sustratos exogenos, en especial de los compuestos liposolubles, entre

los que se encuentran medicamentos, productos quimicos y subproductos industriales.

Evitan efectos toxicos de diversas drogas como; el benceno, paraquat, alcohol etilico,
insecticidas clorados, farmacos antimalaricos, antifingicos y antitumorales. No
obstante, algunos compuestos que sufren esta detoxificacion por reacciones que se
catalizan en el citocromo P-450 se convierten en intermediarios reactivos que inician
la peroxidacion lipidica, ocasionando lesiones en el ADN y en la membrana

microsomal©3),

Fagocitosis. En este proceso se producen EROs benignos, debido a que son la
respuesta primaria de defensa ante agentes infecciosos. Al activarse en las células
gue realizan fagocitosis (leucocitos polimorfonucleares) mediante; los mediadores
proinflamatorios, o de la presencia de antigenos bacterianos, viricos o parasitarios, se
da una “explosion” oxidativa produciendo un gran numero de radicales O2 *, H,O2, OH*

y NO* para producir lisis en células infectadas 3,
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Fuentes exdgenas

Otras fuentes que permiten la sintesis de radicales libres son: exponerse ante rayos
X, contaminantes del aire, tabaco, ozono y productos quimicos industriales, asi como

farmacos, que estimulan el aumento en la produccién de ERO ©3),

Tabla N°4: Principales factores externos que incrementan la produccion de ERO.

Fibras de asbestos
Polvo de minerales
Ozono

Monéxido de carbono
Oxido nitrico y Didxido de nitrégend
Contaminantes Silice

Solventes

Toxinas

Hipocloritos

Ditxido de sulfuro
Bifenilos policlorados
Paraquat y Diquat

Acetaminoceno
Coprofloxacino
Antidepresivos triciclicos
Nitrofurantoinas
Antidiabéticos
Bleomicina

Doxorubicina

Drogas

Hierro
Cobre
lones metalicos Cadmio
Niguel
Cromo
Mercurio

Ultravioleta
Rayos X
Gamma

Radiaciones

Dieta Acidos grasos poliinsaturados
Glucosa

Otros Tabaco
Ejercicio intenso

Fuente: Ugartondo V, 2009.

2.2.2.2 Sistema antioxidante celular

Los organismos aerobios poseen sistemas de defensa antioxidante, para contrarrestar
el dafio producido por los radicales libres, este sistema se encuentra constituido por

elementos tanto enzimaticos, considerado, la primera linea de defensa celular primaria
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frente al dafo oxidativo, las cuales eliminan el O y el H202, como elementos no

enzimaticos 4.
- Antioxidante Enzimatico
El sistema de defensa antioxidante enzimético, esta conformado por:

Superoéxido Dismutasa (SOD). Cataliza la dismutacién del radical O™ a H>O», el cual

es menos reactivo y puede ser degradado por glutation peroxidasa o catalasa.

Catalasa. Hemoproteina, localizada en los peroxisomas y en las mitocondrias, su
funcion es acelerar la descomposicién del peréxido de hidrégeno en oxigeno y agua,

como productos.

Glutatién peroxidasa (GPx). Selenoproteina, que junto a un agente reductor, como
GSH, cataliza la reduccion del peroxido de hidrégeno y otros hidroperoxidos organicos

en agua y alcohol, respectivamente ©3),
- Antioxidante no enzimético

Es la linea secundaria de defensa conformada por moléculas de tipo no enzimaticas,
son un grupo de moléculas tanto hidréfobas como hidrofilicas, su papel es atrapar
radicales libres y generar moléculas menos dafiinas para la célula, agregandole un

electron al RL con el fin de estabilizarlo. En este sistema encontramos:

Vitamina C. Se encuentra intra y extracelularmente, bajo la forma de ascorbato, tiene
accion directa sobre los radicales hidroxilo, superéxido y algunos hidroperdxidos
lipidicos, ademas actlan sobre el tocoferoxilo y lo transforman a vitamina E. Sin
embargo, en presencia de altas concentraciones de iones de cobre y hierro, el

ascorbato puede llegar a ser un potente prooxidante.

Glutatién. Es un tripéptido que presenta una distribucion tisular variable y se considera
como compuesto tidlico de bajo peso molecular, se encuentra en alta proporcion en
las células de los mamiferos. Tiene accion directa sobre el radical hidroxilo, superoxido

y peréxido de hidrogeno.
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Flavonoides polifendlicos. En este grupo encontramos una gran variedad de
compuestos fendlicos (quercetinas, catecinas y cianidinas) que actian como quelantes
de metales y capturan in vitro a ERO y ERN. Son de tipo liposolubles e hidrosolubles
y ambos se ubican tanto extra como intracelularmente. En este grupo tenemos a la
vitamina A, la vitamina E, la ubiquinona (coenzima Q), el &cido lipoico, la albimina, el

fibringeno, la glucosa y bilirrubina ©2).

Las ERO, han sido relacionadas con diferentes patologias como por ejemplo:
Cardiacas: trombosis, hipertrofia; neurolégicas: parkinson y demencia; articulares:
artritis reumatoide; tracto gastrointestinales: pancreatitis y hepatotoxicidad; oculares:
cataratas y retinopatia; multiorganicas: inflamacion, intoxicaciones, envejecimiento,
isquemia, cancer; vasos: ateroesclerosis; eritrocitos: anemia de fanconi y malaria;
respiratorias: asma,; piel: soriasis y quemaduras. Las alteraciones celulares de estas
patologias incluyen diversos mecanismos como el reclutamiento de macrofagos,
lesiones mitocondriales, interferencia con defensas antioxidantes, aumento del Ca*™*
intracelular y conversion de la xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa, lo cual

conlleva hacia alguno de los siguientes estados:

- Adaptacion: debido al aumento de la actividad de los sistemas de
defensa antioxidante, que protege a la célula frente a futuras lesiones.
- Lesion histologica: por dafio en macromoléculas como carbohidratos,

lipidos y proteinas.

- Muerte celular: por necrosis o apoptosis ©3),

2.2.3 Higado

2.2.3.1 Anatomia hepatica

El higado es el 6rgano de mayor volumen que se encuentra en nuestro organismo,
localizado en plano inferior al diafragma y ocupa gran parte del hipocondrio derecho y
una porcién epigastrio, en la cavidad abdominopélvica . Tiene un peso de 1500 gy

representa el 2.5 por ciento del peso total de un adulto. Tiene un color pardo rojizo con
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forma de cufia, bastante redondeado, se encuentra revestido por una capsula de tejido

conjuntivo fibroso (capsula de Glisson)©®).

Vena cava inferior Vena cava inferior
intrahepatica
Lébulo caudado

Lobulo derecho é : X Lébulo izquierdo

Lébulo caudado

Lébulo izquierdo _ Lobulo derecho

Trozo de
aora

Vena cava
inferior
suprahepatica

Figura N°4: Vista anterior y posterior de la anatomia hepética.

Fuente: Lena S, 2013.

2.2.3.2 Fisiologia hepatica

El higado tiene diversas funciones como; almacenamiento y metabolismo de
sustancias que recibe a través del sistema circulatorio y portal®”). Algunas de las
sustancias que almacena y biotransforma son la glucosa, en forma de glucégeno,
aminodcidos, grasas y vitamina A y B1,(®®, Este 6rgano se encuentra expuesto a los
dafios producidos por toxicos, debido a que los dos sistemas circulatorios llevan
sustancias téxicas o que se vuelven toxicas con las transformaciones que tienen lugar
en el, esto se le conoce como bioactivacion. Algunas de las reacciones que sufren los
toxicos en el higado las transforman en sustancias menos toxicas o0 inocuas y con
mayor facilidad de ser excretadas, esto se conoce como destoxificacion. Para realizar
de manera correcta sus funciones, el higado posee una amplia variedad de enzimas
con funciones oxidativas y reductivas, por ejemplo, el sistema del citocromo de la
proteina 450 (P-450), flavin-monooxigenasas, peroxidasas, hidroxilasas, esterasas y

amidasas. Otras enzimas presentes son las glucuroniltransferasas, las
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sulfotransferasas, metilasas, acetiltransferasas, tioltransferasas. Estas son de mucha
importancia en el metabolismo de toxicos. El higado produce y regula la concentracion
de ciertas sustancias de la sangre. Algunas de estas sustancias son las albiminas, el
fibrinbgeno y la mayoria de las globulinas y proteinas de la coagulacion. Cuando existe
un desequilibrio de estas sustancias, el individuo esta susceptible a problemas de
coagulacién. También posee una funcién exdcrina, que consiste en la produccién de

bilis, la cual facilita la excrecion de diverso metabolitos por el intestino ¢9,

« Sintesis de colesterol

+ Produccion de triglicéridos -
: + Gluconeogénesis
+ Albumina * Glucogendlisis
+ Lipoproteinas X + Glucogenogénesis
3 o v
o
S

B Fibrinégeno

+ Protrombina

+ Globulinas Sintesis factores,
* Proconvertina coagulacion
+ F. Antihemofilico

+ F. Stuart-Prower

Produccion Diggzhén
de biis alimentos

+ Glucdgeno

+ Vitamina B12
* Hierro

+ Cobre, etc

Neutraliza

toxinas de

farmacos y
hemoglobina

I Amonio en urea |

Figura N° 5: Esquema de la fisiologia hepatica.

Fuente: Manterola et al, 2017.

2.2.3.3 Funciones metabdlicas del higado

- Metabolismo de carbohidratos
Los carbohidratos son una fuente vital de energia, del cual el higado cumple
determinadas funciones en su metabolismo:
Conversion de la galactosa y la fructuosa en glucosa: Este proceso sucede en el
higado, al inicio de su absorcién. La fructocinasa convierte la fructosa en fructosa 1-
fosfato, esta luego se divide en DHAP vy gliceraldehido. En los musculos y en el tejido

adiposo la fructosa es fosforilada por la hexocinasa para formar el intermediario
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glucolitico fructosa-6-fosfato. La galactosa se transforma en galactosa-1-fosfato, que
luego reacciona con UDP-glucosa formando UDP-galactosa. Esta Ultima se transforma
en su epimero, UDP-glucosa, el sustrato para la sintesis de glucégeno “0.

Gluconeogenia. Resultado de la transformacién de los carbohidratos a partir de
aminoécidos y glicerol, tiene como finalidad prevenir el descenso exagerado de las
concentraciones sanguineas de glucosa durante el ayuno. Cada amino&cido se
convierte en glucosa por un proceso quimico, como la alanina se convierte
directamente en acido piravico por desaminacién; el acido pirtvico se transforma en

glucosa o almacenandose como glucégeno “9,

- Metabolismo de proteinas
Los hepatocitos retiran al grupo amino de los aminoacidos (desaminacion), con el fin
de utilizarse en la produccion de ATP o convertirse en glucidos o lipidos. Luego, el
amoniaco (NHsz) participa en el ciclo de la urea, excretandose a través de la orina.

Ademas, los hepatocitos sintetizan proteinas plasmaticas 9.

- Metabolismo de lipidos
Los hepatocitos almacenan triglicéridos; desdoblan los acidos grasos para generar
ATP; sintetizan lipoproteinas; que transportan acidos grasos, triglicéridos y colesterol
hacia las células y desde éstas; sintetizan colesterol, y lo usan en la produccion de

sales biliares 9,

2.2.4 Hepatotoxicidad inducida por farmacos

2.2.4.1 Metabolismo hepatico de las drogas

Las drogas tienen naturaleza lipofilica, y es por esto que son biotransformadas en
compuestos con mayor polaridad para su correcta eliminacion renal o biliar. Esto

sucede en el higado, generalmente por dos fases “V :
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Fase I: se producen reacciones catalizadas por enzimas de la familia del citocromo p-
450, esta fase se genera de manera frecuente en metabolitos reactivos capaces de
inducir lipoperoxidacion o de unirse covalentemente a macromoléculas o al ADN,
provocando lisis en las células.

En general, estas reacciones son de oxidacion, reduccion e hidrdlisis. El sistema del
citocromo P-450 tiene una gran importancia en la fase | en cuanto a versatilidad
catalitica y cantidad de sustancias enddgenas que activa e inactiva “%.

Reacciones de hidrdlisis. carboxilesterasas, Acetilcolinesterasa, Butirilcolinesterasa,
Paraoxonasa o arildialquilfosfatasa, Peptidasas, Epéxido hidrolasa.

Reacciones de reduccion. azo y nitro reduccién, Carbonilo reduccién,
Deshalogenacion reductora.

Reacciones de oxidacion. alcohol deshidrogenasa, Aldehido deshidrogenasa,
Xantina  deshidrogenasa-xantino  oxidasa, = Monoamino oxidasa, Flavino
monooxigenasa, Citocromo P- 450 o Hidroxilacion de carbono aromatico y alifatico o
Epoxidacion o N-oxidacion o S-oxidacion o Desalquilacion (O-, S-, N-) o Desaminacion

oxidativa o Desulfuracion oxidativa o Declorinacion o Deshidrogenacion.

Fase II: reacciones catalizadas en el citosol que comprenden las reacciones de
glucuronidacion, sulfatacion, metilacion, acetilacion, la conjugacion con glutation y
aminoacidos como glicina, taurina. Estas reacciones aumentan la hidrosolubilidad del
farmaco con excepcion de la metilacion y la acetilacion que aumentan la liposolubilidad
y reducen la actividad farmacologica y téxica, en algunas ocasiones, la sulfatacion
activa hidrocarburos y aminas aromaticas policiclicas produciendo metabolitos

carcindgenos “1,
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METABOLISMO HEFATICN DELOS FARMACDS 1
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Figura N° 6: Diagrama del metabolismo hepéatica de fase 1 y Il.

Fuente: Tejada F, 2010.

2.2.4.2 Clasificacion de hepatotoxicidad

Toxicidad directa

Los toxicos directos, también conocidos como intrinsecos, causan lesion a nivel
hepatico, como también a individuos que ingieren dosis considerables luego de un
periodo de latencia. El medicamento mas frecuente causante de intoxicacion hepatica

es el paracetamol “2.
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Idiosincrasia

Conocida también como indirecta, produce dafio impredecible, el cual ocurre
independientemente del quien recibala droga o el medicamento se piensa que
esto ocurre en una variedad genética de la isoenzima del citocromo p-450, esto
demostraria la ausencia del metabolismo de un precursor determinado o la
produccién excesiva de metabolitos téxicos con capacidad de lesionar los
hepatocitos, asi como la excrecion biliar o las estructuras vasculares hepéticas,

lo que traeria como consecuencia la presencia de los cuadros clinicos.

Entre los factores estan, la edad, sexo, enfermedades preexistentes y consumo de

alcohol los cuales dependeran para generar anticuerpo “2).

2.2.4.3 Compuestos hepatotoxicos

Existen ciertas sustancias quimicas, drogas, por ejemplo, que actian como inductores
enzimaticos, como los, barbituricos, hidrocarburos policiclicos, esteroides, etanol
(crénico), insecticidas clorados, herbicidas y algunas plantas. Entre los medicamentos
con capacidad de inhibir enzimas en humanos tenemos a la isoniacida, eritromicina,
ketoconazol, el cobalto, omeprazol, metronidazol, las sulfonamidas, alcohol etilico
(agudo), etc.

Ademas de sustancias quimicas, los factores ambientales y nutricionales alteran el
metabolismo. La dieta también afecta el metabolismo y la toxicidad de xenobiéticos.
Las dietas bajas en proteinas reducen tanto la actividad y la cantidad de citocromo
P450 41,

Un déficit de vitaminas, en conjunto con el consumo de alcohol y de productos
formados por la pirolisis de la carne asada, pueden inducir isoformas de citocromo
P450 asociadas al metabolismo de algunos carcinégenos. El consumo constante de

etanol y otras sustancias que pueden inducir a la isoforma CYP2E1l aumenta la
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toxicidad de drogas metabolizadas por esa isoforma, como ocurre con el acetaminofén
y el tetracloruro de carbono.

El consumidor crénico de etanol, tiene mayor posibilidad a sufrir lesiones por
paracetamol con dosis tan bajas como 2,5 g a 3 g. Por el contrario, el consumo agudo
de alcohol etilico en interaccion con dicha droga, disminuye la toxicidad a través de la
inhibicion competitiva de la enzima “3).

Entre los medicamentos que causan hepatotoxicidad, se encuentran:

Tabla N°5: Farmacos que producen hepatotoxicidad.

Morfologia de la injuria hepatica segun el xenobiotico implicado
Necrosis hepatocelular Esteatosis Esteatosis
Paracetamol* Microvesicular Macrovesicular
Allopurinol Aflatoxina Amiodarona
Arsénico Fialuridina Etanol
Carbamazepina Aceite de margosa Perhexilina
Tetracloruro de carbono® | Nucledsidos (antirretrov) | Vitamina A
Anatoxinas * Tetraciclina Neoplasias
Dantrolene Acido valproico Androgenos
Halotano Granulomatosis Anticonceptivos orales
Hidralazina Allopurinol Cloruro de vinilo
Sales de hierro Aspirina Enf. venoclusiva
Isoniazida Cabamazepina Ciclofosfamida
Metotrexate * Diltiazem Alcaloid. pirrolizidinicos
Metil dopa Halotano Azatioprina
Nitrofurantoina Hidralazina Colestasis
Fenitoina Isoniazida Allopurinol
Fésforo amarillo * Metil dopa AMX / CL
Procainamida Nitrofurantoina Andrégenos
Propiltiuracilo Penicilinas Clorpromazina
Quinina Fenitoina Clorpropamida
Tetraciclina Procainamida Eritromicina
Sulfonamidas Quinidina Hidralazinas
Troglitazona Sulfonamidas Nitrofurantoina
Cocaina Sulfonilureas Anticonceptivos orales
Indometacina Rifampicina
Anfetaminas Tetraciclinas

Trimetroprina / sulfamet
Anfetaminas
* Toxinas intrinsecas

Fuente: Zimmerman HJ, 1978.
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2.2.6 Paracetamol

2.2.6.1Contraindicaciones del paracetamol

Hipersensibilidad, insuficiencia hepatocelular grave y hepatitis virica ¢4,

2.2.6.2 Efectos secundarios

A nivel hepético aumenta las transaminasas, fosfatasa alcalina y la bilirrubina. En altas
concentraciones manifiesta hepatotoxicidad, de preferencia en pacientes alcohdlicos
0 muy débiles.

Hipersensibilidad: exantema, fiebre, rash maculopapular, dermatitis alérgica y
dermatitis. También se ha descrito angioedema y reacciones anafilacticas.
Hematologicos: trombocitopenia, leucopenia en tratamientos prolongados a dosis

altas.

En casos graves se describe agranulocitosis y anemia aplasica y ocasiones muy raras

se presenta malestar, erupcion cutanea, hipotension, piuria estéril e hipoglucemia “9,

2.2.6.3 Trastornos histopatologicos por paracetamol

La ingestion de una dosis Unica de 10-15 g de paracetamol (o 150 mg/kg) causa una
intoxicacion aguda caracterizada por la aparicion tardia (24-48 h) de nauseas, vomitos,
dolor abdominal e ictericia. Transcurridas 12 h ya pueden detectarse aumentos de
transaminasas y alteraciones del tiempo de protrombina en intoxicaciones graves.
Existe relacion directa entre las concentraciones plasmaticas del farmaco y la posible
aparicion de toxicidad hepética. La intoxicacion puede evolucionar en los dias
siguientes a un cuadro de insuficiencia hepética con acidosis metabdlica y coma, y
puede manifestarse insuficiencia renal aguda (necrosis tubular aguda), pancreatitis y
metahemoglobinemia. S6lo un 10% de las intoxicaciones no tratadas puede presentar
una necrosis grave, y alrededor del 1% puede desarrollar un fallo hepético fulminante

gue puede ser mortal. En pacientes hepatépatas y alcohélicos, la dosis necesaria para
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inducir hepatotoxicidad puede ser notablemente inferior, de entre 4 y 8 g. Un 60% de
los pacientes desarrollan hepatotoxicidad si tienen niveles plasmaticos superiores a
200 mg/L alas 4 h o a 30 mg/L a las 15 h tras la ingestion (o por encima de la linea
que une los 2 puntos en un tiempo intermedio). La afectacion aumenta hasta un 90%
en los que tienen concentraciones superiores a esas horas de 300 mg/L y 45 mg/L,

respectivamente “9),

2.2.7 Silimarina

2.2.7.1 Propiedades

La silimarina es un flavonoglicano, el cual se extrae del fruto y semillas de Silybum
marianum (Cardo Mariano); es una mezcla compuesta de tres diferentes sustancias:
silibinina, silidianina y silcristina En un estudio con animales de experimentacion los
gue se les realiz6 hepatectomia parcial del 70 por ciento, el grupo pre tratado con
silimarina evidenciéo un aumento en la sintesis de ADN, ARN, proteinas y colesterol,

comparado con el grupo no pre tratado, evidenciando regeneracion hepatica ¢,

2.2.7.2 Usos

Se ha usado durante miles de afios para tratar los problemas del higado. Tiene
reconocimiento por sus propiedades antihepatotoxica, antiinflamatoria, antioxidante,
antitumoral y hepatoprotectoras. Ademas de promover el crecimiento de nuevas
células del higado, por lo que se recomienda en el tratamiento de hepatitis, cirrosis y
durante el consumo de sustancias quimicas que pueden causar dafio en el higado
como efecto colateral. La silimarina, en su estructura quimica comprende a cuatro
flavolignanos: silibina, isosilibina, silicristina y silidianina, siendo practicamente el 50%

de la mezcla silibina, el cual posee mayor actividad farmacedtica 9.
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2.3 Hipotesis

2.3.1 Hipotesis general:

El extracto acuoso del mesocarpio Cucurbita ficifolia B. (calabaza) posee efecto
antioxidante en la lipoperoxidacién inducida por paracetamol en el higado de ratas
Holtzman.

2.3.2 Hipotesis especificas:

1. El extracto acuoso del mesocarpio Cucurbita ficifolia B. (calabaza) presenta varias
clases de metabolitos secundarios.

2. Existe una concentracion optima del extracto acuoso del mesocarpio Cucurbita
ficifolia B. (calabaza) con efecto antioxidante en la lipoperoxidacion inducida por
paracetamol en el higado de ratas Holtzman.

3. El extracto acuoso del mesocarpio Cucurbita ficifolia B. (calabaza) posee efecto
antioxidante en la lipoperoxidacion inducida por paracetamol en el higado de ratas

Holtzman en relacién al farmaco silimarina.

Variables
Tabla N°6: Operacionalizacion de variables e indicadores.

Variables Indicador Dimension

V.| Concentracion a evaluar:

Fitoquimico
E del ) 250 mg/kg, 500mg/kg, 1000mg/kg;
xtracto acuoso del mesocarpio Paracetamol 200mg/kg; Silimarina
Cucurbita ficifolia B. 40 mg/kg.
Determinacion de las especies
V.D reactivas al &cido tiobarbitarico Farmacolégico
Efecto antioxidante. (TBars) o radicales libres.
V. IN Gramos de peso de las ratas. Observacional

Peso de las ratas.

Fuente: Elaboracion propia.
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2.4 Definicién de términos basicos

Anatomia. Es una rama de las ciencias bioldgicas que estudia la forma y estructura

de los organismos vivos “7).

Antioxidante. Sustancias que se encuentra en menores proporciones, en
comparacién a las de un sustrato oxidable (biomolécula), retardando o previniendo la

oxidacion de dicho sustrato “9).

Enzimas. Son macromoléculas de naturaleza proteica cuya funcién en los seres vivos
es catalizar reacciones quimicas, de manera que éstas ocurran en un tiempo adecuado

para sustentar la vida “9).

Extracto acuoso. Preparacion principalmente en agua de las sustancias provenientes
de una planta o un animal que contiene los metabolitos biologicamente activos sin

residuo celular®9,

Fisiologia. Es el funcionamiento normal del cuerpo o también la funcion de un sistema

o acontecimiento fisioldgico ©b).

Fruto. Producto del desarrollo del ovario de una flor después de la fecundacion, en
gue quedan contenidas las semillas, y en cuyaformacidén cooperan con frecuencia tan

to el céliz como el receptaculo floral y otros érganos 2.

Higado. Organo de mayor volumen que se encuentra ubicado en la parte superior del
abdomen. Tiene como funcién desintoxicar la sangre y ayudar en la digestion

secretando bilis 3,

Intoxicacion. Respuesta posterior luego del consumo de una droga psicoactiva,
causando alteraciones en el nivel psicolégico y también ante respuestas

psicofisiologicas ©4.

Lipoperoxidacion. Reaccion autocatalitica donde las especies reactivas del oxigeno
o radicales libres secuestran atomos de hidrogeno de las moléculas de acidos grasos

poliinsaturados ©5).
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Mesocarpio. Capa media de las tres que forman el pericarpio de los frutos ).

Metabolismo. Son procesos quimicos que facilitan la subsistencia celular ©7),

Prooxidante. Sustancia que puede producir subproductos del oxigeno del

metabolismo que pueden dafiar las células 8.

Radicales libres. Molécula quimica cuya estructura posee uno o mas electrones
desapareados, por lo que son muy reactivos y son clave para formar otros radicales

libres en cadena 9.

Tbars. La metodologia del Tbars consiste en la reaccion del malondialdehido
(producto formado durante la oxidacion lipidica) con el 4cido tio barbiturico, dando
como resultado un compuesto coloreado el que es evaluado

espectrofotométricamente(©9).
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CAPITULO Il

METODOLOGIA

3.1 Tipo y Disefio de investigacion

El estudio pertenece al tipo de caracter aplicativo puesto que esta dirigido a solucionar
un problema de salud publica.

El estudio pertenece al nivel de investigacion explicativa, porque presenta variables de

causa y efecto.

El disefio de la investigacion utilizada es el experimental mixto, porque existe la

manipulacion de la variable independiente, vinculando en su procedimiento.

3.2 Poblacion y muestra
3.2.1 Poblacidon vegetal

La poblacion vegetal que se utilizé en la investigacion estuvo constituida por un fruto
de la especie vegetal Cucurbita ficifolia B. (calabaza) de 5 kilos, colectadas en la

Provincia de Huanuco en el mes de julio del 2018.

3.2.2 Muestra vegetal
La muestra vegetal fue 750 g del mesocarpio Cucurbita ficifolia B. para el extracto

acuoso.
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3.2.3 Poblacién animal

Se uso6 ratas albinas machos cepa Holtzman de 8 -10 semanas de edad con un peso
promedio de 220 - 240 g.

3.2.4 Muestra animal

Se utilizaron 39 ratas albinas macho cepa Holtzman (siguiendo las pautas de la guia
OECD Test 423 1 y el articulo del disefio experimental y consideraciones sobre el
tamafio de muestra por CNB - CBMSO (©2), provenientes de las instalaciones del
bioterio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. El proceso de cuarentena para

la aclimatacion a las condiciones ambientales y conductuales fue de cinco dias.

3.3 Instrumento de recoleccién de datos

El instrumento de recoleccion que se empled en este estudio fueron las siguientes

fichas de observacion ad-hoc, elaborada para los fines especificos de la investigacion:

Ficha de observacion AD-HOC de prueba de solubilidad del estudio del extracto
acuoso del mesocarpio de Cucurbita ficifolia B. (calabaza) y su efecto antioxidante
en la lipoperoxidacién inducida por paracetamol en higado de ratas Holtzman.

Ficha de observacion AD-HOC de marcha fitoquimica del estudio del extracto acuoso
del mesocarpio de Cucurbita ficifolia B. (calabaza) y su efecto antioxidante en la
lipoperoxidacién inducida por paracetamol en higado de ratas Holtzman.

Ficha de observacion AD-HOC de recoleccién de datos para determinar el efecto
antioxidante en la lipoperoxidacion del extracto acuoso del mesocarpio de Cucurbita
ficifolia B. (calabaza) y su efecto antioxidante en la lipoperoxidaciéon inducida por

paracetamol en higado de ratas Holtzman.
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3.4 Procesamiento de datos

Para el analisis estadistico se empled el andlisis de varianza de una via (One-way
ANOVA) para determinar si existe diferencia estadisticamente significativa para la
variable evaluada intergrupos e intragrupos se realiza analisis post hoc mediante el
test de tukey. El nivel de significancia fijado fue p< 0.05

3.5 Equipos, materiales y reactivos

- Equipos:
= Balanza Gramera.
= Balanza Analitica Pioneer PA224 "OHAUS".
= Estufa.
= Plancha de calentamiento.
= Luz UV 254y 366 nm.
= Centrifuga.
= Espectrofotometro UV-VIS.

- Materiales:

= Material estéril de Laboratorio.
= Papel Kraft.
= Mortero y pilon.
= Matraz Erlenmeyer
= Embudo de vidrio.
= Papel filtro.
= Tubos de ensayo Pyrex®.
= Pipetas.
= Fiolas de 50 mL
= Peras de Bromo de 250 mL
= Material quirurgico.
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Jaulas de Polietileno.

- Reactivos y Solventes:

Rvo de Mayer.

Rvo de Wagner.

Rvo de Dragendorff.

Rvo de acido Fosfowolframio.
Rvo de Sonneschein.

Rvo de Reineckato.

Rvo de Shinoda.

Rvo de Cloruro Férrico.

Rvo de gelatina al 1%.
Hidroxido de sodio al 5%.

Rvo de Ninhidrina.

Rvo de Lugol.

Rvo de Fehling A.

Rvo de Fehling B.

Etanol de 96°.

Metanol marca Merck.

Etanol marca Merck.
Cloroformo marca Merck.

Agua destilada.

Isopropanol

Reactivo de Tricloruro de Aluminio al 2%
Acetato de sodio 1 M

Reactivo Metanol: Agua (25:75)
Reactivo BAW (Butanol: Agua: AAG) (4:3:1)

Acido sulfarico 2 N
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= Hidréxido de sodio al 10%
= Acido tricloroacetico al 20%
= Acido tiobarbiturico

= Acido clorhidrico 0.1 N

= Malonaldehido

= Estandar de Quercetina.

= Estandar de Cafeina.

3.6 Procedimiento experimental

El fruto de la calabaza fue recolectado en la provincia de Huanuco ubicada a los 1800
m.s.n.m. en el mes de julio del 2018. Posteriormente se confirmé su identidad en el
Herbario del Museo de Historia Natural de la UNMSM. (Constancia N° 263-USM-2018)

(Anexo 2). Se asumio el siguiente proceso:

Para la parte experimental del presente trabajo se desarrollo en dos etapas, una de
las cuales es la parte fitoquimica, aqui se hizo la extracciéon acuosa del fruto de
calabaza (para la realizacion del screening fitoquimico y cromatografia en capa fina),
también se obtuvo el extracto seco de la muestra para la prueba de solubilidad, una
vez terminado esta parte se procedio a evaluar la Toxicidad Aguda Oral en ratas, para
analizar si el extracto acuoso de la calabaza causa mortalidad o signos adversos en
los animales de experimentacion y segundo se procedid a la elaboracién de la
dosificacion para las dosis en las ratas, dando lugar a la parte farmacologica con el
uso de seis grupos de 5 animales por cada tratamiento y poder probar el efecto

antioxidante de la calabaza.

3.6.1 Obtencién del extracto acuoso del fruto de Cucurbita ficifolia B.

Se llevo a cabo el desarrollo de la parte experimental en el laboratorio de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia, donde se procedi6 el lavado del fruto para eliminar las
impurezas como tierra adheridos a la superficie, previamente fue pelado de manera

manual con cuchillo de acero inoxidable; con la finalidad de separar la cascara y las
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semillas. Posteriormente se coloc6 un peso promedio de 250 g del mesocarpio de la
calabaza y se vertio 1000 mL de agua destilada para luego ser llevado a una plancha
de calentamiento a una temperatura de 40°C, y mediante una extraccion de reflujo (24
horas) acondicionado con un refrigerante para asi poder extraer sus metabolitos sin

alterarlos.

Una vez culminada la extraccion acuosa por reflujo, se filtr6 la muestra en un embudo
Buchner acoplada a una bomba al vacio para generar presion al momento de la

extraccion. Aqui se obtiene el extracto acuoso.

3.6.2 Extracto Seco del fruto de la Calabaza

Para esto una pequefia parte del extracto acuoso (filtrado) lo vertemos a una capsula
de porcelana para luego ser llevado a la estufa a una temperatura de 40° C, por un
tiempo de 24 horas, al transcurrir el tiempo es sacada de la estufa y recolectada en un
recipiente hermético, el cual lo proteja de la luz y asi evitar la oxidacion. Finalmente se

guarda a temperatura de 2 a 8 °C hasta su utilizacion.

3.6.3 Prueba de solubilidad

Para esta prueba se usoé del extracto seco de la Calabaza y colocamos una minima
cantidad de nuestra muestra en seis (06) tubos de ensayo; luego se afadio de 3 a 5
mL de los solventes con distinta polaridad como (Alcohol de 96°, Etanol, Agua,
Cloroformo, Metanol e Isopropanol); esta prueba nos permite identificar en que

solventes es mas soluble la muestra a tratar.

3.6.4 Screening Fitoquimico

Para la realizacion de esta prueba se han elaborado un conjunto de técnicas para la
deteccion preliminar de los diversos fitoconstituyentes quimicos presentes en la planta,

basandose en la extraccién con los respectivos solventes adecuados, debido a que
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este estudio es de coloracion y precipitacion. En esta evaluacion se realizaron pruebas
para la deteccion de metabolitos primarios y secundarios, usando los siguientes

reactivos.
Metabolitos primarios

Determinacion para glucidos

Reactivo de Fehling Ay B: En un tubo de ensayo se colocé 1 mL de extracto acuoso
de Cucurbita ficifolia B y luego se afiadi6 3 gotas del reactivo Fehling A y B,
llevandolo luego a bafio maria; la aparicion de un precipitado anaranjado ladrillo

confirma la presencia de glacidos en nuestra muestra.

Determinacion para almidon

Reactivo de Lugol: En un tubo de ensayo se coloc6é 1 mL de extracto acuoso de
Cucurbita ficifolia B y se afiadié 3 gotas del reactivo de lugol; la presencia de una

coloracion oscura confirma la presencia de almidén en nuestra muestra.

Determinacion para aminoacidos

Reactivo de Ninhidrina: En un tubo de ensayo se agregd 1mL de extracto acuoso de
Cucurbita ficifolia B. y se afiadié de 3 a 5 gotas del reactivo e inmediatamente es
llevada a calentar, la presencia de una coloracion rosada medio lila es positiva para

aminoacidos.

Metabolitos secundarios

Determinacion para alcaloides
Se utilizé reactivos generales (Reactivos de precipitacion y Reactivos de coloracion)
porque tienen importancia en los métodos de busqueda, aislamiento, purificaciéon e

incluso identificacion, estos reactivos se agrupan en dos grandes grupos como son:
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Reactivos de precipitacion

Reactivo de Wagner: (yodo-yoduro de potasio), en un tubo de ensayo se agregé 1
mL de extracto acuoso de Cucurbita ficifolia B, luego se agreg6 de 3 a 5 gotas del
reactivo de Wagner, la presencia de coloracién marrén es el resultado confirmatorio.
Reactivo de Mayer: (Yoduro de mercurio y potasio), en un tubo de ensayo se
coloc6é 1 mL de extracto acuoso de Cucurbita ficifolia B, y luego 3 a 5 gotas del
reactivo, un resultado positivo es el cambio de coloracion de blanca a crema.

Reactivo de Dragendorff: (Yoduro de bismuto y potasio), en un tubo de ensayo se
coloc6é 1 mL de extracto acuoso de Cucurbita ficifolia B, y luego 3 a 5 gotas del

reactivo, el resultado positivo es el cambio coloracion rojo o naranja.

Reactivos formados por poliacidos minerales complejos:

Reactivo de Scheibler: (Acido fosfoWolframico), en un tubo de ensayo se agreg6
1 mL de extracto acuoso de Cucurbita ficifolia B, luego 3 a 5 gotas del reactivo; el
resultado positivo es el cambio de coloracién blanca.

Reactivo de Sonneschein: (Acido fosfomolibdico), en un tubo de ensayo se coloco
1 mL de extracto acuoso de Cucurbita ficifolia B, y se agregé 3 a 5 gotas del

reactivo, el resultado positivo es el cambio de coloracion naranja.

Otros reactivos de precipitacion:
Reactivo de Reineckato: (NH4[Cr(NH3)2(SCN)4]2H20), forma un precipitado
floculante de color rosa, agregandole de 3 a 5 gotas a la muestra del extracto acuoso

de Cucurbita ficifolia B.

Reactivos de coloracion

Segun la Doctora Olga Lock se considera que hay presencia de alcaloides si se

obtienen cuatro resultados positivos de los ya citados.
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Determinacién para flavonoides

Reactivo de Shinoda: En un tubo de ensayo se agregd 1mL de extracto acuoso de
Cucurbita ficifolia B, mas una limadura de magnesio y con un gotero se afiade 3
gotas de HCI concentrado; si hay presencia de coloraciones amarillas a rojas (flavonas
y flavonoles), si la coloracion es rojo a magenta (flavanonoles), si son coloraciones
rojo, violeta o azul (flavanonas), si son amarillos (isoflavonas), si esta no presenta

coloracién pueden ser isoflavononas, chalconas y auronas.

Determinacion para compuestos fendlicos

Reactivo de Cloruro Férrico: En un tubo de ensayo se agregd 1mL de extracto
acuoso de Cucurbita ficifolia B y luego unas gotas de cloruro férrico; la presencia de
una coloracién negra azulada indica que el tanino es perteneciente a los derivados del
acido pirogalico, pero si la coloracion es verde nos indica que deriva de la catequina.

Reactivo de Gelatina al 1% (Gelatina + cloruro de sodio), se colocd 1ml de extracto
acuoso de Cucurbita ficifolia B, mas 5 gotas del reactivo de gelatina junto con 3 gotas
de cloruro de sodio al 10 % (NaCl 10 %), el resultado positivo es la presencia de un

precipitado blanco denso (coloide).

Reactivo de Hidroxido de sodio al 5% (Reaccion de Borntranger)
En un tubo de ensayo se agregé 1mL de extracto acuoso de Cucurbita ficifolia B. y
se afadio de 3 a 5 gotas del reactivo, la presencia de una coloracién rojiza confirma

asi la presencia de antraquinonas y naftoquinonas.
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Tabla N°7: Screening fitoquimica de la Cucurbita ficifolia B. (calabaza)

Metabolito Reactivo de Reaccion Reaccion Positiva
GLUCIDOS Fehling Ay Fehling B Precipitado anaranjado ladrillo
ALMIDON Lugol Coloracion oscura
CETONAS 2,4 DNPH Formacion de anillo rojizo
AMINOACIDO Ninhidrina Formacion de color oscuro

Mayer Precipitado blanco
Wagner Precipitado marrén
ALCALOIDES - : :
Dragendorff Precipitado rojo o naranja
Scheibler Precipitado blanco
Sonneschein Precipitado naranja
Reineckato Coloracion rosa
COMPUESTOS P
SRS FeCl; Coloracioén verde
TANINOS Gelatina 1% Precipitado denso blanco
FLAVONOIDES Shinoda Flavanoles: Rojo a magenta
NAFTAQUINONAS, 0 AN O
ANTRAQUINONAS Bortranger (NaOH 5%) Coloracion roja
Y ANTRANONAS

Fuente: Elaboracion propia.

3.6.5 Prueba cromatografica en capa fina

- Cromatografia en capa fina (alcaloides)

En la prueba de cromatografia se utilizé6 una placa cromatografica, marca Merck (TLC
Silica gel F2s4), como fase estacionaria; nuestra fase movil fue Metanol (por ser un
buen solvente de sustancias polares): Agua en proporcion de (25:75) respectivamente,
y por ultimo se hizo uso una jeringa en unidades de 5 pl para la inoculacién de la

muestra.
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Para la comparacion se uso6 un estandar de Cafeina de 10 mg/mL y se inyect6é 5 pl de

dicha muestra estandar, caso similar ocurrié con la muestra acuosa de la Calabaza.

Una vez contenida la placa cromatogréfica las dos inyecciones fueron sumergidas en
la fase movil, donde se procederéa a la separacion de los metabolitos por absorcion y
polaridad, una vez culminada la elucién del activo se saca la placa cromatografica y se
coloca en una plancha de calentamiento hasta evaporar por completo solvente, luego

se lleva a laluz UV a 254 nm para evidenciar el desplazamiento de las manchas.

Para la identificacion de alcaloides, se rocia sobre la placa, acido sulfarico al 2 por
ciento y luego el reactivo de Dragendorff, como revelador, el resultado positivo es la

presencia de manchas color naranja.

-Cromatografia en capa fina (Flavonoides)

En la prueba de cromatografia en capa fina para la deteccion de flavonoides se uso
una placa cromatografica, marca Merck (TLC Silica gel F2s4), como fase estacionaria,
y como fase mévil se utilizé (Butanol — Agua - Acido acético glacial), como explican
Aurelio y Angeles (2012) que la fase movil esta constituida por un disolvente en el que
los componentes de la mezcla deben ser al menos parcialmente solubles, en
proporcion de (20:15:5) respectivamente, esta mezcla se coloc6 en una pera de bromo
con capacidad de 250 mL y se agito, formandose dos fases, en donde la fase movil es

la menos densa.

Para la comparacion se uso un estandar de Quercetina (antioxidante flavonoide) en
concentracion de 10 mg/ mL el cual se inyecto 5 pl a la placa cromatogréfica, el mismo

procedimiento se utilizdé con la muestra de la pulpa de la calabaza.

Al terminar la corrida, la muestra se seca en una plancha de calentamiento, hasta
evaporar todo el solvente, luego se evidencia las manchas en laluz UV a 254 nm, y se
usa como revelador el tricloruro de aluminio, la cual pone en evidencia los flavonoides

con la presencia de manchas color amarillo.
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3.6.6 Determinacion de la toxicidad aguda oral - Método de Clases (DLsp)

Se determino la Toxicidad Aguda por via oral en ratas, segun Guia OECD — Test 423
(Método de clases) ¢V y la determinacion de la actividad hepatoprotectora por via oral
del extracto acuoso de Cucurbita ficifolia B. (calabaza) mediante la técnica citada en
el Manual del Cyted y la citacion: Madkour, F & Abdel-Daim, M (19),

Fueron usadas ratas albinas machos (cepa Holtzman) de 8 - 10 semanas de edad con
un peso promedio de 220 - 240 g; provenientes de las instalaciones del bioterio de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia. El proceso de cuarentena para la
aclimatacion a las condiciones ambientales y conductuales fue de cinco dias, después
de lo cual el extracto acuoso se administré por via oral mediante una sonda
nasogastrica a dos grupos de tres ratas cada uno (un grupo con una repeticion) y un
grupo control (agua destilada).

La prueba incluy6 un tratamiento del extracto acuoso del mesocarpio de Cucurbita
ficifolia B. con unarepeticion con la dosis de 2000 mg/Kg de peso corporal. El volumen
de administracion de la muestra diluida en agua destilada fue de 1 ml, al grupo control
se le administré agua destilada. La mortalidad fue observada diariamente hasta los 14
dias.

Luego de la administracion de la dosis, se hizo un seguimiento a los animales para
observar si hay mortalidad y si existen conductas anormales (como alteracion en la
actividad motriz, postracion, depresion, irritabilidad) o presencia de signos de toxicidad
(como salivacion, convulsion, disnea, diarrea, entre otros).

Se realiza registros de peso corporal a los animales de experimentacién, para evaluar

si hay alteracion de aumento o pérdida.

Los tratamientos y sus respectivos valores de concentracion ensayados son detallados

en la siguiente tabla:
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Tabla N° 8: Tratamientos de experimentacion con Cucurbita ficifolia B.

Dosis (mg/Kg rata) N° de animales Machos Peso promedio por grupos (g)
2000 3 225,20
2000 (repeticién) 3 227,15
Control 3 230.86

Fuente: Elaboracion propia

Previo al inicio de la prueba, todos los animales seleccionados para el estudio fueron
restringidos en su alimentacion 24 horas antes del ensayo. Los animales fueron
mantenidos en jaulas de polietileno con tapas de acero inoxidable que aloja el agua y

alimento y distribuidos al azar.
3.6.7 Induccidén hepatica con paracetamol

Se les administré a todas las ratas del grupo control positivo, control inducido sin
tratamiento, control negativo y a los tres grupos de tratamiento la dosis de 200 mg/kg

peso corporal por tres dias consecutivos para generar el dafio hepatico severo.

3.6.8 Administracion de los tratamientos

La administracion del extracto acuoso del mesocarpio de Cucurbita ficifolia B. fue por
via oral y se realiz6 mediante el uso de una sonda nasogastrica. Con los animales ya
intoxicados hepaticamente, se empezo6 con la administracién de los tratamientos por
21 dias. Se administré diariamente un volumen de 1 mL del extracto diluido en agua
destilada en sus diferentes concentraciones a todos los animales de los seis grupos.
El acceso al agua y alimento fue ad libitum. El estudio duro 21 dias. Al final del ensayo
los animales fueron pesados y sacrificados por dislocacion cervical para proceder a la
extraccion de los higados.

Se utilizaron 30 ratas machos, las cuales se formaron 6 grupos de 5 ratas albinas cada

uno como se indica:
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Tabla N° 9: Distribucién de los animales de experimentacion.

Grupo Tratamientos N° de Animales Dosis
1 Control negativo s
Inducido con  paracetamol sin 5 -
tratamiento.
2
Inducido con paracetamol y silimarina 5 40 mg/kg
3 (Control positivo).
Inducido con paracetamol y extracto
acuoso del mesocarpio de Cucurbita 250 mg/kg
4 ficifoliaB. 5
Inducido con paracetamol y extracto
acuoso del mesocarpio de Cucurbita 500 mg/kg
S ficifoliaB. S
Inducido con paracetamol y extracto
6 acuoso del mesocarpio de Cucurbita 5 1000 mg/kg

ficifolia B.

Fuente: Elaboracion propia.

3.6.9 Peroxidacion lipidica

Determinacion de TBARS homogenizado en el higado de ratas, inducidas con
paracetamol y tratadas con extracto acuoso del mesocarpio Cucurbita ficifolia

B.

Se realiz6 el proceso de liperoxidacion de acidos grasos homogenizado en el higado, como
organo dafiado; segun la técnica de Buege y Aust (1978), que se basa en la medicién de
sustancias reactivas al acido tiobarbitirico con formacién del complejo tiobarbittrico -
Malonaldehido (MDA).

Al finalizar el ensayo in vivo, se procedié a la eutanasia de los animales por dislocacién
cervical. Posteriormente se realiz6 la necropsia para la respectiva extraccion de los

higados de todos los animales ensayados.
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Estos fueron homogenizados en frio (0°C) y perfundidos en NaCl al 0.9 por ciento y se
recolectaron los sobrenadantes. Se determind usando como muestra 0,3 mL de
sobrenadante que se coloc6 en un tubo con tapa rosca, luego se le adicioné 0,6 mL de
acido tricloroacético al 20 por ciento, mezclando bien. Después, los tubos tapados fueron
colocados en bafio maria por 10 minutos. Al transcurrir este tiempo, se dejo enfriar y se
afiadié 1mL del acido tiobarbittrico al 0.7 por ciento, junto con 2 mL de HCI 0.1 N, se
mezclaron bien y se trasladé a bafio maria hirviente por 30 minutos. Se afadio 5 mL de
butanol, mezclando el contenido. Luego se dejaron enfriar los tubos y se centrifugaron a
4000 RPM por 15 minutos, por ultimo los sobrenadantes fueron separados con el uso de
una pipeta Pasteur, para luego proceder a realizar su respectiva lectura de absorbancia en
el espectrofotdmetro a 536 nm.

Esto se realiz6 para cada muestra, ademas de afiadirse 3 tubos control:

Testigo 1, testigo 2, testigo 3, a los cuales se les afiadi6 Malonaldehido MDA) de la
siguiente forma:

T1: 5ul de MDA: T2: 10 ul de MDA: T3: 20 ul de MDA, para hacer la curva de calibracion.
Luego se le afiade 1 mL de acido tiobarbiturico al 0.7 % con 2 mL de HCI 0.1 N y se llevo
a bafo maria hirviente por 30 minutos. Luego se siguid el mismo procedimiento con las
muestras.

La fraccion butandlica, que da un color rosado, en la parte superior fue la que se coloco en

la cubeta para su lectura.

52



Recolecciéon de muestra ]

I
A 4

Identificacidon taxonémica

|
A 4

Pesado

I
A 4

Pelado y Trozado

|
A 4

[ Extraccion por reflujo

|
\ 4

[ Extracto acuoso filtrado —___>[ Solubilidad ]

|
|
[ Screening fitoquimico ] | [ Cromatografia en capa fina ]
|
1

final del ensayo los animales
fueron pesados y sacrificados
por dislocacién cervical para

proceder a la extraccion de

/EI estudio duré 21 dias. AI\

[ Determinacion de la Toxicidad Aguda Oral en ratas ]

v

[ Determinacion de la Actividad Antioxidante ]

\Ios higados. /
[ Tratamientos ]

Control p;]:ggtig;gfgm Inducido con Inducido Coln Inducido con Inducido con

. . paracetamol y paracetamol y paracetamol y paracetamol y
negativo tratamiento silimarina 40 extracto acuoso extracto acuoso extracto acuoso
mg/kg (Control del mesocarpio del mesocarpio del mesocarpio

positivo) calabaza 250 calabaza 500 calabaza 1000

mg/kg mg/kg mg/kg

Figura N° 7 Diagrama de flujo global del procedimiento experimental de Cucurbita ficifolia B.

(calabaza).

Fuente: Elaboracion propia.
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Condiciones de ensayo

Las condiciones de temperatura, humedad y fotoperiodo en el tiempo de
experimentacion se registraron en los siguientes rangos: temperatura = 22 + 2°C;
humedad = < 70 %; 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. El consumo de agua y

alimento fue ad libitum.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 Presentacion

4.1.1 Resultados de la prueba de solubilidad

Tabla N° 10: Prueba de solubilidad del extracto acuoso del mesocarpio de Cucurbita
ficifolia B.

PRUEBA DE SOLUBILIDAD

Solventes Extracto seco del Resultado de
mesocarpio de la Calabaza Solubilidad
Metanol S°
Etanol INS®
Alcohol 96 °C Extracto seco en S°
Cloroformo tubos de ensayo INS®
Agua S°
Isopropanol INS®

Leyenda: Soluble (S°); Insoluble (INS®).
Fuente: Elaboracion propia.

Segun los ensayos de solubilidad del extracto seco, este es soluble en metanol, alcohol

y agua.
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4.1.2 Resultados del screening fitoquimico

Tabla N°11: Identificacion de los metabolitos primarios del extracto acuoso del mesocarpio
de Cucurbita ficifolia B.

IDENTIFICACION DE METABOLITOS PRIMARIOS

Metabolitos Reactivo de Interpretacion Resultado
Primarios identificacion
Gldcidos Fehling Ay B Precipitado (+++)
anaranjado
ladrillo
Almidon Lugol Coloracion )
oscura
Cetonas 2,4 DNPH Coloracion rojizo +)
Aminoéacidos Ninhidrina Color rosado (++)

Leyenda: Nula (-); poco (+); regular (++); bastante (+++)
Fuente: Elaboracién propia.

Entre los metabolitos primarios que se identificaron, el mas abundante que se
presento fue el de glucidos (+++), seguido de la presencia regular de aminoacidos (++),

y la presencia de almidon fue nula (-).
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Tabla N°12: Identificacion de los metabolitos secundarios del extracto acuoso del
mesocarpio de Cucurbita ficifolia B.

IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Interpretacion Resultado

Metabolitos Reactivo de
secundarios identificacion
Mayer Precipitado +)
blanco
Alcaloides Wagner Precipitado (++)
marrén
Dragendorff Precipitado (+++4)
rojo o naranja
Scheibler Precipitado o )
Color blanco
Sonneschein Precipitado )
naranja
Reineckato Color rosa (+)
Compuestos Shinoda Color rojo (+)
fendlicos y Cloruro férrico Color negro (+++)
Flavonoides Gelatina al 1% Precipitado (++)
blanco
Reaccién de Color rojo (+)
Bortranger

Leyenda: Nula (-); poco (+); regular (++); bastante (+++)

Fuente: Elaboracién propia.

En la identificacion de alcaloides se obtuvo mayor presencia con el reactivo

identificador dragendorff (+++) y en identificacibn de compuestos fendlicos se obtuvo

mayor presencia con el reactivo de cloruro férrico (+++).
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4.1.3 Resultados de la prueba cromatogréfica en capa fina

Para la identificacion de alcaloides se evidencié que al comparar con el estandar de
referencia cafeina las manchas anaranjadas en ambas siembras resultando positivo
(Figura 12).

Para la identificacion de flavonoides se evidencié que al comparar con el estandar de
referencia quercetina las manchas amarillas en ambas siembras resultando positivo
(Figura 12).

4.1.4 Resultados del ensayo farmacoldgico.

4.1.4.1 Condiciones ambientales:
Durante la prueba, los parametros ambientales registrados en el area de desarrollo
fueron los siguientes:
. Temperatura (°C): 21,1°C
" Humedad (%): 67%
" Luz, Oscuridad: 12 L:12°

4.1.4.2 Determinacion de la toxicidad aguda oral- Método de Clases (DLso):

El extracto acuoso de Cucurbita ficifolia B., (calabaza) y el control no produjeron
mortalidad en la dosis administrada con una repeticion durante los 14 dias de
evaluacion de este estudio. La DLsp por via oral del extracto acuoso es mayor a 5000

mg de producto/Kg de peso corporal (> 5,0 g/ Kg).

Tabla N°13: Resultados de la Toxicidad aguda oral.

Dosis (mg/Kg rata) Mortalidad Machos Muertos/Total
2000 0/3
2000 (repeticién) 0/3
Control 0/3

Fuente: Elaboracion propia.
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4.1.4.3 Determinacion de la peroxidacion lipidica (Tbars):

De acuerdo con los resultados obtenidos, la muestra analizada del extracto acuoso del
mesocarpio de Cucurbita ficifolia B., (Calabaza) presenta actividad antioxidante y
hepatoprotectora en el modelo estudiado, a las dosis de 1000 mg/Kg. Este resultado
es significativo en comparacion con el control y las dosis ensayadas. Los niveles de
malonaldehido (MDA) como marcador de estrés oxidativo, y del dafio generado con la
induccién con paracetamol disminuyeron con los tratamientos aplicados y con el
control positivo en comparacion con los inducidos sin tratamiento alguno, a un nivel de

significancia de p < 0.05

Tabla N°14: Concentracién de malonaldehido en la Lipoperoxidacién inducida con
paracetamol a las concentraciones de 250 mg/kg, 500 mg/kg y 1000 mg/kg del extracto
acuoso del mesocarpio de Cucurbita ficifolia B. en homogenizado hepatico de rata
Holtzman.

Valores de TBars (MDA uM/mL)

Nimero de Control negativo Sin Tratamiento  Silimarina 250 mg/kg 500mg/kg 1000mg/kg
especimenes
1 74.541 335.717 76.427 210.011 161.832 81.982
2 74.581 335.566 76.978 210.315 161.988 82.829
3 74.731 335.235 76.668 210.613 161.916 83.964
4 74.412 334.933 76.762 210.478 161.762 82.464
5 74.195 335.807 76.027 210.574 161.666 82.250

Fuente: Elaboracién propia.

Tabla N°15: Valores promedio de malonaldehido (MDA) producido por la
Lipoperoxidacion en el higado de ratas Holtzman segln grupo de trabajo.

Control Sin Silimarina 250 mg/kg 500mg/kg 1000mg/kg
negativo Tratamiento
Promedio 74.49 335.45 76.57 210.40 161.83 82.70
Desviacion 0.20134 0.3624 0.3636 0.24522 0.12639 0.7727

Fuente: Elaboracion propia.
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En la tabla se observa los resultados de las dosis administradas a los grupos de ratas,
obteniendo buena efectividad en el grupo que recibié la concentracién de 1000 mg/kg

y aproximacién de resultado al grupo que recibio silimarina como control positivo.

4.2 Contrastacion de hipoétesis

- Andlisis de varianza

Tabla N° 16: Resultados obtenidos del analisis de varianza (ANOVA).

Origen de las Suma de Grados  Promedio de Fexp Probabilidad Valor
variaciones cuadrados de los critico para
libertad  cuadrados F
Entre grupos  267582.9354 5 53516.58707 328560.02  3.4271E-57 2.62065415

Dentrodelos 3.909173392 24 0.162882225
grupos

Total 267586.8445 29

Fuente: Elaboracién propia.

Prueba de hipotesis
Ho = Todos los grupos presentan igual efecto antioxidante (P>0.05)
Ha =Todos o al menos uno de los grupos presentan diferente efecto
antioxidante (P<0.05)

Como el nivel de significancia usado es de 0.05 y p hallado es menor a ese valor y
Fexp > F critico, rechazamos la hipoétesis nula y aceptamos la alterna, por lo tanto
estadisticamente existe diferente efecto antioxidante en toda las concentraciones

ensayadas.
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- Anélisis multiple posterior: Prueba de Tukey.

Tabla N° 17: Resultados de la prueba de Tukey.

Diferencia honestamente significativa HSD 0.75
Multiplicador (Valor Q alfa de Tukey) Mul. 4.17
Cuadrado de error medio (suma de cuadrados y grados de libertad dentro Mse 0.16
los grupos)
Tamafio de cada uno de los grupos (nimero de elementos en cada grupo - n 5
cuenta)

Sin 250 mg/kg 500mg/kg 1000mg/kg

Tratamiento Silimarina

Sin Tratamiento _ 258.88 125.05 173.62 252.754

Fuente: Elaboracion propia.

Se halla la Diferencia Honestamente Significativa (HSD) utilizando la prueba de Tukey,
HSD = 0.75, los valores mayores a este dato son los grupos que hacen la diferencia
significativa (como valor absoluto), por lo tanto, los grupos comparados con el control

negativo presentan efecto antioxidante y hepatoprotectora.

250.00
210.40
200.00
= 161.83
X
~— 150.00
©
©
=
>
_'3 100.00 82.70 76.57
<
50.00
0.00
250 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg Silimarina

Tratamiento (%)
Figura N°8: Porcentaje del efecto antioxidante en la Lipoperoxidacién del extracto acuoso del mesocarpio
de Cucurbita ficifolia B., inducida al dafio hepatico por paracetamol en ratas Holtzman.

Fuente: Elaboracion propia.
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4.2 Discusion

En el estudio se realizé un screening fitoquimico del extracto acuoso del mesocarpio
de Cucurbita ficifolia B. (calabaza), segun Olga Lock, a través de reacciones de
coloracion y precipitacion, donde se observo la presencia en mayor cantidad de
alcaloides, glucidos, compuestos fendélicos como taninos condensados; y en menor
cantidad flavonoides, amino&cidos (tablas N°12 y N°13), donde nuestros resultados son
similares a lo publicado por Barbosa ®¥ y Ventura ), quienes evidenciaron un alto
contenido de antioxidantes en el mesocarpio Cucurbita ficifolia B. (calabaza) hallando
asi la presencia de metabolitos como alcaloides, sesquiterpenlactonas, compuestos
fendlicos (taninos, flavonoides cumarinas y quinonas) y al comparar los compuestos
bioactivos hallados en nuestro estudio con la de ellos, se evidencia que no presentan
las mismas cantidades ya pueda ser por un factor ambiental o sea la procedencia del

fruto, puede influenciar en gran manera.

Por otro lado, en el estudio de toxicidad aguda oral, la administracion del extracto
acuoso del mesocarpio Cucurbita ficifolia B. (calabaza) en la dosis de 2000 mg/kg
de peso corporal en las ratas, no produjo mortalidad, y tampoco se presentaron signos
de toxicidad, sin cambios en la conducta de los animales durante los 14 dias de
observacion. Esto apoya trabajos anteriores en donde los extractos no causan
mortalidad ni dafio; por ejemplo, el autor Cérdova M 0 elaboré papilla a partir de la

Cucurbita ficifolia B.

Los polifenoles y flavonoides estan presentes en frutas, verduras, extractos vegetales
y constituyen una excelente fuente de antioxidantes que pueden contribuir a
restablecer el equilibrio prooxidante/antioxidante en una situacion de estrés

oxidativo(©3)64),

Es necesario mantener el equilibrio prooxidante/antioxidante en los organismos
aerobios, porque estan expuestos a la generaciéon endégena de EROs o radicales
libres, tales como el anion superoxido (O2~), el perdxido de hidrégeno (H202), el radical

oxidrilo (OH"), el éxido nitrico (NO), perdxidos (ROQO), los cuales dafian las diversas
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estructuras celulares 9. En esta situacion es muy importante la accion de sustancias

endogenas y exdgenas que neutralizan dichos efectos nocivos de las EROs.

El higado es el encargado de los procesos de detoxificacion en fase | y fase Il. En una
intoxicacion con paracetamol, su catabolismo principal por la fase Il cambia a la fase |
produciendo el radical NAPQI, que ocasiona dafios en la arquitectura celular; al agotar
la reserva de GSH ( glutation ) y por la propagacién de las EROS que no llegan a ser
neutralizadas por los mecanismos antioxidantes, se establece una situacion de estrés

oxidativo y dafio hepatocelular ©&)(®7),

En su mecanismo de detoxificacion, el paracetamol puede sobrepasar las barreras
antioxidantes y formar especies reactivas que tienen como su principal blanco los
lipidos de las membranas celulares. Una manera de evaluar este dafio es mediante la

prueba de lipoperoxidacion ©8),

La formacion de MDA-TBARS fue significativo entre el control positivo (silimarina) y el
grupo de dosis 1000 mg/kg. En la tabla N°15 se observo los valores promedio de los
tratamientos expresados en concentracion de malonaldialdehido a la dosis de 250
mg/kg fue 210.40 ug/mL, mientras en la dosis de 500 mg/kg fue 161.83 ug/mL y por
altimo en la dosis de 1000 mg/kg fue un valor promedio de 82.70 ug/mL,
respectivamente, encontrandose diferencia altamente significativa (P<0.05) en los

grupos de tratamiento cuando fue comparado con el grupo control.

La administracion del extracto acuoso del mesocarpio Cucurbita ficifolia B.
(calabaza) en ratas holtzman, como el p-valor es menor que 0.05 existe evidencia

estadistica que afirma que existe efecto antioxidante al 95% de confianza.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

1. En el extracto acuoso del mesocarpio de Cucurbita ficifolia B. (calabaza) se
identifico las siguientes clases de metabolitos secundarios: alcaloides, taninos

y flavonoides.

2. Se determind que la concentracion de extracto acuoso del mesocarpio de
Cucurbita ficifolia B. (calabaza) a la dosis 1000 mg/kg tiene buena efectividad
antioxidante en la lipoperoxidacion lipidica de las ratas Holtzman inducidas por

intoxicacion por paracetamol.

3. El resultado obtenido entre el control positivo con tratamiento de silimarina fue
76.57 por ciento y el grupo con tratamiento del extracto acuoso de Cucurbita
ficifolia B. a concentracion de 1000 mg/kg fue 82.70 por ciento.

Determinandose asi resultados muy cercanos de efectividad antioxidante.
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5.2 Recomendaciones

1. Realizar la elucidacion estructural para conocer especificamente qué estructura
guimica de las clases de metabolitos secundarios presentes en el extracto
acuoso de Cucurbita ficifolia B. (calabaza) ayudan a la actividad antioxidante.

2. Desarrollar el estudio de la actividad antioxidante Cucurbita ficifolia B.

(calabaza) con otros modelos experimentales con la finalidad de enriquecer ain

mas los conocimientos de su actividad antioxidante.
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ESTUDIO DEL EXTRACTO ACUOSO DEL MESOCARPIO DE Cucurbita ficifolia B. (CALABAZA) Y SU EFECTO ANTIOXIDANTE EN LA LIPOPEROXIDACION

PROBLEMAS

GENERAL

¢ El extracto acuoso del mesocarpio de

Cucurbita ficifolia B. (calabaza)
poseerd efecto antioxidante en la
lipoperoxidacion inducida por

paracetamol en el higado de ratas
Holtzman?

ESPECIFICOS

1. ¢El extracto acuoso del mesocarpio
de Cucurbita ficifolia B. (calabaza)
presentard  algunas clases de
metabolitos secundarios?

2. ¢Cual sera la concentracion optima
del extracto acuoso del mesocarpio de
Cucurbita ficifolia B. (calabaza) que
posee efecto antioxidante en la
lipoperoxidacion inducida por
paracetamol en el higado de ratas
Holtzman?

3. ¢Poseerd efecto antioxidante el
extracto acuoso del mesocarpio de
Cucurbita ficifolia B. (calabaza) en la
lipoperoxidacion inducida por
paracetamol en el higado de ratas
Holtzman comparado con el farmaco
silimarina?

ANEXO 1: MATRIZ DE CONSISTENCIA

INDUCIDA POR PARACETAMOL EN HIGADO DE RATAS HOLTZMAN

OBJETIVOS
GENERAL

Determinar si el extracto acuoso del
mesocarpio de Cucurbita ficifolia B.
(calabaza) posee efecto antioxidante
en la lipoperoxidacion inducida por
paracetamol en el higado de ratas
Holtzman.

ESPECIFICOS

1.Identificar las clases de metabolitos
secundarios presentes en el extracto
acuoso del mesocarpio de Cucurbita
ficifolia B. (calabaza).

2. Determinar la concentracion 6ptima
del extracto acuoso del mesocarpio de
Cucurbita ficifolia B. (calabaza) con
efecto antioxidante en la
lipoperoxidacion inducida por
paracetamol en el higado de ratas
Holtzman.

3. Comparar el efecto antioxidante en
la lipoperoxidacién inducida por
paracetamol en el higado de ratas
Holtzman del extracto acuoso del
mesocarpio de Cucurbita ficifolia B.
(calabaza) con el efecto del farmaco
silimarina.

HIPOTESIS
GENERAL

El extracto acuoso del mesocarpio de
Cucurbita ficifolia B. (calabaza) posee
efecto antioxidante en la
lipoperoxidacion inducida por
paracetamol en el higado de ratas
Holtzman.

ESPECIFICOS

1. El extracto acuoso del mesocarpio
Cucurbita ficifolia B. (calabaza)
presenta varias clases de metabolitos
secundarios.

2. Existe una concentracion éptima del
extracto acuoso del mesocarpio de
Cucurbita ficifolia B. (calabaza) con
efecto antioxidante en la
lipoperoxidacion inducida por
paracetamol en el higado de ratas
Holtzman.

3. El extracto acuoso del mesocarpio de
Cucurbita ficifolia B. (calabaza) posee
efecto antioxidante en la
lipoperoxidacién inducida por
paracetamol en el higado de ratas
Holtzman en relaciéon al farmaco
silimarina.
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VARIABLES
VI:

Extracto acuoso del
mesocarpio Cucurbita
ficifolia B.

VD:

Efecto antioxidante

V. INT.

Peso de las ratas

INDICADORES
VI:

- Concentraciones a
evaluar:

250mg/Kg
500mg/Kg
1000mg/Kg
Paracetamol200mg/
Kg

Silimarina 40 mg/Kg

VD:

Determinacion de las
especies reactivas al
acido tiobarbitdrico
(TBars) o radicales
libres.

V. INT.

Gramos de peso de
las ratas

METODOL OGIA

Disefio:

Experimental mixta
Tipo: Aplicada
Nivel: Explicativo

Poblacién:

Ratas Holtzman vy
fruto de Cucurbita
ficifolia B.

Muestra

Extracto acuoso del

mesocarpio de
Cucurbita ficifolia
B.

Técnicas:

Estadistico de Anova
y Tukey.

Control(+) silimarina

Farmaco
hepatotoxico

Paracetamol.

INSTRUMENTOS

Observacion Ad Hoc



ANEXO 2: CERTIFICADO BOTANICO




ANEXO 3: CONSTANCIA DE PRACTICA




ANEXO 4. TESTIMONIOS FOTOGRAFICOS

Figura N°9 Extraccion Acuosa del mesocarpio de la Calabaza.

A.- Fruto seleccionado de Cucurbita ficifolia B. procedio el lavado para

eliminar las impurezas.

B.- pelar de manera manual y separar la cascara y las semillas.
C.- Pesado del fruto de la Calabaza para posteriores céalculos.

D.- Extraccion Acuosa del mesocarpio de la Calabaza.

77



Figura N°10 Marcha Fitoquimica del mesocarpio de la Calabaza.

A.- Se procede a poner la muestra en os tubos de ensayo y acto seguido se
hechan los reactivos siempre comparandolos con un blanco.

B.- Se procede a verificar los resultados obtenidos.
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Figura N°11 Prueba de Cromatografia en Capa Fina alcaloides y flavonoides.

A.-Preparando el reactivo de BAW (butanol-acido acetico glacial-agua)
para la prueba de flavonoides y para alcaloides (metanol-agua).
B.- Aplicacion de los estandares de Quercetina y Cafeina con sus

respectivas muestras de Calabaza.
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Figura N°12 Cromatografia en Capa Fina y la observacion de las manchas.

Figura N°13 Intoxicacién hepética con Paracetamol y la administracion de los tratamientos.
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Figura N°14 Determinacién de TBARS en homogenizado de higado de ratas.
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Figura N°15 Cuantificacién de antioxidante de la calabaza en espectrofotometria
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ANEXO 5: RECOLECCION DE DATOS

UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE PRUEBA DE

SOLUBILIDAD

ESTUDIO DEL EXTRACTO ACUOSO DEL MESOCARPIO DE Cucurbita
ficifolia (CALABAZA) Y SU EFECTO ANTIOXIDANTE EN LA
LIPOPEROXIDACION INDUCIDA POR PARACETAMOL EN HIGADO DE
RATAS HOLTZMAN

INSTRUCCIONES:

Antes de iniciar con la observacion, procure encontrarse en un estado de

equilibrio emocional y somatico.
Si se siente cansado, estresado o enfermo, suspenda la observacion.

Procure realizar todas las mediciones bajo las mismas condiciones de

comodidad.

En el caso de no tener certeza sobre la medicion de alguna unidad de analisis,

descarte su evaluacion.

Registre los datos sin borrones ni enmendaduras.

Los espacios en los que no pueda registrar informacion, tachelos con una linea

PRUEBA DE SOLUBILIDAD DE LA CALABAZA

N° Solventes Resultado

Alcohol de 96°

Metanol

Cloroformo

Agua

AN el IR I

Isopropanol

Leyenda:

Soluble (S°); Insoluble (INS®)










UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE LA MARCHA FITOQUIMICA

ESTUDIO DEL EXTRACTO ACUOSO DEL MESOCARPIO DE Cucurbita ficifolia
(CALABAZA) Y SU EFECTO ANTIOXIDANTE EN LA LIPOPEROXIDACION INDUCIDA POR
PARACETAMOL EN HIGADO DE RATAS HOLTZMAN

INSTRUCCIONES :

Antes de iniciar con la observacién, procure encontrarse en un estado de equilibrio emocional y somatico.
Si se siente cansado, estresado o enfermo, suspenda la observacion.
Procure realizar todas las mediciones bajo las mismas condiciones de comodidad.
En el caso de no tener certeza sobre la medicion de alguna unidad de analisis, descarte su evaluacion.
Registre los datos sin borrones ni enmendaduras.

Los espacios en los que no pueda registrar informacion, tachelos con una linea.

MARCHA FITOQUIMICA DE LA CALABAZA

Ne Metabolito Reactivo de Reaccion Positiva Resultado
Reaccién
1. | CARBOHIDRATOS Fehling Ay Fehling B Precipitado anaranjado ladrillo
2 | ALMIDON Lugol Coloracion oscura
3. | CETONAS 2,4 DNPH Formacion de anillo rojizo
4. | AMINOACIDO Ninhidrina Formacion de color oscuro
Mayer Precipitado blanco
Wagner Precipitado marron
Dragendorff Precipitado rojo o naranja
5. | ALCALOIDES : —
Scheibler Precipitado blanco
Sonneschein Precipitado naranja
Reineckato Coloracion rosa
6. | COMPUESTOS .
' . FeCls Coloracion verde
FENOLICOS
7. | TANINOS Gelatina 1% Precipitado denso blanco
g. | FLAVONOIDES Shinoda Flavanoles: Rojo a magenta
9.

NAFTAQUINONAS,
ANTRAQUINONAS
Y ANTRANONAS

Bortranger (NaOH 5%) Coloracion roja

Leyenda:
(-) : Nula (++) . Regular

(+) : Poco (+++) : Bastante










UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

ESTUDIO DEL EXTRACTO ACUOSO DEL MESOCARPIO DE Cucurbita ficifolia
(CALABAZA) Y SU EFECTO ANTIOXIDANTE EN LA LIPOPEROXIDACION INDUCIDA POR
PARACETAMOL EN HIGADO DE RATAS HOLTZMAN

INTRUCCIONES:

Antes de iniciar con la observacion, procure encontrarse en un estado de equilibrio emocional y
somatico.

Si se siente cansado, estresado o enfermo, suspenda la observacion.
Procure realizar todas las mediciones bajo las mismas condiciones de comodidad.

En el caso de no tener certeza sobre la medicion de alguna unidad de analisis, descarte su
evaluacion.

Registre los datos sin borrones ni enmendaduras.

Los espacios en los que no pueda registrar informacién, tachelos con una linea

TABLA

RECOLECCION DE DATOS PARA DETERMINAR EL EFECTO ANTIOXIDANTE EN LA
LIPOPEROXIDACION

Tabla: RECOLECCION DE DATOS PARA DETERMINAR EL EFECTO
ANTIOXIDANTE EN LA LIPOPEROXIDACION

Metodologia

Aplicada a cada . . .
o Mediciones en el Espectrofotémetro Uv-vis

anélisis de
Higado por Control
grupo ensayado Concentracion Concentracion | Concentracion :snitir\(/)o Control negativo
250 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg (SFi)Iimarina) (sin tratamiento)

Promedio de
las
Absorbancias
obtenidas

Promedio de
Concentracion
de la muestra

Conversiones
por el factor
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