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Resumen

Caracterizacion de extractos de hoja de chipilin (Crotalaria longirostrata) y
su evaluacién biolégica en el modelo de fibroblastos de ratén 3T3-L1y pez

cebra (Danio rerio).

Las hojas de chipilin (Crotalaria longirostrata) tienen una larga tradicion en la
cultura maya. El chipilin se usa con fines alimenticios en la preparacién de
diversos platillos tipicos y en la medicina tradicional se emplea como un agente
hipnadtico; sin embargo, es escasa la informacién que sustente esta propiedad. En
este trabajo analizamos la composicion fitoquimica de extractos de hoja de chipilin
obtenidos por maceracion acuosa y etandlica, asi como las oleorresinas obtenidas
con fluidos supercriticos. Se determiné el contenido de compuestos fenolicos por
métodos espectrofotométricos y el extracto acuoso tuvo la mayor cantidad de
fenoles (5400 ug AGE/g en peso fresco (PF)). En cambio, los extractos etandlicos
presentaron mayor contenido de flavonoides (4800 pg QE/g PF) y de potencial
antioxidante (60%). Se identificaron 20 compuestos en el andlisis por GC-MS. El
fitol es el componente principal de los extractos etandlicos al cual se le atribuye
propiedades antidiabéticas, anticonvulsivante, antioxidantes, antimicrobianas y
antiinflamatorias. El acido 2,5- difluorobenzoico y un benzofurano solo se
encontraron por extraccién por fluidos supercriticos (FSC). La viabilidad celular de
los extractos en la linea celular 3T3-L1 estuvo dentro de los limites permisibles
(=80%) y el ensayo de diferenciacién celular mostré una disminucion en la
acumulacion de lipidos de hasta el 35% durante y del 20% al finalizar la
diferenciacion con los extractos etandlicos y FSC. El ensayo de embriotoxicidad
del pez cebra mostré que el extracto de FSC tiene el menor grado de toxicidad
(LCso=4.99 ug/mL) y en el ensayo de locomocién se observaron efectos sedantes
con los extractos de FSC y con extractos acuosos, con una recuperacion parcial y
total del efecto, respectivamente.

Palabras clave: embriotoxicidad, fitoquimicos, fluidos supercriticos, locomocion,

maceracion.
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Abstract

Characterization of chipilin (Crotalaria longirostrata) leaf extracts and their
biological activity in the 3T3-L1 mouse fibroblast model and zebrafish (Danio

rerio).

Chipilin (Crotalaria longirostrata) leaves have a long tradition in Mayan culture.
Chipilin is used in various typical dishes. In traditional medicine, it is used as a
hypnotic agent; however, information information supporting this medicinal property
is limited. In this work, we analyzed the phytochemical composition of chipilin leaf
extracts obtained by aqueous, ethanolic maceration, and oleoresins obtained with
supercritical fluids. The content of phenolic compounds was determined by
spectrophotometric methods and the agueous extract had a high concentration of
phenols (5400 pg AGE/g in fresh weight (FW)). In contrast, the ethanolic extracts
presented the highest content of flavonoids (4800 pg QE/g FW) and antioxidant
potential (60%). Twenty compounds were identified by GC-MS analysis .The main
compound present in the ethanolic extracts was phytol which has been shown to
have antidiabetic, anticonvulsant, antioxidant, antimicrobial, and anti-inflammatory
properties. All extracts were tested for biological activity in 3T3-L1 cell line. The
agqueous extracts did not affected viability witin the defined limits (=80%), but
ethanolic extracts showed a decrease in cell differentiation of up to 35% and a
reduction in lipid accumulation of 20%. The embryotoxicity in zebrafish assay
showed that FSC oleoresins had the lowest degree of toxicity (LCso = 4.99 pg/mL).
The locomotion assay showed that FSC oleoresins and aqueous extracts showed
the highest sedative effects with a partial and full recovery of the effect,
respectively.

Keywords: embryotoxicity, locomotion, maceration, phytochemicals, supercritical
fluid.
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Introduccién

Plantas comestibles en México

Las plantas comestibles son una parte importante en la dieta de los humanos
(Igbal et al., 2022). En México, desde tiempos prehispanicos el consumo de
plantas nativas se ha mantenido en la preparacion de alimentos tradicionales y
también como parte de la medicina tradicional. La diversidad de plantas de México
con potencial de uso alimenticio y medicinal incluye alrededor de 5000 especies
de diferentes familias taxondmicas. La mayoria de estas plantas son herbéaceas,
silvestres o0 malezas (Manzanero-Medina et al., 2020).

Un namero importante de las plantas tradicionales comestibles tienen una
composicién quimica y actividades biolégicas interesantes, por ejemplo, las
hortalizas son fuentes de macro y micronutrientes como vitaminas, minerales,
fibora, aminoéacidos, proteinas, carbohidratos y compuestos funcionales en
cantidades suficientes para satisfacer las necesidades diarias de un individuo
(Jiménez-Aguilar y Grusak, 2015). Esto sugiere que su uso permanente en la dieta
puede ayudar en la soberania alimentaria. Ademas, algunas de estas plantas se
consideran como un alimento funcional, es decir, que poseen compuestos
bioactivos que ayudan a prevenir y/o disminuir el riesgo de contraer enfermedades
(Caceres y Cruz, 2019; Friday et al. 2022). Sin embargo, a pesar de la importancia
de las plantas tracidionales, existen pocos estudios sobre la composicién
nutricional y nutracéutica de hojas, tallos, flores, raices y tubérculos (Mateos-
Maces et al., 2020). Por lo tanto, resulta de gran interés llevar a cabo estudios de
caracterizacion y evaluacion de estos recursos naturales, cuyos compuestos
bioactivos son parte esencial de la medicina tradicional y que de acuerdo a su
efectividad, presentan relativamente menos efectos secundarios que los farmacos
sintéticos (Rodriguez-Hernandez et al., 2022).

Una de las plantas tradicionales que se consume desde la época de los
mayas es el chipilin (Crotalaria longirostrata); sin embargo, existen pocos estudios
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en relacién a su composicion quimica e identificacion de compuestos bioactivos.

Es por esto que el chipilin es objeto del presente estudio.

Chipilin (Crotalaria longirostrata)

Crotalaria longirostrata, conocido en la cultura mexicana como chipilin, pertenece
a la familia de las leguminosas (Fabaceae) y es originaria del Sur de México y
Centroamérica. De las 600 especies que conforman el género Crotalaria, el
chipilin es la especie mas utilizada como alimento. Las hojas y brotes tiernos del
chipilin se consumen de diversas formas, mezclados con harina de maiz o

afadidos a diferentes platillos segun la region (Figura 1) (Rivas Larios, 2014).

Figura 1. Crotalaria longirostrata Hook & Arn

(A) Ramas con hoja e inflorescencia, (B) flor, (C) frutos y (D) Semillas.

Un andlisis nutricional de las hojas del chipilin indica que tiene una baja
contribucién energética (71.6 Kcal), un alto contenido proteinico (7 g) y un bajo
contenido en grasas (0.8 g) y carbohidratos (9.1 g). En cambio, si se compara con
el contenido nutricional del maiz que es el cultivo que representa mayor gasto para

las familias mexicanas con un consumo de 196.4 Kg per capita al afio (SAGARPA,
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2017), se evidencia las diferencias, ya que el maiz tiene una alta contribucion
energética (1277 Kcal) con contenido de proteina (33 g), grasas (16.6 g) vy
carbohidratos (260 g). Esto hace al chipilin un alimento ideal para dietas con bajo
aporte caldrico y de grasa, asi como un alimento nutritivo (Gyori,2017).

De acuerdo con un estudio del Instituto de Nutricion de Centro América y
Panama (INCAP)/Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), la hoja del
chipilin (100 g de porcion comestible) tiene un alto contenido de vitamina A (667
Mg) y vitamina C (667 upg) (Martinez Mufioz, 2012). La vitamina A previene la
ceguera nocturna, fatiga crénica, psoriasis, enfermedades cardiacas, derrames
cerebrales, cataratas y la vitamina C (acido L-ascorbico mas acido L-
deshidroascorbico) previene el escorbuto, mantiene un sistema inmunolégico sano
y es un antioxidante (Randhawa et al., 2015). El chipilin también es rico en
minerales como calcio (287 mg), fésforo (72 mg) y hierro (4.7mg) los cuales tienen
un papel clave en la fisiologia y metabolismo de la célula para mantener la
homeostasis y la proteccion celular (Jiménez-Aguilar y Grusak, 2015).

Existen pocos reportes sobre el chipilin en los que se ha explorado sus
propiedades benéficas, las cuales se describen a continuacion:

a) Actividad antiproliferativa: El extracto aceténico de hoja de chipilin, a
una concentracion de 200 ug/mL, inhibié un 61% la proliferacion de la linea celular
de cancer de lengua (Rex et al., 2014).

b) Actividad antimicrobiana: El extracto aceténico de chipilin a una
concentracion de 1 mg/mL inhibi06 un 65% el crecimiento de Lactobacillus
acidophilus. Estos datos sugieren que podria contener moléculas bioactivas
antimicrobianas para tratamientos de la cavidad oral ( Rex et al., 2014)

Extractos metandlicos de hoja y rama de chipilin tienen actividad antifangica
contra hongos fitopatdgenos del maiz. El crecimiento micelial y la esporulacion de
Aspergillus flavus se redujo en 90% con extracto metandlico de hoja de chipilin
(Cruz-Rodriguez et al., 2017) y el crecimiento de Fusarium verticillioides se redujo
del 70.4% al 40.12% (Cruz-Rodriguez et al., 2020). Esto sugiere que la aplicacion
de extracto tanto de hoja y rama de chipilin podria aplicarse al suelo como

tratamiento preventivo y evitar infecciones radiculares.



c) Actividad insecticida: Los extractos metandlicos de hojas de chipilin a
una concentracion de 30 mg/mL tienen actividad insecticida en ninfas de
Bactericera cockerelli (Lopez et al., 2022). Nanoparticulas bimetéalicas verdes de
un extracto acuoso de hoja de chipilin también tiene actividad insecticida ya que
causé 63% de mortalidad contra Phenacoccus solenopsis después de 96 h de
tratamiento (Mendez-Trujillo et al., 2022). Estos resultados sugieren que
compuestos bioactivos del chipilin podrian ser una alternativa natural para el

control de ciertos patdgenos de importancia agricola.

d) Efecto sedante e hipnético: Los extractos acuosos del chipilin se
evaluaron en el ciclo vigilia-suefio en un modelo de rata macho Wistar a una dosis
de 2.78 g/Kg via nasogastrica. Se reportd un incremento tanto en el tiempo de la
fase lenta del suefio como la fase de movimientos oculares rapidos (MOR) y una
reduccion del tiempo de vigilia, sin toxicidad aguda (Rodriguez-Campos et al.
1998). Estos resultados indicaron que las hojas de chipilin pueden ser
estabilizadoras e inductoras de suefio, lo cual genera un particular interés ya que
hasta el momento no se ha encontrado estos efectos en ninguna de las plantas
utilizadas como fuentes de hipnéticos.

Sin embargo, existen muy pocos estudios relacionados a la caracterizacion
de las moléculas bioactivas reportadas del chilpilin. Se requiere la identificacion y
caracterizacion de estos compuestos , asi como ensayos en modelos animales
para determinar la ausencia toxicidad (Martinez Mufioz, 2012).

Los usos tradicionales de chipilin y los descritos en la literatura, muestran el
interés en su demanda y cultivo comercial (Camarillo-Castillo y Mangan, 2020). El
chipilin puede representar una alternativa para diversificar la produccion de
hortalizas y eventualmente incursionar en nuevos mercados. En EEUU su
demanda ha aumentado por los inmigrantes centroamericanos en ese pais. La
rentabilidad comercial del cultivo del chipilin es de 1049.52 % en cutivos en suelo
franco-arcilloso, a una altitud de 1420 msnm con dos cortes cada 60 dias, con un
rendimiento de 32638.20 Kg/ha lo que genera un ingreso de $26787.56 USD



(Martinez Mufioz, 2012). Es evidente la importancia de su estudio y explotacion
(Cérdova-Ballona et al., 2022; Pefia-Valdivia et al., 2022).

Extraccion de metabolitos secundarios
Las plantas generan dos tipos de metabolitos: primarios y secundarios. Los
metabolitos primarios (carbohidratos, lipidos, acidos nucleicos) estan involucrados
principalmente en el crecimiento y la reproduccion de las plantas (Moreno-
Valdespino et al., 2020). En cambio, los metabolitos secundarios o fitoquimicos,
tales como pigmentos, fenoles, flavonoides, alcaloides, glicésidos, esteroides,
saponinas y terpenoides, contribuyen principalmente a la proteccion de las plantas
frente a enfermedades y a los cambios del medio ambiental (Sharma y Kaushik,
2021) y representan una amplia variedad de compuestos bioactivos con alto
potencial para promover la seguridad alimentaria y la salud humana (Lee et al.,
2022).

La seleccion de un método de extraccibn es determinante para la
identificacién de los fitoquimicos de interés. Estos métodos tienen variaciones en
los rendimientos de extraccion, calidad y contenido (Hamuel, 2012). Existen

algunos métodos de extraccion tradicionales y novedosos:

a) Métodos tradicionales de extraccion.

Los métodos de extraccion como la maceracion, digestion, percolacion,
decoccion, infusion, extraccidbn a contracorriente o la extraccion continua en
caliente, se han utilizado comunmente para la extraccion de compuestos
bioactivos (Yaqoob et al., 2022). Sin embargo, estos procedimientos presentan
algunas desventajas como el uso de una gran cantidad de solventes, rendimientos
de extraccién bajos y alta temperatura de extraccion. Ademas los solventes
comunes de extraccion como el metanol, el hexano y la acetona, pueden
representar un riesgo ambiental y para la salud. Es por esto que se han
desarrollado nuevos meétodos para la extraccion de biomoléculas que acorten el
tiempo de extraccion e incrementen el rendimiento con una degradacién minima y

disminuyan el impacto ambiental (Oshadie et al., 2017).
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b) Métodos novedosos de extraccion.

La extraccion por fluidos supercriticos (FSC) es una alternativa a los
métodos tradicionales la cual ofrece beneficios respecto al consumo de solventes,
el tiempo de extraccion, mayor selectividad, eficiencia, estabilidad, reproducibilidad
e idoneidad debido al poder de solvatacion ajustable del fluido supercritico
(temperatura, presion) (Vasquez et al., 2021). Las ventajas de usar FSC son el
uso de un fluido con alta densidad, alta difusividad, baja viscosidad, tension
superficial y condiciones de bajas de temperatura y presion, lo que evita la
degradacion de los compuestos (Hrngi€ et al., 2020).

Un fluido supercritico excede la temperatura critica (Tc) y la presion critica
(Pc) por lo que muestra las caracteristicas tanto de un liquido como de un gas (Li
et al., 2021). La region critica del CO, se origina a 31.1°C y 73 atm y posee alta
densidad como liquido, difusividad como gas y viscosidad como gas-liquido
(Arumugham et al., 2021) (Figura 2).

En la Tabla 1 se presentan algunas sustancias usadas en la extraccion de
fluidos supercriticos y sus condiciones criticas de Tc y Pc (Garcia-Campoy y
Barba de la Rosa, 2022). De estos compuestos, el mas empleado para la
extraccion de productos naturales es el diéxido de carbono (CO,), ya que es

inerte, inodoro, incoloro, no inflamable, no téxico, seguro, econdmico y reciclable.
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Figura 2. Diagrama de fases del dioxido de carbono.

Tabla 1. Propiedades criticas de solventes utilizados en fluidos supercriticos.

Solvente T. (°C) P. (atm) pc (g/mL)
Agua 374.4 217.7 0.32
Acetona 235.1 46.40 0.27
Didxido de 31.30 72.04 0.46

carbono

Etano 32.30 48.10 0.20
Etanol 243.4 60.60 0.27
Etileno 9.400 49.70 0.21
Metano -82.60 45.40 0.16
Metanol 240.5 79.80 0.27
Oxido nitroso 36.50 72.50 0.45
Propano 96.80 41.90 0.21
Propileno 91.90 45.40 0.23
Xendn 16.50 57.65 1.10




La adicion de un cosolvente mejora la extraccion de compuestos polares
debido al cambio de polaridad, densidad y viscosidad del CO,, la miscibilidad del
modificador, el CO, y la solubilidad del soluto, la interaccion entre el CO, y la
matriz y la interrupcion de la union entre los solutos y la matriz sélida (Gallo,
2022). El etanol ha sido uno de los modificadores mas utilizados debido a la
capacidad de su grupo hidroxilo para formar enlaces de hidrogeno e interacciones
dipolo-dipolo con compuestos fendlicos (Cizmek et al., 2021; Fornereto Soldan et
al., 2021).

El sistema de fluidos supercriticos consta de un suministro de CO, y del
cosolvente, un intercambiador de calor en el que el CO, se lleva a condiciones
supercriticas y en los recipientes de extraccion difunde en la muestra para
solubilizarla (Gandhi et al,. 2017). Finalmente el producto de extraccion u
oleorresina, que consta de dos fracciones 1) aceite volatil y (2) componentes semi
volatiles, se deposita en un recipiente colector, tal como se aprecia en la Figura 3
(De Aguiar et al., 2016; Knez et al., 2019).
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Figura 3. Diagrama de flujo del sistema de fluidos supercriticos.

Recipiente de almacenamiento de CO, (1), bomba de CO, (2), cosolvente (3),
bomba de cosolvente (4), intercambiador de calor (5), recipiente de extraccion (6,



7), regulador de contrapresion automatico (PBR) (8), recipiente colector (9),
regulador manual PBR (10).

Efecto antiobesidad de fitoquimicos de plantas

De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (2022) la prevalencia de la
obesidad ha incrementado globalmente en mas de mil millones de personas.
Padecen obesidad en el mundo 650 millones de adultos, 340 millones de
adolescentes y 39 millones de nifios.

La obesidad se desarrolla debido al desequilibrio entre el consumo de
energia y el gasto energético (Mopuri e Islam, 2017). Se caracteriza por un
aumento en el tamafio de las células adiposas debido a la cantidad de grasa
acumulada en el citoplasma de estas células (Patra y Nithya, 2015). Por lo tanto,
inhibir la lipogénesis o mejorar la lipdlisis disminuira la cantidad de lipidos
acumulados en los adipocitos y desencadenaria efectos favorables para tratar o
prevenir la obesidad (Li et al., 2021).

La linea celular de adipocitos 3T3-L1 es un modelo in vitro para evaluar los
efectos antiobesidad y/o antiadipogénicos de diferentes compuestos bioactivos
(Kim et al., 2020). Se ha convertido en la linea celular preferida para estudiar la
captaciéon de glucosa estimulada por insulina y su sefalizacion (Ruangaram y
Kato, 2020).

Se han realizado investigaciones de plantas medicinales extractos,
fracciones y/lo compuestos purificados, para identificar actividades
antiadipogénicas y su posible mecanismo de accion (Zang et al., 2015; Mopuri e
Islam, 2017; Sagbo y Hussein, 2022). En particular, se ha reportado el efecto
antiobesidad de fitoquimicos de las leguminosas en modelos in vitro e in vivo
(Moreno-Valdespino et al., 2020), un ejemplo de ello es la evaluacion del extracto
de pétalos de flores de Clitoria ternatea, el cual inhibe la adipogénesis y la
acumulacion de lipidos en preadipocitos 3T3-L1 (Chayaratanasin et al., 2019), sin
embargo, no se ha explorado el chipilin como una fuente alternativa de

compuestos bioactivos para mitigar este padecimiento.



Métodos de evaluacion de toxicidad

Los compuestos bioactivos de las plantas suelen tener propiedades terapéuticas
(Nair et al., 2013). Estos compuestos también pueden ser dafinos, por o que se
debe evaluar su toxicidad y garantizar su uso adecuado para la salud humana
(Martinez-Mayorga et al., 2017).

Generalmente los estudios de toxicidad inician en evaluaciones in vitro con
lineas celulares, posteriormente se evallan en varios modelos animales,
especialmente en ratones y ratas (Veshalini et al., 2022). Los estudios in vitro
tienen ventajas debido a que son econdémicos, rapidos y faciles, sin embargo las
células cultivadas tienen un valor limitado ya que no pueden predecir efectos en el
desarrollo embrionario o fetal humano. Los modelos murinos se utizan para
estudiar los mecanismos de diversas patologias y se obtienen datos precisos para
extrapolar a los humanos (Chahardehi et al., 2020). Los modelos de mamiferos,
sin embargo, también son laboriosos, costosos y existen dilemas éticos con
respecto a las pruebas con animales, por eso, se ha incrementado la busqueda de
modelos relativos de reemplazo para reducir el uso de mamiferos, entre ellos, el

pez cebra (Thitinarongwate et al., 2021).

El pez cebra como modelo de estudio

El pez cebra (Danio rerio) es un pez de agua dulce, nativo del sureste asiatico. El
genoma del pez cebra comparte aproximadamente un 70 % de homologia con el
de humanos. Ademas, en una comparacion del genoma del pez cebra con la base
de datos en linea “Herencia Mendeliana en el Hombre (OMIM)” que enlista
numerosos genes implicados en enfermedades humanas, se encontré que el 82%
de estos genes tienen al menos un ortélogo en el pez cebra (Howe et al., 2013). El
pez cebra posee ventajas como organismo modelo sobre otros vertebrados debido
a su rapido tiempo de generacién y desarrollo de embriones (la organogénesis es
esencialmente completa dentro de los primeros 5 dias de desarrollo), tamafio
pequefio y menor costo en mantenimiento (Haldi et al., 2012; Chen et al., 2018).
Entre los nuevos enfoques, el pez cebra ha surgido como un modelo animal
alternativo que busca contar con las 3R (Reemplazo, Reduccién y Refinamiento)
de los estudios con animales en la investigacion (Cassar et al., 2020). Una pareja
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de pez cebra adultos pueden generar de 200 a 300 embriones, mientras que una
pareja de roedores solo produce de 5 a 10 descendientes por camada. Ademas,
los ensayos con embriones de pez cebra requieren menos tiempo y son menos
costosos gue los estudios de desarrollo embriofetal en ratas y conejos (Jayasinghe
y Jayawardena, 2019).

Debido a la capacidad del pez cebra de absorber facilmente compuestos
moleculares pequefios, actia como un modelo para evaluar toxicidad y efectos
teratogénicos de compuestos bioactivos o extractos crudos de plantas (Evangeline
et al., 2018). Asi, este modelo contribuye a la identificacion y descubrimiento de
moléculas para el tratamiento de enfermedades humanas. Asimismo, el modelo de
embridn de pez cebra se utiliza para evaluar toxicidad: (1) la prueba de toxicidad
del embrion del pez cebra (FET), carcinogenicidad, (2) evaluaciones de toxicidad y
teratogenicidad para el desarrollo, (3) evaluacion de la toxicidad para la
reproduccién, (4) evaluacion de la toxicidad del comportamiento, (5) trastornos
endocrinos, (6) toxicidad aguda, (7) neurotoxicidad, (8) Optica (toxicidad ocular),
(9) cardiotoxicidad y (10) toxicidad vascular (Hill et al., 2005).

De igual manera, el pez cebra es un modelo alternativo eficiente para
estudios neurolégicos y de comportamiento. Este modelo tiene todos los
componentes para evaluar la neurotransmision como en vertebrados superiores:
GABA, glutamato, dopamina, noradrenalina, serotonina, histamina y acetilcolina
(Orellana-Paucar et al., 2012). Comparte similitudes con la estructura y funcién del
sistema nervioso de los humanos (Audira et al., 2020; Licitra et al., 2021; Robea et
al., 2021) y proporciona una plataforma adecuada para la deteccion eficiente de
moléculas inductoras del suefio (Yokogawa et al.,, 2007; Chen et al., 2020).
Ademas, la actividad motora en el pez cebra que se puede afectar por estimulos
externos, proporciona otra plataforma para la deteccion eficiente de moléculas
psicoactivas y moduladoras del sueiio (Yokogawa et al., 2007; Chen et al., 2020).

Las larvas de pez cebra responden al cambio de iluminacién y disminuye su
actividad motora en presencia de luz y aumenta durante los periodos de
oscuridad. Esto se llama tigmotaxis (tropismo positivo hacia la oscuridad) (Alkan et

al,. 2011). Entre los parametros conductuales que permiten la evaluacién de la
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actividad motora de los peces, se incluyen la velocidad de nado, la distancia
recorrida, la velocidad angular, la preferencia de tigmotaxis y el rendimiento de
alimentacion (Suryanto et al., 2022). La variacion en estos criterios esta
relacionada con el estrés externo, el nivel de ansiedad y la neurotoxicidad (Curpan
et al., 2022).
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Justificacion

Debido a que las hojas de chipilin no se han analizado ampliamente para la
identificacién, caracterizacion, toxicidad, composicién nutricional y nutracéutica de
sus compuestos bioactivos, en este trabajo nos enfocamos en evaluar la actividad
biol6gica de extractos de hoja de chipilin obtenidos por maceracion y de
oleoresinas obtenidas por FSC en dos sistemas, in vitro (viabilidad celular,
crecimiento y diferenciacion de la linea celular 3T3-L1) e in vivo (embriotoxicidad y
locomocién en el modelo del pez cebra), con la finalidad de identificar compuestos

bioactivos o fitoquimicos de importancia para la salud humana.

13



Hipotesis

Los fitoquimicos de hoja de chipilin ejercen un efecto antiadipogénico en células

3T3-L1 e inducen un fenotipo de sedacion en el modelo del pez cebra.
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Objetivos

Objetivo general
Extraer fitoquimicos de hoja de Crotalaria longirostrata por maceracion y mediante
FSC y evaluar su actividad biologica en los modelos de fibroblastos de ratén 3T3-

L1y pez cebra (Danio rerio).

Objetivos especificos

e Obtener extractos de hoja de chipilin mediante extraccidbn con maceracion
acuosa y etanolica y mediante FSC.

e Comparar por GC-MS los fitoquimicos presentes en extractos obtenidos por
maceracion y por FSC.

e Evaluar la actividad de fitoquimicos de los extractos y oleorresinas sobre la
viabilidad celular, crecimiento y diferenciacion de la linea celular de
fibroblastos de ratén 3T3-L1.

e Evaluar el efecto de exposicién a los extractos y oleorresinas, sobre la
embriotoxicidad y locomocion en el modelo de pez cebra (Danio rerio).
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Materiales y métodos

Material vegetal

Se utilizaron hojas de Crotalaria longirostrata (chipilin) proporcionadas por el
Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México. Las hojas se secaron
durante 2 meses a temperatura ambiente, se trituraron y se eliminaron los restos

de tejido en un tamiz malla 100.

Obtencion de aceites esenciales con por maceracion

El tejido pulverizado de hoja se maceré en agua, etanol y etanol-agua (1:1), en
una relacion 1:20 (w/v) durante 24 h a temperatura ambiente y con agitacion
constante. Posteriormente, los extractos se filtraron y se centrifugaron a 12000xg
por 1 min. Los sobrenadantes se mantuvieron en oscuridad a 4°C para

evaluaciones posteriores. Todas las extracciones se realizaron por triplicado.
Obtencion de olerresinas por fluidos supercriticos (FSC)

La hoja pulverizada de chipilin (100 g) se someti®é a proceso de extraccidon
dinamica con FSC (Waters Bio-Botanical Extraction System). Las condiciones de
la extraccion se muestran en la Tabla 2, y se usé como cosolvente etanol al 96%.
La oleorresina obtenida se transfiri6 a botellas de vidrio oscuro y se almacenoé a -

8°C hasta su andlisis.

Tabla 2. Condiciones de extraccion dinamica por fluidos supercriticos.

Tiempo Temperatura Presion Flujo de CO, % Cosolvente
(h) (°C) (bar) (g/min) (etanol 96%)
2 40 200 25 5
2 40 250 30 5
2 45 250 30 5
2 45 300 30 5
15 45 300 30 0
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Cuantificaciéon de fenoles totales

Para la cuantificacion de fenoles totales se utilizoO el método de Folin-Ciocalteu.
Brevemente, 20 uL de extracto se mezcld con 780 uL de agua Milli Q, se adicion6
50 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu y la muestra se incub6 10 min en oscuridad.
Se afadié 150 pL de soluciéon acuosa de Na,CO; 20%. Se mezclé e incubod la
muestra durante 2 h a temperatura ambiente y en oscuridad. Se utilizé una curva
estandar de 4cido galico (0-500 ug/mL) para determinar el contenido de fenoles en
las muestras. La absorbancia de los estandares y las muestras se midié a A 765
nm en un espectrofotdmetro de microplacas. Los resultados se expresaron en ug
equivalentes de acido gélico (EGA) /g muestra de tejido seco (Blainski, Lopes y De
Mello, 2013).

Cuantificacion de flavonoides

Para la cuantificacion de flavonoides se mezclé 200 pL de extracto con 800 uL de
solucién etandlica de AICI; 2% y se incubaron 10 min en oscuridad. Se utiliz6 una
curva estandar de quercetina (0-100 pg/mL) para determinar el contenido de
flavonoides en las muestras. La absorbancia de los estandares y de las muestras
se midié a A 430 nm en un espectrofotometro de microplacas. Los resultados se
expresaron en pg equivalentes de quercetina(EQ) /g muestra de tejido seco
(Segev et al., 2010).

Determinacion de la capacidad antioxidante

Se determiné la capacidad antioxidante por el método de DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo). Se depositaron 100 yL de extracto en una microplaca y se adiciono
100 pL de DPPH 400 pM. Se incubo en oscuridad por 30 min. La absorbancia se
midi6 a 517 nm (Segev et al., 2010). Los resultados se expresan como el

porcentaje de DPPH reducido mediante la siguiente formula:

) Ao — Am
% DPPH reducido = Y * 100

Donde: Am es la absorbancia de la muestra problema y A, es la absorbancia
inicial de DPPH.
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Perfil de metabolitos por Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria
de Masas (GC-MS)

Los extractos de chipilin se analizaron por GC-MS mediante un Sistema 7820A /
5977E (Agilent Technologies, Santa Clara, California, EE. UU.) con una columna
capilar HP-5MS (Agilent Technologies) de 30 m de longitud, 250 um de diametro
interior y 0.25 pym de espesor de la pelicula. 1 pL de muestra se inyecté en modo
splitless. La columna se mantuvo a 50°C durante 1 min y la temperatura se
programé a 30°C/min a 280°C durante 10 min y luego a 15°C/min a 300°C durante
4 min. Se utilizé helio como gas portador a un caudal de columna constante de 1
mL/min. El espectrometro de masas funcioné con ionizacién por impacto de
electrones a 70 eV con un intervalo de masas de 45-500 m/z. Los compuestos se
identificaron comparando sus tiempos de retencion y los espectros de masas con
la biblioteca espectral de masas NIST v2.2.

Evaluacion del potencial antiadipogénico en células 3T3-L1

Para evaluar el efecto de los extractos se empled la linea celular 3T3-L1 de
fibroblastos de raton (ATCC CL-173, Manassas, VA, USA). Las células se
propagaron en DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) con 4.5 g/L de
glucosa, 158 mg/L de glutamina, 3.7 g/L de NaHCO3, suplementado con suero de
ternera al 10%, 1000 Unidades de penicilina/mL y 1000 ug de estreptomicina/mL
(Gibco, Grand Island, NY, USA). Las células se incubaron a 37°C en 5% de CO,.
Se sembraron 2x10* y 2x103 células en placas de 24 y 96 pozos para los ensayos
de acumulacion de lipidos y viabilidad celular, respectivamente. Los experimentos

se realizaron por triplicado.

Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad celular en presencia de los extractos de chipilin se evalu6 mediante
el ensayo del MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide)
(MERCK Cell Proliferation Kit) a las 24 y 48 h. El sobrenadante (100 uL) se
removid y las células se incubaron con solucién de MTT por 4 h a 37°C. Los
cristales de formazan se disolvieron en DMSO y se midié la absorbancia a A 690

nm. La viabilidad celular se expresé en términos de porcentaje respecto al control.
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Diferenciacion adiposa

Una vez alcanzada la confluencia, las células se sometieron a diferenciacion (los
extractos se afiadieron durante y al término del proceso diferenciacion) en DMEM
con suero fetal bovino al 10 %, dexametasona 1 yM, 500 uM de 3-isobutil-1 metil
xantina y 1 yg/mL de insulina (medio de diferenciacion). Después de 48 h, se
cambi6 el medio a DMEM al 90 % que contenia FBS al 10 % y 1 pyg/mL de insulina
(medio de mantenimiento). EI medio se cambi6 cada 48 h hasta alcanzar el
fenotipo de adipocitos maduros (aproximadamente 12 dias). Al finalizar el
tratamiento, se realizé una determinacion semi cuantitativa de las gotas de lipidos
intracelulares, mediante la tincibn con rojo oleoso de acuerdo a Martinez-
Villaluenga et al., (2010). Los resultados se expresaron como porcentaje de
acumulacion de lipidos en relacion a las células no tratadas con un patrén normal

de acumulacion de lipidos (100%) (Hwang et al., 2021).

Evaluaciones bioldgicas en el pez cebra (Danio rerio)

Mantenimiento y reproduccion de animales

Los peces cebra adultos de la linea hibrida Tu/AB y Wik (> 6 meses de edad) se
mantuvieron en tanques con un sistema de recirculacion de agua bajo condiciones
estandar de crianza (pH 7.5, conductividad 500-750 pS, a 28°C, ciclo de 12 h
luz/oscuridad), alimentados diariamente con cultivo de artemia. Se supervis6 cada
tercer dia el contenido de nitrato, nitrito y amoniaco en agua para mantener las
condiciones ideales del medio (Espino-Saldafia et al., 2020a; Valles et al., 2020).
La produccién de huevos se realizd en una proporcion 1:2 de machos y hembras,
respectivamente. El protocolo experimental se aprobd por el Comité de Uso y
Cuidado de Animales del Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional

Auténoma de México (Protocolo niumero 95A).
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Mantenimiento y reproduccion de animales

Las soluciones de trabajo se elaboraron diariamente a partir de las soluciones
madre (extractos de hoja de chipilin) disueltas en medio E3 (5 mM NacCl, 0.17 mM
KCI, 0.33 mM CacCl,, 0.33 mM MgSO,) con 1% de DMSO. En experimentos con
embriones y larvas de pez cebra, la concentracibn de DMSO al 2.5 % fue bien
tolerada y no provocé deformidades en el desarrollo (Hallare et al., 2006; Gad,
2011; Alafiatayo et al., 2019; Murugesu et al., 2019). Los grupos control de cada

tratamiento se mantuvieron en medio E3 1% DMSO.

Prueba de toxicidad crénica en embriones de pez cebra (FET)
Para investigar el efecto toxico de los extractos chipilin, se realizé una prueba de
toxicidad cronica en embriones de peces (FET) bajo las directrices de la
Guidelines for the Testing of Chemicals No0.236 de la OECD (Organisation for
Economic Co-operation and Development) (OECD, 2006). La prueba de
embriotoxicidad permite valorar parametros de letalidad, subletalidad vy
teratogénicos dentro de las primeras 120 horas post fertilizacion (hpf).(von Hellfeld
et al., 2020).

Embriones fecundados (n=20) de 2 hpf se transfirieron a cajas Petri (60 x15
mm) y se incubaron con las diferentes soluciones de trabajo (8 mL). La exposicion
a las soluciones comenz6 desde las 2 hpf y continu6 hasta los 5 dias post
fertilizacion (dpf), con recambio diario de las soluciones. Las placas se incubaron a
28°C con un ciclo de 12 h luz/oscuridad. Los experimentos se realizaron por
triplicado. (Hermsen et al., 2011; Jomaa et al.,, 2014; Valles et al., 2020). Los
criterios de valoraciéon para los embriones y larvas desde las 24 hasta a las 120
hpf, se realizaron de acuerdo a Selderslaghs et al., (2009). Se monitored la
coagulacion del huevo, la formacion de somitas y el desprendimiento de la cola
desde las 24 hpf, la formacién de edema, la pigmentacién y frecuencia cardiaca
desde las 48 hpf y la eclosion del embrion, asi como la escoliosis, a partir de las
72 hpf. Las concentraciones letales media (LCs,), se obtuvieron a partir del
porcentaje de mortalidad acumulada a las distintas horas de evaluacién, frente al
logaritmo de las concentraciones (Veeren et al., 2020).
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Prueba de toxicidad aguda en larvas de pez cebra

Para evaluar la toxicidad aguda de los extractos, larvas (n=10) de 72 hpf se
transfirieron individualmente a una placa de 96 pozos. Se incubaron con una dosis
Unica de 200 pL de las diferentes soluciones de trabajo. Se examinaron cambios
en la morfologia, la circulacion sanguinea y los latidos del corazén a las 0, 1, 3, 5,
7, 12 y 24 h (Ramos et al., 2020). Las placas se incubaron a 28°C con un ciclo de

12 h luz/oscuridad. Los experimentos se realizaron por triplicado.

Evaluacion de la actividad motora en larvas de pez cebra

Se evalud la respuesta de las larvas a transiciones de luz-penumbra acorde al
protocolo descrito por Rodriguez-Ortiz y Matinez-Torres (2021). Larvas de 7 dpf
(n=16) que habian sido expuestas a las soluciones de trabajo con recambio diario
desde las 2 hpf, se depositaron individualmente en una placa de 24 pocillos con
1.5 mL de medio E3. La placa se coloc6 sobre una camara de luz y se cubrié con
un artefacto conico negro que sostenia una camara de video en la parte superior.
Las larvas se habituaron a la oscuridad durante 10 min y la grabacién comenzo6
durante los dltimos 3 min de este periodo, posteriormente se encendio la luz y
continu6 la grabacion durante 3 min mas. Finalmente, se apag6 la luz y la
grabacion finalizé a los 3 min del ultimo periodo en penumbra (Figura 4). Las
trayectorias se analizaron con el software EthoVisionXT (Noldus IT, Wageningen,
Paises Bajos). La locomocidn total de las larvas individuales se resumié en tres
variables de respuesta: distancia recorrida, velocidad, y latencia al momento de
iniciar el movimiento (Liu et al., 2016; Pohl et al., 2019; Valles et al., 2020). El

experimento se llevo a cabo por triplicado en un cuarto a 28°C.
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Figura 4. Protocolo de grabacién de la motilidad de larvas de pez cebra

durante transiciones luz-oscuridad.

Analisis estadistico
Los datos se presentan como la media + desviacion estdndar (SD). La
significancia estatica se determin6 mediante ANOVA de una via (p< 0,05). Las

comparaciones por pares se realizaron mediante pruebas de Tukey (p< 0.05).
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Resultados

Cuantificacién de fenoles totales, flavonoides y capacidad antioxidante
Debido a que las actividades biolégicas reportadas para el chipilin se atribuyen a
los fitoquimicos de sus hojas, evaluamos el contenido de fenoles, flavonoides y la
capacidad antioxidante de los extractos obtenidos por maceraciéon y FSC mediante
métodos espectrofotométricos (Figura 5).
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Figura 5. Cuantificacion de fitoquimicos en hojas de chipilin.

Media aritmética £ SD (por triplicado n=3). La media aritmética + SD (n=3) tiene
una diferencia significativa de acuerdo a la prueba de Tukey (a =0.05).

23



El extracto de etanol-agua es el de mayor contenido de fenoles (5345.06 ug EGA/
g de peso fresco) y el extracto etandlico es el de menor cantidad (152.98 ug EGA/
g de muestra seca). Por el contrario, la fraccion etandlica presenta el mayor
contenido de flavonoides (4841. 3 ug EQ / g de muestra seca) seguido del extracto
obtenido por FSC (1870.59 ug EQ / g de muestra seca), y la fraccion con la menor
cantidad es el agua (234.50 uyg EQ / g de muestra seca) (Anexo 1).

El extracto etandlico-acuoso de hojas de chipilin es el que tiene el mayor

valor de inhibicién del radical DPPH con un valor 64.3%.

Perfil de metabolitos
Con la finalidad de identificar los metabolitos presentes en los extractos de
chipilin, se realiz6 un andlisis por GC-MS (Figura 6). Se identificaron 20
compuestos volatiles y semi-volatiles (Anexo 2). El 75% pertenece al grupo de
naturaleza lipidica o similares a los lipidos, con polaridad baja o nula, el 20% a los
compuestos organoheterociclicos y el 5% a los fenilpropanoides y policétidos
(Tabla 3).

La composicién de fitoquimicos de los extractos varia de manera cualitativa
y cuantitativa (porcentaje relativo): son 3 compuestos para el extracto acuoso, 10
para el etandlico-acuoso, 15 para el etandlico y 16 para el de FSC. Los extractos
con una porcion etandlica de baja polaridad, tienen compuestos en comin de
naturaleza lipidica como el fitol, a-acido linoleico, 2-palmitoglicerol, monoestearina
y erucamida, entre otros. El acido palmitico es el unico compuesto presente en
todas las muestras (Figura 6). El acido 2,5-difluorobenzoico y el 6-hidroxi-4,4,7a-
trimetil-5,6,7,7a-tetrahidrobenzofuran-2(4H)-ona se detect6 solo en las
oleorresinas por FSC. La oleorresina de FSC extrae cantidades mas altas de
escualeno y ¢ -sitosterol. El extracto de FSC tiene mayor intensidad y pureza en la
sefial de metabolitos, en comparacion con los obtenidos por maceracion. Para
algunos de los metabolitos identificados se han descrito previamente propiedades
biol6gicas como las propiedades antidiabéticas, inductoras del suefio,

antioxidantes, antimicrobianas y antiinflamatorias.
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Figura 6. Cromatograma GC-MS de los extractos de hoja de chipilin.
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Tabla 3. Identificacion por GC-MS de los metabolitos en los extractos de chipilin.

Pico CAS
3 EPA-
357601
1 496162
15211037
4 73410023
7 82304663

Nombre

Acido 2,5-
difluorobenzoico

Cumaran

Traquelanthamidina

6-hidroxi-4,4,7a-
trimetil-5,6,7,7a-

tetrahidrobenzofuran-

2(4H)-ona

7,9-di-terc-butil-1-
oxaspiro(4,5)deca-6,9-

dieno-2,8-diona

TR Abundancia relativa (%)

Agua  Etanol

Etanol-

Agua

FSC

Clasificacion

Fenilpropanoides y policétidos

5.423

0.02

Dépsidos y

depsidonas

Compuestos organoheterociclicos

4.165

4.693 1.58 2.02
6.499

6.99 0.72

26

0.48

1.87

0.01

0.06

Cumarinas

Pirrolizidinas

Benzofuranos

Butirolactonas gamma

Actividad

biologica

Bactericida

Antimicrobiano,

antioxidante

nd

Anti-inflamatorio

Antimicrobiano

Referencias

Narisety,2013

Jamil et al.,2019;
Sharonova et
al.,2021

nd

Jayawardena et
al., 2019

Sharif et.
al.,2014


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%222%2C5-Difluorobenzoic%20acid%2C%202-nitro-5-fluorophenyl%20ester%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%2091717068%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%222%2C5-Difluorobenzoic%20acid%2C%202-nitro-5-fluorophenyl%20ester%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%2091717068%5bStandardizedCID%5d

5

10

11

12

13

14

15

EPA-

127259

504961

57103

112630

150867

301008

301020

123409

123944

112845

Metilglucosa

Neofitadieno

Acido palmitico

Metil linoleato

Fitol

Acido o-linoleico

Oleamida

2-Palmitoil glicerol
Monostearina

Erucamida

6.581

6.677

7.084

7.527

7.584

7.673

8.328

8.715

9.281

9.468

1.92

0.02

Lipidos y fitoesteroles

0.19

0.32

0.75

3.1

1.56

0.81

0.4

0.3

2.56

27

1.4

0.25

1.17

0.91

0.26

0.05

0.02

0.73

0.41

0.37

5.61

0.74

0.06

0.06

0.11

0.22

Alcoholes grasos

Sesquiterpenoides

Acidos grasos de
cadena larga

Acidos linedlicos y
derivados

Diterpenoides

aciclicos

Acidos linedlicos y

derivados

Amidas grasas

Monoacilgliceroles

Monoacilgliceroles

Amidas grasas

Hipoglicémico,
bactericida
Antimicrobiano,
anti-
inflamatorio
Antineoplasico,
antiviral
Antimicrobiano,
antioxidante
Antidiabético,
inductor del
suefio,
antioxidante,
anti-inflamatorio
Antidiabético,
antioxidante
Inductor del
suefio

Antioxidante

Antimicrobiano

Inductor del

Shamni et
al.,2017

Bhardwaj,2020;
Nishanbaev et.
al.,2018

Lee et. al.,2009

Ghahari et. al.,
2017

Islam,2018;
Olofsson et.
al.,2014;
Upadhyay et.
al.,2022

Sanders,2017

Yerlikaya et. al.,
2022;

Helcman et. al.,
2022
Kalainavi et. al.,
2021
Kim et. al., 2018


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22Methylglucose%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%208973%5bStandardizedCID%5d

16

17

18

19

20

TR= tiempo de retencién
ND= no disponible.

111024

59029

4651518

83487

83476

Escualeno

Vitamina E

Campesterol

Estigmasterol

¢-Sitosterol

9.605

10.641

11.111

11.257

11.55

0.07

0.19

0.02

0.07

0.78
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2.82

0.57

0.33

0.44

2.98

Triterpenoides

Compuestos

derivados vitamina E

Ergoesteroles y
derivados
Estigmastanos y
derivados
Estigmastanos y
derivados

suefio
Antibacterial,
antioxidante,
antitumor
Antidiabético,
antioxidante,
anti-inflamatorio
Antioxidante,
disminucién del
colesterol y
colesterol de
lipoproteinas de
baja densidad,
efectos

neuroprotectores

Mickymaray, et.
al., 2016

Abraham et. al.
2018; Xiao et.
al.,2021

Li,2022;
Prommaban et.
al.,2020;
Sharma et. al.,
2021



Ensayos in vitro de actividad antiadipogénica en células 3T3-L1

Ensayo de viabilidad celular

Se evalud la toxicidad en preadipocitos 3T3-L1 mediante el ensayo MTT para
establecer los limites tolerables de exposicidén de los extractos de chipilin en un
modelo celular. Los preadipocitos se trataron con los extractos a una
concentracion de 0.1, 1.0, 10, 100 y 1000 ug/mL durante 24 h y 48 h. El porcentaje
de células viables se determin6 respecto a su control (100% viabilidad). Los
resultados se clasificaron como graves cuando la viabilidad es £ 30%, moderada
(30-60%), leve (60-90%) o no citotoxica (> 90%). A las 24 h, los extractos de
etanol-agua y FSC reducen ligeramente la viabilidad de las células. Esto pudo
deberse a la adaptacion celular al cambio de medio, ya que a las 48 h hubo una
recuperacion total y ningun extracto tuvo un efecto toxico sobre la viabilidad de las
células hasta una concentracion de 1000 pg/mL (Figura 7). Por lo tanto, se
eligieron las concentraciones de 1.0, 10, 100 y 1000 ug/mL para el ensayo de
diferenciacion celular y evaluar si los metabolitos presentes en los extractos tienen

un efecto antiadipogénico.
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Figura 7. Ensayo de viabilidad celular de preadipocitos 3T3-L1 en presencia

de los extractos de hoja de chipilin alas 24 (a) y 48 h (b).

Los resultados se expresan como la media £ SD A 490 nm respecto al control.
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Ensayo antiadipogénico

Se evalué el efecto inhibitorio de los extractos de hoja de chipilin en la
acumulacion de lipidos durante (Figura 8A) y después de la diferenciacion celular
(Figura 8B). Durante la diferenciacion, desde 100 pg/mL se observa el efecto
antiadipogénico del extracto acuoso y etandlico acuoso. En los grupos tratados
con el extracto etandlico y la oleorresina de FSC se observa una disminucién
gradual de la acumulacién de lipidos desde una concentracion de 10 ug/mL hasta

su méximo efecto en 1000 pg/mL.

Posterior a la diferenciacion, la acumulacion y maduracion de adipocitos en
el grupo control, parece mayor al de las células tratadas con los extractos.
Particularmente en el grupo tratado con el extracto etandlico, no todas las células
alcanzaron el fenotipo caracteristico de adipocitos maduros que indica mayor

inhibicién de la adipogénesis.

A)
Durante diferenciacion celular

Control Extractos (ug/mL)

0 1 10 100 1000
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B)

Después de diferenciaciéon celular

Control Extractos 1000 pg/mL

Agua Etanol Etanol-Agua FSC

Figura 8. Fotografias al microscopio de células 3T3-L1 en presencia y
ausencia de fitoquimicos de hoja de chipilin. A) interaccion durante la

diferenciacién adiposa. B) interaccion después de la diferenciacion.

El andlisis semicuantitativo con la tincién de rojo oleoso (Figura 9) muestra
una disminucién en la acumulacion de lipidos en células tratadas durante la
diferenciacion desde concentraciones bajas de 1 ug/mL para la fraccion de etanol-
agua y FSC y de 10 yg/mL para el extracto acuoso y etandlico. La disminucion en
la acumulacién de lipidos es dosis-dependiente, ya que las concentraciones mas
altas tienen el mayor porcentaje de inhibicién de lipidos de hasta el 35%. En el
caso de las células cuyos tratamientos fueron aplicados posterior a la
diferenciacion celular, los efectos son menores para las concentraciones

evaluadas, con un porcentaje alrededor del 20%.
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Figura 9. Diferenciacion de células 3T3-L1 en presencia de extractos de hoja
de chipilin.

Ensayo semicuantitativo de acumulacién de lipidos por la tincion de rojo oleoso en
preadipocitos sometidos a diferenciacion en presencia de los extractos de hoja de
chipilin durante y después de la diferenciacion A 510 nm. Los valores son
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expresados como la media aritmética + SD (n=3), diferencia significativa de
acuerdo a la prueba de Tukey (a =0.05) respecto al control.

Ensayos en el modelo del pez cebra.

Prueba de toxicidad crénica en embriones de pez cebra

Para evaluar los riesgos inherentes a la exposicion de los extractos de chipilin, se

evaluo la toxicidad de los extractos en embriones de peces a exposicion continua

de diferentes concentraciones (31.25, 62.5, 125, 250 y 750 ug/mL) desde las 2 hpf

hasta los 5 dpf, con recambio diario de las soluciones y monitorizacion constante.
Los indicadores de toxicidad a las concentraciones de 31.25, 62.5 y 125

ug/mL no son significativamente diferentes respecto al control dentro de los

valores permitidos (datos no mostrados), sin embargo, a partir de la concentracion

de 250 ug/mL se observan anomalias en los embriones desde el primer momento

de exposicidn de los extractos hasta finalizar la evaluacion a los 5 dpf (Tabla 4).

Tabla 4. Pardmetros de toxicidad cronica con criterios de valoracién letales y

subletales en embriones de pez cebra.

Concentracion: 250 pg/mL

Parametro Control Agua Etanol Etanol- FSC
Agua
Coagulacion del huevo (%) /8-120 hpf 61 56 £2* 151 3242 * 10 £1
Formacion de somitas (%) /24 hpf 100 90 100 90 100
Cola no desprendida (%)/24—-96 hpf 0 40 £1 * 0 40 £1 * 0
Eclosion del embrion/48-96 hpf (total %) 100 90 +2 100 60 +2 * 100
Formation de edema (%)/48—96 hpf 0 20 £2 * 0 1541 * 0
Escoliosis (%)/48—-120 hpf 0 40 £2 * 0 0 0
Pigmentacion (%)/24-96 hpf 100 62 +2 * 100 40 £2 * 100

Frecuencia cardiaca/ 24-48 hpf (lat/min) 172 +1 148 +3 168+2 140 3 174 £2

Los datos corresponden a los porcentajes al final de la evaluacion con los
embriones supervivientes. Los valores son expresados como la media aritmética +
SD (n=20), en color rojo se resaltan los valores estadisticamente significantes
respecto al control de acuerdo a la prueba de Tukey (a =0.05).
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A la concentracion de 250 pg/mL el efecto toxico que causo la coagulacion del
huevo (mortalidad) expresado en porcentaje del extracto acuoso es del 56%,
etanol 15%, etanol-agua 32%, y FSC 10%. Una supervivencia 2 75% (o mortalidad
< 35%) se considera no toxica (Evangeline et al., 2018), es decir, el extracto
acuoso Y el etandlico son toxicos y ademas inducen algunas malformaciones en el
desarrollo embrionario posterior a las 48 hpf como retraso en el desprendimiento
de la cola, formacién de edema, disminucién de la pigmentacién y reduccion de la
frecuencia cardiaca. El extracto acuoso provoca escoliosis (deformidades
esqueléticas) y el acuoso-etandlico retrasa la eclosion del embridn.

La concentracion letal 50 (LCs, ), es la concentracion que provoca la muerte
del 50% de los animales de estudio durante un determinado periodo de
observacion. De acuerdo a las curvas de dosis respuesta para mortalidad de
embriones de pez cebra acumulada hasta 120 hpf, el extracto acuoso (LCso= 2.41
png/mL) presenta mayor grado de toxicidad, seguido del extracto etandlico-acuoso
(LCso = 2.49 pug/mL), etandlico (LCsy, = 3.41 pg/mL) y FSC (LCs, = 4.99 pug/mL), este
ultimo el de menor grado de toxicidad (Figura 10).

35



1001 -~ Agua
-=- Etanol
,\5\ - Etanol-Agua
S -+ FSC
3 %
__9 50— Extracto LCsq (HO)
C_U Agua 2.41
";' Etanol 3.41
(@) Etanol-Agua 2.49
> FSC 4.99
[
0 T 1
1 2 3

Log (Concentracion pg/mL)

Figura 10. Mortalidad de embriones de pez cebra acumulada a las 120 hpf en
presencia de extracto de chipilin.

Evaluacion desde 31.25, 62.5, 125, 250 a 750 pug/mL La media aritmética (n=20)
tiene una diferencia significativa de acuerdo a la prueba de Tukey (a =0.05).

Con la concentracion maxima de 750 ug/mL, la mayoria de los extractos
ocasionan el 100% de mortalidad dentro de las primeras 72 hpf (Tabla 5), sélo el
extracto de FSC tuvo una mortalidad del 18.75%, dentro de los parametros
permitidos (Figura 11). Estos resultados indican que el extracto de FSC es el

menos téxico a altas concentraciones en comparacion con los otros extractos.
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Tabla 5. Embriotoxicidad acumulada hasta las 120 hpf de extractos de hoja

de chipilin en embriones de pez cebra.

Concentracion Agua Etanol Etanol-agua FSC
(ng/mL)

0 100 +1 100 +1 100 +1 100 +1
31.25 91.7 £1 94.6 £1.5 94.6 £1.1 95.3+1.1
62.5 84 +1 92.3+0.5 93.7 £1 94 +1

125 82.6+2 91.7 £1 92.3+0.5 91.7 £1
250 41.3+2.3 84.3 £0.5 68 +1 88.6 £1.1
750 0+1 0+1 0+1 81.2 0.7
100+ - Agua

— Etanol

o 80+

S == Etanol-Agua

© mm FSC

© 60+

c

()

2

S 40+

o

o

2

20-

0 1 || || 1 || 1 1

0 100 200 300 400 500 600 700 800

Concentracion (mg/mL)

Figura 11. Embriotoxicidad acumulada hasta las 120 hpf de extractos de hoja
de chipilin en embriones de pez cebra.

Prueba de toxicidad aguda en larvas de pez cebra

Para conocer los efectos de una dosis Unica de los extractos, se evalud la

toxicidad aguda en larvas de 72 hpf al exponer a los individuos a concentraciones
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Supervivencia (%)

Supervivencia (%)

de extractos de hoja de 0.5, 1, 2.5, 5, 7, 10 y 50 mg/L y se evaluaron durante 24 h.
En la Figura 12 se observa que la concentracibn maxima tolerada con el 100% de
supervivencia a lo largo de todo el experimento y que no afectd la morfologia,
latido y circulacion sanguinea de la larva es de 0.75 mg/mL para el extracto
acuoso y etanolico, 1 mg/mL para el etandlico-acuoso y 7 mg/mL para el de FSC.

En comparacion con el extracto acuoso y etandlico, el de FSC tiene una tolerancia

10 veces mayor en comparacion a los extractos.
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Figura 12. Supervivencia de larvas 72 hpf de pez cebra a los extractos de
hoja de chipilin (n=10).

En la Figura 13 se observan alteraciones en las larvas al exponerlas a una
concentracion de 2.5 mg/mL del extracto etandlico y etandlico acuoso y de 10
mg/mL para el acuoso y de FSC. Las larvas en su mayoria a las 12 h del

experimento presentan una disminucion de la supervivencia en un 50% y que
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alcanza un 100% de mortalidad al final de experimento a excepcion del extracto de
FSC (62%) Las concentraciones maximas evaluadas para cada extracto inducen
una mortalidad del 100% en las primeras 5 h de evaluacion.

Control Etanol Etanol Agua FSC
72 hpf -Agua

A -
propl;sm
ocular (1)

(1

Disminucion de
pigmentacidn

Deformaciéndel
sacoviteline

Deformacién””
delacola(2)

2.5 mg/mL 10 mg/mL

Figura 13. Alteraciones morfologicas a las 12 h de exposicidn de las larvas

de pez cebra a los extractos de hoja de chipilin.

Evaluacion de la actividad motora en larvas de pez cebra

Para constatar el uso etnobiolégico del chipilin, se evalu6 el comportamiento
locomotor de las larvas frente a transiciones de penumbra-luz-penumbra, en
presencia de extractos de chipilin (125 ug/mL) desde las 2hpf hasta los 7 dpf. El
pez cebra en la condicidén control tiene un patron normal de comportamiento que
aumenta la distancia recorrida durante las transiciones de penumbra (etapa | y 1l1)
y disminuye durante la iluminacion (etapa Il). Por el contrario, se observa una
disminucién en ausencia del estimulo luminoso en la etapa | para FSC y | y lll para

agua/etanol-agua. Esto sugiere un estado sedante en la larva (Figura 14).
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Figura 14. Distancia recorrida (media + SD) a lo largo del tiempo de
embriones de pez cebra expuestos a los extractos de chipilin desde las 2hpf

hasta los 7dpf.

Ademés de la distancia, se analizé la velocidad del nado en las larvas
(Figura 15). Se observa que la velocidad disminuye (etapa I) en la mayoria de las
larvas en estado de sedacion. En caso particular del extracto de FSC, la velocidad
del nado durante la etapa Ill es similar a la del control y esto podria indicar la
recuperacién de la sedacién. En cambio, para el extracto acuoso y etandlico-

acuoso, el efectorsedante persiste pese a la privacion del estimulo luminoso.
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Figura 15. Velocidad del nado durante la evaluaciéon de la actividad motora
de larvas expuestas a extractos de hoja de chipilin desde las 2hpf hasta los
7dpf.

El patron de movimiento de las larvas (Figura 16) de los grupos tratados
son similares al control. Estas variaciones indican un estado sedante que podria
atribuirse a la exposicién de los extractos y no a una falla en la funcién cerebral
larval, sin embargo, se necesitan estudios adicionales para comprender a fondo el

potencial sedante de las hojas de chipilin.

Control Extractos 125 ug/mL

Agua Etanol Etanol-Agua

Figura 16. Comparaciéon de trayectorias de nado de larvas de 7 dpf de pez

cebra expuestas a extractos de hoja de chipilin en la prueba de locomocién.

41



Discusion

Fitoquimicos en extractos de hoja de chipilin

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios que se sintetizan en las
plantas y poseen propiedades biolégicas como la actividad antioxidante
(eliminacion de radicales libres) (Navarro-Flores et al., 2020). Estos radicales
libres se han asociado al envejecimiento prematuro y enfermedades como el
cancer. Los antioxidantes son moléculas muy poderosas para reducir el estrés

oxidativo en el cuerpo humano (Mateos-Maces et al., 2020).

El analisis fitoquimico de hojas de chipilin, muestra que los extractos
acuosos y etanol-agua presentan el mayor contenido de fenoles. Los fenoles
sencillos son solubles en agua y estan en la planta en forma de heterésidos.
Ambos extractos son ricos en compuestos fendlicos que tienen actividad
antioxidante y es probable que la relacibn que existe entre los compuestos
fendlicos y la capacidad antioxidante sea directamente proporcional, sin embargo,
deben realizarse andlisis para determinar si es un solo compuesto el que brinda la
capacidad antioxidante o la sinergia de los mismos. La sinergia de flavonoides
como tocoferoles, palmitato ascorbil y acido citrico ya ha sido reportado (Munguia
et al., 2017). El extracto acuoso tiene un contenido de fitoquimicos similar al
reportado por Jiménez-Aguilar y Grusak, (2015). Sin embargo, este es el primer
trabajo que describe el contenido de fitoquimicos de las fracciones etandlica,
etandlica-acuosa y de FSC. Ademds, el contenido de fitoquimicos es mayor a los
documentados para la fraccion metandlica.

La solubilidad de los flavonoides depende de la forma en la que se
encuentren y del nimero y clase de sustituyentes: aglicones ibres o heterésidos.
Los aglicones son insolubles en agua, poco solubles en mezclas hidroalcohdlicas
y solubles en disolventes organicos polares (etanol, metanol). Debido a esto se
encuentran en mayor abundancia en los extractos etandlicos. La ligera reduccién

de la concentracion de compuestos fendlicos en el extracto de FSC puede
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atribuirse a que la densidad del CO, aumenta con la presion y disminuye con la
temperatura, y el poder de solvataciéon del CO, aumenta con la densidad y con
ello, a densidades mas altas, y la adicion del cosolvente se podrian haber extraido
compuestos de naturaleza polar, con mayor intensidad de la sefial y pureza
(Pasquel Reétegui et al., 2017).

Perfil de metabolitos

El uso de técnicas hibridas avanzadas como GC-MS para la identificacién de
compuestos bioactivos responsables del potencial farmacolégico de las plantas, se
ha incrementado en las ultimas dos décadas debido a sus multiples ventajas (Basit
et al.,, 2022). En el analisis GC-MS de los extractos de hoja de chipilin, los
componentes principales de los extractos etandlicos fueron el fitol, acido linoleico,
oleamida, escualeno, neofitadieno, fitosteroles, palmitoil glicerol, erucamida,
metilglucosa y la traquelanthamidina.

En la oleorresina de FSC se identificaron 2 metabolitos unicos, el acido 2,5-
difluorobenzoico (pico 3), al que se le atribuye un potencial bactericida y un
derivado benzofurano (pico 4) con actividad antiinflamatoria. Esta actividad
antiinflamatoria se evalu6 a través de la regulacién negativa de la produccion de
oxido nitrico (NO) en macréfagos RAW 264.7 estimulados con lipopolisacaridos
(Jayasinghe y Jayawardena, 2019).

A los metabolitos identificados se les atribuyen diversas propiedades, por
ejemplo, el neofitadieno exhibié una importante actividad antimicrobiana contra
Salmonella typhimurium y Staphylococcus aureus en un ensayo de difusion en
disco (Ceyhan-Glivensen y Keskin, 2016). En un ensayo in vitro de miocitos de la
linea celular de musculo esquelético de rata L6 la metilglucosa aumento la tasa de
transporte de hexosas al incrementar la actividad del transportador GLUT 4
(Shamni et al., 2017). La oleamida administrada de forma periférica en ratones
redujo significativamente la latencia del suefio y el tiempo de vigilia, mientras que
aument6 el movimiento ocular no rapido y el tiempo total de suefio (Laposky et al.,
2001).
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El fitol es un alcohol diterpénico aciclico con propiedades antioxidantes.
Tiene un efecto anti-inflamatorio y disminuye del estrés oxidativo al inhibir la COX-
1 y la COX-2 mediante la supresion de la interleucina-1lbeta (IL-1R) y el factor
nuclear kappa B (NF-kB) (Faisal et al., 2022). En la linea celular de monocitos de
ratbn RAW264.7, el fitol suprimio la generacién de ROS y recupero la expresion de
enzimas antioxidantes a través de la regulacion del factor de transcripcion Nrf2
gue regula la expresiébn de numerosos genes de enzimas destoxificantes y
antioxidantes (Kim et al., 2022).

El fitol también se asocia en la prevencién de enfermedades metabdlicas,
debido, en parte, a la activacion de la heterodimerizacion del receptor X retinoide
alfa (RXRA) con PPAR-y. El fitol en ratones induce menor peso corporal, mayor
peso del higado, hipertrofia hepatocelular, proliferacion de peroxisomas, mayor
expresion de catalasa y reduce los niveles séricos y hepaticos de triglicéridos, en
un 40% y 75%, respectivamente (Olofsson et al., 2014). La accion anticonvulsiva
del fitol se demostré en el modelo de ratas de convulsiones inducidas por
pilocarpina (parasimpaticomimético) en el que disminuyd las crisis convulsivas
ténico-clonicas (de Melo et al.,, 2019). Se ha propuesto que ejerce su efecto a
través de la neurotransmision GABAérgica y la activacion del receptor GABAa al
unirse a su sitio BZD. El mecanismo anticonvulsivo se confirmé mediante la
administracion de flumazenil que bloqueé el efecto anticonvulsivo del fitol en el
estudio (Zhao et al., 2022).

Ensayo antiadipogénico con lalinea celular 3T3-L1

La obesidad se define como una acumulacion excesiva de grasa corporal que
implica la hipertrofia e hiperplasia de tejido adiposo, conocida como adipogénesis.
La adipogénesis es un proceso en el que las células se transforman de
preadipocitos a adipocitos a través de un cambio morfolégico y bioquimico
(Prashar y Patel, 2020; Lim et al., 2021) que conduce a diversas enfermedades
metabolicas como la diabetes tipo 2 y la hipertension (Dincer y Yuksel, 2021;
Udomwasinakun, Pirak y Chanput, 2022).
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La linea celular de preadipocitos 3T3-L1 es uno de los modelos in vitro mas
utilizado para estudiar la adipogénesis. La exposicion de las células a una
combinacion de insulina, glucocorticoides y un inductor de la sefalizacién de
cAMP desencadena la adipogénesis y modifica la expresion de cientos de genes
incluidos diversos de factores de transcripcion (Kumkarnjana et al., 2018; Haj et
al., 2020).

Los compuestos bioactivos derivados de plantas como los polifenoles, los
flavonoides y los terpenoides tienen un potencial para inhibir la adipogénesis.
Pueden inhibir el desarrollo del tejido adiposo al inhibir la diferenciacion de
preadipocitos, promover la lipdlisis e inducir la apoptosis de los adipocitos
existentes (Moreno-Valdespino et al.,, 2020; Guru et al., 2021). Por lo tanto, la
identificacidén de fitoquimicos que disminuyan la proliferacion y la adipogénesis en
la etapa temprana de la diferenciacion de los adipocitos podrian prevenir o tratar la
obesidad y, a su vez, la diabetes tipo 2 (Yu et al., 2013; Pucci et al., 2022). Este
trabajo proporciona la primera evidencia in vitro de la actividad antiadipogénica en
células 3T3-L1 de los extractos de hoja de chipilin, cuya accién podria atribuirse a
algunos de los metabolitos identificados como el fitol, metilglucosa y la vitamina E
cuya propiedad antidiabética se ha reportado.

Durante la diferenciacién celular se obtuvo la misma concentracion minima
efectiva para el extracto etandlico-acuoso y de FSC (1 pg/mL) y aunque la
cuantificacion de fitoquimicos por métodos espectrofotométricos fue mayor para
los extractos obtenidos por maceracion, la oleorresina de FSC tuvo la misma
potencia para disminuir la acumulacion de lipidos durante y después de la
diferenciacion celular.

Aldn queda pendiente determinar los cambios en la expresion
transcripcional de marcadores de diferenciacion por RT-PCR y el andlisis LC-MS
para la identificacion de compuestos diferenciales que desencadenan el efecto
observado. No esta claro cuanto de la cantidad de compuestos bioactivos se
absorbe y desencadena la actividad biol6gica esperada. La comprension de sus
fases de absorcion, metabolismo y eliminacion necesita ser estudiada (Boudreau
et al., 2019).

45



El pez cebra como modelo de estudio: evaluacion de embriotoxicidad

El pez cebra se ha constituido como un modelo estandar para la evaluacion de
biomoléculas con potencial interés farmacolégico. Esto se debe a que el analisis
filogenético de los genomas humanos y de peces muestran una morfologia y
fisiologia similares de los sistemas nervioso, cardiovascular y digestivo
(Chahardehi, Arsad and Lim, 2020).

En este trabajo evaluamos la toxicidad crénica y aguda de los extractos de
hoja de chipilin en el modelo del pez cebra. Para la toxicidad aguda se determin6
gue el extracto acuoso present6 el mayor grado de toxicidad y el de FSC el menor.
Las concentraciones maximas toleradas para los extractos en la toxicidad crénica
son menores a las alcanzadas en la evaluacion de toxicidad aguda. Ramos y
colaboradores evaluaron la toxicidad aguda de un extracto hidroalcohdlico de
chilca (Baccharis dracunculifolia) en larvas de 8 dpf; a partir de 0.20 mg/mL la
mortalidad era del 25% hasta alcanzar un 100% a una concentracion de 2 1
mg/mL, presentando una tolerancia menor en comparacion a las concentraciones
evaluadas en este trabajo.

Generalmente los estudios de toxicidad en el modelo del pez cebra se
realizan durante los primeros dias 5 a 7 dias del desarrollo embrionario y son
pocos los estudios que evallan la toxicidad durante el estadio larvario. No hay
reportes de una evaluacién concomitante de toxicidad aguda y crénica, los cuales
son de gran importancia ya que, por lo menos en este trabajo, hay mayor
tolerancia a concentraciones altas de los extractos y menor toxicidad cuando se
exponen en dosis Unica al organismo completamente desarrollado. Es por esto
gue es importante ampliar los ensayos toxicolégicos para garantizar un
aprovechamiento adecuado de los compuestos bioactivos de plantas.

El efecto de toxicidad de los extractos fue dosis dependiente y el extracto
acuoso presentd mayores efectos toxicos a una concentracion menor. Esto podria
ser atribuible al efecto sinérgico de metabolitos presentes en esta fraccion. Uno de
ellos que se encuentra en mayor proporcion es la traquelanthamidina que se le

han atribuido efectos carcinogénicos y hepatotoxicos, sin embargo en otros
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reportes se considera un metabolito inocuo (David et al., 2022). Es importante el
fraccionamiento de los extractos vegetales para determinar si el efecto toxicologico
es efecto de la sinergia de metabolitos o de uno en particular.

De igual manera, observamos una diferencia en las concentraciones
toleradas en los ensayos de toxicidad celular obtenida por el método del MTT
(1000 pg /mL) en comparacion con el ensayo de toxicidad cronica con embriones
(125 ug/mL), las concentraciones en el ensayo de toxicidad aguda fueron similares
a las del método del MTT (750 — 1000 ug /mL), esto probablemente atribuible a
gue cuando se realiza el ensayo celular, la confluencia y maduracion de las
células es maxima, al igual que el ensayo en larvas. Braunbeck et al. (2014)
mencionan que los ensayos en cultivos celulares muestran una subestimacion de
la toxicidad en comparacion con los ensayos en embriones de peces hasta de tres
ordenes de magnitud. Ademas, como el método MTT mide la viabilidad celular en
términos de actividad reductora de enzimas mitocondriales en células
metabolicamente activas (Ghasemi et al., 2021), existen limitaciones del método
gue pueden conducir a resultados falsos positivos cuando se evalltan con
fitoquimicos con potencial reductor intrinseco como antioxidantes y polifenoles
(Igbal et al., 2022). Una alternativa es seleccionar lineas celulares derivadas de
tejidos que reflejen el sitio y el modo de accidén del objeto de estudio y de esta
manera, que las condiciones se parezcan mas a la exposicion in vivo. Con base
en estas recomendaciones, Tanneberger et al. (2013) demostraron una muy
buena correlacion entre las concentraciones efectivas observadas en una linea de
células branquiales de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (RTgill-W1) y las

concentraciones letales agudas en peces.

Ensayos de locomocion en larvas del pez cebra

El pez cebra es un modelo importante para la investigacion de sustancias
psicoactivas porque su estructura cerebral, neuroquimica (Nadig et al. 2020) y el
patron de suefo/vigilia, es similar al de los humanos (de Melo et al., 2019). Los
receptores del acido gamma-aminobutirico tipo A (GABAA) son los receptores

inhibitorios mas importantes en el sistema nervioso central (SNC) (Gwedela et al.,
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2022). Se ha demostrado que la activacién de la neurotransmision GABA-érgica
es responsable de disminucion del nivel de ansiedad y provoca cambios en las
subunidades al y 2 de este receptor (Guedes et al., 2023). Esto lo convierte en un
blanco principal de la mayoria de los farmacos anestésicos (Szaszkiewicz et al.
2021) como las benzodiacepinas (BZD), que modifican alostéricamente la
activacion del canal de cloruro de GABAA y aumentan su sensibilidad al ligando
endogeno (Mundy et al.,, 2021). Sus principales efectos terapéuticos son la
sedacion, la hipnosis, la disminucion de la ansiedad, la amnesia anterégrada, la
relajacion muscular central y la actividad anticonvulsiva (Silveira, Santos Rubio y
Poleti Martucci, 2022).

En el pez cebra, las variaciones en la locomocion y tigmotaxis son
parametros indicativos de los niveles de ansiedad (Maphanga et al., 2020). Se han
propuesto ensayos de comportamiento con larvas de pez cebra que se exponen a
transiciones luz-oscuridad para evaluar el efecto de moléculas psicoactivas
(Cueto-Escobedo et al.,, 2022). Durante la transicion luz-oscuridad aumenta la
actividad locomotora y se atribuye a la elevacién del nivel de estrés/ansiedad,
mientras que la transicion oscuridad-luz disminuye la locomocién (Hill et al., 2005).
Se ha reportado que el tratamiento del pez cebra con BZD aumenta la actividad
exploratoria en campo abierto, tiene un efecto sedante y disminuye la actividad
locomotora (Johnson et al., 2022). Se ha intensificado la busqueda de moléculas
de la medicina tradicional que tengan efectos sedantes (Gressler et al., 2021).
Nuestros resultados muestran que el extracto de chipilin obtenido por FSC tiene
un efecto sedante parcial, ya que posterior a la exposicion al estimulo luminoso
(etapa 1), su comportamiento es similar al control. El fenotipo sedante total de los
extractos acuoso y etandlico-acuoso permanece a lo largo de todo el experimento
donde hay una disminucién de la actividad motora y velocidad de nado. Se ha
descrito la actividad anticonvulsivante de numerosos fitoconstituyentes
identificados en los extractos de plantas como el fitol, oleamida, erucamida acidos
fendlicos acido p-cumarico (Espino-Saldafa et al., 2020b; Widelski et al., 2021) los
cuales se unen selectivamente al receptor GABAA y probablemente estén

involucrados en el efecto sedante de los extractos. Estos metabolitos pueden
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actuar como anticonvulsivos debido a su alta lipofilia que les facilita la penetracion
a través de la barrera hematoencefalica (Cao et al., 2019; Mendes Hacke et al.,
2020). Sin embargo, pese a que nuestros resultados coinciden con el uso
etnofarmacoldgico de esta planta medicinal en la tradicion popular, se deben
realizar estudios para dilucidar los mecanismos de accion e investigar la
participacion de otros receptores en el efecto sedante de los extractos. Ademas,
hay que establecer si la sinergia entre los fitoquimicos podria ser, en parte,
responsable del efecto sedante, o si se atribuye a un compuesto en particular.
También hay que analizar el efecto que tiene tiempo de exposicién a las moléculas
bioactivas, la concentracion utilizada, toxicidad y la restauracion total o parcial de

la sedacion al modificar estos factores.
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Conclusiones

La oleorresina de FSC de hoja de chipilin tiene la misma potencia que los
extractos obtenidos por maceracion, para contrarrestar el desarrollo del fenotipo
de adipocito maduro en la linea celular 3T3-L1 y la disminucién de la acumulacion

de gotas lipidicas.

La oleorresina de FSC tuvo el mayor nimero de compuestos identificados por GC-

MS, asi como mayor intensidad de respuesta y pureza.

La oleorresina de FSC tiene el menor impacto en la toxicidad celular y

embrionaria.
Las larvas de pez cebra expuestas a la oleorresina de FSC en el ensayo de

locomocion, muestran un fenotipo de sedacién parcial y el extracto acuoso y
etandlico acuoso un fenotipo total de sedacion.
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Prospectivas

Identificacion de compuestos no volatiles por cromatografia liquida de ultra
alta resolucién-espectrometria de masas de tiempo de vuelo de cuadrupolo
(UPLC/MS-QTOF-SYNAPT).

Analisis de la expresion génica mediante RT-PCR semicuantitativa de los
marcadores de diferenciacién de la linea celular 3T3-L1 durante el ensayo
antioadipogénico.

Evaluacion de marcadores moleculares involucrados en el fenotipo sedante

en la locomocion de larvas de pez cebra.
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Anexo 1

Fenoles, flavonoides y capacidad antioxidante de hojas de chipilin

Extracto Fenoles: Flavonoides: Capacidad Me
antioxidante®  dia

arit

Agua 1815 + 4.7b 234.5 +4.34 21.3+1.1¢ mé
tica

Etanol 153.0 £ 2.7d 4841.3 + 3.52 48.3 £1.4p +
Etanol-Agua 5345 +5.1a 1630 + 57¢ 64.3 +2.02 (Sp[;
FSC 393.9+5.1¢ 1870 + 5.1b 243 +£2.1c r
tripl

icado n=3). ' como pg Eq. de acido galico/ g de muestra seca. 2 como ug Eq. de
guercetina/ g de muestra seca, 2 método del DPPH, en porcentaje. Las medias
aritméticas con letras diferentes por columna tienen una diferencia significativa de

acuerdo a la prueba de Tukey (a =0.05).
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Anexo 2

Cromatogramas del andlisis GC-MS
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