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Resumen

La planta de higuera Ficus carica, es un arbol frutal de la familia de las Moraceas,
utilizada en Venezuela como medicina natural para mejorar el trabajo de parto. Sin
embargo, la mayoria de las pacientes que asi la consumen, han reportado adelanto de la
fecha de parto y nacimiento de ninos con signos de depresién neonatal, sin que hasta el
momento se conozca el posible compromiso cardiovascular vinculado con dicho signo. El
objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto cardiotdoxico de una Fraccién de
Hexano (FH), de la hoja de higuera en el modelo larvario del pez cebra, Danio rerio.
Dicha fraccion fue obtenida siguiendo la técnica de extraccion y fraccionamiento a presion
reducida. El efecto cardiotéxico fue evaluado in vivo, a través de bioensayos de la
Concentracion Toxica Subletal (CTSL), de 2,83 mg/mL, sobre larvas de 72 horas de post-
fertilizacion (hpf). Los pardmetros de Frecuencia Cardiaca Promedio (FCP) e Indice
atrio/ventricular (A/V) fueron registrados a la 1 y 3 horas, mediante un
cardiovideograma. (CVG). El area cardiaca fue analizada histolégicamente. Los valores de
FCP, en la poblacién larvaria tratada durante una hora, mostraron una disminucion
significativa (P<0,05) con relacion a los controles, mientras que a las 3 horas de
incubacion, este grupo de larvas mostré una tendencia a alcanzar la normalidad. El indice
A/V de las larvas tratadas no mostré variaciones significativas en la primera hora de
incubacion, transcurridas las 3 horas de incubacion, se observd una ligera disminucién de
5% del indice A/V. La histologia del area cardiaca mostrd distencion de las paredes del
musculo cardiaco y edema moderado en el espacio pericardico. Los resultados ponen en
evidencia el compromiso cardiovascular promovido por la FH obtenida de las hojas de
Ficus carica; un compromiso dependiente del tiempo de exposicién y muy probablemente

asociado a una actividad arritmogénica de la FH.
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Abstract

Cardiotoxic effect of the Hexane Fraction of fig leaves in the Zebrafish (Danio
rerio) larval model

The fig tree plant (Ficus carica) is a fruit belonging to the Moraceae family, which has
been used in Venezuela as a natural medicine to improve labor. It is noteworthy that
most of the patients who consume it have reported advancement of the delivery date and
the birth of babies with signs of neonatal depression; nevertheless, the possible
cardiovascular implication associated with this sign has not yet been known. The purpose
of this investigation was to evaluate the cardiotoxic effect of a hexane fraction (HF) of
the fig leaf on the zebrafish (Danio rerio) larval model. The HF was obtained following the
extraction and fractionation technique under reduced pressure. The cardiotoxic effect was
evaluated in vivo on larvae of 72 hours post-fertilization (hpf), through bioassays with a
sublethal toxic concentration, equivalent to 2.83 mg/mL. The parameters mean heart
rate (MHR) and atrioventricular (A/V) index were recorded at 1 and 3 hours, by means of
a cardiovideogram. The cardiac area was subjected to histological analysis. When
compared to controls, the MHR values in the larval population treated for one hour
showed a significant decrease (P<0.05), whereas at 3 hours of incubation, this group of
larvae showed a tendency to attain normalcy. The A/V index of the treated larvae did not
show significant variations in the first hour of incubation. After 3 hours of incubation, a
slight decrease of 5% in the A/V index was observed. The histology of the cardiac area
showed distension of the walls of the cardiac muscle and moderate edema in the
pericardial space. The results of this investigation evidence the cardiovascular
involvement promoted by the HF obtained from Ficus carica leaves, which is time-

dependent and most likely associated with an arrhythmogenic activity of the HF.

Key words: fig tree plant, hexane fraction, zebrafish larvae.
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Introduccion

La planta de higo o higuera, Ficus carica, es un arbol frutal de la familia de las Moraceas,
con amplia distribucion en Asia Occidental y en la region del Mediterraneo Figural. En
los paises en vias de desarrollo, esta planta es de uso comun, considerado en el saber
popular como una fuente importante de alimento y salud?!; es conocido que el fruto es un
alimento altamente energético y tanto las hojas como las raices de la planta han sido
utilizadas en la medicina tradicional para mejorar diversas patologias?. Investigaciones
farmacolodgicas han demostrado que la planta exhibe, actividad hipertrigliceridémica de la
decoccion de sus hojas® e hipoglicemiante?, asi como también se ha estudiado la
actividad antiespasméddica y antiplaguetaria®; ademds, se describe una accidn
anticancerigena vinculada a diez estructuras terpenoides presentes en el latex del Ficus
carica®. En Venezuela, se ha reportado el uso de la hoja de higuera como potencial
producto farmacoldgico con propiedades beneficiosas para mejorar el trabajo de partoZ.
Se ha vinculado su uso como inductor del aborto, en un estudio en el que se realizd una
encuesta etnobotanica de plantas medicinales comercializadas en los mercados de La Paz
y El Alto, Bolovia.” En tal sentido, se hace referencia a la automedicacién con infusiones
de hojas de higuera en una poblacion de mujeres embarazadas del Hospital Central de
Maracay, con el propédsito de mejorar las labores de parto. Como consecuencia, las
pacientes dieron muestras de adelanto de la fecha de parto y ademas, el aumento de la
frecuencia y de la fuerza de contraccion uterina asi como también el tiempo de duracion
de la misma. En el caso de los recién nacidos, éstos presentaron signos de depresion
neonatal®. Experimentalmente, ha sido posible evidenciar tales signos en ratas gestantes
tratadas con una infusién de hojas de higuera administrada ad libitum, las mismas
mostraron adelanto de la fecha de parto y sus crias presentaron signos de depresion
neonatal y muerte tres dias posteriores al parto®. Resulta evidente que tanto a nivel
clinico como experimental, el consumo indiscriminado de infusiones de las hojas de
higuera pudiera producir riesgos tanto para la madre como para el neonato;
particularmente, en la depresion de los neonatos en los hijos de las gestantes quienes
reportaron haber ingerido esta infusion, pudiese estar involucrado un compromiso
cardiovascular, con una probable generacion de alteraciones de tejidos y células
cardiacas. En vista de, que los efectos toxicos ocasionados por la planta se orientan hacia
una posible accion en el area cardiaca, la presente investigacion se centrd en evaluar el
efecto cardiotdxico relacionado con la fraccidn de hexano de la hoja de higuera en el

modelo experimental larvario del pez cebra, Danio rerio.
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Materiales y métodos

Obtencion y recoleccion del material vegetal, hojas de Ficus carica

La presente investigacion se realizd en el Centro de Bioquimica Nutricional, Catedra de
Bioquimica del Departamento de Ciencias Biomédicas de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y en el Laboratorio de Microscopia Electrénica del Instituto Anatémico “José
Izquierdo”, Facultad de Medicina de la Universidad Central de Venezuela. El material
vegetal utilizado para la realizacion de esta investigacién fue adquirido en el Mercado
Principal de Maracay, estado Aragua, Venezuela, en Noviembre de 2009. Una muestra de
la coleccién fue identificada por el Profesor Luis Hernandez Cheng, Curador Herbario, con
el nimero de certificacion MY. N°035-HB/2009, en el Instituto de Botanica Agricola,
Herbario “Victor M. Badillo” de la Facultad de Agronomia de la Universidad Central de

Venezuela, para la identificacion y autenticacién de la misma.

Fraccionamiento de las hojas de la planta de higo

Las fracciones fueron obtenidas siguiendo la técnica de extraccion y fraccionamiento a
presion reducidal®, modificada para esta investigacion. Para ello, fueron utilizados 100 g
de hojas secas de la planta de higo, desprovistas de tallos pequefios y partes gruesas.
Las mismas, fueron troceadas manualmente y maceradas en 800 mL de metanol por 20
dias. Luego de la filtraciéon del macerado, el mismo fue concentrado a presién reducida a
con un rotavapor Buchi RE121 y con un bafio de agua Buchi a 30°C. El extracto
metandlico obtenido fue redisuelto en 200 mL de una mezcla agua-metanol 1:1, la
solucién hidrometandlica resultante se sometié a tres particiones sucesivas con iguales
volumenes con solventes en orden creciente de polaridad, primero hexano vy
posteriormente cloroformo. Cada una de estas fracciones fue tratada con MgS0O4 anhidro,
filtradas y concentradas al vacio hasta sequedad. La fraccion acuosa residual derivada

fue liofilizada Figura 2.

Evaluacion del efecto cardiotoxico de la fraccion de hexano (FH) de la hoja de
higuera

A fin de evaluar el efecto cardiotdoxico de la FH de la hoja de higuera en el modelo
experimental larvario de pez cebra, Danio rerio se realizaron bioensayos para describir el
efecto téxico subletal de la mencionada fraccién en el area cardiaca de larvas de 72 horas
de postfertilizacion (hpf) in vivo mediante cardiovideograma (CVG). Para ello, fueron
incubadas las larvas a una concentracién téxica subletal (CTSL), la cual se situdé en el
rango de concentraciones inferiores a la ClLso (3horasy de 3,90 +/- 1,08 mg/mL,
determinada previamente con base a las investigaciones iniciales realizadas con extractos

de plantas medicinales y en estudios preliminares realizados con una infusién de hojas de
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Ficus carica, en el que se reportd el uso de una concentracién de 2 mg/mL!!. La CTSL

permitié observar efectos téxicos visibles y cuantificables sin la presencia de mortalidad
en la poblacion larvaria 1213, Se utilizd una concentracion de 2,83 mg/mL como CTSL
con un tiempo de incubacion de 1 y 3 horas. Se incubaron por triplicado nueve larvas, se
distribuyeron en 4 pozos en los ejes horizontales de una placa de 24, cada pozo contenia
un volumen final de 1000 pL de agua de pecera con la correspondiente CTSL de la FH.
Este bioensayo contd con los controles negativos respectivos y controles positivos
utilizando una concentracion de 2 mg/mL de sulfato de epinefrina Figura 3. Todos los
bioensayos se realizaron en condiciones de laboratorio, con iluminacién artificial, de 21-
24°C de temperatura'#4. Durante el periodo de incubacion, las placas se cubrieron con
papel secante para proteger las larvas. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, 1
hora y 3 horas, la observacion y registro de los eventos del musculo cardiaco, se llevd a
cabo de la siguiente manera: se colocd cada larva en un portaobjetos y se inmovilizé con
una solucion de agar al 2%?*>. El area cardiaca se ubicd en el campo de observacion y se
obtuvieron cardiovideogramas (CVG) de las imagenes captadas con el microscopio de
fluorescencia Olympus IX71 con una camara digital DP71, el cual registré los eventos
mecanicos del corazon de la larva del pez cebra de 72 hpf, en un periodo de 60

segundos. Se evaluaron los siguientes parametros:

Frecuencia cardiaca promedio (FCP). Una vez inmovilizada la larva y enfocado el
corazon bajo el microscopio Olympus, a 10x, se realizaron grabaciones de videos durante
60 segundos de cada larva. Posteriormente, se realizé un conteo manual con un contador

de 04 digitos, Thermo Scientific contando el nimero de latidos por minuto (L/min)?e.

Indice atrio/ventricular (A/V). Se define como la relacién entre la tasa de latidos del
atrio y del ventriculo en 60 segundos. Para lo cual se realizé el mismo procedimiento
anteriormente descrito. Se capturaron las imagenes del area cardiaca bajo el microscopio
Olympus a 40x. Los latidos tanto del atrio como del ventriculo fueron contados con un
contador manual de 04 digitos Thermo Scientific por 60 segundos'®. Seguidamente, se
obtuvo la relacion atrio/ventricular (A/V); Este procedimiento se realizé igualmente para
el grupo control. Luego de la realizacién de los registros, las larvas, tanto tratadas como
del grupo control fueron sometidas a eutanasia, colocandolas en capsulas de Petri con
agua de acuario a temperaturas de 0 a 3 °C por 5 minutos!’. Todos los procedimientos
fueron realizados tomando en cuenta las normas éticas que rigen el empleo de animales
de investigacién'®. Posteriormente, las larvas fueron fijadas en formol bufferado al 10%
(v/v), para su procesamiento histoldgico, se realizaron cortes seriados hasta obtener un

campo satisfactorio para la visualizacion del area cardiaca. Los cortes fueron tefiidos con
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la tincion de Hematoxilina & Eosina para la observacion histolégica de las posible

modificaciones o alteraciones morfoestructurales del tejido cardiaco?.

Resultados

Del fraccionamiento de la hoja de higuera se obtuvieron tres fracciones: fraccion de
hexano (FH), aqui se concentran los compuestos de naturaleza no polar o insolubles en
agua, fraccion de cloroformo (FC), en la que se agrupan los compuestos no polares y
medianamente polares y la fraccion acuosa (FA) en la que se encuentran los compuestos
polares. El promedio de los valores de frecuencia cardiaca en la poblacion larvaria
incubadas con la CTSL de FH durante una hora, mostré una disminucién significativa
(P<0,05) con relacion a ambos controles, mientras que a las 3 horas de incubacién, el
grupo de larvas tratadas mostré una tendencia a alcanzar la normalidad Figura 4. Con
respecto al indice A/V de las larvas tratadas con la CTSL de FH no mostrd variaciones
significativas en la primera hora de incubacién, transcurridas las 3 horas de incubacién,
se observd una ligera disminucion de 5% con relacion al indice A/V del grupo control. La
histologia del musculo cardiaco de las larvas incubadas con la CTSL de FH, mostro
dilataciéon cardiaca manifiesta a través de la distencion de las paredes del musculo
cardiaco, ademas se observd cambio en la arquitectura del musculo cardiaco y edema

moderado en el espacio pericardico Figura 5.

Discusion

Las fracciones de hexano y cloroformo contienen sustancias activas de naturaleza no
polar, donde fueron identificados y cuantificados por CG/MS, con la libreria:
C/Database/NIST5aL los compuestos cumarinicos: angelicina y bergapteno, en un
estudio en el que se evalud la accion cardiotdxica de los extractos organicos de la hoja de
Ficus carica en el modelo experimental larvario de pez cebra Danio rerio?.

Otros investigadores han reportado a los compuestos cumarinicos como fotoactivos,
presentes en cantidades apreciables en la hoja y el retofio o brote y no detectables en el
fruto y la savia de la planta de higo'°. Lo anteriormente expuesto permite interpretar que
las variaciones de frecuencia cardiaca y ritmo cardiaco registrados para la FH podrian
estar vinculadas con la diversidad de compuestos con propiedades cardioactivas,
seleccionados estos, en funcion de los procesos de extraccion. Estos resultados coinciden
con la reduccion de la frecuencia cardiaca promedio en un 24% en una investigacion en
la que se evalud la accion de la infusidn de Ficus carica (20 uL/larva de una solucién de
30 g de hojas en 250 mL de agua) en el modelo larvario, bajo irradiaciéon con una fuente
de diodo emisor de luz roja'l. Durante los procesos de extraccion y fraccionamiento, se

agruparon en la FH compuestos no polares y medianamente polares, lo cual permitid
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establecer en este trabajo de investigacion, que el mismo pudiera estar constituido por

sustancias con ciertas propiedades arritmogénicas. En este mismo orden de ideas, la
cardioactividad de esta fraccion, estaria modulada tanto por la concentracién como por el
tiempo de exposicion. La validacion de la actividad cardiotéxica adjudicada a la FH fue
corroborada con las variaciones de los parametros registrados con la utilizacion de
compuestos de cardioactividad verificada como el sulfato de epinefrina, el cual ya a la
primera hora de tratamiento demostré una accién cardioténica positiva. La histologia del
musculo cardiaco mostré dilatacion y cambio en la arquitectura del musculo cardiaco,
resultados estos, comparables por lo reportado con relacién a la CLso 2 mg/mL de las
cumarinas las cuales producen cardiotoxicidad y hepatotoxicidad en embriones de pez
cebra expuestos a estos compuestos desde la etapa de blastocisto?°. Igualmente, en
otros estudios realizados pero en ratas Sprague-Dawley sometidas al consumo per os,
de una infusién de hojas de higuera, resultdé en una moderada congestion en todas las
zonas del parénquima, hepatico, colapso de los sinusoides e hiperplasia celular?! y en
melandéforos, en el mismo modelo de pez cebra, ha sido reportado alteracion en la cito-
arquitectura de estas células, como efecto de la infusién de la planta de higo y sometidos
adicionalmente a irradiacion con una fuente de diodo emisor de luz roja''.

Al analizar y relacionar los resultados de los pardmetros de funcionalidad cardiaca, tales
como frecuencia cardiaca y ritmo cardiaco con los resultados de la morfologia cardiaca de
las larvas de pez cebra incubadas con las CTSL de FH, se observd que en estos hubo
mayores variaciones en cuanto a la funcionalidad y consecuentemente mostraron
alteraciones evidentes sobre los tejidos, lo que sugiere que en esta fraccion se
encuentren evidentemente compuestos con actividad cardiaca. En este contexto, los
resultados obtenidos en esta investigacion demuestran que la hoja de Ficus carica posee
compuestos con posibles propiedades arritmogénicas. Estos resultados aportan
aproximaciones sobre la probable influencia del consumo indiscriminado de las infusiones
de Ficus carica, utilizadas para mejorar el trabajo de parto, podria estar vinculado en Ia
depresion neonatal con el compromiso cardiovascular, por alteracion morfofuncional de
las células y tejidos cardiacos. En cuanto a la produccion de los efectos cardiotdxicos en
las larvas de 72 hpf, de la FH por el método de extraccion y fraccionamiento a partir de
la hoja de Ficus carica, permitieron confirmar que la larva del pez cebra como modelo
bioldgico resultd un modelo ideal para tal evaluacion. Lo cual coincide con otros autores,
quienes lo han descrito como un excelente modelo, por presentar un amplio nimero de
ventajas experimentales que han permitido evaluar productos organotodxicos??. Este
modelo bioldgico, dentro del marco de esta investigacion demostré una clara respuesta al
ser desafiado con la FH obtenida a partir de la hoja de la planta de higo y
particularmente sobre tejido cardiaco ya que ha sido demostrado ser un importante

indicador de toxicidad de farmacos, al producir efectos facilmente observables, como lo
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son, la alteracién en la frecuencia cardiaca, el ritmo cardiaco, la morfologia cardiaca,

entre otros, cuyos resultados aportan informacién rapida, reproducible y cuantificable??.
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Figura 1. Planta de higo o higuera, Ficus carica

Figura 2. Fraccionamiento de la hoja de la planta de higo
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Figura 5. Larva de pez cebra de 72 hpf, Control negativo (a), larva de pez cebra

de 72 hpf incubada con la CTSL de FH (b), flecha: area cardiaca, SV: saco

vitelino, A atrio, V: ventriculo, E: edema, * distension de las paredes del

musculo cardiaco.
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