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RESUMEN

INTRODUCCION: El uso de Ficus carica, cominmente conocido como higuera, tiene un
potencial bastante efectivo al ser evaluada experimentalmente para la modulacién del ciclo
celular, la inmunidad, la inflamacion, el metabolismo y el estrés oxidativo. OBJETIVO:
Analizar el efecto citotoxico in vitro de extractos de Ficus carica sobre fibroblastos y
queratinocitos. METODOLOGIA: Se realizaron extractos metandlico y hexanico mediante la
técnica de maceracion en frio a partir de hojas. Se realiz6 su caracterizacion mediante un tamizaje
fitoquimico parcial para obtener resultados preliminares de los grupos de compuestos presentes
en la planta. Posteriormente se realiz6 el analisis de citotoxicidad mediante el ensayo de MTT
valorando diversas concentraciones y se analiz6 la viabilidad celular y cambios morfoldgicos en
las células tratadas y se compararon los resultados con las células control. RESULTADOS: Se
identifico la presencia de grupos fenolicos, alcaloides, flavonoides, carbohidratos, esteroides y
terpenos para los extractos metandlico y hexanico, mientras que se identific6 KMnO4 inicamente
en el extracto metandlico. Ambos extractos muestran cambios morfologicos celulares teniendo
una forma mas redondeada  lo que sugiere una pérdida de adherencia, relacionada con el
estrés y muerte celular, asi como disminucion de la confluencia en las lineas células celulares
NIH-3T3 y HaCaT, a partir de los 300pug /ml de concentracion en comparacion a los controles.
CONCLUSIONES: Se puede estimar la posibilidad de utilizar a Ficus carica como
componente para la medicina alternativa a partir de los procesos de cicatrizacion y
regeneracion de los queratinocitos y fibroblastos, manteniendo concentraciones menores de

300 pg/ml.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: The use of Ficus carica, commonly known as fig tree, has a quite
effective potential when experimentally evaluated for the modulation of the cell cycle,
immunity, inflammation, metabolism and oxidative stress. OBJECTIVE: To analyze the in
vitro cytotoxic effect of Ficus carica extracts on fibroblasts and keratinocytes.
METHODOLOGY: Methanolic and hexanic extracts were prepared using the cold
maceration technique from leaves. Its characterization was carried out through a partial
phytochemical screening to obtain preliminary results of the groups of compounds present in
the plant. Subsequently, the cytotoxicity analysis was carried out using the MTT assay
assessing various concentrations and the cell viability and morphological changes in the
treated cells were analyzed and the results were compared with the control cells. RESULTS:
The presence of phenolic groups, alkaloids, flavonoids, carbohydrates, steroids and treptens
was identified for the methanolic and hexanic extracts, while KMnO4 was identified only in
the methanolic extract. Likewise, both extracts show cellular morphological changes, such
as a decrease in confluence in the NIH-3T3 and HaCaT cell lines, showing a decrease in cell
confluence, as well as showing a more rounded shape suggesting a loss of adherence, related
to stress and cell death, from 300 pg / ml concentration compared to controls.
CONCLUSIONS: The possibility of using Ficus carica as a component for alternative
medicine can be estimated from the healing and regeneration processes of keratinocytes and

fibroblasts, maintaining concentrations less than 300 pg / ml.



1. INTRODUCCION

El uso de la medicina alternativa se remonta a varios siglos en el pasado, donde se ha
destacado el uso de multiples plantas para aliviar diversos problemas de salud. Siendo que
Ficus carica es una de las plantas mas antiguas encontradas para el uso tradicional de la
medicina alternativa, debido a sus diversas caracteristicas y propiedades presentes, por lo que
su uso se ha evaluado en diferentes enfermedades endocrinas e incluso dermatolédgicas
(Hajam TA, et al 2022).

Asi mismo se ha estimado que el uso de Ficus carica, comunmente conocido como higuera,
tiene un potencial bastante efectivo al ser evaluada experimentalmente para la modulacioén
del ciclo celular, la inmunidad, la inflamacién, el metabolismo y el estrés oxidativo
(Saghazadeh A. et al., 2023). Por lo que, el uso medicinal de esta planta es una herramienta
versatil y eficaz que promueve el uso de la medicina alternativa, ya que es una planta de facil
acceso que se encuentra presente en la mayoria de los habitats comunes, asi como en los
hogares (Badgujar SB, et al., 2014).

Ficus carica demuestra una amplia gama de efectos ventajosos, que incluyen, entre otros,
propiedades  antioxidantes, antineurodegenerativas,  antimicrobianas, antivirales,
antiinflamatorias, antiartriticas, antiepilépticas, anticonvulsivas, antihiperlipidémicas,
antiangiogénicas, antidiabéticas, anticancerigenas y antimutagénicas (Fazel MF, et al,,
2024).

En base a lo anterior es que se estima el uso de Ficus carica como un coadyuvante eficaz
para el tratamiento de diferentes heridas y la promocion de los procesos de cicatrizacion y
regeneracion, por lo que en esta investigacion se estima la posibilidad de utilizar productos
procedentes de Ficus carica, en pacientes con padecimientos sistémicos que dificulten estos
procesos como lo es en pacientes diabéticos.

Si bien, el uso de Ficus carica como planta medicinal ha sido probado en multiples
investigaciones, demostrando eficacia y veracidad en el tratamiento de diversas
enfermedades, no se ha evaluado su uso para favorecer los procesos de cicatrizacion y
regeneracion respectivamente, determinando en esta investigacion si afecta células como lo
son los fibroblastos y queratinocitos, las cuales son células importantes para la realizacion de
estos procesos, asi pues al formar parte del tejido conectivo son células ampliamente

presentes en los tejidos orales.
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2. JUSTIFICACION

No existen estudios que evalten el efecto citotoxico de Ficus carica sobre los fibroblastos y
queratinocitos humanos, la cual es una planta que se ha usado como un componente de la
medicina alternativa para tratar diversas enfermedades y se ha relacionado con efectos

antiinflamatorios y antioxidantes.

Es a partir de esta aseveracion que se torna importante determinar el posible uso de Ficus
carica como un coadyuvante en el proceso de regeneracion y cicatrizacion de las mucosas
orales, determinado sus propiedades y especificando su citotoxicidad, para de esta manera
generar propuestas de medicamentos alternativos y naturales que favorezcan los procesos en

cuestion.
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3. HIPOTESIS DE TRABAJO

Los extractos de Ficus carica no poseen efecto citotoxico en los fibroblastos y

queratinocitos humanos.

15



4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general
Evaluar el efecto citotoxico in vitro de extractos de Ficus carica sobre fibroblastos (NIH-

3T3) y queratinocitos (HaCaT).

4.2 Objetivos especificos

1. Analizar el perfil fitoquimico parcial de los extractos metanolico y hexanico de Ficus

carica.

2. Determinar si los extractos metanélico y hexédnico de Ficus carica muestran un efecto

citotoxico sobre fibroblastos (NIH-3T3) y queratinocitos (HaCaT).

3. Identificar si los extractos metanolico y hexadnico de Ficus carica inducen cambios

morfoldgicos sobre fibroblastos (NIH-3T3) y queratinocitos (HaCaT).

16



5. ANTECEDENTES

5.1 Medicina alternativa

Desde el comienzo de la medicina, muchos estudios han utilizado las plantas como una
herramienta efectiva, debido a sus propiedades medicinales, que se emplean para curar
diversas enfermedades. De acuerdo con la secretaria de salud de México, la medicina
alternativa consiste en un amplio conjunto de tratamientos cuyo propoésito es restablecer el
equilibrio perdido del individuo, tanto a nivel personal como en relacion con las fuerzas
sociales y naturales que lo rodean. El uso de diversos tratamientos herbales exhiben una
notable eficacia en la cicatrizacion de lesiones, y esta efectividad se debe a la presencia de

flavonoides, alcaloides, saponinas y compuestos fendlicos (Vitale S, et al., 2022).

En lo que respecta a la mucosa oral, debido a sus complejas secuencias de procesos
bioldgicos de curacion para restaurar la homeostasis, el uso de tratamientos alternativos toma

relevancia, favoreciendo los procesos regenerativos de las mucosas (Toma Al et al., 2021).

Se ha registrado con éxito el empleo de terapias vegetales para reducir la inflamacion y el
dolor de las heridas en varias zonas del planeta, lo que evidencia su eficacia para fomentar la
cicatrizacion (Antonio Pereira I, et al., 2023). De la misma manera que el empleo de aceites
esenciales y otros procedimientos que han colaborado con la curacidon de heridas provocadas
por dolencias crénicas degenerativas, como es el caso del pie diabético. Estos aceites han
evidenciado la reduccion de todos los componentes fundamentales de la inflamacion. (Wang

JC, et al., 2023).

Asi mismo, el uso de Ficus carica como planta medicinal se ha relacionado con propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas, anticolinesterasicas, antimicrobianas,
hepatoprotectoras y renoprotectoras. Por lo que los estudios de toxicidad de Ficus carica han

sugerido que las hojas exhiben toxicidad solo en dosis muy altas (Li Z., et al 2021).

17



5.1.1 Medicina alternativa en la odontologia

El uso de plantas para el tratamiento de patologias bucodentales puede ser una alternativa
excelente en comparacion con los tratamientos farmacologicos, ya que son mas accesibles
econdmicamente, presentan menos efectos adversos y estan disponibles. (Moghadam ET, et
al., 2020). De igual manera, emplear extractos de vegetales en la vida diaria es una opcion
atrevida e interesante que utiliza compuestos sintéticos para regular las enfermedades bucales
(Arumugam B, et al., 2020). Segtn los libros de medicina ancestral y los curanderos, México
posee numerosas plantas que cuentan con caracteristicas antibacterianas y antimicrobianas.
Aunque no hay muchas investigaciones experimentales que evidencien los efectos
antibacterianos, antimicrobianos y antiplaca de estas plantas mexicanas, todavia podrian
servir como agentes anticariogénicos o como tratamiento alternativo para diferentes
enfermedades periodontales. (Cruz Martinez C, et al., 2017). Por esta razon, se han
promovido los fitoquimicos obtenidos de hierbas como alternativas viables para muchas
enfermedades. Los dentistas de todo el planeta han optado por tratamientos naturales para la
terapia dental, a causa de los efectos perjudiciales de ciertos agentes antibacterianos que se

emplean en odontologia. (Kumar M, et al 2021).

5,2 Ficus carica

El género Ficus es una especie tropical que se considera uno de los primeros arboles frutales
que el ser humano cultivo. Ficus pumila L. es el nombre de la higuera rastrera, Ficus
benjamina L. es el nombre de la higuera llorona y Ficus carica L. es el nombre de la higuera
comun. Estas especies tienen diversas aplicaciones debido a su riqueza en metabolitos
secundarios y se emplean con frecuencia en la medicina tradicional para combatir diferentes

dolencias. (Mawa S, et al., 2013).

Tiene forma de arbol o arbusto caducifolio o perennifolio y llega a medir de 5 a 10 m de
altura, su copa es gruesa redondeada, sus hojas son alternas ovales, rugoso pubescentes con
forma de corazén y palmeadas con 3 a 7 lobulos, miden de 10 a 20 cm de longitud y casi
igual de ancho, presenta un tronco con numerosas ramas gruesas de madera poco densa que

se ramifican a poca altura del suelo, Es una especie caracterizada por dos morfos: los
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cabrahigos, con flores estaminadas y flores pistiladas de estilo corto; y los higos comunes
que producen solo flores pistiladas de estilo largo, el fruto, es de color azulado o verde, negro

o morado, mide de 3 a 10 cm de largo y tiene sabor dulce, mucilaginoso (Zhang T, etal.,2024).

Las diferentes partes de la higera se utilizan en diferentes empresas de alimentos como la
panaderia, la lecheria y las bebidas. Asi mismo, Los subproductos del higo se utilizan en
forma de extracto para valorar la adicién de diferentes productos alimenticios con el fin de
mejorar el valor nutricional y potenciar la estabilidad. Los subproductos de higo son
productos a base de aditivos que contienen acidos grasos, polifenoles y antioxidantes con alto

contenido de fitoquimicos (Rasool, IFU, et al., 2023).

Figura 5.1 Ejemplar de Ficus carica

5.2.1 Caracteristicas de Ficus carica

El higo comun se puede clasificar en categorias de cultivar segun el color del fruto ya sea
verde, amarillo y rojo color que es causado por el contenido de antocianinas presentes en la
cascara de la fruta. El contenido de estas en el higo contribuye a su calidad nutricional (Usai,

et al. 2020). La poliploidia (multiplicacion del genoma completo) se considera un fenomeno
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importante en la evolucion, adaptacion y diversificacion de las plantas, que se estima que
ocurre en casi todos los linajes de especies de plantas. Por esa razén, este proceso es
ampliamente utilizado en programas para mejorar diversas especies de plantas y de esta

manera crear nuevos cultivos (Abdolinejad R, et al., 2021).

5.2.2 Propiedades de Ficus carica

Las antocianinas son compuestos secundarios encontrados en las plantas, las cuales han sido
valoradas por sus efectos beneficiosos sobre la salud de los humanos al ser consumidas. Se
realizaron diversos estudios in vitro para evaluar las propiedades antioxidantes de la
cianidina-3-ramnoglucosido (C3R), uno de los principales tipos de antocianinas presentes en
higos frescos, y se vincul6 su capacidad protectora hacia las células de fibroblastos NIH-3T3
cultivadas. Este notable potencial antioxidante podria ser clave para los beneficios saludables
asociados con la ingesta de higos frescos (Solomon A, et al 2010). Investigaciones previas
han revelado que el extracto de las hojas de higo presenta un efecto antibacteriano contra E.
faecalis, mostrando una concentracion minima bactericida del 50% y resulta no citotoxico

para las células de fibroblastos. (Nirwana I, et al., 2018).

5.2.1 Efectos citotoxicos de Ficus

Estudios recientes indican que diversas partes de las especies de Ficus, incluyendo la fruta,
el tallo, las hojas y el latex, poseen compuestos activos como los triterpenoides, los cuales
presentan propiedades antioxidantes y citotoxicas. Un ejemplo es que los triterpenos
extraidos de las raices aéreas de Ficus microcarpa mostramos citotoxicidad contra las lineas
celulares HONE-1, KB y HT29, con concentraciones aproximadas de 4,0-9,4 uM
(Khodarahmi GA, et al 2011) (Saeed MA, et al 2002).

5.8 Identificacion taxonomica

La familia de las Moraceae comprende un conjunto de plantas con flores que incluye muchas

especies que se pueden consumir. Estas especies se distinguen por tener latex lechoso en sus
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tejidos, flores de un solo sexo, 6vulos en posicion anatropa y frutos que pueden ser drupas o
aquenios en grupos. Esta familia se organiza en cinco tribus, y entre ellas, Ficeae es la tinica
que tiene un solo tipo y se encuentra ampliamente distribuida en regiones tropicales, con
alrededor de 750 especies. Ficus representa uno de los 37 géneros de esta familia y en el
continente americano se encuentra con mas de 100 especies, clasificadas en dos subgéneros:

Ficus subg. Urostigma. (Barolo M1, et al., 2014).

Dentro de los géneros de arboles, Eucalyptus (Myrtaceae) y Ficus (Moraceae) son notables
por su rica variedad y la complejidad para clasificar sus especies. Respecto a Ficus, se calcula
que hay entre 700 y 750 especies, distribuidas en zonas tropicales de Africa, América, Asia
y Australia. (Ibarra-Manriquez Guillermo, et al., 2012).

Las plantas son arboles o arbustos de pequefias dimensiones, con hojas grandes, alternas y
simples, que presentan una profunda lobulacion, de tres a siete lobulos. La parte superior de
las hojas tiene una textura aspera y presenta pelos, mientras que la parte inferior es lisa y
también tiene vellosidad. La corteza es suave y de tonalidad gris. El fruto de F. carica es

comunmente conocido como higo. (Barolo M1, et al., 2014).

5.3 Cicatrizacion

El tejido de cicatriz, al ser el lugar principal de la fibrosis, sustituye la herida o el area donde
ocurri6 la necrosis celular. La formacion de cicatrices puede ser desencadenada por distintos
tipos de traumas, como operaciones quirurgicas, asi como por diversas patologias. Este
procedimiento frecuentemente da lugar a la aparicion de estenosis y otros problemas
relacionados. La activacion combinada de la regeneracion, que toma en cuenta la funcion del
sistema inmunologico, junto con la aplicacion de productos enzimaticos con actividad
proteolitica, podria ser un enfoque para disminuir la severidad de la fibrosis en los tejidos

afectados. (Pechersky AV, et al 2016).

La rehabilitacion de dafios en la piel es un aspecto crucial para preservar su salud después de
sufrir un traumatismo, ya sea por un incidente o una accion deliberada. El proceso de

sanacion de las heridas abarca tres fases que ocurren de forma sucesiva pero simultanea: la
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fase de hemostasia e inflamacion, la fase de proliferacion y la fase de remodelacion. (Wang

PH, et al 2018).

Durante estas fases, el organismo atraviesa diversas transformaciones. En la fase inicial, las
cascadas de coagulacion son activadas por los elementos de coagulacion en la piel dafiada
(sistema extrinseco), mientras que las plaquetas se activan y se agrupan al entrar en contacto
con el colageno expuesto (sistema intrinseco). Al mismo tiempo, los vasos sanguineos que
han sufrido dafios experimentan una vasoconstriccion que dura entre 5 y 10 minutos,
provocada por las plaquetas, con el objetivo de reducir la pérdida de sangre y tapar la zona
afectada con un coagulo que contiene citocinas y factores de crecimiento. (Reinke JM, et al
2012). Asi, la inflamacion inicial es caracterizada por la diapedesis de leucocitos, alcanzando
su nivel méximo entre 24 y 48 horas después del dafio en la piel. Los monocitos se convierten
en macrofagos activados (en el tejido) y en restos de tejido fagocitado, mientras liberan
citocinas y quimiocinas que atraen y permiten la accion de otras células del sistema
inmunitario, principalmente células T auxiliares. (Knoedler S, et al., 2023). El paso de la fase
inflamatoria a la fase proliferativa en la reparacion de las heridas es un campo de estudio en
desarrollo. En primer lugar, las células cutdneas reciben sefales de la fase aguda, que son
identificadas por receptores tipo Toll, los cuales dan inicio y sostienen la inflamacion (Sorg
H, et al., 2017). Durante la fase de proliferacion en la cicatrizacion reparadora, las células
que ya estan en el tejido se mueven y se multiplican para sustituir el tejido afectado y cerrar

la herida.

Los macrofagos secretan citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento, entre los que se
encuentran el factor de crecimiento endotelial vascular y el factor de crecimiento
transformante beta, con el propodsito de atraer fibroblastos y queratinocitos hacia la zona
afectada. Los fibroblastos en la dermis se multiplican y generan una matriz extracelular que
incluye colageno de tipos I y III, fibronectina, &cido hialurénico y proteoglicanos. En la fase
de remodelacion, el cuerpo trabaja para restaurar la estructura normal del tejido. El tejido de
granulacion sufre un proceso de remodelacion que da lugar a tejido cicatricial que tiene una
menor cantidad de células y vasos sanguineos, acompafiado de un incremento progresivo en

la cantidad de fibras de coldgeno. Esta fase se distingue por la maduracion de sus
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componentes, con transformaciones significativas en la matriz extracelular y la resolucion

del proceso inflamatorio. (Gonzalez AC, et al 2016).

F&ihar

Monocytes

el (1 |
¢ 8 /‘ I
Keratocytes (g

PROLIFERATION RESTORATION

. Platelets @ Neutrophil __,,/."};) Fibroblasts
@ Macrophage <%= Endothclial cclls AW Bacteria

Figura 5.2 proceso de cicatrizacion en sus diferentes fases hemostasia,
inflamacion, proliferacion y remodelacion (Seyyed M. et al., 2021)

La piel ha desarrollado mecanismos eficaces y rapidos para cerrar las brechas en su barrera,
un proceso denominado colectivamente como la respuesta de cicatrizacion de heridas. La
reparacion de heridas se divide tradicionalmente en cuatro fases principales: hemostasia,
inflamacion, proliferacion y remodelacion dérmica, que culminan en la restauracion de la

estructura y funcion del tejido tras el dano. (Wilkinson HN, et al.,2020).

5.4 Regeneracion

En los ultimos diez afios, se ha evidenciado como la respuesta del sistema inmunoldgico
regula la curacion, restauracion y renovacion de los tejidos. Las células del sistema inmune
desempefian roles fundamentales en las reacciones inmunitarias, apoyando procesos que
favorecen la restauracion de los tejidos. La modulacion y regulacion de las respuestas de
estas células inmunes, en particular de los macréfagos, se esta convirtiendo en una estrategia
nueva para optimizar la regeneracion de los tejidos. (Zheng K, et al., 2021). Las estrategias
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actuales de regeneracion se enfocan en los margenes de la lesion, incentivando la capacidad

de auto-regeneracion de los tejidos en la periodoncia. (Nufiez J, et al., 2019).

5.5 Queratinocitos

Siendo la capa mas exterior del cuerpo, la dermis estd expuesta a agresiones cotidianas del
entorno. La curacion adecuada de las lesiones es crucial para la vida, y esto se consigue
mediante la coordinacion precisa de diversas actividades celulares y moleculares a lo largo
del tiempo. La reparacion de las heridas incluye varias etapas distintas, aunque en parte se
solapan, que son: hemostasia, inflamacion, proliferacion y remodelacion (Piipponen M et al.,
2020). Los queratinocitos constituyen el principal elemento celular de la epidermis y son
responsables de restaurar esta capa tras una lesion a través de un mecanismo llamado

epitelizacion. (Pastar I, Stojadinovic O et al 2014).

5.5.1 Células HaCaT

Las células HaCaT son una linea celular de queratinocitos que se

inmortalizé espontaneamente, resultado de mutaciones bialélicas 3 -

dy

b
especificas inducidas por la radiacién ultravioleta en el gen ".:.‘.
supresor de tumores p53, seguidas por la pérdida de genes ‘5
relacionados con la senescencia (Blanchard G, et al., 2022). En . '
condiciones normales de cultivo, estas células presentan un '
fenotipo que va de parcialmente a totalmente diferenciado, debido

a la alta concentracion de calcio presente tanto en el medio Figura 5.3 Células HaCaT

estandar como en el suero fetal bovino (Wilson VG et al., 2014).

5.6 Fibroblastos

La dermis alberga diferentes clases de células fibroblasticas que se originan de capas
embrionarias diversas. Estos linajes fibroblédsticos exhiben caracteristicas genéticas y
funciones particulares en el organismo. La investigacion sobre la variedad de estas células

esta ganando importancia en campos como la biologia de la piel, la curacion de heridas y la
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medicina regenerativa (Jiang D, et al., 2021). La activacién de fibroblastos es un paso
fundamental en la reparacion adecuada de tejidos tras un dafio, asi como en los procesos
anormales que llevan a la fibrosis en los 6rganos. Para muchos cientificos, los fibroblastos
son células alargadas y poco interesantes que se encuentran dentro de la matriz de colageno
en los tejidos conectivos, y con frecuencia se utilizan en experimentos mecanicos en cultivos
de células adherentes. Durante mas de cien afios, los fibroblastos no recibieron una
clasificacion detallada debido a la falta de marcadores especificos y se consideraban
simplemente un subproducto al identificar otras células en una muestra de tejido. (Schuster

R, etal 2021).

En los seres humanos, las lesiones cutaneas tipicamente sanan a través de un proceso de
cicatrizacion reparativa en lugar de una regeneracion completa. Como consecuencia, las
lesiones dejan marcas y no incluyen unidades pilosebaceas ni otros apéndices. Los
fibroblastos dérmicos se originan de dos linajes celulares distintos, los cuales poseen
marcadores y, mas notablemente, diferentes capacidades funcionales. La cicatrizacion de la
piel en humanos estd predominantemente vinculada a fibroblastos que provienen de la dermis

reticular, no de la dermis papilar. (Woodley DT, et al 2017).

5.6.1 Células NIH-3T3

La linea de células de fibroblastos embrionarios de raton NIH-
3T3 se utiliza con frecuencia en la investigacién bioldgica,
particularmente en el andlisis de la regulacion del ciclo celular y
los cilios primarios. Los fibroblastos son las células mas

importantes dentro del tejido conectivo, dado que se encargan

de crear elementos de la matriz extracelular y de establecer la

estructura del tejido. (Rahimi AM, et al 2022).

Figura 5.4 Células NIH-3T3

Los fibroblastos tienen un papel crucial en la cicatrizacion de heridas. Este proceso consta de
tres etapas: inflamatoria, proliferativa y regenerativa, durante las cuales los fibroblastos se

activan y se convierten en miofibroblastos (Cantante AJ, et al., 1999).
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5.7 Perfil Fitoquimico

Las frutas, reconocidas por ser ricas en vitaminas, minerales y fibras, son elementos cruciales
en nuestra alimentacion desde el enfoque nutricional. El resguardo que ofrecen ha sido
vinculado a la presencia de fitoquimicos con capacidades antioxidantes. (Solis Ramirez, et
al., 2017). El estudio fitoquimico se refiere al analisis quimico de las plantas, una rama que
estd creciendo rapidamente con diversos propositos, como identificar las categorias de
sustancias presentes y llevar a cabo el aislamiento y evaluacion cualitativa y/o cuantitativa
de compuestos con actividad bioldgica, asi como su examen estructural (Mosi¢ M, et al.,
2020). El proposito de una investigacion fitoquimica inicial es determinar si hay o no
presencia de los principales grupos de metabolitos en una especie de planta, tales como:
alcaloides, antraquinonas y naftoquinonas, esteroides y triterpenos, flavonoides, taninos,
saponinas, cumarinas, lactonas terpénicas y compuestos cardioténicos. Cada uno de estos
grupos de sustancias se relaciona con funciones bioldgicas particulares. (Carvajal Rojas

Lyndon, et al., 2009).

5.7.1 Estudios fitoquimicos de Ficus carica

Los estudios fitoquimicos realizados en F. carica han mostrado la presencia de diversos
compuestos bioactivos, como compuestos fenodlicos, fitoesteroles, acidos organicos,
antocianinas, triterpenoides, cumarinas y compuestos volatiles, incluyendo hidrocarburos,
alcoholes alifaticos y otras clases de metabolitos secundarios en diferentes partes de la planta.
La mayoria de las especies de F. carica contienen compuestos fenolicos, acidos organicos y
compuestos volatiles (Oliveira AP, et al., 2009). Se han aislado del extracto acuoso de las
hojas de F. carica 4cidos fendlicos como el acido 3-O- y 5-O-cafeoilquinico, 4cido ferulico,
quercetina-3-O-glucosido, quercetina-3-O-rutindsido, psoraleno, bergapteno, y 4acidos
orgénicos como el oxalico, citrico, malico, quinico, shikimico y dcido fumarico (Mawa S, et

al 2013)
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S.TMTT

El ensayo de tetrazolio MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) es
una herramienta popular para estimar la actividad metabdlica de las células vivas. La prueba
se basa en la reduccion enzimatica de la sal de tetrazolio de color claro a su formazan de
color azul puarpura intenso, que puede cuantificarse espectrofotométricamente. En
condiciones adecuadamente optimizadas, el valor de absorbancia obtenido es directamente
proporcional al nimero de células vivas. El reactivo MTT puede atravesar la membrana
celular, asi como la membrana interna mitocondrial de células viables, presumiblemente
debido a su carga positiva, asi como a su estructura lipéfila y las células metabolicamente
activas lo reducen a formazan. La naturaleza cromogénica de esta reaccion quimica redox

proporciona una medicion colorimétrica de la produccion intracelular de formazan (Ghasemi

M, et al 2021).

Originalmente, el ensayo MTT se ide6 para su uso en lineas de células eucariotas y luego se

aplico a bacterias y hongos (Grela E, et al., 2018).

En estos casos, la coenzima nicotinamida-adenina-dinucledtido (NAD(P)H) y las
deshidrogenasas de células metabolicamente activas reducen las sales de tetrazolio a
productos de formazan lip6filos y fuertemente coloreados, que luego se cuantifican mediante
absorbancia (MTT) o fluorescencia (CTC). Mas recientemente, ciertos tetrazolios
sulfonados, que dan lugar a formazanos solubles en agua, también han resultado ttiles para

ensayos de citotoxicidad (Stockert JC, et al., 2018).
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6. MATERIAL Y METODOS

Para la realizacion del estudio se utiliz6 las hojas de Ficus carica, para realizar extractos

metanolico y hexanico realizados por medio de la técnica de maceracion en frio, los cuales

fueron caracterizados a partir de una serie de pruebas fitoquimicas para determinar los

componentes de los extractos de manera individual, posteriormente se realizé la solucion

madre en base a los extractos, la cual fue colocada en una placa de 96 pozos en diluciones de

0, 50, 100, 300, 500 y 700 pl. La placa fue incubada por 24h a 37°C y fue sometida a un

estudio de MTT para determinar la citotoxicidad.

—
8 »
Recoleccion de Obtencion  de
la muestra los extractos
(Ficus carica)
r—

Ensayo de
citotoxicidad MTT

Figura 6.1 diagrama de metodologia general.

6.1 Recoleccion de la muestra, caracterizacion taxonomica v obtencion de extractos

Caracterizacion de
los extractos
metanolico v

hexanico

Plaqueo por dilucion
de los extractos

6.1.1 Recoleccién de la muestra

Las hojas de Ficus carica fueron recolectadas en los meses de diciembre- enero del afio 2022

y 2023 respectivamente, en la zona de fundo legal el saltito en la ciudad de Durango del

municipio de Durango (24°00'39.9"N 104°41'49.7"W).
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Se utilizaron tres kilogramos de hojas secas incubadas a temperatura ambiente de Ficus

carica con fruto de color morado, tomadas directamente de la higuera.

6.1.2 Obtencion del extracto.

Para la produccion de los extractos se realizé una técnica de maceracion en frio siguiendo el
protocolo descrito por del Refugio Lara et al., 2023. Asi pues, El material vegetal fue
recolectado y secado por tres dias al sol. Posteriormente fue almacenado a temperatura

ambiente en un espacio completamente seco.

Figura 6.2 A. hoja de Ficus carica recolectada para triturar B. Muestra
de la planta de Ficus carica triturado y secado a temperatura ambiente.

Una vez tomada, la planta fue molida de manera manual, separando el tallo de la hoja (Figura
6.2). Hasta la obtencién de 87g de muestra, los cuales fueron pesados en una bascula.
Posteriormente la planta se depositd en dos matraces Erlenmeyer con 45g y 42g
respectivamente, que fueron colocados en una revolvedora para realizar una técnica de
maceracion en frio, donde se colocaron los matraces con la muestra, para posteriormente
anadir el solvente, en este caso metanol absoluto siendo colocados 500 ml en el matraz que

contenia los 45g de muestra y 480 ml en el matraz que contenia los 42g de muestra
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La muestra con el solvente se mantuvo en constante vibracion
durante tres dias, hasta la obtencion de una mayor concentracion
del extracto. Una vez pasados los tres dias, se filtraron los
extractos, con ayuda de un embudo y papel filtro, donde se paso
unicamente el extracto a un frasco de vidrio tapado y se procedio
a la evaporacion del solvente, pasado el tiempo correspondiente,

el extracto fue colocado en un frasco de vidrio, se obtuvo el

rendimiento y fue almacenado y mantenido en refrigeracion a

Figura 6.3. A. Extracto de o ., .
Ficus carica con metanol. 4°C para su evaluacion en los posteriores ensayos.

Para obtencion del segundo extracto se sigui6 un procedimiento similar al anterior, donde la
hoja fue de igual manera triturada de manera manual, sin embargo, esta vez se colocaron 50g
en cada uno de los matraces de la planta. Posteriormente se agregd hexano a cada uno de los

matraces, siendo que esta vez se agregaron 465 ml y 400 ml respectivamente.

Una vez hecho lo anterior, los matraces se colocaron en una revolvedora por tres dias. Donde
al igual que el anterior, este extracto fue filtrado y se colocd en una incubadora a 37°C por
una semana. Una vez evaporado el disolvente en su totalidad, se determin6 el rendimiento de
los extractos con la siguiente formula:

PE
Rendimiento (%p/p) = P ¥ 100

Donde
PE: Peso 000del extracto obtenido

PI: Peso inicial del material vegetal
Posteriormente fue trasladado a un frasco de vidrio pequefio y fue tapado con aluminio en su

totalidad, para evitar el paso de la luz solar al interior del extracto. A su vez este fue

almacenado en refrigeracion a una temperatura constante de 4°C.
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6.2 Caracterizacion fitoquimica parcial

El tamizaje parcial, determina los componentes de los principales grupos funcionales
presentes en los diferentes extractos, ya sea grupos polares o no polares. Para de esta manera,

poder establecer las diferentes cualidades con las que cuentan cada uno de los extractos.

Asi pues, se realizaron una serie de pruebas basadas en los protocolos establecidos en el
articulo de Guillén-Meléndez GA et al., 2021. para la identificacion de estos compuestos,
utilizando un grupo control, que se encuentra libre de los extractos, ejecutando varias pruebas
colorimétricas y de precipitacion, donde dependiendo de la intensidad del resultado se

clasificaron en: (-) ausente, (+) presente, (++) abundante, (+++) muy abundante.

6.2.1 Instauraciones (Prueba del KMnOQO4)

Se disolvieron de 1-2 mg de los extractos en 2 ml de metanol y acetona respectivamente y
se le agregaron gota a gota una solucion de KMnOy al 2% en agua. Se agitaron. La prueba se
considerd positiva al observarse decoloracion o formacion de precipitado de color cafg,

resultado de la formacion de KMnO».

6.2.2 Grupo carbonilo (Prueba de la 2-4 dinitrofenilhidrazina)

Una muestra de 5 mg del extracto se disolvid en 2 ml de metanol y acetona respectivamente
y se le afiadio 1 ml de una solucion saturada de 2-4 dinitrofenilhidracina en HCI 6N. La
formacion de un precipitado de color amarillo o naranja indico la presencia del grupo

carbonilo.

6.2.3 Oxidrilos fendlicos (taninos vegetales) (Prueba del FeCl3)

Se disolvieron 1-2 mg del extracto en 1 ml de metanol y acetona respectivamente y después
se agregaron gotas de FeCls al 2.5%. La aparicion de un precipitado rojo, azul-violeta o verde

se considero positivo.
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6.2.4 Esteroides y terpenos (Prueba de Salkowski)

Se disolvio 1-2 mg de cada extracto en 1 ml de cloroformo y posteriormente se le agregd 1ml
de H2oSO4 conc. Se considerd un resultado positivo para esteroles y metilesteroles, al formarse

un anillo rojo-marroén en la interfase.

6.2.4 Carbohidratos

6.2.4.1 Prueba de Molish

A 1-2 mg del extracto, se le agregd gota a gota el reactivo de Molish (alfa-naftol al 1 % en
metanol), luego, 1 ml de H2SO4 conc. por las paredes del tubo. La prueba se considerd

positiva cuando se formé un anillo coloreado de color purpura en la interfase.

6.2.4.2 Sesquiterpenlactonas (Prueba de Baljet)

A 2-3 mg del extracto disueltos en metanol y acetona respectivamente, se le agregaron 3-4

gotas de la solucion mezcla, siendo positiva si se torno de color naranja a roja oscura.

6.2.4.3 Flavonoides (Prueba del H>SO4)

Una pequeiia cantidad del extracto se disolvié en 2 mL de H2SO4 y un resultado positivo
indic6 coloracion amarilla para flavonoides, naranja-guinda para flavonas, rojo-azuloso para

chalconas y rojo-purpura para quinonas.

6.2.4.4 Alcaloides (Prueba de Dragendorff)

Se us6 la modificacion de Munier y Macheboeuf (Kikugawa, 1967) para la determinacion de
alcaloides. Para ello se prepararon dos soluciones, la solucion A con 0.85 g de Bi(NO3)s, los

cuales se mezclaron con 10 ml de CHsCOOH y 40 ml de agua y Solucion B con 8 g de KI
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disuelto en 20 ml de agua. El reactivo se preparé mezclando 5 ml de “A”, 4 ml de “B” y 100
ml de agua, la prueba se consider6 positiva en caso de presentar coloraciones rojo-naranja,

persistentes por 24 h.

6.2.5 Saponinas

6.2.5.1 Prueba del NaHCO:s

Se disolvieron de 1-2 mg del extracto en metanol y acetona respectivamente, y se le
agregaron de 2-3 gotas de HoSO4 concentrado. Se agit6 ligeramente, y se agregaron 2-3 gotas
de la solucion de NaHCOs. La aparicion de burbujas y su permanencia por mas de 1 min

indicaron la presencia de saponinas.

6.3 Lineas Celulares

6.3.1 Linea celular HaCaT

Células inmortalizadas espontaneamente, derivadas de epidermis humana (Homo sapiens) a
partir de un paciente masculino de 62 afos. Son células adherentes y de morfologia epitelial.
Las células se incubaron en medio Advanced DMEM, 1x suplementado con 4% v/v de suero

fetal bovino inactivado, 1% v/v de penicilina/estreptomicina y 1% de L-glutamina.

6.3.2 Linea celular NIH-3T3

Fibroblastos derivados de embrion de raton (Mus musculus) NIH/Swiss (ATCC: CRL-1658).
Son células adherentes, de morfologia tipo fibroblasto. Es una linea celular multiclonal y
presenta aberraciones clonales distinguibles. Las células se incubaron en medio DMEM 1X
suplementado con 10% v/v de suero de ternero recién nacido (NBCS) inactivado, 1% de

penicilina/estreptomicina y 1% de L-glutamina.
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6.4 Preparacion de las soluciones de trabajo.

A partir de los extractos crudos, se prepararon las soluciones madre de 5 mg/mL, disolviendo
en tubos Eppendorff de 1.5 ml dicha cantidad de extracto en 50 pl de DMSO
(dimetilsulfoéxido) 100% y se anadieron 950 pl de medio de cultivo con el fin de que la
concentracion de DMSO fuera de 5%. Posteriormente a partir de la solucion madre se

prepararon las diluciones a concentraciones de 50, 100, 300, 500 y 700 pg/mL.

6.5 Analisis morfolégico

Para realizar la tincion de las células dentro de la placa se utilizé el azul tripano como
componente, realizando la tincién en una relacion 1:1. Esta tincion va a determinar el nimero
de células vivas del cultivo, siendo que las que las tefiidas de color azul demuestran las células

muertas y las blancas las células vivas.

El protocolo a seguir para realizar la tincidn, inicia retirando el medio donde las células se
encontraban incubadas, evitando despegar las células, en segundo lugar y ya habiendo
retirado el medio, se procedidé a lavar la monocapa con PBS (Iml), el cual se colocod
directamente en el centro de la caja y permanecié en el sitio un lapso de 30 segundos
aproximadamente y se retird por completo. Una vez pasado el lapso de tiempo, se coloca 1ml
de tripsina, y de deja actuar por 1- 2 minutos aproximadamente, dejando reposar en la

incubadora.

Para determinar que las células estan listas se deben mirar a contraluz, y de esta manera
asegurar que se encuentran despegadas. posteriormente se colocaron 3ml de medio para
inactivar la tripsina y se coloca la caja en posicion vertical, esto para evitar que las células se

vuelvan a pegar.
Una vez realizada la tincidon se observaron a microscopio y se realizdO un conteo por

cuadrantes de las células vivas, determinando a su vez la confluencia de las células. Para esto,

en un tubo Eppendorf de 600 pl se colocaron 10 pl de azul tripano y 10 pl de las células. Y
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de esta manera se agregan 10ul de la suspension a una camara de Neubauer entre un

portaobjetos, para poder observarlas al microscopio.

células en medio e ey, o se  coloca Iml i
de cultivo con medio de tripsi
. . ripsina i
buena cofluencia culivo  y se P se deja reposar por

lava con Iml 1-2 min

de PBS '|'

L4

gy P
- & — 3
‘ -
\/

~ U |
se colocan 3ml de se coloca 10ul en se observa a
medio y se deja en un portaobjetos ¥ microscopio vy se
posicion vertical 10l de azul realiza el conteo

tipano

Figura 6.4. Procedimiento de tincidon con azul tripano en proporcion 1:1 para conteo celular

Se realizaron los célculos para determinar el nimero de células promedio presentes en cada

pocillo, en base a lo siguiente:

(x-2)-10,000
Donde:
X: Promedio

10,000: Factor de dilucion

Una vez obtenido lo anterior se determina el nimero de células presentes en 1ml, por lo que
para obtener el nimero total de células es necesario realizar el calculo multiplicandolo x4, ya

que se estan colocando 3ml de medio extra.
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6.6 Plaqueo

Se realizo en placas de 97 pocillos, posterior al cultivo celular, con el uso de tripsina en

dilucion.

Previo a la colocacion de las células en la placa se determind la cantidad de células a colocar
en cada pocillo y se evaluo6 la cantidad de medio necesaria para la dilucidon, tomando en

cuenta que se utilizaron 100 ul en cada pocillo, en base a una regla de 3 simple.

Una vez que se realizaron los calculos se marco la placa con las concentraciones, colocando
en primer lugar el control, donde inicamente se encontraran las células sin la solucion madre,
posterior a esto se colocd, el resto de la solucion en los pocillos correspondientes, tomando
en cuenta la diluciéon indicada que en este caso fueron 0, 50, 100, 300, 500 y 700 pul. Se
utilizaron estas medidas para determinar el margen del efecto. Asi mismo cada 3 diluciones
se colocod un control. Siendo que, ademas cada una de estas pruebas se realizaron por

triplicado

Una vez realizado el plaqueo, las células se observaron a microscopio y se incubaron con

COs por 24h a 37°C, para dejar actuar la solucion y permitir la adhesion de las células.

6.7 Ensayo de citotoxicidad con MTT

La funcion mitocondrial puede evaluarse en funcion de la actividad de las reductasas que se
encuentran en el organulo, relaciondndose directamente con la viabilidad celular. El ensayo
de MTT [bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio] se puede utilizar para
medir dicha actividad. Este compuesto es una sal de tetrazolio de color amarillo la cual se
reduce a formazan, por la accion de las enzimas mitocondriales en especial el succinato
deshidrogenasa, dando como resultado un producto de color morado-azul el cual se puede
evaluar por espectrofotometria (van Tonder, 2015). Para este ensayo, se incubaron por 24 h,
7500 células por pozo (n=5) en una placa de 96 pozos para permitir su adhesion.
Posteriormente, se aplicaron los tratamientos de cada extracto a concentraciones de 50, 100,

300, 500 y 700 pg/mL, diluidos en 100 ul de medio de cultivo. Como control negativo se
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utilizd6 medio de cultivo celular como vehiculo. Se analizaron los resultados a las 24 h.
Después, 2 h antes de terminar los tiempos de incubacion correspondientes, se utilizd un
microscopio invertido Southern Precision Instrument para tomar 6 fotomicrografias
representativas, una por cada concentracion, a un aumento total de 4X, para observar el efecto
de los extractos en la morfologia celular. Posteriormente se afiadieron 15 pl de MTT (3
mg/ml) a cada pozo y se incubaron las células por 2 h a 37°C, luego se retir6 el medio y se
afladio el reactivo revelador de MTT (HCI 4 mM, 0.040% NP40 en isopropanol), se agit6 la
placa a 125 RPM durante 10 minutos y se realizo un analisis de absorbancia a 590 nm con

filtro de referencia de 620 nm, en un lector de microplacas iMarkTM.

El valor de absorbancia es directamente proporcional a la cantidad de células

metabolicamente activas, que es una medida indirecta de la viabilidad celular.

_——\ - )
J L ] ,
Il] - / J
= . AR g =
e ” )
Analisis de las celulas a Se anaden 15ul Incubacion de la
Placa de 96 pocillos Incubacion de la placa por 24 microscopio (aumento de MIT a cada placa por 2 hrs a
con las diferentes boras de 4X) picillo 36°C

diluciones

7

gy !

‘g‘i’; — — g

Obtencion de la placa

Analisis de datos de absorvancia para analisis Se agita la placa a Retiro del medio
en lector de microplacas 125RPM por 10 min. de cultivo ¥
adicion del

revelador MTT

Figura 6.6 Diagrama de flujo de procedimiento de MTT
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6.8 Analisis estadistico

6.8.1 Estadistica descriptiva

Las variables cuantitativas se resumieron mediante el calculo de la media y como medida de

dispersion, la desviacion estandar (DE).

6.8.2 Estadistica inferencial

Se aplico la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov para evaluar la distribucion de
los datos, teniendo que todas las variables tuvieron una distribucion normal. Posteriormente

se realizd una prueba ANOVA para evaluar la presencia de diferencias entre los grupos.
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7. RESULTADOS

7.1 Identificacion taxonomica de la planta.

La planta fue identificada como Ficus carica por la Dra. Maria Magdalena Salinas
Rodriguez, en el herbario de la facultad de ciencias biologicas (FCB) de la Universidad

Auténoma de Nuevo Leon y se le dio el nimero de voucher 25602 (anexo 1).

7.1.1 Caracterizacion taxondémica

Una muestra de la planta fue llevada para su identificacion a la facultad de ciencias biologicas
de la Universidad Autéonoma de Nuevo Leon, la cual fue almacenada dando la siguiente
caracterizacion taxondmica:

e Plantas Reino Plantae

e Plantas Vasculares Filo Tracheophyta

o Plantas con Flores Subfilo Angiospermae

=  Magnolias, Margaritas Y Parientes

(Dicotiledéneas) clase Magnoliopsida

e Rosas, Olmos, Moreras, Ortigas Y Afines Orden Rosales

o Moreras, Higueras, Arboles de Pan Y

Parientes Familia Moraceae
=  Tribu Ficeae

e Higueras, Amates Y

Parientes Género Ficus

o Subgénero Ficus

= Higuera Ficus carica
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7.2 Rendimiento de los extractos

Los rendimientos de los extractos metanolico y hexanico obtenidos mediante el método de
maceracion en frio fueron de 7.2% y 3.6% respectivamente, se obtuvieron 2 extractos de
apariencia pastosa y de coloracion verde-amarillenta, con una coloracion verdosa mas
abundante en el EM que en el EH, el cual se caracterizo por su coloracion amarilla. Asi

mismo, se tenia un aroma fuerte en ambos extractos.

7.3 Caracterizacion fitoquimica parcial cualitativa

Los resultados que se obtuvieron fueron a partir de una serie de pruebas aplicadas a los
diferentes extractos, tomando como referencia un control negativo de las mismas, donde se
incluia una muestra del solvente utilizado en cada prueba con gotas del reactivo utilizado, sin
la inclusion de ninguno de los extractos. Para posteriormente, realizar un andlisis en base a
pruebas colorimétricas a cada uno de los extractos y de esta manera determinar la presencia

de cada uno de los componentes.

En lo que respecta a los extractos propios se demostrd una diferencia en los componentes de
cada uno, variando en comparacion, donde se muestra presencia de KMnOg en el extracto
metanolico representada por un color café muy marcado por lo que se considerd positiva, sin
embargo, la precipitacion del extracto fue minima. mientras que el extracto hexanico, no

presento un resultado positivo.

En la representacion del grupo carbonilo el cual se analizd a raiz de una prueba de 2-4
dinitrofenilhidrazina, se demostrd la ausencia de este compuesto, en ambos extractos.
Mientras, que se demostrd la presencia de compuestos fenolicos, a partir de una prueba de

compuestos férricos, donde el extracto hexanico fue méas abundante de estos compuestos.

Para determinar la presencia de sesquiterpenlactonas se realiz6 una prueba de Baljet dando
resultado negativo en ambos extractos. Mientras que se demuestra la presencia de alcaloides,
los cuales fueron identificados por la prueba de Dragendorff, siendo muy abundantes en

ambos extractos representados por una coloracioén naranja.
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Metabolito/ prueba

Control

negativo

Extracto

metandlico

Extracto

hexanico

Insauraciones/ KMnOg4

Grupo carbonilo/ prueba de la 2-
4 dinitrofenilhidrazina

Oxidrilos fendlicos/ cloruro
ferrico

(++)

Sesquiterpenlactonas/ baljet

-
)

.
¢)

-
)

.
¢)

Alcaloides/ dragendorff

1
N

(+++)

Esteroides y treptenos/ prueba de
salkowski

(++)

)
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Carbohidratos/ molisch

) )

Flavonoides/ acido sulfurico

(+++) (+++)

Saponinas/ prueba de
bicarbonato

) )

Tabla 1. Tamizaje fitoquimico parcial de los extractos crudos de Ficus carica. La primera columna (izquierda a
derecha) indica el nombre del metabolito secundario y de la prueba para realizar la deteccion. La siguiente columna
muestra los tubos con el control negativo, seguido de los resultados obtenidos en los tres extractos. EM = Extracto
metandlico, EH = Extracto Hexanico. (-) = Ausente, (+) = Presente, (++) = Abundante, (+++) = Muy abundante.

La presencia de esteroides y treptenos se realizo por la Prueba de Salkowski, siendo mas
abundantes en el extracto metandlico, viéndose positivo por la presencia de un halo color
café intermedio. Ademas, se identifico la presencia de carbohidratos, a partir de la prueba de

Molisch mostrando un halo en la interfase.
Asi mismo, la presencia de flavonoides fue evidente en ambos extractos, realizando una
prueba de acido sulfurico obteniendo una coloracion rojiza representando a las quinonas.

Mientras de las saponinas estuvieron ausentes en ambos extractos.

Todos los procedimientos se realizardn por triplicado para asegurar confiabilidad y

reproducibilidad de los mismos.
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7.4 Cambios morfologicos celulares

Con el objetivo de determinar la presencia de un efecto citotoxico de los extractos en los
fibroblastos y queratinocitos, se observd a microscopia Optica después de aplicar los
tratamientos a concentraciones de 0, 50, 100, 300, 500 y 700 ug/ml durante 24 h.

La figura 7.1 muestra una microfotografia con microscopio de campo claro de los cultivos
celulares de HaCaT y NIH-3T3, expuestas a la concentracion mas baja de 50 pg/ml en un

lapso de tiempo de 24 h.

50 pg/mL

Control E. Metanolico E. Hexanico

HaCaT

NIH-3T3

Figura 7.1. Micrografias 4x de células tratadas por 24 h con 50 pg/mL de extractos de Ficus
carica. Se administraron los extractos en células HaCat y NIH-3T3. Se presenta una columna con
las 2 lineas celulares tratadas con el vehiculo (A y D), con EM (B, y E) y con EH (C y F). Se aprecia
que escasas células tratadas han adquirido forma redondeada. Barra de escala = 300 um

Donde se observa una morfologia redondeada de las células expuestas, con una confluencia

similar e incluso mayor en ambos extractos con referencia del control, siendo mas abundantes
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en las células HaCaT en ambos extractos en comparacion con las células NIH-3T3.

Mostrando también menores cambios de confluencia en el EM en relacion al EH.

300 pg/mL

Control E. Metanolico E. Hexanico

HaCaT

NIH-3T3

Figura 7. 2. Micrografias a 4X de células tratadas por 24 h con 300 ng/ml de extractos de Ficus
carica. Se administraron los extractos en células HaCat y NIH-3T3. Se presenta una columna con las
3 lineas celulares tratadas con el vehiculo (A y D), con EM (B, y E) y con EH (C y F). Se aprecia
que escasas células tratadas han adquirido forma redondeada. Barra de escala =300 um

En lo que respecta a la exposicion de 300 pg/ml se empiezan a mostrar mayores cambios
donde podemos observar una forma redonda de las células mayor tomando como referencia
la exposicion de 50 pg/ml lo que sugiere una pérdida de adherencia, relacionada con el estrés
y muerte celular, mostrando también una ligera disminucion de la confluencia en un lapso de

24 h representados en ambos extractos, sin embargo se muestra una menor confluencia y
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mayores cambios en las células NIH-3T3 y HaCaT en el extracto hexanico. Mientras que en

el metanolico no hay cambios relevantes. (Figura 7.2)

700 pg/mL

Control E. Metanolico E. Hexanico

B C

HaCaT

NIH-3T3

Figura 7.3. Micrografias a 4X de células tratadas por 24 h con 700 pg/ml de extractos de
Ficus carica. Se administraron los extractos en células HaCat y NIH-3T3. Se presenta una
columna con las 3 lineas celulares tratadas con el vehiculo (A y D), con EM (B, y E) y con EH
(C y F). Se aprecia que escasas células tratadas han adquirido forma redondeada. Barra de escala
=300 um

Las células expuestas a la mayor concentracion utilizada de 700 pg/ml muestran una
disminucion significativa de la confluencia celular principalmente en las células NIH-3T3 en
lo correspondiente al EH, asi como induccion a cambios morfologicos dependientes de la

concentracion por exposicion, similares a los resultados anteriores (figura 7.3).
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7.5 Analisis Estadistico

En relacion a lo analizado en el ensayo de MTT donde se ha evaluado la viabilidad celular,
a partir de la actividad mitocondrial, para de esta manera observar el comportamiento de los
extractos sobre las células. Dando los siguientes resultados: en un andlisis cuantitativo
realizado a 24 h posterior a la colocacion del tratamiento, se evaluod la distribucion de la

media obteniendo diferentes resultados en los 2 extractos tratados.

El extracto metandlico se puede apreciar la disminucion del porcentaje de viabilidad en
relacién a los niveles de concentracion del extracto, basados en una prueba de control
negativo, siendo una disminucion constante en proporcion de <0.0001, observando una
mayor disminucion en células HaCaT en comparacion a las células NIH-3T3 basandonos en

el mismo extracto.

Se puede apreciar ademdas una mayor disminucién de viabilidad en ambos extractos a partir

de 300 pg/ml (Figura 6.4).

EM - MTT
<0.0001

| <0.0001

<0.0001

| <0.0001

<0.0001

| <0.0001

| Hl HaCaT
100w =3 NIH-3T3

504

Viabilidad relativa (%)
=
=1

0—55= T T T
0 50 100 300 500 700

Concentracion de extracto (ug/ml)

Figura 7.4. Andlisis de citotoxicidad por ensayo de MTT en células tratadas por
24 h con diferentes concentraciones de extractos de Ficus carica. Se muestran los
porcentajes de viabilidad relativa de las lineas HaCaT y NIH-3T3 expuestas a
concentraciones de 0, 50, 100, 300, 500 y 700 pg/mL de EM (Extracto
Metandlico). n = 9. Prueba de comparacion multiple de Sidak’s vs Control.
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En contraste con lo anterior, se realizo un analisis cuantitativo similar, esta vez evaluando el
extracto hexanico, donde a si mismo se muestra una disminucion del porcentaje de viabilidad
en relacion al aumento de concentracion del extracto, siendo constante en su mayoria, siendo
mas evidente esta disminucion en las células NIH-3T3 en comparacion con las células HaCat,
mostrando resultados similares a los anteriores representados en el extracto metanolico,
donde podemos observar un mayor declive a partir de los 300 pg/ml, por lo que cabe destacar

que a partir de esta concentracion es que el extracto se vuelve mas citotoxico (figura 6.5).

EH - MTT
<0.0001

| <0.0001

<0.0001

| <0.0001

<0.0001

<0.0001

0.0018

\ B HaCaT

100 1w I =3 NIH-3T3

11—

[4)]
o
1

Viabilidad relativa (%)

o
|

T T T
0 50 100 300 500 700

Concentraciéon de extracto (ng/ml)

Figura 7.5. Analisis de citotoxicidad por ensayo de MTT en células tratadas por
24 con diferentes concentraciones de extractos de Ficus carica. Se muestran los
porcentajes de viabilidad relativa de las lineas HaCaT y NIH-3T3 expuestas a
concentraciones de 0, 50, 100, 300, 500 y 700 pg/mL de EH (Extracto Hexanico).
n =9. Prueba de comparacion multiple de Sidak’s vs Control.
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8. DISCUSION

El extracto de Ficus carica ha sido sujeto a prueba en multiples investigaciones comenzado
por los estudios fitoquimicos que en nuestra investigacion han demostrado ser ricos en
compuestos KMnOs, alcaloides, flavonoides, esteroides y treptenos especialmente en el
extracto metanolico, mientras que en otros estudios realizados por Shukranul Mawa y cols.
Donde encontraron que Los estudios fitoquimicos de las hojas y frutos de la planta han
demostrado que son ricos en fendlicos, acidos orgéanicos y compuestos volatiles, basandose

en este caso en un extracto hexanico.

Asi mismo, otras investigaciones relacionan el género Ficus como un potencial cicatrizante
de las heridas al ser ricos en triterpenoides, flavonoides, cumarinas, acidos fenilpropionicos
y derivados del acido benzoico, alcaloides, esteroides, otros glucosidos y alcanos, como
ocurre con Ficus hispida la cual procede de la misma familia que Ficus carica que ademas
se relacionan con las mismas fitoquimicas. De esta manera, se puede determinar que la
eleccion de la planta en nustra investigacion tiene un alto potencial como agente cicatrizante

a futuro.

En otras investigaciones como la realizada por Rezagholizadeh L et al., 2022, donde se
encontro relacion de los extractos de Ficus carica con un efecto antiinflamatorio, gracias a
que esta planta causaba una disminucion en la produccion de citocinas proinflamatorias,
ademas se realiz6 el hallazgo de efectos antioxidantes producidos por esta planta. Basandose
en extractos de la hoja tal como lo realizamos en esta investigacion con el objetivo de

localizar los efectos medicinales que la planta pueda llegar a tener.

En la investigacion de Nirwana I et al., 2018 realizaron un estudio en base extractos de Ficus
carica, para determinar su efecto sobre Enterococcus faecalis, como bacteria que infecta la
pulpa dental, en base a un estudio metandlico, donde se encontrd que Ficus carica posee un
efecto antimicrobiano eficaz contra Enterococcus faecalis, ademads se evalud la citotoxicidad
de la planta en los fibroblastos de la pulpa dental en una minima concentracion, donde se
descarta la citotoxicidad de esta, sin embargo al tratarse de una concentracion tan baja es que

se necesitan mas estudios para esta evaluacion. En cuanto a la investigacion realizada por
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nuestra parte se han encontrado poca citotoxicidad en cuanto a las concentraciones sutilizadas
en este medio, sin embargo, la principal diferencia entre nuestro estudio y el de Nirwana
radica en el tipo de investigacion y las concentraciones sutilizadas del extracto, siendo que
el ajeno a nosotros se ha realizado in vivo en ratones y el propio, se realizd de manera in vitro
En otras investigaciones efectuadas en base a descifrar los efectos medicinales de las hojas
de higo se han encontrado diferentes caracteristicas de utilidad donde la planta ha demostrado
ser participe en diferentes procesos presentes en la cicatrizacion, tal es el caso que se presento
en la investigacion realizada en 2022 por Lotfollah Rezagholizadeh y cols. Donde el estudio
demostré que, en la mayoria de los compuestos del higo y el olivo, incluidos polifenoles,

flavonoides, etc., ejercen sus efectos antiinflamatorios mediante la inhibicién o disminucion

de las citoquinas proinflamatorias.

Nosotros hemos evaluado el efecto que pueda tener Ficus carica en células humanas y de
rata de fibroblastos y queratinocitos, sin embargo la mayoria de las investigaciones hacia esta
planta se centran en otras células y efectos que la plata produce, tal es el caso de la
investigacion realizada por Eman Yassien donde tuvo como objetivo evaluar el contenido
total de fendlicos y flavonoides, los efectos antioxidantes y protectores del acetato de etilo
de Cymbopogon citratus y el extracto de hoja de hexano de Ficus carica en ratas, lo que
conlleva a una situacion similar a la presentada anteriormente, donde su evaluacion se basa
principalmente en estudios in vivo, y los nuestros han sido realizados in vitro. Otra
investigacion importante en relacion al contexto anterior es la de Feng J y cols. En la que se
realizaron pruebas in vivo sobre heridas del andamio polimérico anfifilico de pacientes
diabéticos, los cuales se caracterizan por tener un retraso en el proceso de cicatrizacion,
donde se utilizaron extractos de frutas de Ficus carica para facilitar el proceso de
cicatrizacion, demostrando un efecto positivo en este proceso, es por ello que nosotros
decidimos el uso de extractos de las hojas de Ficus carica para determinar un resultado
similar al de su fruto con el fin de facilitar y ampliar el uso de productos naturales que

faciliten la cicatrizacion en personas con problemas sistémicos.

El género Ficus se ha utilizado para facilitar los procesos de cicatrizacion como es el caso de

la Opuntia ficus-indica, la cual, en la investigacion de Koshak AE y cols. esta planta ha
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demostrado un favorable efecto de cicatrizacion sobre las heridas profundas en ratas, en base
al aceite de su semilla, asi mismo, lo encontrado por el estudio de Hashad IM donde extractos
de Ficus trijuja, mostraron una buena capacidad para fomentar el proceso de cicatrizacion de
la las heridas, en estudios realizados en ratas, es por ello que se ha determinado el uso de
Ficus carica para la realizacion de esta investigacion, ya que los extractos de Ficus carica
contienen flavonoides, terpenoides presentes en los extractos antes mencionados, ademas de
pertenecer a las mismas familias, por lo que se puede estimar un resultado similar a los

extracto antes mencionados.

Ademas, se ha estimado que los extractos de la familia ficus tienen efectos benéficos sobre
las células presentes en el ‘proceso de cicatrizacion, como lo son los queratinocitos, como es
el caso de los extractos de Opuntia ficus-indica los cuales demostraron favorecer el proceso
de cicatrizacion ya que demostrd una regulacion positiva de NRF2-NQO1 a través de la
activacion del receptor de hidrocarburos de arilo (AHR) (Nakahara T et al., 2015), por lo que
se estima que esta familia en particular comparta caracteristicas favorables para los procesos

de cicatrizacion y regeneracion.
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9. CONCLUSIONES

Esta investigacion proporciona informacion del efecto de los extractos metandlico y hexanico
de Ficus carica sobre las lineas celulares HaCat y NIH-3T3, a partir de diferentes ensayos,
donde se determiné su polaridad individual con un analisis fitoquimico donde se observo una
ligera diferencia en la identificacion de algunos compuestos. A partir de estos se evaluo la
citotoxicidad presente de los diferentes extractos a raiz de un ensayo MTT, donde se pudo
apreciar una disminucion constante de la viabilidad celular, asi como de la confluencia de las
mismas en base a un aumento de la concentracion de los extractos, siendo pues que se obtuvo
una disminucidén mayor a partir de los 300 pg/ml, por lo que podemos determinar que a partir

de esta concentracion es que se empieza a tener citotoxicidad.

Es por ello que se puede contemplar la posibilidad de utilizar a Ficus carica como
componente para la medicina alternativa a partir de los procesos de cicatrizacion y
regeneracion de los queratinocitos y fibroblastos, manteniendo concentraciones menores a
los 300 pg/ml. Por lo que es importante a futuro estudiar su mecanismo de accion sobre estas

células asi como la identificacion del compuesto con actividad cicatrizante.
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