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RESUMEN

Introducciéon: el arbol de Crescentia cujete L. (Bignonaceae), conocido en
Colombia como totumo, es una especie caracteristica de climas tropicales. Su rasgo
mas distintivo es el fruto, el cual es una calabaza esférica con cascara dura y
lefiosa, y una pulpa gelatinosa con numerosas semillas.

Objetivo: realizar el estudio quimico y biolégico sobre el extracto etandlico del
epicarpio de Crescentia cujete L.

Métodos: se recolectd el material vegetal y se obtuvo el extracto etandlico total.
Luego se realiz6 el tamizaje preliminar fitoquimico, los ensayos fisico-quimicos
directos sobre el material vegetal, la cuantificacion de metales pesados v,
finalmente, el estudio biolégico frente a larvas de Aedes aegypti L. (Culicidae) en
estadios Il y 1V, larvas de Artemia salina Leach. (Artemiidae) y células apicales de
raices de Allium cepa L. (Amaryllidaceae).

Resultados: se identificé la presencia de tres grupos de metabdlitos secundarios:
flavonoides, esteroides y triterpenos. Asimismo, se cuantificé el contenido de agua
y cenizas en base seca, y se determinaron las concentraciones de algunos metales
pesados como cadmio, cromo, mercurio y plomo. En el estudio biolégico se puso de
manifiesto que el extracto no presenta toxicidad aguda en ninguno de los sistemas
biolégicos ensayados, a las concentraciones y tiempos de experimentacion.
Conclusiones: la informaciéon obtenida en la presente investigacion, constituye un
recurso importante para la comunidad cientifica porque proporciona elementos
relacionados con la naturaleza quimica y el comportamiento bioldégico del epicarpio
del totumo, antes no reportados.

Palabras clave: Crescentia cujete, totumo, Aedes aegypti, Artemia salina, Allium
cepa.
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ABSTRACT

Introduction: Crescentia cujete L. (Bignonaceae) tree known in Colombia as
totumo, is a characteristic species of tropical climates. Its most distinctive feature is
the fruit, which is a spherical pumpkin with hard and woody peel, and a gelatinous
pulp having a lot of seeds.

Objective: to conduct the chemical and biological ethanol extract of Crescentia
cujete L. epicarp.

Methods: vegetal material was harvested and the total ethanol extract was
obtained. Then, preliminary phytochemical screening, direct physical and chemical
tests on vegetal material, the quantification of heavy metals and finally the
biological study against Aedes aegypti L. (Culicidae) larvae in stages Ill and 1V,
Artemia salina Leach. (Artemiidae) larvae and apical cells of Allium cepa L.
(Amaryllidaceae) roots.

Results: the presence of three groups of secondary metabolites, that is,
flavonoids, steroids and triterpenes were identified. Likewise, the water and ash
content on dry basis was quantified as well as the levels of concentration of some
heavy metals such as cadmium, chromium, mercury and lead were estimated. The
biological study revealed that the extract did not show acute toxicity either in any
of the tested biological systems or at the concentrations and the time of
experimentation.

Conclusions: the information obtained in this research is an important resource for
the scientific community and provides elements associated to the chemical nature
and the biological behavior of the totumo “s epicarp not contained in previous
reports.

Key words: Crescentia cujete, totumo, Aedes aegypti, Artemia salina, Allium cepa.

INTRODUCCION

El arbol de Crescentia cujete L. (Bignonaceae), conocido popularmente en Colombia
como totumo (Fig. 1), es una especie vegetal caracteristica de climas secos a
humedos, sabanas y selvas bajas.

En Colombia, el totumo ha sido coleccionado en los departamentos de Antioquia,
Atlantico, Bolivar, Cauca, Cundinamarca, Choco, Guajira, Magdalena, Norte de
Santander, Santander y Valle, y en la intendencia de Casanare en alturas de 20 a 1 300
m sobre el nivel del mar (m.s.n.m.).*
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Fig. 1. Arbol de Crescentia cujete L.

Su rasgo mas distintivo es el fruto, el cual es una calabaza esférica con cascara dura y
lefiosa, que posee una pulpa gelatinosa donde estan inmersas numerosas semillas. La
mayoria de las investigaciones desarrolladas hasta la fecha sobre este arbol, han sido
enfocadas en la pulpa del fruto, en menor grado las hojas, corteza y raiz.* Sin embargo,
Nno se conocen reportes sobre estudios llevados a cabo en el epicarpio del fruto, por lo
que resulta imposible inferir los aspectos farmacoldgicos o toxicoldgicos que pudiesen
tener lugar tras su utilizacién, con un propoésito diferente al ornamental o tradicional. Por
otro lado, de la pulpa del fruto, parte de la especie vegetal mas relacionada con el
epicarpio, diversas investigaciones han mostrado que tiene una marcada actividad
antihemorréagica frente al veneno de la vibora Bothrops atrox,? de igual forma, es util
como agente anticatarral y en trastornos ginecolégicos,® en el control de la hipertension,*
contra el asma, dolores estomacales, antiparasitario y contra la infertilidad femenina.” En
2008, en Colombia se publicé el listado de plantas medicinales aprobadas con fines
terapéuticos por el Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos
(INVIMA), donde se permite el uso del jarabe con extracto de pulpa del fruto fresco como
coadyuvante en el tratamiento de trastornos respiratorios leves.® La investigacion
quimica sobre el arbol de totumo, ha permitido la elucidacién estructural de diversas
moléculas en su fruto. Un tamizaje preliminar fitoquimico muestra de manera general la
presencia, en el fruto, de alcaloides cuaternarios, de cromoforos lipofilos y de polifenoles.
Ademas, contiene acido cianhidrico, acido crescéntico, acido clorogénico, acido citrico,
acido tanico y acido tartarico. Otros estudios revelan la presencia de lapachona, acido
gentisico, saponinas y 1,4-naftoquinonas (esta uUltima con actividad citotéxica), las cuales
podrian ser consideradas como recursos potenciales para el tratamiento del cancer. Las
semillas poseen 20 % de aceite, del cual aproximadamente 52 % corresponde a acido
oleico, 17 % es acido linoleico, otro 16 % es acido palmitico y 10,6 % es acido estearico;
otros constituyentes de la semillas son azuUcares, acido crescéntico, p-sitosterol,
estigmasterol, glucésidos iridoides como la asperulosida y la plumierida.”*® En cuanto a
las hojas, revel6 la presencia de fenoles y leucoantocianinas, pero se observd la ausencia
de alcaloides; como conclusion de este estudio se especuld que los principales
constituyentes de las hojas podrian ser derivados de la apigenina y de la quercetina.™*
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Debido a la poca informacion cientifica sobre el epicarpio del totumo, la Fundacion
Centro Colombiano de Epilepsia y Enfermedades Neuroldgicas (Hospital
Neuroldgico-FIRE) de la ciudad de Cartagena (Colombia) y el Laboratorio de
Investigaciones Fitoquimicas y Farmacoldgicas de la Universidad de Cartagena
(LIFFUC), teniendo en cuenta la abundancia de C. cujete en numerosos
departamentos del pais,* han realizado el primer estudio quimico y biolégico sobre
el epicarpio del totumo, por considerar que este podria ser usado como una posible
alternativa natural a los materiales sintéticos utilizados en la actualidad en
implantes craneales.

METODOS

Material vegetal: el epicarpio de Crescentia cujete L. (Cédigo HUA166132, Herbario
de la Universidad de Antioquia-Colombia) fue recolectado en la finca Astrocito del
municipio Turbaco-Bolivar (Colombia). Se seleccionaron frutos verdes con ligeras
manchas cafés, los cuales fueron despulpados, lavados y secados en un horno con
circulaciéon de aire a una temperatura aproximada de 40 °C, hasta obtener 1 kg
neto de muestra, que se trituré finamente.

Estudio fitoquimico

Preparacion de los extractos: el epicarpio seco, previamente triturado (800 g) fue
sometido a extracciones continuas en maceraciéon con etanol grado reactivo, a
temperatura de 25 °C en un recipiente de vidrio cerrado y protegido de la luz;
posteriormente se separ6 la solucion etandlica del respectivo marco utilizando papel
de filtro Whatman N°1. Por ultimo, se recolectaron todos los filtrados en un solo
recipiente y se concentraron hasta la sequedad a presion reducida en un
rotaevaporador Heidolph VV 2000, en el cual se obtuvo un extracto etandlico total
seco, tal como se muestra en la figura 2.

Tamizaje preliminar fitoquimico: una porcién de 2 g del extracto etandlico total se
sometié a analisis fitoquimico cualitativo utilizando el método microquimico. Todos
los disolventes utilizados fueron grado reactivo y los reactivos de identificacién se
prepararon al momento de realizar los ensayos, para minimizar errores por su
degradaciéon. Los reactivos de identificacion utilizados fueron: reactivo de Mayer,
Dragendorff y Wagner para alcaloides; para determinar naftoquinonas y
antraquinonas se utilizo el reactivo de Borntranger (solucion de hidréxido amonico)
y acetato de magnesio; la reaccién de Salkowsky y Liebermann-Buchard en el caso
de los esteroides y triterpenos, para lo cual fue necesario hacer un procedimiento
de separacion previo y se obtuvo un extracto en hexano a partir del extracto
etandlico seco; con los flavonoides se realizé6 por la prueba de Shinoda y la de
leucoantocianinas; el reactivo de Baljet, Kedde, Raymond-Marthoud, Keller-Kiliani y
Salkowsky en la determinacion de glucdsidos cardiotonicos, para los iridoides la
reaccion de vainillina-HCI; la prueba de la espuma para la cualificaciéon de las
saponinas; por dltimo, en los taninos la prueba de cloruro férrico, gelatina,
gelatina-NaCl y NacCl. **®
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Fig. 2. Esquema para la obtencidn del extracto etandlico del epicarpio de Crescentia
cujete L.

Ensayos fisico-quimicos directos sobre el material vegetal: para el desarrollo de
este ensayo, se sometieron a molienda 10 g de epicarpio de totumo, del cual, una
porcion de 200 mg se utilizé para evaluar la presencia de celulosa, lignina, corcho y
cutina,*® y otra porcién de 4 g se destiné para analizar el contenido de humedad y
cenizas en base seca.'®'’

Cuantificacion de metales pesados: del epicarpio, previamente molido, se pes6é una
cantidad de 4 g, que fueron sometidos a digestién con 5 mL de acido nitrico (HNO3)
concentrado y 2 mL de acido perclérico (HCIO,;) 70 % con calentamiento a 80 ©C.
Posteriormente se filtré y se completé volumen a 50 mL con agua desionizada hasta
obtener la denominada "solucién madre" de trabajo.'® El andlisis de arsénico (As)
fue realizado siguiendo el método colorimétrico de dietilditiocarbamato de plata;*°
mientras que los demas metales pesados (cadmio (Cd), cromo (Cr), mercurio (Hg),
niquel (Ni) y plomo (Pb)), fueron analizados utilizando un espectrofotometro de
absorcion atémica Thermo Electron Corporation, S4-Serie con flujo de
aire/acetileno, acetileno/6xido nitroso y corrector de fondo de deuterio.

Estudio bioldgico

Evaluacion toxica frente a larvas de Aedes aegypti L. (Culicidae): el bioensayo se
realiz6 de acuerdo con un protocolo reportado en la literatura, con ligeras
modificaciones.?® Una poblacion de larvas en estadio 111 y IV se expuso a soluciones
de extracto etandlico a concentraciones de 1, 5, 10, 50 y 100 mg/L,
respectivamente. El ensayo se desarrollé por triplicado a 28 °C y humedad entre 52

341
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Plantas Medicinales. 2011; 16(4)337-346

y 55 %, con lecturas de mortalidad a 1, 6, 12, 24, 36 y 48 h; se emple6 como
control negativo solucion de dimetilsulfoxido (DMSO) a 100 mg/L y control positivo
temefos a 0,05 mg/L. Por dltimo, las larvas se consideraron muertas cuando no
reaccionaron al momento de ser tocadas con un puntero romo en la region cervical.
Como condicién, el ensayo se consider6 invalido cuando en los controles mas de 10
% de las larvas empuparon o en el control negativo la mortalidad superé 10 %.%*

Evaluacion toxica frente a larvas de Artemia salina Leach. (Artemiidae): el
bioensayo se realiz6 de acuerdo con un protocolo reportado en la literatura, con
ligeras modificaciones.?? Larvas provenientes de la eclosién de huevos recolectados
en la bahia de San Francisco (EE. UU.), fueron colocadas en contacto con
soluciones del extracto etandlico seco preparado con agua de mar a
concentraciones de 1, 10, 100, 500 y 1 000 mg/L, respectivamente. El ensayo se
desarrollé por triplicado con lecturas de mortalidad a las 12 y 24 h; se empled
como control negativo agua de mar con una temperatura de 24 °C, conductividad
eléctrica 29,0 ms/cm, pH 8,05 y densidad 1,134 g/mL. Al finalizar las 24 h de
exposicion, se conté el numero de organismos muertos y se calculd el porcentaje
de mortalidad. Las larvas se consideraron muertas si no exhibian movimiento
durante varios segundos de observacion al microscopio. El experimento se
consider6 valido si el porcentaje de mortalidad en el control no excedié de 10 %.%3

Evaluacion genotéxica frente a Allium cepa L. (Amaryllidaceae): el bioensayo se
realiz6 de acuerdo con un protocolo reportado en la literatura, con ligeras
modificaciones.?® Un grupo de cebollas blancas (Allium cepa), se colocaron dentro
de vasos plasticos con agua potable durante 3 d y se hizo recambio total de agua
cada 24 h. Finalizado el periodo de estimulacion, las unidades experimentales
fueron expuestas durante 72 h a soluciones de extracto etandlico total con
concentraciones de 1, 10, 100 y 500 mg/L, realizando el conteo celular al
microscopio cada 24 h (indice mitético [IM] e indice de aberraciones cromosdmicas
[1A]). Se utiliz6 como control positivo una solucién de Cd a 5 mg/L y de control
negativo agua potable. El proceso de tincién se efectué con solucién de fuscina y la
temperatura de trabajo fue 24 ©C. Finalmente, todos los ensayos se realizaron por
triplicado para cada tiempo y concentracidon ensayada; ademas, los resultados se
expresaron como la media + desviacidn estandar del porcentaje del IM e IA, y
estos se analizaron mediante ANOVA de 2 vias, con un valor de p< 0,05 y previa
comprobacién de los supuestos.?>?’

RESULTADOS

En el presente andlisis fitoquimico del epicarpio de C. cujete se partié de extractos
etanodlicos, puesto que este solvente tiene la capacidad de extraer compuestos de
una amplia gama de polaridades, ademas de ser menos costoso y toxico que otros
solventes organicos. La metodologia seguida para este andlisis fue la previamente
reportada por Albornoz,'? y contempla la detecciéon de los metabolitos secundarios
generalmente relacionados con actividades biolégicas.

A partir de 800 g del epicarpio de C. cujete se obtuvieron 15,8 g de extracto
etandlico total seco, equivalentes a 1,97 % de rendimiento de extraccion. De
acuerdo con los resultados obtenidos mediante el tamizaje preliminar fitoquimico
desarrollado sobre el epicarpio de totumo, fue posible detectar la presencia de tres
grupos de metabolitos secundarios, como los flavonoides, esteroides y triterpenos,
tal como se muestra en la tabla 1.
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Tabla 1. Tamizaje fitoquimico realizado sobre el epicarpio de Crescentia cujete L

Grupo a identificar Prueba Fesultados
Reactivo de Mayer -

Alcaloides Feactivo de Dragendorff -
Reactivo de Wagner -

Maftoguinonas Reactivo de Borntringer -
y antraguinonas Acetato de magnesio -
Esteroides Reaccion de Safkowsky +++
y triterpenos Reaccian de Lishermann-suchard +++
Prueba de Shinodsa +++

Flawvonoides —
Test de leucoantocianinas +++

Reactivo de Baijet -
Feactivo de Kedds -
Reactivo de Raymond-Marthoud -
Reaccion de Kellar-#iliani -

Glicasidos
cardiotanicos

Reaccion de Saikowsks +++
Iridoides Reaccion de vainillina-HCl -
Saponinas Test de la espuma -

Prueba de cloruro férrico -
Prueba de gelatina -
Prueba de helatina-mMacl -
Prueba de MaCl -

Taninos

+++ abundante, ++: moderado, +: leve, -1 no detectado.

Por otra parte, en lo referente a la caracterizacion fisico-quimica de la muestra en
cuestion, se logré cuantificar el contenido de humedad, cenizas en base seca y
algunos metales pesados con importantes efectos negativos para la salud humana.
Del mismo modo, se determind la presencia de varios componentes secundarios de
la pared celular vegetal (celulosa, lignina, corcho y cutina), tal como se evidencia
en la tabla 2.

Tabla 2. Caracterizacidn fisico-quimica del epicarpio de Crescentiz cujete L.

Parametro evaluado Resultados
Celulosa +++
Lignina +++
Corcho/Cutina +++
Humedad 12,23 % = 0,22
Cenizas en hase seca 1,49 % = 0,01
A5 -

cd 0,01 ppm
Cr 0,12 ppm
Pb 0,09 ppm
i -

Hg 0,03 ppm

+++: abundante, ++: moderado, +: leve, - no detectado.

343
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Plantas Medicinales. 2011; 16(4)337-346

Con respecto al estudio biolégico, fue posible observar que los constituyentes
quimicos presentes en el epicarpio del totumo no producen efectos téxicos en
larvas de A. aegypti en estadio Il y IV, larvas de A. salina y células apicales de
raices de A. cepa a las concentraciones y tiempos ensayados.

DISCUSION

Los resultados del analisis fitoquimico preliminar efectuado sobre la muestra de
epicarpio del fruto de C. cujete (totumo), evidencian la presencia de flavonoides,
triterpenos y esteroides. Grupos de metabolitos secundarios como los alcaloides,
glicésidos cardioténicos, naftoquinonas, iridoides, antraquinonas, saponinas y
taninos, no fueron detectados en el presente estudio; estos metabolitos son
compuestos muy activos biolégicamente y comunes en otros érganos del arbol de
totumo, asi como también en otras especies vegetales pertenecientes a la familia
Bignoniaceae. Esto permite explicar en cierta forma la poca actividad toxicoldgica
que pudiera derivar de la utilizacion del epicarpio en contraste con otras partes de
C. cujete. La no detecciéon de metales como el arsénico y niquel, sumado a las
concentraciones de cadmio (0,01 ppm), cromo (0,12 ppm), plomo (0,09 ppm) y
mercurio (0,03 ppm) encontradas en la matriz, las cuales se hallan por debajo de
los niveles reportados como téxicos, indica que existen muy buenas caracteristicas
ambientales que circundan el arbol en su habitat natural.

Los resultados obtenidos a partir de los diferentes bioensayos realizados sobre la
muestra del epicarpio de totumo, permitieron establecer que este material vegetal
no produce ningun efecto téxico sobre los diferentes organismos vivos utilizados
como modelos experimentales, larvas de camarén en el ensayo de A. salina, larvas
de mosquitos A. aegypti en estadios Il y 1V, y células meristematicas de la zona de
crecimiento de las raices de A. cepa a las concentraciones y tiempos ensayados. Es
bien conocido que este tipo de ensayos permite evaluar el efecto toxico de diversos
compuestos quimicos de origen sintético, semisintético o natural sobre estos
organismos tan fragiles, los cuales sirven para evaluaciones preliminares que
ayuden en el monitoreo de sustancias potencialmente téxicas para el hombre,
porque se constituyen en herramientas muy econdmicas, rapidas y de fécil
realizacion.
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