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RESUMEN
El
 objetivo de esta investigación fue aportar al conocimiento 
teórico-práctico clínico sobre la exposición dietaría aguda de caninos 
domésticos a la calabaza (Cucurbita maxima). En el estudio experimental de toxicidad aguda en caninos expuestos a la materia seca (Ms) del fruto de C. maxima,
 se estudiaron 24 caninos domésticos clínicamente sanos, que se 
distribuyeron aleatoriamente y de forma uniforme en cuatro grupos 
experimentales. A cada grupo se le midieron parámetros clínicos 
neurológicos a través de la escala modificada de coma de Glasgow y 
paraclínicos (hemograma completo, alanina aminotrasferasa, nitrógeno 
ureico sanguíneo y creatinina) una hora antes del inicio de la 
exposición (tiempo 0, T0). Posteriormente, a cada animal, en dependencia
 del grupo experimental, se le administró Ms del fruto C. maxima a razón de 500 mg/Kg (grupo A), 1 g/Kg (grupo B), 5 g/Kg (grupo C) vía oral (PO), así como 200 g del preparado cocido de C. maxima
 como dosis total PO (grupo D). Una hora después de la exposición (PE) 
(Tiempo 1- T1) y 24 horas PE (Tiempo 2 - T2), todos los parámetros 
paraclínicos mencionados fueron nuevamente medidos; así mismo el examen 
clínico neurológico fue ejecutado cada hora PE durante 24 horas. La 
exposición dietaría a la Ms del fruto de C. maxima en los caninos no generó diferencia significativa (p>0,05) cuando se compararon los datos clínicos neurológicos y paraclínicos obtenidos en cada grupo experimental del T0 versus
 T1 y T2. Por consiguiente, este estudio no evidenció indicio de 
toxicidad aguda clínica o subclínica a las dosis administradas en el 
modelo experimental, por lo que podemos concluir que no se generan 
eventos agudos de toxicidad clínica o subclínica en caninos clínicamente
 sanos expuestos al fruto de la C. maxima, en el rango de dosis de 500 mg Ms/Kg a 5 g Ms/Kg PO o 200 g de preparado cocido PO en 24 horas. 
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ABSTRACT
The
 objective of this research was to contribute to the clinical 
theoretical-practical knowledge on the acute dietary exposure of 
domestic dogs to squash (Cucurbita maxima). The experimental study of the acute toxicity in the dogs exposed to the dry matter (DM) of C. maxima
 fruit was developed using 24 clinically healthy domestic dogs, which 
were randomly and uniformly distributed in 4 experimental groups. Each 
group had clinical neurological parameters measured by the modified 
Glasgow Coma Scale and paraclinical parameters (complete blood count, 
alanine aminotransferase, blood urea nitrogen and creatinine), one hour 
before starting exposure (time 0, T0). Subsequently, each animal, 
depending on the experimental group, was administered DM of C. maxima
 fruit at a rate of 500mg/Kg (group A), 1g/Kg (group B), 5g/Kg (group C)
 orally (PO), as well as the administration of 200 g of the cooked C. maxima
 preparation as total dose PO (group D). One hour after exposure (PE) 
(Time 1 - T1) and 24 hours PE (Time 2 - T2), all the mentioned 
paraclinical parameters were measured again; likewise, the neurological 
clinical examination was performed every PE hour for 24 hours. Dietary 
exposure to the DM of C. maxima fruit in dogs did not generate any significant difference (p > 0.05) when comparing the clinical neurological and paraclinical data obtained in each experimental group of T0 versus
 T1 and T2. Therefore, this study showed no evidence of acute clinical 
or subclinical toxicity at the doses administered in the experimental 
model, thus it can be concluded that no acute clinical or subclinical 
toxicity events were generated in clinically healthy dogs exposed to the
 fruit of C. maxima, in the dose range of 500 mg DM/kg to 5 g DM/kg PO or 200 g of cooked PO preparation in 24 hours. 
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INTRODUCCIÓN
La ahuyama (como es conocida en Colombia) o zapallo (como es denominada en otros países de América del Sur) o calabaza común (Cucurbita maxima Duch) es un miembro de la familia Cucurbitaceae,
 que incluye una amplia diversidad de frutos de plantas como el melón, 
sandía, pepino, pepinillos, calabacín, entre otras; plantas que están 
inmersas en los hábitos nutricionales de las personas en países, tanto 
del hemisferio occidental como oriental (1,2). Tradicionalmente las calabazas (Cucurbita maxima, Cucurbita pepo, Cucurbita moschata, Cucurbita ficifolia, Cucurbita turbaniformi,
 entre otras) son usadas dentro de la preparación de alimentos para el 
hombre, así como también dentro de acciones de decoración de diversas 
fiestas (ej. Halloween) (3); situación que 
permite la oferta de este fruto para los caninos domésticos, 
principalmente para los que son alimentados con productos de la dieta 
diaria familiar.
El uso de la C. maxima y otras calabazas 
en la dieta de las personas tiene un sustento nutricional importante, al
 ser su fruto y sus semillas contenidas dentro de la misma fuente de 
ácidos grasos insaturados, especialmente el ácido palmítico, el ácido 
esteárico, el ácido oleico y el ácido linoleico (4), como también aminoácidos esenciales (5); también al contener importantes concentraciones de vitamina E (α-tocoferol y ɣ-tocoferol) y ácidos grasos insaturados (6), así como fitosterol (7).
 A parte de su calidad nutricional, las calabazas han sido reportadas 
para el tratamiento en humanos de enfermedades parasitarias internas 
-trematodos y cestodos- (8), gastropatías (9), hiperplasia de próstata (10,11), enfermedad cardiovascular (12), hipoglicemiante (13), inmunoestimulador (14), antimalárico (Plasmodium berghei) (15) y antianémico (16). Específicamente se tiene a la C. maxima
 como un potencial fitofármaco, ejemplo de ellos es el compuesto 
spinastero aislado de sus flores, que presenta un efecto potencial 
anticancerígeno (17), antigenotóxico (18) y actividad antimutagénica (19). Recientemente, Okey et al. (20)
 demostraron que el extracto etanólico de sus hojas posee un efecto 
barredor de radicales libres, estimulando la actividad enzimática 
antioxidante y preservando la arquitectura hepática en estudios 
desarrollados en el modelo de hepatotoxicidad por acetaminofen en ratas.
 
Asi mismo, existe evidencia sobre los efectos antiparasitarios 
presentes en las semillas del fruto de las calabazas, de donde se han 
aislado compuestos tipo: cucurbitine (genera parálisis del parásito Turbellaria), cucurbitacina (Ct) B, Ct L (efecto antigardial), berberine, palmatine y fitosterolina (21-23). Feitosa et al. (24) utilizaron el extracto etanólico de semillas de C. pepo para el control con éxito de helmintos intestinales en avestruces a 1g/Kg vía oral (PO) durante tres días; por otro lado, Ayaz et al. (25) usó el extracto acuoso y etanólico de semillas de C. maxima para el control de Aspiculuris tetraptera
 en ratas a dosis de 100 mg/Kg PO durante siete días sin reportar 
efectos adversos. Existen varios reportes del posible efecto 
antiparasitario interno de C. maxima en diversos modelos experimentales in vivo: control parcial de Raillietina cesticillus en aves (26), Vampirolepsis nana en ratones (27), Oesophagostomum sp. en cerdos (28), Heligmosoides bakeri en ratones (23) y Ascaridia galli en aves (29), entre otros. 
Estudios in vitro refuerzan la información existente sobre los efectos antihelmínticos existentes en C. maxima. Diaz-Obregon et al. (30)
 validaron sus efectos cestodicidas, pues demostraron que, en 23 g de 
sus semillas (aproximadamente de 73 semillas) en 100 mL de agua 
destilada, generan efectos deletereos sobre Diphylidum caninum provenientes de caninos en el Perú. Recientemente, Babaei et al. (31) encontraron que el extracto metanólico de semillas de C. maxima
 posee efectos escolicidas significativos a una concentración de 50 
mg/mL. Por otro lado, un estudio experimental, que implica caninos y 
calabaza (C. pepo L.), lo desarrollaron Mahmoud et al. (32), y hallaron efectos trematodicidas importantes sobre la infección experimental por Heterophyes heterophyes, al usar los extractos acuosos de sus semillas y el fruto de Areca catechu administrados en conjunto PO por dos semanas consecutivas en caninos.
En caninos existen tan solo reportes etnofarmacológicos sobre su exposición a semillas de C. maxima, principalmente como alternativa fitoterapéutica para el control de parásitos internos. Anecdóticamente, Martin et al. (33)
 comentaron sobre el uso de estas para purgar caninos que acompañaban 
fenómenos de trashumancia en Francia, controlando así infecciones por 
cestodos (coenurosis); Lans et al. (34) mencionaron el uso de las semillas de C. pepo
 L para el control de cestodos en caninos en comunidades rurales de 
Canadá. La literatura internacional adolece de estudios de toxicidad de 
esta planta sobre los caninos domésticos. En la práctica de toxicología 
clínico-epidemiológica, el término toxindrome se usa para asociar una 
serie de signos síntomas que sugieren una intoxicación o una categoría 
particular de intoxicación (35). Es así, que 
en la práctica clínica privada existen hipótesis de asociaciones de 
alteraciones neurológicas (ej. paraparesias del tren posterior con 
mantenimiento de los reflejos sensitivos superficiales y profundos) en 
caninos expuestos accidental o voluntariamente al preparado casero de C. maxima.
 El objetivo de esta investigación fue aportar al conocimiento 
teórico-práctico clínico sobre la exposición dietaría aguda de caninos 
domésticos a la calabaza (Cucurbita maxima), a través del estudio experimental de toxicidad aguda en caninos expuestos a la materia seca del fruto de C. maxima. 

MATERIALES Y MÉTODOS
Preparación del material vegetal
La ahuyama (fruto de Cucurbita maxima)
 adquirida en un mercado de alimentos local de la ciudad Villavicencio 
(Meta, Colombia), se identificó en el Herbario de la Universidad de los 
Llanos. El fruto lavado y pesado se sometió a desecación en un horno de 
aire recirculante a 60°C por 72 horas (materia seca -Ms- 12% 
aproximadamente); posteriormente, se procedió a la pulverización del 
material y se obtuvo un cernido homogéneo que se almacenó en 
refrigeración (4-8°C) hasta su utilización. También se sometió a cocción
 en agua destilada, aproximadamente 1500 g de Ms del fruto Cucurbita maxima, de los cuales se obtuvo aproximadamente 2000 g en presentación de papilla, asemejando un preparado casero.

Animales experimentales
Se
 utilizaron 24 caninos, machos, con un rango etario de tres a cinco años
 de edad y un peso promedio de 15-20 Kg, sin raza definida, 
aparentemente sanos clínicamente y paraclínicamente (hemograma completo,
 Alanina aminotrasferasa -ALT-, Nitrógeno ureico sanguíneo -BUN- y 
creatinina dentro de los rangos para la especie (36)),
 con historial de desparasitación interna y externa previo (mínimo 30 
días antes del experimento) y vacunación. Previo a la ejecución del 
experimento, los animales se sometieron a un examen semiológico 
completo, con énfasis en el sistema nervioso; se evaluaron, en su 
totalidad, la función de estado de conciencia, pares craneales, 
segmentos medulares, e inervación periférica, acción desarrollada a 
través del diligenciamiento de la Escala de coma de Glasgow modificada 
(ECGM) (Tabla 1). Se considera normal al examen clínico, cuando se obtiene un puntaje en la ECGM entre 15 a 18 (37);
 así como determinación de perfil sanguíneo y química sanguínea 
convencional (ALT, BUN y Creatinina) en procesos automatizados en los 
equipos Rayto RT-7600 (Rayto Life and Analytical Sciences, Guangming New
 District, P.R. China) y SACA-11904CV (MRC Analytica, Berlín, Alemania),
 respectivamente. Las muestras de sangre (5 mL) se obtuvieron de la vena
 cefálica y se recolectaron en tubos vacutainer con anticoagulante 
(EDTA). Los animales fueron alojados en jaulas individuales, en las 
instalaciones del Centro Clínico Veterinario de la Universidad de los 
Llanos (Villavicencio, Meta, Colombia) en condiciones ambientales 
propias de la zona (HR 82%, T. prom. 28°C, 440 msnm), con oferta de agua
 ad libitum y dieta con alimento balanceado comercial distribuido
 en dos momentos (mañana y tarde), respetando las consideraciones 
nacionales colombianas consagradas en la Ley 1774 de 2016 e 
internacionales del bienestar animal y buenas prácticas de 
experimentación animal.

					
 
Tabla 1. 
				Escala de coma de Glasgow modificada (ECGM) usada en la evaluación neurológica de los caninos expuestos a C. maxima. / Modified Glasgow Coma Scale used in the neurological evaluation of the dogs exposed to C. maxima
	Evaluación clínica	Hallazgo clínico	Puntaje
	Actividad motora	Desplazamiento normal, reflejos espinales normales	6
	Hemiparesis, tetraparesis o rigidez por descerebración	5
	Recumbencia, rigidez intermitente extensor	4
	Recumbencia, rigidez constante extensor	3
	Recumbencia, rigidez constante extensor con opistótono	2
	Recumbencia, hipotonia muscular, depresión o ausencia de reflejos espinales	1
	Reflejos cerebrales	Reflejo pupilar y reflejo oculocefálico normal	6
	Reflejo pupilar lento y reflejo oculocefálico normal a reducido	5
	Miosis bilateral con reflejo oculocefálico normal a reducido	4
	Pupilas “pinpoint” reflejo oculocefálico reducido a ausente	3
	Midriasis unilateral con reflejo oculocefálico normal a reducido	2
	Midriasis unilateral con reflejo oculocefálico reducido a ausente	1
	Nivel de consciencia	Periodos ocasionales de alerta con respuesta a estímulos ambientales	6
	Depresión o delirio, capaz de responder pero podría responder inapropiadamente	5
	Semicomatoso, con respuesta a estímulo visual	4
	Semicomatoso, con respuesta a estímulo auditivo	3
	Semicomatoso, con respuesta solo a estímulo doloroso repetido	2
	Comatoso, insensible a estímulos dolorosos repetidos	1
	ECGM Puntaje	Clasificación clínica
	3 - 8	grave
	9 - 14	reservado
	15 - 18	bueno




 

				

Diseño experimental
Se
 distribuyeron los caninos al azar en cuatro grupos, cada uno compuesto 
por seis animales experimentales (grupo A, B C y D). La Ms pulverizada 
del fruto de C. máxima se administró disuelto a 5% en solución de
 cloruro de sodio a 0,9% (NaCl 0,9%, Baxter, Glenview, Illinois, EUA) 
vía oral (PO) a través de una cánula oral en una sola dosis, con el 
objetivo de inducir la intoxicación aguda. Así, al grupo A se le 
administró 500mg/Kg (aproximadamente 83 g de fruto verde para un canino 
de 20 Kg de peso vivo, lo cual sería una porción dietaria común para una
 persona adulta promedio); 1gr/Kg PO al grupo B; y 5g/kg al grupo C 
(aproximadamente 830 g de fruto verde para un canino de 20 Kg de peso 
vivo, siendo 10 veces más que una porción dietaria común para una 
persona adulta promedio). A los animales del grupo D, la Ms fue cocida 
durante una hora a 80°C en agua destilada semejando una preparación 
casera; se administró 200 g PO del preparado por canino (equivalente a 
una porción habitual de preparación casera para una persona adulta 
común). Los animales se mantuvieron de forma individual en 24 caniles, 
donde se les suministró alimento (alimento balanceado comercial) en dos 
porciones (mañana y tarde) de acuerdo a su peso vivo siguiendo 
indicaciones de la casa comercial del alimento balanceado y agua ad-libitum.
 Una hora antes de la exposición (preexposición- T0, datos que fueron 
usados como control para cada grupo, datos testigos) y cada hora durante
 23 horas posexposición, se registraron los indicadores clínicos de la 
ECGM; por otra parte, las muestras biológicas para evaluación 
paraclínica se tomaron una hora antes de la exposición (preexposición 
-T0, datos que fueron usados como control para cada grupo, datos 
testigos), una hora después de la exposición (exposición -T1) y 24 
posexposición (T2).

Análisis estadístico
Las
 respuestas de los grupos experimentales en cada tiempo de medición, a 
la evaluación semiológica neuromuscular (ECGM) y de las pruebas 
paraclínicas (perfil sanguíneo y química sanguínea), se presentan en su 
respectiva media y desviación estándar. A cada resultado obtenido, 
agrupado por tiempos (T0, T1 y T2 para pruebas paraclínicas; y T0 y cada
 hora para la evaluación clínica nerviosa), se les aplicó la prueba de 
homocedasticidad de Barttle (p<0,05); posteriormente, se realizó la prueba de distribución T-Student asumiendo un p<0,05
 para comparar el T0 de cada medición en cada grupo con los subsecuentes
 tiempos posexposición dentro del mismo grupo. Estas actividades se 
ejecutaron utilizando el programa Open Stat 4® Versión 9.0.


RESULTADOS
Respecto
 a la evaluación clínica de los caninos experimentales, específicamente 
en lo datos obtenidos en la ECGM (ej. actividad motora, reflejos 
cerebrales y nivel de consciencia) de cada uno de los grupos en los 
diferentes tiempos evaluados, es decir T0 (una hora antes de suministrar
 C. maxima) y tiempos posexposición (cada hora después de administrar C. maxima durante 23 horas después del desafío con C. maxima), se presentaron puntajes ubicados dentro de la clasificación clínica normal-bueno al interpretar la ECGM (37).En
 los grupos A, B, C y D en el T0 el puntaje ECGM obtenido fue de 16 
±1.23, 16.2 ±0.4, 17 ±0.2 y 16 ±0.8, respectivamente. A lo largo de las 
diferentes exploraciones clínicas posexposición en cada grupo 
experimental, este puntaje ECGM se mantuvo sin variaciones 
significativas (ej. Cuatro horas posexposición: 16 ±1.21, 16.2 ±0.6, 17 
±0.3 y 16 ±0.7. Ocho horas posexposición: 16 ±1.23, 16.2 ±0.5, 17 ±0.4 y
 16 ±0.8. 12 horas posexposición: 16 ±1.23, 16.2 ±0.4, 17 ±0.2 y 16 
±0.8. 24 horas posexposición: 16 ±1.22, 16.2 ±0.1, 17 ±0.2 y 16 ±0.6; 
para los grupos A, B, C y D, respectivamente). Al comparar 
estadísticamente los puntajes ECGM dentro de cada grupo experimental, 
respecto a su T0 versus los diferentes tiempos posexposición, no hubo 
diferencia significativa (T-Student, p<0,05). Fue evidente, a 
la exploración clínica ordenada completa y sistemática, la inexistencia 
de alteraciones fisiológicas en el SNC y periférico de los animales 
experimentales expuestos a diferentes dosis de Ms del fruto de C. maxima o su preparado cóccido.
Por otra parte, los datos obtenidos del hemograma completo (Eritrocitos 106/mm3, Hemoglobina gr/dL, Hematocrito %, Plaquetas 103/mm3, Neutrófilos células/mm3, Linfocitos células/mm3, Eosinófilos células/mm3, Monocitos células/mm3) y química sanguínea (BUN mg/dL, Creatinina mg/dL, ALT U/L) siempre estuvieron dentro de los parámetros para la especie (36) en los diferentes momentos de la toma de muestra. En la Tabla 2 se presentan los resultados del hemograma y en la Tabla 3 los datos de la química sanguínea (valores descritos en medias y desviación estándar de los datos).

				
 
Tabla 2. 
				Perfil sanguíneo de caninos expuestos al fruto de Cucurbita maxima. / Blood profile of the dogs exposed of Cucurbita maxima fruit
	Grupo A** 	Grupo B** 	Grupo C** 	Grupo D** 
	Preexposición (T0)*	LEUCOCITOS	11,06	±	1,41	11,02	±	2,88	11,18	±	3,25	12,45	±	3,00 
	ERITROCITOS	6,42	±	0,73	6,70	±	0,56	6,13	±	1,09	6,82	±	1,16 
	HEMATOCRITO	40,12	±	0,76	41,83	±	2,64	40,00	±	5,33	42,33	±	4,84 
	PLAQUETAS	318,6	±	74,58	292,00	±	65,47	308,50	±	131,28	261,00	±	70,37 
	NEUTROFILOS	7,456	±	1,62	7,49	±	1,93	8,50	±	1,39	7,91	±	1,66 
	LINFOCITOS	2,82	±	1,30	3,94	±	2,31	3,25	±	1,24	3,55	±	1,67 
	EOSINOFILOS	0,651	±	0,44	0,79	±	1,01	0,44	±	0,40	0,24	±	0,16 
	MONOCITOS	0,126	±	0,04	0,18	±	0,10	0,11	±	0,09	0,08	±	0,03 
	Exposición (T1)*	LEUCOCITOS	13,3	±	4,07	10,77	±	1,94	11,28	±	2,86	12,62	±	2,68 
	ERITROCITOS	6,88	±	0,68	7,40	±	0,45	6,80	±	0,86	7,38	±	1,04
	HEMATOCRITO	40,72	±	3,79	40,83	±	3,31	40,33	±	2,88	43,50	±	4,59 
	PLAQUETAS	322	±	58,07	330,83	±	81,27	259,17	±	72,69	262,50	±	69,88 
	NEUTROFILOS	8,91	±	1,96	7,66	±	1,55	7,90	±	1,92	8,42	±	1,75 
	LINFOCITOS	4,044	±	3,16	2,77	±	0,61	2,98	±	0,97	5,37	±	2,94 
	EOSINOFILOS	0,442	±	0,51	0,33	±	0,23	0,38	±	0,30	0,28	±	0,06 
	MONOCITOS	0,09	±	0,06	0,16	±	0,15	0,104	±	0,06	0,07	±	0,02 
	Posexposición (T2)*	LEUCOCITOS	13,42	±	4,14	12,28	±	0,57	11,41	±	1,29	12,87	±	2,46 
	ERITROCITOS	6,14	±	0,40	6,97	±	0,56	5,25	±	1,98	7,20	±	1,01 
	HEMATOCRITO	40,6	±	2,97	41,17	±	1,83	37,63	±	5,08	43,33	±	4,55 
	PLAQUETAS	342	±	73,29	371,67	±	111,97	326,67	±	57,85	266,50	±	70,12 
	NEUTROFILOS	8,747	±	2,06	8,10	±	1,17	7,55	±	2,08	8,30	±	1,58 
	LINFOCITOS	3,725	±	2,98	4,47	±	2,24	4,15	±	2,15	3,51	±	1,27 
	EOSINOFILOS	0,546	±	0,51	0,72	±	0,22	0,71	±	0,25	0,30	±	0,10 
	MONOCITOS	0,101	±	0,07	0,14	±	0,08	0,09	±	0,07	0,06	±	0,03



Leyenda: Eritrocitos 106/mm3, Hemoglobina gr/dL, Hematocrito %, Plaquetas103/mm3, Neutrófilos células/mm3, Linfocitos células/mm3, Eosinófilos células/mm3, Monocitos células/mm3.
 *Datos presentados en media y desviación estándar (±) de cada grupo 
experimental conformado por 6 caninos. **Prueba de distribución 
T-Student (p<0,05), sin diferencias significativas al comparar dentro de cada grupo los datos obtenidos en el T0 versus T1 y T2



 

			

				
 
Tabla 3. 
				Química sanguínea de caninos expuestos al fruto de Cucurbita máxima. / Blood chemistry of the dogs exposed of Cucurbita maxima fruit.
	NIVEL SERICO	GRUPO A** 	GRUPO B** 	GRUPO C** 	GRUPO D** 
	Preexposición (T0)*	ALT	39,3	±	12,0	33,9	±	3,6	32,7	±	9,1	14,08	±	6,5
	BUN	17,3	±	7,9	13,6	±	3,8	22,9	±	6,3	17,25	±	5,2
	CREATININA	0,8	±	0,2	0,9	±	0,3	0,9	±	0,3	0,60	±	0,1
	Exposición (T1)*	ALT	38,4	±	8,3	35,5	±	4,5	32,0	±	6,6	20,08	±	6,8
	BUN	17,5	±	7,2	14,2	±	4,2	21,7	±	6,4	18,15	±	5,1
	CREATININA	0,6	±	0,1	0,9	±	0,3	0,8	±	0,3	0,81	±	0,1
	Posexposición (T2)*	ALT	40,1	±	9,1	38,5	±	2,1	31,0	±	9,1	23,28	±	5,7
	BUN	15,6	±	7,8	15,8	±	4,5	30,6	±	17,5	16,50	±	4,8
	CREATININA	0,6	±	0,1	1,0	±	0,3	0,8	±	0,3	0,96	±	0,1



Leyenda:
 Creatinina mg/dL, ALT: Alanina aminotrasferasa (U/L), BUN: Nitrógeno 
ureico sanguíneo (mg/dL). *Datos presentados en media y desviación 
estándar (±) de cada grupo experimental conformado por 6 caninos. 
**Prueba de distribución T-Student (p<0,05), sin diferencias significativas al comparar dentro de cada grupo los datos obtenidos en el T0 versus T1 y T2.



 

			

DISCUSIÓN
Desde 1935 existen indicios de probable toxicidad nerviosa asociada al consumo de plantas del género Cucurbita en animales, donde Steyn (38) evaluó la parálisis musculo-esquelética en ovejas de establo que consumieron accidentalmente grandes cantidades de Cucurbita pepo
 L., sin encontrar evidencias sustanciales en su asociación. En 1982, el
 Departamento de salud de Queeland (Australia) reportó 20 casos clínicos
 en personas que consumieron C. pepo L. La sintomatología incluía
 cólicos, vómito, diarrea y cefalea; lo asociaron al efecto purgante de 
ciertos metabolitos secundarios de naturaleza triterpénica tetracíclica,
 cucurbitacinas (Ct), presentes en las frutas de la planta consumida (39).
En ese orden de ideas, Stoewsand et al. (40) administraron 1 % y 20 % de la dieta diaria por 10 semanas en materia seca de la fruta de Cucurbita pepo y C. texana en ratones; generaron mortalidad de todos los animales expuestos al 20 % de la dieta en C. texana
 en los primeros 6-10 días del experimento y 40 % de mortalidad de los 
animales sometidos al 1 % de la dieta con la misma fruta en las 10 
semanas de duración del experimento. Los animales que sobrevivieron 
presentaron diarrea, pérdida de peso y alteraciones en el hemograma 
(anemia hipocrómica). Por otra parte, los animales expuestos a C. pepo no presentaron ninguna alteración clínica o paraclínica; se evidenció por HPLC que C. texana tenía una alta concentración en materia verde de Ct E glicosiladas (3,56 mg/g) y Ct I (1,39 mg/g); sin embargo, C. pepo no presentaba niveles detectables de Ct. En Estado Unidos, Rymal et al. (41)
 reportaron eventos de toxicidad por alimentos y prácticas 
etnofarmacológicas, desde 1981 a 1982, en personas que consumieron o 
usaron frutas de Cucurbita spp. ricas en Ct asociando igualmente 
altas concentraciones de Ct E (3,1 mg/g); en todos los reportes 
mencionados, se vinculó el sabor amargo de las frutas al alto contenido 
de Ct.
En el presente estudio fue imposible la inducción del toxindrome agudo por exposición al fruto de C. maxima
 en caninos en diferentes dosis, siguiendo parámetros de las condiciones
 de oferta del fruto en condiciones de hogares y de caninos domésticos 
que consumen preparados caseros de la planta. Se obtuvieron resultados 
similares a los reportados en modelos de toxicidad agua y subaguda en 
murinos y porcinos, donde se usaron semillas de la misma planta 
(presentes en el fruto y asociadas a prácticas etnofarmacológicas). 
Queiroz-Neto et al. (42) reportaron 
ausencia de toxicidad aguda (única dosis PO) y subaguda (dosificación PO
 por 30 días consecutivos) en el modelo murino (1 mL/100 g peso vivo 
-PV-) y porcino (10 mL preparado/Kg PV) con extractos acuosos de 
semillas de C. máxima (10 g de semilla en 100 mL de agua), sin 
encontrar evidencia de signos clínicos y/o paraclínicos de alteraciones 
por la exposición aguda o subaguda a este preparado en los animales 
usados en el experimento. Los estudios efectuados por Cruz et al. (43), donde administraron diversas dosis del extracto etanólico de semillas de C. maxima,
 sin encontrar indicios tóxicos en el modelo murino, reportaron que 
hasta 5000 mg/Kg PO en el estudio agudo de toxicidad (única dosis) y 
1000 mg/Kg PO en subagudos (dosificación por 30 días consecutivos) son 
seguros en estos animales. 
Tanto en la presente investigación como en las mencionadas con anterioridad, se usan diversas partes de la planta C. maxima
 en múltiples modelos animales sin encontrar efectos tóxicos clínicos o 
paraclínicos significativos, aun cuando se han reportado dosis tóxicas 
letales para un grupo de los principales constituyentes de metabolitos 
secundarios de las Cucurbitaceas, las Ct, las cuales se han 
organizado en 12 categorías de compuestos de naturaleza triterpénica 
altamente oxigenados presentes en varias familias de plantas, y en las 
frutas y raíces en concentraciones de 0,1-0,3 % (44); de las cuales las Ct A (solo aislada de especies de Cucumis), Ct B y E (α-elaterin) son las más representativas desde la perspectiva toxicológica (45) y sus efectos pueden estar asociados a la disrupción de la actina y vimentina, proteínas componentes del citoesqueleto (46)
 que, entre otras funciones celulares, están implícitos en la 
comunicación celular, ej. sinapsis neuromoduladoras y neuroefectoras (47,48).
Estas
 Ct expuestas tienen efectos importantes sobre el sistema 
quimioatrayante de los insectos; homologan las Kairomonas, hormonas 
esteroidales sexuales de los mismos, ejerciendo un efecto antagónico 
sobre estas (45). Estudios dirigidos a 
comprobar el efecto insecticida de las Ct han encontrado efectos 
paralizantes sobre el sistema locomotor de especies de Diabrotica (Chrysomelidae), principal plaga de coleópteros del maíz en América del Norte y regiones de Europa (49).
En nuestro estudio expusimos a caninos usando diversas dosis de Ms del fruto de C. maxima
 PO, como también a 200 g dosis total del preparado cocido de Ms 
asociando un proceso culinario básico familiar donde, de forma 
hipotética, las temperaturas altas (>80°C) asociadas a la cocción 
clásica familiar podrían estar influyendo la cinética de disponibilidad o
 conformación estructural de las Ct presentes en el fruto de C. maxima, tal como se ha evidenciado con otros compuestos de naturaleza triterpénica (50,51). Extrapolando esas condiciones a lo reportado entorno a las Ct y su concentración en frutos de plantas 0,1- 0,3% (42),
 hipotéticamente sí existirán en esas concentraciones las Ct en el 
material vegetal utilizado en este experimento teóricamente se hubieran 
expuesto a los caninos dosificados 5 g Ms C. maxima/Kg PV a 0,83 a
 2,49 g de Ct PO, aproximadamente dosis de 41.5 a 124.5 mg Ct/Kg PV PO 
para un canino de 20 Kg PV, dosis tóxicas superiores a las reportadas 
por Lemen et al. (52) donde la dosis 
letal 50 (DL50) para las Ct en ratones en el modelo de toxicidad aguda 
fue de 5-650 mg/kg, y otros tantos diversos estudios que han encontrado 
LD50 para varias Ct así LD50 intraperitoneal (IP) en ratonas reportada 
para la Ct A es de 1,2mg/kg y en ratas hembras de 2,0 mg/kg; para la Ct B
 en ratones la LD50 es de 1,0 mg/kg IP (49). Asi mismo, la Ct E tiene una LD50 de 2,0 mg/kg IP en ratones (41); por otro lado, la DL50 de Ct I es de 5mg/Kg PO (52).
Diversos
 reportes anecdóticos de profesionales en Medicina Veterinaria que 
ejercen su práctica clínica privada en animales de compañía de la ciudad
 de Villavicencio (Meta, Colombia), mencionan (datos sin publicar) un 
cuadro de alteración nerviosa con progresión menor a 24 horas en caninos
 expuestos PO a preparados caseros de calabaza (Figura 1);
 pacientes que presentan lesiones neurológicas evidentes en miembros 
pélvicos, que incluyen pérdida de la propiocepción bilateral, reflejo 
extensor postural ausente, parataxia, paraparesia ambulatoria, prueba de
 salto y hemimarcha alteradas, los reflejos de los nervios espinales 
(patelar, tibial craneal, gastronemio y ciático) en algunos casos, según
 estos reportes anecdóticos, pueden llegar a presentar hiperreflexia en 
dependencia del grado de toxicidad aguda adquirido. Además, estos 
reportes mencionan que, a pesar de la pérdida de movilidad de los 
miembros pélvicos, la sensibilidad superficial y profunda se encuentra 
presente. En estos pacientes también podría existir pérdida del reflejo 
perineal, el cual evalúa el nervio pudendo que se origina de las 
vértebras sacras 1 a 3 (S1-S3); por lo tanto, se puede presentar una 
alteración en la función normal del nervio pudendo, que podría conllevar
 a retenciones urinaria y fecal. Los profesionales en Medicina 
Veterinaria que atienden estos caninos con diagnóstico presuntivo de 
toxindrome agudo por calabaza, exponen que esta signología es común en 
los pacientes, en los cuales puede presentarse anuria y vejiga pletórica
 al examen ultrasonográfico; dentro del plan terapéutico paliativo, se 
recomienda realizar un sondaje vesical de manera urgente para evitar 
lesiones vesicales, reflujo urinario uretral y una consecuente 
enfermedad renal aguda. 

				
 








Figura 1. 
			Paraparesia de miembros pélvicos en canino por posible exposición al preparado casero de C. maxima. / Pelvic limb paraparesis in canine due to possible exposure to the homemade preparation of C. maxima.
 

			
Lo reportado anecdóticamente por los profesionales podría 
tener una explicación toxicodinámica hipotética a través de la presencia
 de cucurbitaglicósicos -Ctg- (Ct con una unidad inusual de purina en su
 estructura química) en ciertas calabazas. Da-Cheng et al. (53) aislaron dos Ctg: Ctg A y Ctg B, de la fruta de Cucurbita pepo cv dayangua
 con una homología estructural química similar a la adenosina/adenina; 
estos Ctg mostraron efectos citotóxicos sobre células HeLa de la línea 
de carcinoma epitelial del humano con una concentración inhibitoria de 
50%(IC50) de 17,2 y 28.4 μg/mL, respectivamente. La homología de los Ctg
 con la adenosina, producida y liberada en el cerebro, ejerce una acción
 moduladora inhibitoria de la transmisión sináptica (54) que podría propiciar la interacción de estos con receptores de Adenosina A1 y A2A (A1R y A2AR,
 respectivamente), los cuales actúan principalmente como receptores 
presinápticos neuromoduladores en el sistema nervioso central (SNC), 
coordinan la liberación de neurotrasmisores (48) y son abundantes en el núcleo estriado que participa de manera importante en el control de la actividad motora general (55). Los compuestos agonistas de A1R generan la disminución de la secreción de acetilcolina in vitro, mientras que la activación de los A2AR aumenta la liberación de acetilcolina, tanto in vitro (56) como in vivo (57). Daly et al. (58) indicaron que la activación sobre medida (efecto agonista fuerte) de los A1R y A2AR produce efectos inhibidores de la locomoción; por su parte, Doke et al. (59) comprobaron los efectos excitatorios sobre el SNC del extracto de éter de petróleo de las semillas de C. maxima
 en ratones (dosis de 400 mg/Kg PO) y los compararon en magnitud a la 
cafeína como derivado de las metilxantinas, en este mismo estudio se 
reportó la DL50 del extracto en mención en 4000mg/Kg PO. Otros estudios 
concuerdan que en el modelo murino la cafeína posee efectos 
estimuladores en la locomoción y que estos son debido al bloqueo de los A2AR, ya que este efecto de la cafeína puede ser mimetizado por fármacos antagonistas selectivos de los A2AR, pero no por los antagonistas A1R (60,61). Esta hipótesis de interacción entre Ctg y A1R - A2AR podría explicar los hallazgos de Lahon et al. (26), quienes reportaron el efecto inotrópico positivo ex situ del extracto crudo de semillas de C. maxima
 sobre el corazón de rana; por su parte, en caninos, un ligero aumento 
transitorio de la presión arterial media que no dependía de la dosis y 
en el electrocardiograma elevación del complejo QRS y disminución de la 
frecuencia cardíaca. Dado que los efectos fisiológicos de la adenosina 
como neuromudulador mediados a través del A1R incluyen la 
vasoconstricción renal, bloqueo de la conducción cardiaca, 
broncoconstricción e inhibición de la liberación de neurotransmisores en
 muchas sinapsis centrales y periféricas (62).
En
 ese sentido, existen varias hipótesis para explicar la posible 
asociación entre el consumo de ciertos frutos de calabaza y el cuadro 
clínico agudo nervioso en los caninos, así como para explicar la 
imposibilidad de desenvolver el cuadro agudo tóxico en los caninos 
dentro de este experimento: 1) algunas variedades de Cucurbita sp. mutan acumulando más metabolitos secundarios (63), entre estos los posibles Ctg predisponiendo a los caninos expuesto a los efectos de estimulación de los A1R - A2AR;
 2) fenómenos de idiosincrasia que permiten mayores absorción y 
distribución al SNC de los Ctg o disminución en la expresión de 
proteínas de membrana, que regulan la concentración tisular de los Ctg, o
 su propio proceso toxicocinético en general, como ya se ha evidenciado 
para otros eventos tóxicos en caninos (64); 3)
 alteraciones, debido a patologías subclínicas previas de las vías de 
metabolización, depuración y excreción de los Ctg predisponiendo a su 
bioacumulación y efectos tóxicos sobre el SNC, siendo un proceso de 
reflejo a las alteraciones clásicas que predisponen a eventos de 
toxicidad por xenobióticos (65). Es importante
 definir que el sabor amargo de algunos frutos de calabazas podría ser 
un indicador de una alta concentración de Ct (44,45)
 y así mismo los caninos con signología del toxindrome por consumo de 
este fruto un biosensor para revisar ciertos cuadros de discrasias 
alimentarias en el núcleo familiar.
Por consiguiente, en el 
presente estudio se considera que el uso de derivados de las 
metilxantinas (DMx) dentro del tratamiento farmacológico a instaurar en 
los caninos, donde se sospeche de la presentación del toxindrome de 
exposición a calabazas, podría ser beneficioso para revertir los efectos
 deletéreos sobre el SNC. Los DMx (ej. pentoxifilina y aminofilina) son 
antagonistas de los receptores de adenosina; las acciones farmacológicas
 de estas sustancias incluyen: estimulación del SNC, diuresis, 
estimulación cardiaca, relajación del músculo liso (bronquial). Entre 
sus mecanismos de acción se han descrito una inhibición de la actividad 
de las fosfodiesterasas con el correspondiente aumento de los niveles 
intracelulares de AMP cíclico (AMPc). El segundo mecanismo descrito es 
el antagonismo competitivo de la adenosina en su A1R (62,66).
 Diversas investigaciones han demostrado efectos importantes de estos 
fármacos en patologías sistémicas y locales, como la reducción de la 
permeabilidad endotelial inducida por citocinas inflamatorias a través 
de aumento en el AMPc intracelular y/o inhibición del factor de necrosis
 tumoral (66-68). También evitar el desequilibrio ácido-base en ratas después de haberles practicado un procedimiento quirúrgico (69), aminorar la pérdida de proteínas del endotelio vascular y el edema pulmonar (70) y prevenir la hipoxia ventilatoria (71);
 además de ejercer una acción cardioprotectora en pacientes con bypass 
en cirugía de reemplazo valvular, al generar menor actividad 
mieloperoxidasa y recuento de neutrofilos luego de la reperfusión (72).
 Es importante la revisión plasmática de las concentraciones de los DMx 
al momento de su infusión debido a sus efectos proconvulsivantes 
atribuidos a la inhibición de los A1R y una disminución plasmática de piridoxal 5´fosfato, que influiría en la síntesis de GABA desencadenando las convulsiones (73). 

CONCLUSIONES
La administración de Ms del fruto C. maxima a 500 mg/kg, 1 g/kg, 5 g/kg PO, así como la administración de 200 g del preparado cocido deC. maxima
 como dosis total PO en los caninos utilizados en el presente 
experimento, no generó algún indicio de toxicidad aguda clínica o 
subclínica, a pesar de la variedad de reportes de eventos tóxicos en 
personas expuestas a frutos o semillas de plantas del género Cucurbita y su asociación a altas concentraciones de Ct.
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