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EVALUACION FARMACOTOXICOLOGICA DE DIFERENTES
EXTRACTOS DE LA SEMILLA DE Thevetia peruviana
(Apocynaceae).

INTRODUCCION

Se estima que en el planeta tierra existen alrededor de 250,000 plantas
superiores con un limite inferior de 215,000 y superior de 600,000. De estas, solo
al 6 % se le ha explorado la actividad biologica y al 15 % se ie ha evaluado
fitoquimicamente. ' No obstante la alta correlacion entre los usos etnomédicos y
la actividad descrita para algunos de los componentes aislados de las plantas
medicinales, |la investigacion cientifica aun es limitada. Se carecen de estudios
dirigidos que evallen las multiples propiedades etnomédicas, conferidas a un 10

% del total de las plantas superiores.’

Debido al amplio consumo mundial de plantas con fines terapeuticos,
paises como Alemania, Francia, Inglaterra, Suiza e ltalia, han trabajado para
generar formulaciones herbolarias que estan abriendo un nuevo mercado de
productos de origen natural, llamados fitofarmacos. Sin embargo, hoy en dia, para
una gran cantidad de preparados herbolarios, no se cuenta con |os estudios
preclinicos y menos aun los estudios clinicos que permitan reconocer
cientificamente sus propiedades medicinales y toxicas. Esto demuestra que la
poblacion en general, consume indiscriminadamente las plantas como remedio
terapeutico, aun mas en paises como el nuestro, que carecen de un sistema
normativo de regulacion, el riesgo de toxicidad se incrementa.” Probablemente
ante la necesidad de mejores recursos terapéuticos la poblaciéon mexicana tanto
de zonas rurales como urbanas, contindan utilizando plantas para mitigar uno o
varios de los sintomas propias de las enfermedades, esto ha llevado a que en la
Republica Mexicana la herbolaria sea una auténtica opcion de “salud”, por lo que
es comun adquirir en mercados, tianguis, negocios naturistas, etc, todo tipo de

plantas con fines medicinales para tratar diversas enfermedades como: la



diabetes, el cancer, o con fines estéticos, como plantas utilizadas para reducir de
peso.*

Cabe aclarar que la obesidad (estado corporal caracterizado por depositos
y almacenamiento excesivo de grasa),5 es una de las alteraciones metabdlicas
mas frecuentes que representa un problema grave de saiud publica, ya que
constituye un factor de riesgo para diversas alteraciones metabdlicas que dan
lugar a enfermedades crénico-degenerativas, como la diabetes melfiitus, la
hipertension arterial, las hiperlipidemias, el cancer y las cardiopatias. En México,
las principales causas de muerte ya no son las enfermedades infecciosas, sino las
cronico degenerativas, entre ellas las enfermedades del corazdn. Estas patologias
se han incrementado notablemente en diversos paises y esto ha propiciado que se
busquen alternativas para el control de la obesidad.® Para esto se ha recurrido a Ia
auto prescripcién, remedios médicos como [0s masajes, dietas, farmacos
(anfetaminas, agonistas serotonergicos, tratamientos hormonales) y remedios
naturistas. Esta automedicacion propicia un consumo indiscriminado de plantas
medicinales, en dosis inadecuadas y por tiempos prolongados, o que puede
causar intoxicaciones, envenenamientos, alteraciones organicas e incluso la

muerte. ’

En los Ultimos anos, ta semilla de T. peruviana llamada comunmente codo
de fraile, se ha utilizado para reducir el peso corporal, sin embargo su uso
empirico e indiscriminado ha propiciado numerosas intoxicaciones con resultados
fatales.” La evidencia actual, parece indicar que el efecto anorexigénico,
aparentemente inducido por la semilta, podria originarse por la misma intoxicacion,
ya sea causandc diarreas frecuentes, aumentando el catabolismo de las grasas, o
incluso causando anorexia tdxica. Sin embargo, en la literatura consuitada, no
existe evidencia experimental toxicoldgica y farmacoldgica de la semilla de T
peruviana en animales que avalen lo anterior. Ademas, la cantidad de principios
toxicos aunado al manejo terapéutico inexperto de esta semilla, hace que su uso
sea extremadarnente peligrosoc para la salud y la vida de las personas que lo

ingieren.  Por lo anterior, es necesario y relevante, estudiar los efectos



farmacologicos y toxicologicos de los diferentes extractos de la semilla T.

peruviana en modelos experimentales in vivo e in vitro.

Il. ANTECEDENTES

1. Caracteristicas de Thevetia peruviana

A. Descripcion botanica

La planta conocida como codo de fraile pertenece a la familia de las
Apocynaceae; al genero: Thevetia; y a la especie peruviana. Esta planta, es un
arbusto de 5 a 9 m de alto. Con peciolos no siempre bien definidos, que miden
hasta 0.5 cm de largo, laminas linear-lancecladas de 6 a13 cmde largoy de 0.5 a
1.3 cm de ancho, apice agudo, base largamente atenuada, venacion pinnada, por
lo regular visible en ambas caras, los nervios |laterales evidentes, algo realzados, a
veces de color oscuro, con frecuencia ruguloso, enves liso, glabro o piloso sobre
las nervaduras. Las inflorescencias en cimas terminales densas, umbeliformes, de
numerosas flores, pedunculos toscos de 1cm, pedicelos robustos, cortos de 1 cm
de largo; segmentos del caliz obiongos u ovado-lanceolados, de 7 a 9 mm de
largo. La corola de las flores presenta un color amarillo brillante que miden de 8 a
10 cm de largo, tubo de 2 a 2.5 cm de largo y de unos 2.5 mm de diametro,
garganta conico-campanulada, de 1.5 a 2 cm de largo y alrededor de 1 cm de
ancho. Los lébulos obovado-dolabriformes, extendidos, de 4 a 5.5 ¢cm de largo;
anteras ampliamente oblongas, de alrededor de 1.5 mm de largo. El ovario
levernente inmerso en un disco anular. El fruto drupaceo, subesférico a oblato en
la juventud, posteriormente volviéndose oboveideo-deprimido y también levemente
comprimido, hasta de 4 cm de largo y 6 5 de ancho, pedicelo grueso, rigido, hasta
de 2.5 cm de largo, hueso obtrulado en vista frontal, hasta de 5 cm de ancho, de
color pardo claro; El fruto contiene de 2 a 4 semillas. de color blancuzco con una

pelicula muy delgada protegiéndola (Fig 1). 3 % *°



Fig. 1 La Thevetia peruviana originaria de América tropical, es un arbusto o
arbol pequeno, que presenta flores de color amarillo-anaranjado y su fruto
contiene dos semillas.

B. Habitat

Forma parte del bosque tropical caducifolio, en donde la T. peruviana es
mas frecuente en comunidades secundarias. EI bosque tropical caducifolio
presenta abundante vegetacidon primaria, principalmente encontramos especies
como Juniperus, Ficus, Ceiba y Quercus que regularmente acompanan a ia T.
peruviana. La vegetacion secundaria de bosque tropical refleja pastoreo intenso.
sobre brechas volcanicas. El arbusto de 7. peruviana, cultivado ¢ semicultivado en

el solar de una casa, crece en suelo tepetatoso, plantado en suelo arenoso.



Florece y fructifica principalmente en la época lluviosa, de junio a septiembre. Se

. 8.9.10
encuentra hasta los 2300 metros sobre el nivel del mar. =~

C. Distribucidon

En México se distribuye en regiones tropicales y subtropicales de Baja
California, Campeche, Chiapas, Estado de México, Guerrero, Hidalgo, Jalisco,
Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi,
Tabasco, Veracruz y Yucatan, en donde se le han asignado distintos nombres
comunes (Tabla ). En América del sur se localiza en fas zonas tropicales de
Brasil, Venezuela, Colombia, Ecuador, Pery, Bolivia, Paraguay y al Norte de

Argentina &'

D. Usos etnofarmacoldgicos

En paises como la India, Tailandia, Brasil y Mexico, desde hace muchos
afos esta planta ha sido utilizada como remedio herbolario.*” Por ejemplo, en
Mexico en el periodo prehispanico, el latex de este arbusto fue utilizado para el
tratamiento de la sordera, la sarna y en ulceras de la piel, asi como en rituales-
religiosos; las hojas se emplean como anestésico dental, Las semillas ( "huesos™ )
se han utilizado como amuletos y también para la elaboracion de pequenos
Instrumentos musicales de percusion. Actualmente, a la semilla se le da uso
empirico en diferentes padecimientos como anestésico local, abortivo,
antineuralgico, antiartralgico, para el tratamiento de las hemorroides, del acneé y

11-45,

para reducrr el peso corporal.” Sin embargo no existen estudios

farmacolégicos formales que fundamenten tales usos terapeuticos.



TABLA |. Nombres comunes de |la Thevetia peruviana® en diferentes

estados de fa Republica Mexicana

Akitz (Yucatan)

Cabalonga de |la huasteca
Calushnan-quini {lengua totonaca).
Came (Guerrero, Michoacan)
Campanilla {Guerrero, Morelos y Yucatan)
Codo de fraile

Cojon de gato {Veracruz).

Chilca (Chiapas).

Chilindrén {Chiapas)

Flor de campana (Tabasco)
Guayapol (San Luis Potosi}
Guayocule (Hidalgo).

Naranjo amarillo (San Luis Potosi).

Narciso amarnillo (Jalisco).

Ojo de aguila (Veracruz)

Palc de San Antonio (San Luis Potosi)
Palo fortuna (Baja California Sur).

San Diego (San Luis Potosi).

San Nicolas (San Luis Potosi).
Soliman (Veracruz).

Tzenantzuch (San Luis Potosi).
Venenillo (Oaxaca).

Yambigo (Oaxaca).

Yoyotli (Guerrera, Veracruz).




E. Estudios toxicologicos

Los estudios toxicoldgicos de T. peruviana han demostrado que todas las
partes de la planta presentan principios activos tdxicos, principalmente de
naturaleza glucosidica. Estos se encuentran distribuidos en las hojas (0.07%), en
el fruto {0.045 %), el latex (0.036 %) y preponderantemente en la semilla (4.8 %).
Entre los glucdsidos que se han aislado y caracterizado de la planta estan:
thevetina A (que contiene canogenina, tevetosa y gentiobiosa) y tevetina B
(digitoxenina, gentiobiosa, tevetosa y neriifolina), ademas de otros compuestos
como tevefolina, acetilnerifolia y teveneriina. Del latex se han aislado terpenoides y
acetato de B-amirina.'® '® 7 |os glucdsidos son sustancias con nucleo esteroidal
que poseen importantes acciones sobre el corazon, presenta ademas una porcion
del azucar que contiene de 3 a 5 moleculas de monosacaridos, por lo general
metilpentosa y desoxiazucares. La glicona esteroidal, presenta en su estructura
diversos hidroxilos, uno de ellos en el carbono 14 y otro en el carbono 3, en el cual

siempre va unida la porcion de azicar (Fig. 2). '#'°

[3- Eigitmnsas]uDE
"

Nucleo pentanoper-
| hidrofenantreno |

Azucares Lactona

| Aqglicona o genina fdigoxigenina\

LA
Glucosido

Fig. 2 Estructura de los glucdsidos cardioactivos. Presentan un nucleo
esteroideo con un anillo de lactona de cinco miembros en posicion 17
(proporciona la actividad) y una serie de azucares en posicion 3.



La ingesta de T. peruviana, ya Sea accidental o intencional, ha sido causa
de muerte. Desde la década de los 70s, se han presentado casos clinicos de
cardiotoxicidad, acontecido en personas que habitan diversas areas rurales, por
giemplo, en Texas, USA. se informo de 303 casos de intoxicacion por dicha planta,
en Australia, entre 1972-78 se reporto que el 27 % del total de las intoxicaciones
presentadas en este periodo;, en Jaffna en India, representc el 10 % de las
muertes, principalmente de ninos y mujeres jovenes. Casos similares, se han

identificado en Hawai, Africay en otras partes del mundo. 2%

Por otra parte estudios de las manifestaciones clinicas de 170 casos
reportados por intoxicacion por T peruviana, sehalan la presencia de vomitos,
cambios en el electrocardiograma (ECG), bloqueo auriculo-ventricular (AV),
bradicardia, vertigo o desvanecimiento. Otras manifestaciones menos comunes
fueron: depresion de la onda T, diarrea, pulso ectdpico, dolor abdominal, dolor oral
y palpitaciones, en la tabla Il se muestran los porcentajes para cada una de estas
manifestaciones.'” # *® Ademas de lo anterior, también se han encontrado
alteraciones electroliticas ocasionadas por altas concentraciones ptasmaticas de
glucosidos cardiacos provenientes de |a planta. Es importante mencionar que las
manifestaciones clinicas sobre el corazon, resumidos en la tabla IlIf, son similares
a las presentadas por la intoxicacion por sustancias de uso clinico conocidas como
digitalicos. ' Los cuales pueden causar la muerte por su accién en el corazon. En
la tabla Il se resumen las acciones que producen |os digitalicos sobre las fibras
musculares y el sistema de conduccion cardiace y en la tabla IV, los efectos

producidos sobre otros érganos. '® 3



TABLA Il. Manifestaciones clinicas de 170 casos reportados

por intoxicacién de la semilla de T. peruviana'’

Manifestaciones clinicas | Frecuencia (%) |

[Vémitos 68.2
Cambios en el ECG 61.8 {
Bloqueo AV 52.4
Bradicardia 49.5
Veértigo o desvanecimiento 35.9

Menos frecuentes

Depresion de laonda T i 23.8
Diarrea 22.3
IPulso ectopico 6.6
Dolor abdominal ’ 59
| Dolor oral 4.1

Palpitaciones | 2.9

TABLA lIl. Efectos de los digitalicos sobre el corazén™

‘ 1. Incremento de {a fuerza de contraccidn {efecto inotrépico positivo).

[2. Disminucidn de la frecuencia cardiaca {(efectoc cronotrépico negativo)

' 3. Acortamiento del *P.R. de auricula y del ventriculo.

4. Exaltacién del automatismo auricular, nodo *AV y ventricular |

i5, Depresion temprana de la excitabilidad de auricula y tardia del ventriculo

'6. Depresion temprana de |a velocidad de conduccion auricular y tardia ventricular. |

7. Depresion progresiva de la conduccion AV hasta bloqueo total

*P.R. .periodo refractario; AV: nodo aunculo-ventricular



TABLA IV. Efectos de los digitalicos sobre otros érganos’®

| Gastrointestinales Sistema Nervioso Central ~ Otros
‘Anorexia | Cefalea 'Vision borrosa |
Nauseas Fatiga Ginecomastia
Vomitos transitorios Somnolencia
:Diarrea Debilidad muscular
Dolor abdominal generalizada

Desorientacion
Confusion
Alucinaciones

Convulsiones (rara vez)

F. Estudios farmacolégicos

Existe poca evidencia experimental sobre la actividad farmacoldgica de la
semilla de Thevetia peruviéna, sin embargo se han reportado evidencras sobre
algunos de los componentes de las Thevetias, por gjemplo, se ha reportado que la
Thevetina A, ademas de sus efectos sobre el corazon tiene un efecto estimulante
sobre el intestino y ta vejiga urinaria, probablemente la actividad diarreica y
diurética se deba a la presencia de los glucdsidos presentes en estas plantas,

efectos similares a los producidos por digitalicos.?’

Aun cuando no se han realizado suficientes estudios toxicologicas sobre ia
T. peruviana, se tiene evidencia de que la thevetina A, aislada de Thevefia
nerifolia, produce sobre el corazdn, acciones similares a los que produce esta
sustancia aislada de 7. peruviana.®® ®' Estudios realizados en la India en los 30s’,
la semilla de T. peruviana mostro efectos terapéuticos sobre el corazédn, analogos
a los producidos por la digitoxina y la ouabaina, sin embargo, debido a la gran

toxicidad de esta planta no se utiliza con fines terapéuticos sobre el corazdn.?

10



G. Normatividad

El consumo de preparados a partir de plantas medicinales (extractos,
tinturas, infusiones, etc.) es una practica arraigada en nuestra sociedad, {a cual,
se ha incrementado Ultimamente debido a diferentes razones, entre tas mas
importantes pueden mencionarse: {a tendencia a la automedicacion, inducida en
algunos casos por propagandas enganosas; practicas de medicina alternativa y el
empleo popular o folklérico de especies no solo autdctonas, sino también de otras
introducidas comercialmente. La evidencia de que la Thevetia peruviana es una
planta téxicas, permite considerarla entre las especies no aptas para el consumo
humano y de acuerdo a esto, el uso de esta especie debe ser regulado por las
normas oficiales. Actualmente existe un organismo nacional con competencia
como es, la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia
Meédica {ANMAT), quién se encarga de emitir las normas aclaratorias vy
complementarias correspondientes, teniendo en cuenta las recomendaciones de la
OMS. con respecto al control de la calidad, ® Sin embargo, este tipo de problemas
deben ser regulados por las normas oficiales mexicanas NOM-005-RECNAT-1997
(que establece los procedimientos, criterios y especificaciones para el
aprovechamiento, transporte y almacenamiento de corteza, tallos y plantas
completas de vegetacion forestal) y NOM-00S-RECNAT-13897 (que establece los
procedimientos, criterios y especificaciones para el aprovechamiento, transporte y

almacenamiento de latex y otros exudados de vegetacion forestal).** 3°
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. JUSTIFICACION

Los antecedentes de T. peruviana encontrados en la literatura
cientifica consultada, indican que: 1) la semilla llamada comunmente codo de
fraile, se utiliza con propésitos medicinales en varios estados de la Republica
Mexicana, 2) la busqueda de la reduccion del peso corporal en personas obesas,
ha incrementado notoriamente su consumo; 3) existen informes clinicos de
numerosas intoxicaciones fatales, producidas por el consumo de la semilia; 4) los
estudios fitoquimicos sefalan la presencia de compuestos glucosidicos, con
caracteristicas quimicas analogas a los digitalicos y 5) se carece de evidencia
experimental toxicolégica y farmacologica, que corrobore las propiedades
conferidas a la planta. Creemos que la aportacion de informacion experimental,
facilitaria la integracion del conocimiento, y la explicacion fundamentada del alto
grado de peligrosidad que adquiere la gente que consume empiricamente esta
planta. Por estas razones, la presente tesis pretende estudiar preclinicamente,
los efectos farmacoldgicos y toxicoldgicos de diferentes extractos de la semilla T.
Peruviana, en modelos experimentales in vivo e in vifro, para obtener informacion
relevante, que permita iniciar la caracterizacion farmaco toxicolégica de la planta y

diferenciar los efectos toxicos de posibles efectos terapeuticos.
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IV. OBJETIVOS
A. GENERAL

Determinar los efectos farmacologicos y toxicologicos de la administracion
aguda de la semilila completa suspendida y de los extractos secos obtenidos con

acetato de etilo, metancl y agua de la semilla de Thevetia peruviana.

B. PARTICULARES

e Adaquisicion e identificacion de la semilla de T. peruviana

» Obtener los extractos secos con acetato de etilo, metanol y agua de la semilia

de 7. peruviana.

» Obtener el efecto letal (DLso) y las manifestaciones de toxicidad producidos por

la semilla y los diferentes extractos secas, en el raton.

« Estudiar la toxicidad aguda de la semilla y los extractos sobre el registro

electrocardiografico de la rata (ECG).

« Determinar el efecto de los extractos sobre el musculo liso uterino, de la vejiga

y de! ileon de rata.
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V. MATERIAL Y METODOS

A. IDENTIFICACION DE LA SEMILLA DE T. peruviana.

La semilla sera obtenida del mercado de la Merced, en México, Distrito Federal

y se identificard en el Herbario del Centro Medico Nacional Siglo XX1, del IMSS.

B. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

Se eliminé el endocarpo de la semilia fresca de 7. peruviana y se sometid a
un proceso de molienda a 3000 rpm durante 30 segundos. Los extractos fueron
obtenidos por un procesc de maceracion dejando reposar durante 48 hr. 100 g de
semilla con 200 ml de disolventes de polaridad creciente: acetato de etilo, metanol
y agua. Para cada uno de los disolventes mencionados, se repitié ta maceracion
en dos ocasiones. Una vez transcurrido el periodo de maceracion, se obtuvo el
sobrenadante, el cual fue centrifugado a 3000 rpm a 10 °C, durante 10 min
(Centnfuga Sorvall Superspeed RC-2). Todos los disolventes organicos se
eliminaron por destilacion con un rotavapor a presion reducida y el acuoso por un
proceso de liofilizacion (Virtis modelo 10-155, provista de una bomba de vacio
CGP134 Koblenz). Los extractos secos fueron pesados, se calculo el rendimiento,

se etiquetaron y fueron mantenidos en refrigeracion %

C. DETERMINACION DE LA DLs, AGUDA DE LA SEMILLA COMPLETA
SUSPENDIDA Y DE LOS EXTRACTOS SECOS DE Thevetia peruviana.

1. Animales

Se utilizaron ratones Taconic, machos, adultos, de 25 a 30 g de peso
corporal, obtenidos de la Colonia del Bioterio de la Facultad de Medicina de la
UNAM. Los animales fueron mantenidos en las mismas condiciones ambientales
en cuanto a temperatura (20 + 3 °C), humedad e iluminacion (ciclo luz-oscuridad

12X12) y con acceso libre al agua y a! alimento (purina Chow).
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2. Determinacion de la DLsg

Con el propésito de ubicar la susceptibilidad a los efectos toxicos y letales
de la semilla de T. peruviana, se realizaron experimentos utilizando dos ratones
por dosis a los cuales se les administro por via oral dosis de 1, 3, 10, 30, 100. y
1000 mg/kg de la semilla completa suspendida y de los extractos secos (acetato
de etilo, metandlico y acuoso) en un volumen de 0.1 ml/10 g de peso corporal,
utilizando como vehiculo solucidén salina para la los extractos sélidos y para el

oleoso aceite de maiz.

Los animales se colocaron en jaulas individuales y se observaron
continuamente durante las primeras cuatro horas después de la administraciéon de
los diferentes extractos secos, se registro la fetalidad ocurrida a las seis y a las 24
hr. Los datos obtenidos en este estudio preliminar permitieron identificar los signos
y sintomas de toxicidad aguda, asi como seleccionar el esquema de dosis

definitivo para obtener la Diso.

Para la siguiente etapa experimental, se utilizo un lote de 80 ratones con las
caracteristicas senaladas antericrmente y clinicamente sanos. Los animales se
distribuyeron aleatoriamente en seis grupos de 10 ratones cada uno. Con base en
el estudio preliminar se disend un esquema de prueba, empleando cinco niveles
de dosis espaciadas logaritmicamente. Uno de [os grupos se utilizé como grupo

testigo y solamente recibio el vehiculo por la misma via.

Los animales fueron observados continuamente durante las primeras cuatro
horas, en este lapso de tiempo se tomo la temperatura rectal antes y a los 30, 60
y 120 min después de ta administracion de la semilla y de los extractos secos, se

registro la letalidad ocurrida cada 24 hr., durante 30 dias.**®
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3. Analisis estadistico:

El calculé de la Dlsg para la semilla suspendida fue realizado por el método
de Millier & Tainter y para cada uno de los extractos por el método de Litchfield &

. L N a0 M
Wilcoxon con los limites de confianza al 85 %.*

D. ESTUDIOS DE CARDIQTOXICIDAD
1. Animales:

Para cada uno de los extractos se utilizaron 6 ratas de la cepa Wistar,
machos de 250 a 300 g y que se mantuvieron en condiciones experimentates

simitares a las mencionadas anteriormente y clinicamente sanos.

2. Patrén electrocardiografico normal

Para la lectura del electrocardiograma (ECG) se tomaron en cuenta la siguiente
informacién: el ECG habitual es un trazo registrado de las variaciones del
potencial eléctrico recogide en la superficie del cuerpo. Los cambios de este
potencial eléctrico durante un ciclo cardiaco describe una serie de ondas que
ascienden o descienden en relacion con la linea basal (nivel isoeléctrico). Reciben
los nombres de onda P (activacion eléctrica de la auricula; despolarizacion),
complejo QRS (despolarizacion de los ventriculos) y onda T (representa el fin de la
despolarizacién o la repolarizacién de ambos ventriculos). Ademas, tenemos el
intervalo PR o PQ que representa el tiempo reguerido para la despolarizacion
auricular y la conduccidn del impulso a través del nodo auriculo- ventricular (AV),
el intervalo QR, también llamado tiempo de activacion ventricular, corresponde a la
propagacion de la onda de despolarizacion desde el endocardio hasta la superficie
epicardica y el segmento ST que representa un periodo de inactividad eléctrica,
después de gue la totalidad del miocardio se despolarizo. Con la informacién
anterior se pueden identificar las alteraciones gue se presentan a nivel del

corazon. *?
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3. Registro electrocardiografico

Los animales se anestesiaron con la administracion intraperitoneal de una
mezcla de cloralosa- uretano (500 mg-8 g); en un volumen de 1 ml por cada 100 g
de peso corporal. Se realizd una tragueostomia y se introdujo una canula en la
trdquea para mantener la ventilacion. La rata se fijo en decubito dorsal y se
colocaron electrodos bipolares subcutaneos colocados en derivacion uno sobre los
miembros anteriores y posteriores. La actividad electrocardiografica se registro
mediante un amplificador acoplado a un poligrafo Grass 79D, a una velocidad del

papel de 25 a 50 mm/seg. * *
4. Analisis de resultados

En cada registro se determinaron los cambios en el ECG de las ratas que
recibieron la semilla suspendida (500 mg/kg} y los extractos de acetato de etilo

(4000 mg/kg), metandlico y acuosos (500 mg/kg).

E. ESTUDIOS In vitro SOBRE ORGANO AISLADO
1. Animales

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar de 250-300 g para la preparacion de
utero (hembras), vejiga e ilecn (machos). Los animales se mantuvieron en las
mismas condiciones ambientales de temperatura (20 + 3 °C), humedad e

lluminacion (ciclo luz oscuridad 12 X 12 ), provistos de alimento y agua ad /ibitum.
2. Determinacion de la fase del ciclo estral

Previo al sacrificio y obtencion del utero, se realizd un frotis vaginal para
determinar en que fase del ciclo estral se encontraban (proestro, estro, metaestro
o diestro). Con una pipeta Pasteur se introdujo 0.1 ml de solucién fisiolégica salina
al 0.9 % en la vagina de las ratas, se extrajo el liquido y la muestra obtenida se

coloco en un porta objetos y se observo al microscopio 40 X (Swift-741580). La
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fase se determind por las caracteristicas morfolégicas que presentaban las células

epiteliales y solo se emplearon las ratas que se encontraban en fase de estro.®
3. Aislamiento y montaje del utero

Los animales en fase de estro se pesaron y se sacrificaron por dislocacion
cervical, se disecd el Utero y se colocd en una caja de Petri con solucion Ringer
De Jalon (composicion en mM: NaCl 153, KCI 5.6, glucosa 2.7, NaHCO3 5.9,
CaCl, 100), se eliminé del drgano el tejido adiposo y conectivo. Se tomaron
segmentos de 1.5 a 2 cm de longitud. Estos se colocaron en camaras para organo
aislado de 30 ml que contenia la solucion Ringer De Jalon, burbujeada con
carbdgeno (5 % de CO; y 95 % de O,), mantenidos a una temperatura constante
de 32 °C y un pH de 7.4. Cada segmento se sometid a una tension inicial de 1 gy
se perfundieron con solucion nutriente durante quince minutos, antes de la

exposicidn a los extractos (Fig 3) ** %

4. Aislamiento y montaje del ileon

Los animales se pesaron vy sacrificaron por dislocacion cervical y el lleon se
diseco e inmediatamente se colocaron en una caja de Petri con solucidn de Krebs
con la siguiente concentracion mM: NaCl 118, KCI 4.7, glucosa 11, NaHCO; 25,
CaClz 25 MgCl, 1.2 y KH.PO4 1.3. El ileon se limpio del tejido adiposo y
conectivo y se cortaron segmentos de aproximadamente 1.5-2 ¢cm de longitud, los
cuales fueron colocados en camaras para ¢rgano aislado de 30 ml con solucion de
Krebs burbujeada con carbogeno (& % de CO; y 95 % de O}, mantenidas a un pH
de 7.4 y a una temperatura de 37 °C. Cada segmento se sometid a una tension
inicial de 2 g vy se perfundieron con solucion nutriente durante quince minutos,

antes de la exposicion a los extractos (Fig 3). 46 47
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5. Aislamiento y montaje de la vejiga

Los animales se pesaron y sacrificaron por dislocacion cervical. La vejiga
se aislo y se colocod en una caja de Petri que contenia solucion de Krebs en
concentraciones mM NaCl 118, KCI 4.7, glucosa 11, NaHCO; 25, CaCl, 2.5, MgCls
1.2 y KH:PQ4 1.3. La vejiga se limpid del tejido adiposo y se tomaron segmentos
transversales (detrusor superior e inferior y trigono), los cuales se colocaron en
una camara para érgano aislado de 30 ml que contenia la solucion de Krebs
burbujeada con carbogeno (5 % de CO; y 95 % de O3), se mantuvieron a un pH de
7.4 y a una temperatura de 37 °C. Cada segmento se sometid a una tension
inicial de 2 g vy se pefundieron con solucién nutriente durante quince minutos;

antes de la exposicién a los extractos (Fig 3). %
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Fig 3. Representacion general de la preparacion de musculo liso (Utero, ileon o
vejiga), perfundido con solucion nutriente. burbujeada con carbégeno, mantenido

a una temperaturade 32037 °CyaunpHde 74
6. Respuesta Contractil

La actividad basal y la respuesta contractil del musculo liso uterino, de la
vejiga y del ileon, inducida por los diferentes extractos. se registrd a traves de un

transductor FTO3 conectado a un poligrafo Grass 79D. Las condiciones

fisiologicas para cada uno de los tejidos se resumen en la tabla V.
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En todos los casos, se realizaron curvas dosis respuesta a la acetilcolina a
las siguientes concentraciones 1x 10°, 1x107°, 1x10™ y 1x10™ y en presencia de
los diferentes extractos (metandlico y acuoso a una concentracién de 666.66 ug/mi

y para el acetato de etilo 1000 pg/ml). *

La actividad espontanea del musculo liso ¢ la inducida por las diferentes
concentraciones de acetilcolina se determind de la siguiente manera: para el Utero
la respuesta se cuantifico como el area bajo la curva (ABC), para ello, se utilizé un
método planimétricoe (Burell, Corp); para ileon y vejiga la respuesta se cuantificé

en gramos de tension.

TABLA V. Condiciones fisiolégicas para musculo de
atero, ileon y vejiga *®
| Organo | Solucion nutriente | Segmento | Temperatura |  Tensidn
1 | (cm) ~(°C) inicial {g)
} Utero |De Jalon (mM):
| 'Na Cl: 153 |
KCl. 586 ' 2-3 32 1

Glucosa: 2.7
NaHCO3: 5.9
Ca Cly: 100 1
lleon |Krebs (mM) |
Na Cl: 118 '
KCI: 4.7
Glucosa: 11 1.5-2 37 2
NaHCO;5: 25
Ca Clzi 2.5
MgCl;:1.2
KHPO4: 1.3 |
Vejiga |Krebs | 0.8- 1 37 2

7. Analisis estadistico

Los resultados se sometieron a un analisis de varianzas (ANOVA) v a la
prueba de t de Student y se calculé el promedic y el error estandar (E.E)),

considerandose estadisticamente significativos los valores de p< 0.05.

21




Vi. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Extraccion

A. Obtencién e identificacién de la semilla de T. peruviana

La semilla fue obtenida del mercado de la merced, en [a Ciudad de Mexico,
Distrito Federal de un lote de procedencia de la Costa chica de Guerrero la cual
fue identificada por |la Dra. Abigail Aguilar Contreras, jefa del Herbario del Centro
Médico Nacional Siglo XXI, del IMSS como:

Familia: Apocinaceae
Genero. Thevetia
Especie: peruviana

Numerao de clasificacidn: 14524

B. Caracteristicas fisicas y rendimientos de los extractos

Las caracteristicas fisicas y el rendimiento para cada uno de los extractos
secos obtenidos de |la semilla de Thevetia peruviana se describen en la tabla VI
Los rendimientos se expresan en por ciento de |los extractos secos obtenidos a
partir de 100 g de semilla. La extraccion por maceracion con acetato de etilo,

permitid obtener el mayor rendimiento seguido por metanol y por ultimo el acuoso.

TABLA V! Caracteristicas fisicas y rendimiento de los extractos secos

obtenidos de la semilla de Thevetia peruviana

'Disolvente [ Acetato de etilo | Metanol i Agua |
"Estado Liquido | Sélido Salido

Aspecto ' Oleoso : Polvo | Polvo ‘
| Color | Amarillo ' Amarillo claro ! Café claro |
'Rendimiento (%) | 31.9 73 J 1.9 |
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2. ESTUDIOS in vivo

A. Manifestaciones de toxicidad (signos y sintomas)

Las manifestaciones de toxicidad que se presentaron en los ratones que
recibieron los extractos metandlico y acuoso fueron: temblor, aumento de la base
de sustentacion, relajacion, taquipnea, hipotermia, retencion urinaria, mioclonias,
convulsiones generalizadas y muerte, tales efectos fueron cilaramente
dependientes de la dosis. Estos efectos se observaron en mayor frecuencia con el
extracto metandlico.®® Los resultados anteriores confirman los efectos inducidos
por la semilla completa, realizados por nuestro grupo de trabajo.*? Sin embargo el
periodo de latencia de las manifestaciones de toxicidad se presento
aproximadamente a los 10 min en el caso de la semilla completa y para los
extractos secos fue entre 2 y 4 hr. despues de |la administracion y la muerie en los
dos casos después de 24 hr. En el caso de los efectos del extracto seco de
acetato de etilo los animales, la frecuencia e intensidad de |las manifestaciones de
toxicidad fueron significativamente menores aun con dosis muy altas (2000-4000
mg/kg), los efectos mas consistentes fueron: diarrea, ataxia, sangrado en heces.

Los resultados anteriores se resumen en la tabla VIl

La modificacion de la temperatura corporal fue otra manifestacion de
toxicidad; la semilla suspendida y los extractos metandlico y acuoso produjeron un
efecto hipotérmico significativo (p<0.05) dosis dependiente, ademas podemos
observar que este efecto se presenta mas rapidamente (30 min) que para los
extractos secos (120 min).(Fig 4, 6 y 7). En contraste en el caso del extracto seco
de acetato de etilo no se observaron cambios importantes en la temperatura (Fig
5).

Estas manifestaciones de toxicidad pueden ser causadas por los efectos

directos de los glucésidos contenidos en la semilla y los extractos secos

metandlico y acuoso, sobre el tubo digestivo, pero también es el resultado de
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acciones en el sistema nervioso central (SNC), incluyendo la estimulacion de
quimiorreceptores. El sistema parasimpatico como el simpatico se ven afectados y
ocurre a todo |o largo de los intervalos de dosificacion terapeutica y toxica. Esta
accién implica sensibilizacion de los barroreceptores, estimulacion vagal central y

facilitacion de la transmisién muscarinica y adrenérgica.'®

TABLA VII. Porcentaje de frecuencia de las manifestaciones de toxicidad
inducidos por los extractos secos de la semilla de Thevetia peruviana

~ Manifestacién de | Metandlico | Acuoso | Acetato de etilo
' toxicidad |
' "60 | 50 20
Diarrea ‘ ' |
A Base de *100 100 | 0
sustentacion | | i ~ .
v la fuerza *100 ' 100 0
| muscular ,
Taquipnea *100 100 10 |
Mioclonias ' *60 . 50 0 -
' Convulsiones 20, ultimas 0 0
| dosis : |
Letalidad 2-6 hr 6-7 hr.yenalgunos | > 3dias
(latencia) } casos mas de 3 dias
'Distensién de la 100 ’ 60 0
| vejiga |
Otros Contraccion Exoftaimos Contraccidn
! abdominal { J abdominat

*Manifestacicnes que se presentaron a partir de la dosis de 62.5 mg/kg, n = 10
animales por dosis
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Fig.4 Evolucion temporal de la temperatura rectal de ratones antes (B) vy
despues de la administracién oral de la semiila suspendida. Los resultados se

expresan como el valor promedio de la temperatura + EE. * p<0.05 con
respecto a la basal.
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Fig.5 Evolucion temporal de la temperatura rectal de ratones antes (B)
despues de la administracion oral de diferentes dosis del extracto seco d

acetato de etilo. Los resultados se expresan como el valor promedio de |
temperatura = E.E. * p<0.05.
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Fig.6 Evolucion temporal de la temperatura rectal de ratones antes (B} y

después de la administracion oral de diferentes dosis del extracto seco
metandlico. . Los resultados se expresan como el valor promedio de la

temperatura £ £ E. * p<0.05.
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Fig.7 Evolucion temporal de |a temperatura rectal de ratones antes y despues
de la administracidon oral de diferentes dosis del extracto seco acuoso. Los

resultados se expresan como el valor promedio de la temperatura + E.E.
*»<0.05
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B. Determinacion de la DLgg:

L.a dosis letal cincuenta {DLsg) fue obtenida mediante el metodo de Litchfield
y Wilcoxon* con limites de confianza al 95 %. Se obtuvo una toxicidad letal mayor
con el extracto metandlico (118.37 mg/kq), intermedia con el extracto acuoso
(226.45 mg/kg) y un efecto menor en el caso de la semilla suspendida (446.68
mg/kg). Como puede observarse existen diferencias en la potencia toxica de la
semilla suspendida con respecto a los diferentes extractos secos. La comparacion
de nuestros resultados, de acuerdo a el criterio internacional de potencia
toxicoldgica ubica a la DLso obtenida con a la semilla suspendida y con |os
extractos secos, en un indice toxicolégico de 4, es decir muy toxico {Tabla VI °'
Posiblemente las sustancias responsables del efecto letal son los glucdsidos
cardioactivos, thevetina A y thevetina B, sin embargo, para confirmar lo anterior es
necesario realizar el fraccionamiento de los extractos y probar la toxicidad de cada
una de las fracciones. Por otro lado, el extracto seco obtenido con el acetato de

etilo mostré el menor grado de toxicidad. Lo anterior se resume en la tabla IX.

TABLA VIN. Clasificacion de la toxicidad de las sustancias de acuerdo con el
indice toxicoldgico con base en la dosis letal cincuenta {(DLs) en roedores
extrapolada a la especie humana®
Dosis letal probable por via oral, para una persona de 70 kg

indice toxicoldgico Dosis {mg/kg

|6 super toxica ' <5 | Menos de 1 ml
5 extremadamente toxica 5-50 | Entre 1y 5mi

4 muy toxica — 50500 T Entre 5y 30 mi

i 3 moderadamente tdxica | 500-5000 | ' Entre 30 y 480 mi

|2 ligeramente toxica 5000-15000 Entre 480y 946 ml
1 practicamente no tc')xica_l > 15000 > 946 m| o
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TABLA IX. DLsy y categoria toxicolégica de la semilla y los extractos de

. : 52
Thevetia peruviana.

DL 50 (mg/kg) INDICE TOXICOLOGICO |
L.C. 95 %

| SEMILLA B o
SUSPENDIDA *446.68 4

EXTRACTO SECO i
| METANOLICO **118.37 (86.44 a 162.1) 4 |
|[EXTRACTO SECO '
ACUOSO *+226.45 (156 a 328.59) 4

"EXTRACTO SECO
ﬁCETATO DE ETILO >4000 2

* Método grafico de Miller & Tainter
** Método de Litchfield & Wilcoxon

C. Cardiotoxicidad

Los registros electrocardiograficos, obtenidos de las ratas que recibieron la
semilla suspendida, muestran alteraciones aproximadamente a los 15 min
despues de recibir el tratamiento. Los trastornos predominantes son: aumento del
voltaje y bradicardia sinusal, debida al efecto sobre el nodo SA. Taguiarritmias
caracterizada por taquicardia y fibrilaciones ventriculares. Blogqueo de Ia
conduccion hasta llevar al paro cardiaco (Fig. 8). En el caso de los animales que
recibieron el extracto seco metandlico, las alteraciones predominantes en el ECG
muestran; tanto bradiarritmias como taquiarritmias. En la Fig. 9, se observan:
bradicardia sinusal, blogueo del nodo AV, bigeminismo y bloqueo completo de la
actividad eléctrica del corazén. Es decir, a diferencia de la semilla suspendida,

predominan las alteraciones que conducen a doble arritmias (Fig. 9).
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Es importante mencionar que la duracién de las alteraciones en el ECG son
dependientes de la dosis administrada, ya que a menores dosis los fendmenos
bradiarritmicos se mantienen aproximadamente por 90 min del registro y a
mayores dosis, una vez que se instala la alteracidn electrocardiografica, se
presenta el bloqueo completo de la funcidn del corazon a los 5 min del fenomeno

bradiarritmico.

En la Fig. 10, se observan tanto taquicardias ventriculares como blogueos
de la conduccidn eléctrica del corazén de manera similar a la observada con la
semilla suspendida. Las alteraciones en el ECG del extracto seco acuoso, son
similares a los observados con el extracto seco metandlico y los reportados
durante la intoxicacion producida por digitalicos en uso clinico.* Por otra parte, los
animales que recibieron el extracto seco de la semilla, obtenido con acetato de
etilo, no presentaron cambios en el ECG durante los 600 min que fueron

registrados (Fig. 12).

La cardictoxicidad implica la despolarizacion en reposo debido a la
inhibicidn de la bomba de sodio y a la posdespolarizaciones oscilatorias, causadas
por la sobre carga de calcio intracelular producida posiblemente por los glucdsidos
presentes en la semilla y que se encuentran concentrada en los extractos
metanadlico y acuoso. La despolarizacion en reposo puede ser responsable de una
parie de las anormalidades de conduccion, como el blogueo auriculoventricular.
Quiza las posdespolarizaciones sean la causa de la mayoria de las arritmias por
glucosidos que implican automaticidad anormal como las despolarizaciones

ventriculares prematuras, el bigeminismo y |a taquicardia ventricular. 9
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Fig. 8 Registro electrocardiogréafico de la rata durante el periodo basal y a los 15
30, 45, 60, 75 y 80 min, después de |la administracion de la semilla suspendid

de Thevetia peruviana (500 mg/kg p o).

32



ast’
!‘}
f {
i §. -I? i ,[ i } ¢ |
& o : w’r'.ﬁ ! i ! ( i {
H o 'ir"'i, el Hw.”'; ; i _"‘J{f’jh .f.%;_!ﬂ;?;ﬂi:f' it
‘ 383’
382’
364’ 38y’

Fig. 9 Registro electrocardiografico donde se observan las manifestaciones de
toxicidad producida por el extracto seco metandlico (500 mg/kg p o). El cambio del
ECG se presento después de 360 min de la administracion del extracto, el paro

cardiaco se presentd alos 365 min de registro.
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Fig. 10 Registro electrocardiogéafico donde se observan las manifestaciones de
toxicidad producida por el extracto seco metandlico de la semilla de 7. peruviana
(300 mg/kg p o). El cambio del ECG se presento después de 480 min de la
administracion del extracto, hasta llevar al paro cardiaco aproximadamente a los
570 min.
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Fig. 11 Registro electrocardiografico de la rata donde se observan las
manifestaciones de toxicidad producida por el extracto seco acuoso (500 mg/kg p
o). El cambio del ECG se presento después de 540 min de la administracion del
extracto y el paro cardiaco se presento después de los 545 min.
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Fig. 12 Registro electrocardiografico de la rata durante el periodo basal y a los
360, 480 y 600 min, después de la administracion por p o del extracto seco
obtenido de ta semilia de Thevetia peruviana con acetato de etilo
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C. ESTUDIOS [n vitro

A. Efectos sobre el musculo uterino

Los extractos secos de acetato de etilo y acuoso sobre el musculo liso
uterino producen un desplazamiento de la curva dosis respuesta (CDR) a la
acetilcolina a la derecha (Fig. 13 y 14), lo cual se ve reflejado en una disminucion
de la contraccion uterina, como se observa en el registro (Fig. 15y 16). En el caso
del extracto seco metanolico se observa un aumento en la contraccion muscular
en las primeras concentraciones y despues se manifiesta un desplazamiento hacia
la derecha de la CDR de |a acetilcolina, esto lo podemos observar tanto en la CDR
y el registro poligrafica (Fig. 17 y 18). Los resultados antericres sugieren que en e!
extracto se encuentra compuestos que modifican la actividad espontanea uterina,

lo que posiblemente explica uno de sus usos populares que se le da a la planta ™

B. Efectos sobre musculo intestinal:

Los extractos secos metanodlico y acuosc de la semilla de 7. peruviana
aumentar de manera significativa la contraccion producida por la acetilcolina en el
musculo liso intestinal |, lo que se ve reflejado tanto en las CDR vy en los trazos
representativos (Fig. 19, 20 y 21, 22), esto podria explicar el efecto catartico o

diarreico que se presentd en los estudios in vivo de toxicidad aguda. {Tabla VI)

En el caso del extracto seco obtenidc con acetato de etilo, no se
presentaron cambios significativos de la CDR a la acetilcolina en musculo liso
intestinal (Fig. 23 y 24). Lo anterior se puede correlacionar con el efecto que se
observo in vivo, en los animales tratados con el extracto agudamente ya que solo

presentaron efectos diarreicos a dosis altas (2000-4000 mg/kg).
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Fig 13. Registro poligrafica de los efectos producidos por el extracto seco de
acetato de etilo (1000 pg/ml), sobre Ja contraccion inducida por diferentes
concentraciones de acetilcolina en musculo liso uterino. El panel A, aceticolina
sola; panel B, acetilcolina y el extracto.
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Fig. 14 Curva dosis respuesta (CDR) obtenida con el mudsculo liso intestinal
aislado de rata y la administraciéon de dosis crecientes de acetilcolina sola

(AcCo) y en presencia del extracto seco de acetato de etilo (1000 pg/ml)
obtenido de la semilla de 7. peruviana. Los resultados se expresan como el
promedio de la actividad uterina (area bajc la curva) £+ E.E. (n = 9) *p<0.05.
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Fig 15. Representacion poligrafica de los efectos producidos por el extracto seco
acuoso (666.66 pg/mi}, sobre la contraccidn inducida por diferentes
concentraciones de acetilcolina en musculo liso uterino. El panel A, acetlcolina

sola; panel B, acetilcelina y el extracto.
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Fig. 16 Curva dosis respuesta (CDR) obtenida con el musculo liso intestinal
aislado de rata y la administracion de dosis crecientes de acetilcolina sola
(AcCo) y en presencia del extracto seco acuoso (666.66 ug/ml) obtenido de la
semilla de T. peruviana. Los resultados se expresan como el promedio de la
actividad uterina (area bajo la curva) + E.E. (n = 9) *p<0.05.
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Fig 17. Representacion poligrafica de los efectos producidos por el extracto seco
metandlico (666.66 ugimi) sobre la contraccion inducida por diferentes
concentraciones de acetilcolina en musculo liso uterino. El panel A, acetlcolina

sola; panel B, acetilcolina y el extracto.
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Fig. 18 Curva dosis respuesta (CDR) obtenida con el muasculo liso intestinal
aislado de rata y la administracion de dosis crecientes de acetilcolina sola
(AcCo) y en presencia del extracto seco metanolico (666.66 ug/ml) obtenido de
la semilla de T. peruviana,. Los resuitados se expresan como el promedio de la
actividad uterina (area bajo la curva) + E.E. (n = 9) *p<0.05.
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Fig 19. Registro poligrafico del efecto de diferentes concentraciones (1 X10° -1 X
10° M) de la acetilcolina sola (A) y en presencia del extracto seco metandlico
(666.66 ug/ml) de la semilla de T. peruviana (B), en ileon aislado de rata.
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Fig.20 Curva dosis respuesta (CDR) obtenida con el musculo liso intestinal
aislado de rata y la administracion de dosis crecientes de acetilcoling sola (AcCo)
y en presencia del extracto seco metanolico (666.66 pg/mi); obtenido de la
semilla de T. peruviana,. Los resultados se expresan como el promedio en g de

tension + E.E. {n =8) *p<0.05,
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Fig 21. Trazo poligrafico del efecto de diferentes concentraciones (1X10° - 1X 107
M) de la acetilcolina sola (A) y en presencia del extracto seco acuoso (666.06
Hg/ml) de fa semilla de T. peruviana (B), en ileon aislado de rata
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Fig 22. Curva dosis respuesta (CDR) obtenida con el musculo liso intestinal
aisiado de rata y la administracion de dosis crecientes de acetilcolina sola (AcCo)
y en presencia del extracto seco acuocso (666.66 pg/ml); obtenido de la semilla
de T. peruviana. Los resultados se expresan como el promedio en g de tension +
E E (n=8) *p<0.05.
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Fig 23. Trazo poligrafico del efecto de diferentes concentraciones (1X10° - 1X 107
M) de |la acetilcolina sola (A) y en presencia del extracto seco de acetato de etilo
(1000 pg/ml} de la semilla de 7. peruviana (B) en ileon aislado de rata.
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Fig. 24 Curva dosis respuesta (CDR) obtenida con el musculo liso intestinal
aislado de rata y la administracidn de dosis crecientes de acetilcolina sola (AcCo)
y en presencia del extracto seco de acetato de etilo (1000 ug/m!), obtenido de la
semilla de T. peruviana. Los resultados se expresan como el promedio en g de
tension + E. (n =8} "p<0.05.
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Se ha reportado que los glucdsidos cardiacos afectan todos los tejidos
excitables incluyendo el musculo liso y el SNC. El mecanismo de estos es
probable que implique la inhibicién de la Na+/K+ ATPasa, esto ocasiona que
aumente de manera espontanea la actividad del musculo liso. Ademas se
incrementa el calcio intracelular esto podria ocasionar un aumento en el tono del
muscuto liso.'® El aumento de la contraccion del musculo liso intestinal provocada
por los extractos secos metandlico y acuoso estarian justificados con lo
anteriormente descrito. Sin embargo para el caso del musculo liso uterino solo a
menores concentraciones del extracto metandlico se obtuvo una respuesta
contractil y no asi con el extracto acuoso, esto posiblemente se deba a la
concentracion de glucdsidos y a la presencia de diferentes compuesto presentes

en los extractos.

C. Efectos sobre musculo de vejiga

La miccién es un proceso por el que |a vejiga vacia su contenido después
de haberse llenado. La vejiga se llena progresivamente hasta que la tension que
dilata sus paredes sube por encima del umbral y, en ese momento se
desencadena un reflejo nervioso. Este reflejo de miccion da origen a un deseo de
orinar. La vejiga es una camara de musculo liso gue se compone de dos partes el

musculo detrusor y el trigono que esta colocado en sentido oblicuo, >

La respuesta contractil de |la vejiga se determiné a utilizado tres diferentes
regiones transversales: el detrusor superior, el inferior y el trigono.* E! extracto
seco metandlico y el acuoso, modifican la respuesta contractil producida por la
acetilcolina, por una parte se observa una relajacion de la parte superior e inferior
del musculo detrusor, (Fig. 25 y 27} y por otra, no modifica la contraccion del
trigono (Fig. 26 y 28). Sin embargo con el extracto seco acuoso se observa una
ligera tendencia a disminuir la contraccidn muscular del trigono (Fig. 28). Por otro
lado el extracto seco de acetato de etilo modifica la respuesta contractil de
acetilcolina produciendo una relajacion del detrusor superior e inferior (Fig. 29 y

30) y una disminucion significativa de |la contraccién del trigono sobre todo en las
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ultimas concentraciones de acetilcolina (Fig. 30). En la figura 31 se muestran la
representacion poligrafica de la parte detrusora de la vejiga aislada, para los
extractos secos obtenidos de la semilla de T. peruviana eon acetato de etilo,
metanol y agua, en el cual se puede observar una disminucion de la parte
detrusora para los tres extractos. Para la parte del trigono de la vejiga, podemos
observar que para el extracto acuoso y metandlico no presentan cambios
significativos con respecto al trazo de acetilcolina sola y en cambio para el extracto
seco de acetato de etilo se observa un disminucion de la contraccion (Fig. 32). Por
lo que, los resultados anteriores explican los efectos producidos por los extractos
secos de la semilla de T. peruviana sobre la vejiga en los estudios experimentales
de |a toxicidad aguda, los cuales reflejan una distension de la vejiga prominente a
la autopsia de los animales, en la mayoria de los casos, principaimente en los que
recibieron los extractos secos metandlico y acuoso, |0 gue no es observado en los
gue recibieron el extracto seco de acetato de etilo. Los posible mecanismos por
los cuales, estan actuando los extractos secos metandlico, acuoso no se pueden
definir con los resultados anteriores pero nos podria sugerir algunos mecanismos,
por un lado que este actuando como una sustancia antagonica a nivel del
parasimpatico, esto ocasionaria la relajacion del detrusor y contraccion del trigono
impidiendo asi Ia liberacién de la orina (miccion), y por el otro, que este actuando a
nivel del simpatico generando la liberacion de noradrenalina ocasionando
relagjacion del detrusor y contraccion del trigono. Para confirmar lo anterior es
necesario realizar estudios adicionales con agonistas y antagonistas de los

receptores que actlan a nivel autonomico.
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Fig.25 Curva dosis respuesta (CDR) a la acetilcolina sola (AcCo) y en
presencia del extracto seco metandlico (666.66 ug/mi), obtenido de Ia semilla
de T. peruviana, sobre vejiga aislada de rata: A) detrusor superior; B) detrusor

inferior. Los resultados se expresan como el promedio en g de tension £ E.E. (n
= 8) *p<0.05.
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Fig.26 Curva dosis respuesta (CDR) a la acetilcolina sola (AcCo) v en
presencia del extracto seco metandlico (666.66 1g/ml). obtenido de la semilla
de T. peruviana, sobre el trigono de vejiga aislada de rata. Los resultados se
expresan como el promedio en g de tension + E.E. (n = 8) *p<0.05.
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Fig.27 Curva dosis respuesta (CDR) a la acetilcalina sola (AcCo) y en presencia del
extracto acuoso (666.66 pg/ml); obtenido de la semilla de T. peruviana sobre vejiga
aislada de rata: A) detrusor superior; B) detrusor infertor. Los resultados se expresan

como el promedio en g de tensidon £ E.E. (n = 8) *p<0.05.
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Fig.28 Curva dosis respuesta (CDR) a la acetilcolina sola (AcCo) y en
presencia del extracto acuoso (666.66 ug/ml); obtenidos de la semilla de 7.
peruviana sobre el trigono de vejiga aislada de rata. Los resultados se expresan

come el promedio en g de tension + E.E {n = 8) *p<0.05.
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Fig.29 Curva dosis respuesta (CDR) a la acetilcolina sola (AcCo) y en
presencia del extracto de acetato de etilo (1000 ng/ml); obtenidos de la semilla
de T. peruwviana A) detrusor superior: B) detrusor inferior de vejiga aislada de

rata. Los resultados se expresan como el prcmedic en g de tension + EE. (n =
8-9) *p<0.05.
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Fig.30 Curva dosis respuesta (CDR) a la acetilcolina sola (AcCo) y en
presencia del extracto de acetato de etilo (1000 ug/ml) obtenido de la semilla de
7. peruviana sobre el trigono de vejiga aislada de rata. Los resultados se
expresan como el promedio en g de tension + E.E. (n = 8) *p<0.05.
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Fig 31. Representacién poligrafica, efecto de los extractos secos de la semilia de
T. peruviana en presencia de diferentes concentraciones de acetilcolina (1X10° —
1X107 M), sobre la actividad de la parte detrusora de la vejiga aislada de rata. A.

acetlcolina sola; B) acetilcolina y el extracto seco de acetato de etilo; C. metandlico
y D. acuoso.
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Fig 32. Representacion poligrafica, efecto de los extractos secos de la semilla de
T. peruviana en presencia de diferentes concentraciones de acetilcolina (1X107° —
1X10™ M), sobre la actividad mecanica de |a parte del trigono de la vejiga aislada
de rata. A. acetilcolina sola y los extracto seco de B) acetilcolina (AcCo) + acetato
de etilo; C) AcCo + metandlico; D). AcCo + acuoso.
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VIi. CONCLUSIONES

e Con base en la DLs, inferimos que primariamente el extracto seco

metanodlico y secundariamente el acuoso contienen productos muy toxicos.

* Las manifestaciones de toxicidad fueron claramente dependiente de Ia
dosis y con: aumento de la base de sustentacion, disminucion de la fuerza
muscular, distension de la vejiga, mioclonias, muerte, asi como un efecto

hipotérmico fueron observadas con el extracto seco metandlico y acuoso.

* Los registros ECG obtenido de ratas que recibieron la semilla completa
suspendida y los extractos metandlico y acuoso, mostraron alteraciones
similares a los causados por la intoxicacidn digitélica como. bloqueo,
extrasistoles, desnivel del segmento ST, cambio de voltaje, arritmias,
fibrilacion y paro cardiaco. El extracto seco de acetato de etdo no produjo

cambios en el ECG.

+ Los exiractos secos acuoso y de acetato de etilo de la semilla de T.
peruviana disminuyen la contraccion producida por la acetilcolina en el
musculo liso uterino. Sin embargo, en las primeras concentraciones el
extracto metandiico aumenta la contraccion producida por la acetilcolina

sobre dicho musculo.

» Los extracto metandlico y acuoso generan un aumento contractil del
musculo liso intestinal mientras que el extracto obtenido con acetato de etilo

no modifica |la respuesta contractil de la acetilcoiina.

» E! extracto seco acuoso relaja las porciones superior e inferior del musculo
detrusor pero no madifica el trigono de vejiga de la misma manera el
extracto seco obtenido con acetato de etilo relaja el detrusor y disminuye la

contraccion del trigono.
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» Es necesario realizar el disefio de estudios adicionales para establecer el o
los posibles mecanismos de accion que dan lugar a los efectos observados

en los modelos in vivo e in vitro.

VIil. CONSIDERACIONES

Los resultados de la presente investigacidn muestran que diferentes
extractos obtenidos de la semilla de 7. Peruviana, producen diferentes acciones
farmacotoxicologicas en roedores. Este hecho indica la presencia de mas de una
sustancia activa y por lo tanto la necesidad de realizar fraccionamientos
biodirigidos para encontrarlas y caracterizarlas farmacolégicamente. Aun mas,
solo la investigacion farmacotoxicoldgica preclinica de las sustancias citadas hasta
hoy en la semilla, permitiria establecer |as dosis terapéuticas en padecimientos
como la insuficiencia cardiaca y en el probable tratamiento de la obesidad. Meta
que no esta lejos de alcanzarse si recordamos el caso precisamente de los

digitalicos, que a pesar de su toxicidad contindan vigentes.

Por otra parte, vale la pena mencionar gue nuestro estudio, corrobora la
alta toxicidad de la semilla, motivo por el cual consideramos de suma importancia,
la implementacion de campanas de informacion que alerten a la poblacion del alto

riesgo de toxicidad que se adqguiere al consumir la planta.
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Thevetiv peruviena (Apocynaceae), native o tropical
America, 15 a small tree or bush that grows 5 1o 9 feel
high. The dotted leaves lave a dark green surface. The
yellow or orange flowers measure 7.5 cm length. The ten-
der fruit has a yellow or red coloration which when ma-
ture changes to black (Fig 1). Each fruit contains 2 seeds.
Removing a seed’s skin reveals the kemel [1,2]. The tree
15 distributed throughout Mexico, n tropical and subtropi-
cal regions of Baja Califormnia, Campeche, Chiapas, Guer-
rero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Nayant, New Leon,
Oxaca, Puebla, San Luts Potosi, Tabasco, Veracruz and
Yucatan. T, peruviana receives differenl common names
 different areas [1,3].

Figure 1. Fruit o
regions of the tropics and subtropics. Each fruit contains 2 seeds.

Chemical and pharmacological studies demonstrate
that the whole plant, particularly the sceds, contains po-
tentially harmful cardiac glycosides (thevelins A and B,
thevetoxin, nerifolin, perevoside and ruvoside) (3]. Inges-
tion of the sceds produces a chinical picture very similar to
that of digoxin powsoning vomiting, dizziness changes
EKG, bradycardia, and AV block. Less common signs
and symptoms mnclude diarrhoea. abdomiual pain, ectopic
beats and palpitations [4.5].
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Fatal poisonmgs with 7. peruvicna lave been reported
in diverse parts of the world [7-11]. The first cases hap-
pened v Jaltna in Sn Lanka belween 1981 and 1983, Ac-
cidental poisoning occurs in Australia during 1972-78 and
Texas durtng 1994, However the secds of Thevena poru-
viuna are widely used o reduce body woeight i Mexico. It
has been suspecled that emmpirical use is related o oumer-
ous intoxications with fatal consequences [12]. However,
scientific evidence is lacking that indicate this correlation,
On the other hand, systematized (oxicological studies
animals do not exist. [n the present study, we wdentify the
toxic effects of acute administration of 7. peruviana seed
in rodents.

METHODS: tnlale adult Taconic miee obtained Irom fanns with body
weights of 25 10 30 g were used in this study The animals were inain-
tained in the same envionmental conditiuns ol ieinperature costrolled
room (22 £ [C). and illuneaation (12x12 h fight - davkness eycley and
maintaized with free access to water and (uod.

The LDg delermination. Filly mice were randomly disaded laio
five groups {10 in each group). The experimental groups received the
seed milled in saline solution through a gastric be. at several dose
levels (7813, 15625, 112 5, 468.75, 625 and 917 5 mg/ky). The con-
trol group recened only the vehiele (saline physiological solution), at a
volume of U1 mif10 g of body weight The recial tesnperature (Y31
tele-thennometer! was measured before, and w 300 60 and (20 min
after the seed admistration. The asmimals were placed in individual
cages and weie abserved continuously dunmyg the 1irst 4 h [11.13.10]
The analysis ol the LD was evaluated using the graphie method of
Tainter and Miller [15]

Cardiac toxicity studies. Electrocardiagmphic profile (ECGY was
camed out in Male rats of the Wistar stram. weizhmyg fron 250 1o il
g, and mainlamed in experimental conditions spnibar 10 thuse men-
tioned previously Milled seed suspended w1 sahne ~olution was adimu
istered po and 15 inin later the aptmals were anesthetized with sodrem
pentobarbital (40 g/ky; ip) The rat was held in dorsal decubitus and
se eleclrodes were placed in the anterior and postenor limbs The elec-
trocardiographic activity was registered twouph a FTU3 wrunsducer
connected to a Grags 790 polygraph at u paper speed of 25 10 50 mends
[16] Cardiac rate und the arhythuuas were quanniied as all or nothing
responses [17] This study was carried out with permissian of the Loeud
Ansnal Care Conuuttee undler the provisiens ol the Declaration ol
Helsink.
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Figure 2. Teporal course of rectal 1emperature after the administration of Tieveti peruviana. Each point represceats

the mean = SEM (n= 8-10 animals per group). *p <0.05

Figure 3. Autopsy of rat wreated with Theveriv seed show a
narked bladder distention in relation 1o the control group

RESULTS AND DISCUSSION: The clinic manifesta-
tions of toxicity that mmice display afler oral administration
of the seeds are tremor, restlessness, muscular relaxation,
dyspuea, tachypnea, severe hypothermia, urinary reten-
tion, generalized seizures and death, The latency period
for toxic manifestations (0 occur is 7-10 min and the le-
thality appears within the first 24 h. The medium lethal
dose obtained fromm the graphical method of Tamer and
Miller [[5] 1s 447 mg/kg. placing it at a toxic index of 4.
A significant hypothermic effect was observed {p<0.05)
which way dose-dependent and with a tendency to recov-
ery after 120 min {Fig. 2). The autopsy consistently re-
vealed a marked bladder distention that possibly explains

.
(RS

the mictuntion reflex decrease, with ucule urinury reten-
tion, prior to death {Fig. 3). The electiocardiographic reg-
istry of the ruts showed alterations (hat are related w sigos
of digitalis poisonings, sueh as blocking, extrasystoles, ST
segment down-sloping, vottage shift. urhythimias, fibnlla-
tion and cardwic arrest (Fig. 4). We conclude that T peru-
viana s highly toxic. It induces a scrics of bebavioral.
autonomic and metabolic aherations that can be lethal.
Further studies are needed in order to characterize these
effects as well as to isolate from the plant the components
that are responsibie for the toxic activity.
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C-145

VARIACION EN LA CONCENTRACION DE YANADIO EN
PULMON. RELACION CON DOSIS Y TIEMPO DE
EXPOSICION. Sanchez- Cervantes |* (Avalado por Selva Rivas
Arancibia), Espejel Maya G*.. Saldivar Osono L. Lopez Martinez
1*, Colin-Barengque L *, Acevedo Nava 5*, Dclgndo V', Avila-
Casado MC, Gonzalez ¥ A", Awila-Cosla MR* Fonoul TI*..
Fac. Mediana, Fee. Quitnica, F £ 5 luacla, [INAM

El vanadio (V) sc¢ ha mcicmentada cu la aundsiera de la CA. de
Mcxino y cs de importancia
sty ceano se modilica
ls concentracidn del mctal

DETERMIAC O DL VAMATRD (3 Al

% en ¢l pulinén, que cs su zilio
r de ingreso,  en dilerentes
4 i viempas de nhalacidn. Sc
{' . uuhzé un modela en ruGn

% CD-! que nhalarcn

il ! durante 4 scmanas una hom
=t diana con 2 diferentes
comceniraciones (00IM y
0.02M). El ¥ sc determing
por Espectofolomemia  de
Absorcion  Alémwa  con
heme dr grafuo. Las concenimtiones de V' aumeniaon a wrayor
ninero de inhalaciones (ver grafica) Niwstros resuilados mucsiman
qne con mayor Ucmpo de exposwion las concentraciones de V
aunicma, le que implicara que. de mantencrse las (endencim
actuides de comanunantes en el amlaente, of V ser un probloma de
salud en ¢} fulwa, pa sus cfeclos tmin pulmonares. coma
probableunente en atros Grpanos
DGAPA 210301 y P OS instilie

C-247

TOXICIDAD  AGUDA  DE  Theveds  pernviana EN
ROEDORES Marnez-Enriquez, M E 7, Moremo, LA,
Luna, M., Magos, G A, 'Aguilar, A" y Campos-Sepilveda, AE.
Depatamento dc Farmacologia, Facullad de Medicina, UNAM,
'Hertano [MSSM.

La scnuilla de Thevene periviana (Apaciaceac), cenvada como
codo de frule. se lu uulizade purs reducir €f pesa cumonl, o use
empinca ¢ iadiseiminade ha  sido  caussa  de  nmerasas
intuxicaciones con conscouencias fiales. por lo que. el abgetive del
presciie  cstudio  es  idemiifienr  los  efectes téxicos de a
admirustracién aguda de la scoulla de Thevena er rocdors e
vilizaron ratores macho de 25 a 30 g de pesc corporal. a los
cuales, 3¢ les admimstd 1z semullz a vartos niveles de dosis
(156,25, 3115, 625 y 935 mgke) po El prupo conirad dnicamenre
rzeibio ¢l vehiculo (solumén salina). Se midid la icmperanua rectal,
anles y a Yos 30, &0 y 120 mun, despucs de la adminstroadn de la
sermilla. Los ammales se cbscrvaron caminuamente duranic las
primeras custro Lofas y s regdsino las mamfcsiones de toxicidad
Se realizo un clectrocrdicgruna (ECG)  on meas nichy de 250 o
100 ¢ dec peso corporal  Lus recdones mottraren temblor, awncnio
de la base de susientacion. relaacidn  muscular,  taguipnea
hipolermia  marcada,  relencin uonana,  disnca,  convuilsicncs
pencealizadas y mucne El LOG que se practico a las ratas mostro
scvesuy  alteraciones coo las  caraciensucas de la sntoxicacian
digialca La necropsia rcalizada mostro acennuada dilatacién de la
ve)iga Lot hallazgos del cstudio sefnlan que el hueso de frale ¢
un produete muy 1oxieo fealegonia oxicologica 4)

C-146

EFECTO DE LA INGESTA PRE- Y POSTNATAL DE
ETANOL SOBRE EL NUMERO DE NEURONAS DEL
CIRCUTO TRISINAPTICO DEL HIPOCAMPO DE LA
PROGENIE DE RATAS. Gonziicr-Durgos, | y Velazquez-
Occema, C.* Laboratono de Psicobia’ wia, Centro de Investigacion
Siomédica de Michoacin, [MSS. 7 Div de st de Tasigrado, Fae
de Med., UMSNH Morela, Mich

La  exposwcion  prenaladl a2 clanel  prodece  alteraciones
nenropsical ycas dvaersas Sc hon desonta efectos sobre estirpes
neuronales hipocanpzles cspecilicas co clapas circunsenias  del
desarcllo cerebral  En el pre.onic estudio s cuantifica la
proporidn de células del circuno misindpiico ded lupacampo de la
progeruc de ras sometidas 2 ingesta pre- y postnatal de clanol Se
vhilizaron ratas hembr Sprague- Dawley adultas, a las que sc les
propormung” a) etmol al 20% (viv) en cl wgua de beber (prapo EY,
b} sacarosa al 15% (p'v) en ol agus de beber (grupo C), 0. <) agua y
alunento & Wbre escceso (gupo T). El liguido y el ahimenio
proporcionadas al grupa € lo fucron cn forma parcada tespecto al
crupo E. Los tratamicnios sbarcaron desde )0 dias antes de la
geslacion hasta ¢! destete de lax cnas Se cuanuificd el aitmern de
ncuronas granulares del giro dentado y de fos campos CA3 y CA)
del hipocampo, a los 21, 40 y W dias dc cdad postnacal, cn scis
rmas macho por edad por grupo. Hubo menos newronas granwlarcs
< el gico dentado a los 21 y 49 dias, en lante que on el camno CAS
ocumie le mismio a Jas $) dias. Por su pate. en el campy CAY se
obscrvaron incnos ncuronat en \odas Ias cdades estudiadas. Dado el
fuje tmidirecaioml e informacion a fraves det circaito (sindplica,
la diferente propeecion d¢ muerie newrosal ehservada podiia estar
rclacicnada con la desenguzacion y el delenoro de los procesos
neurnpsicologeas asociados a la actividad mpocampal,

C-248

CUANTIFICACION DE LOS CAMBIOS DF.L POTENCIAL EN
MEMBRANAS DE AMapduce scxtw INDUCIDOS POR LA
TOXINA BACTERIANA CrylAb MEDIANTE ENSAYOS DE
FLUOQRESCENCIA. Mudoz-Garay, C™ (avalade por Felix Ricardo)
Gomez, 17 Sancher. )" Darszon, A" y Brave A’ Imstitwte de
Biotzenologin,  Unmiversidad  Nacienal  Auomoma de  México
Cuczmavacy Morcles Midxica

Las toaanas (Tash Cry de Baerfluy thurngresyis son proteinas que sc
almacenan como cnstales o la baciena cn su [se de cspora Las Txs
Cry menen womg  Manco  diferenies  especics  de  inscctos
principalmente, muchas de los cuales son plaga on cullives ¢ vedtores
de crganismos que afectan |3 sabud publica. Estas Txs son polcnciales
Inovnsecticidas. Fl tlanco molecular de las Cry ex una dase de amino
peplidasa y una protenia Upo cadenns presentcs en | micovcliosidad
apweal (MV) de las células cpileliales del intestine de las larvas, estos
reoeptores aywoan on Ja formandn de puros en s membrana quc
permuten e fuo de 1ones y wn desbalance esinfiico que provoes hisis
celulas ¥y muene del mdividug La cnphicada morfelupa de las
wilubs ha dinpedide al momemio rahzo regastros eleciufisioldyicos
dircaamenie en la criula blauco, sin cinbargo, vesiculas de este
epitelio, han ayudadc 3 ralizar denas atcrpreiaciones  de la
selectividad 1dmea de 1p Tx

Tn el prosentc trabaye se estodiaron los 2aaibios del potcucial de
membrana {E.) inducidos por las Tas Cry en vesiculas de membranas
del epitcho de niesting media de AL vexsa (Plaga de la planta del
labace) medianic un colnraue pasitivo fluorescente sensible al E,. la
camna  diS-C3(35) Dado que ¢l E, esta determinada por la
cdisinbucion de los 19ncs v que la Tx aliera tal dismibucion, csic
sistema resulla una buena hemranuent para valorar 1a chacncia de
fonnacion de poro de las Cry y 1andbién una forma de valorar [as
permeabnlidades intiosceas 8 K7 de estas células Considerando que el
receptor vs el “ancla” dz {a Ty ¢sic sc encuenira en la MV aprcal del
micsune, en el preschte mabajo se desarvollé va nueva prosecolo de
punficacidn de membranas qué permuie cl enAquesimento de fa MV
v |a elimyacion de Jos canales de las membranas basolaterles, lo cual
inaementa la eficiencia formadora de para de ia Tx y disnunuye 1a
permeabind.d endogena 3 K, sersible 2 Ba™ y TEA™,



