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INTRODUCCION

Las especies del género Ternstroemia, son denominadas comunmente como
Flor de Tila, son utilizadas en la Medicina Tradicional para controlar
desordenes del Sistema Nervioso como la ansiedad y el insomnio. Las

especies mas empleadas como flor de Tila son T. sylvatica y T. pringlei.

En nuestro pais se recomienda T. sylvaticay T. pringlei por la comunidad en
general para trastornos de ansiedad y el insomnio, sin embargo, los datos
experimentales demuestran que T. sylvatica tiene un efecto sedante y no
ansiolitico en ratas (Molina et al., 1999); mientras que T. pringlei produce

efectos sedante y anticonvulsivante en ratas (Aguilar-Santamaria et al., 1996).

En el presente trabajo se estudiaran los efectos de ambas especies sobre el
tejido liso vascular mediante un estudio in vitro, con el objetivo de observar el
efecto de la administracion de los extractos y asi elucidar en lo posible el
mecanismo de accidn. Posteriormente se administrara los extractos en un
sistema vivo (ratas) para observar las alteraciones sobre los parametros

hematol6gicos més importantes.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los frutos secos de la Flor de Tila son utilizados en decocciones las
cuales tienen la finalidad de aliviar la ansiedad y el insomnio. En
estudios realizados por Molina et al (1999) y por Aguilar-Santamaria y
Tortoriello (1996) se encontraron evidencias experimentales de que T.
sylvatica y T. pringlei tienen efecto sedante en ratas, y esta ultima

ademas un efecto anticonvulsivante.

Por los estudios quimicos de especies del género Ternstroemia se sabe
gue son ricos en saponinas (Shin et al., 2003), sustancias que tienen

efecto hemolitico (Assa et al, 1973).

Sin embargo no se menciona el mecanismo de accion por el cual estas
especies del género Ternstroemia ejercen estos efectos sedantes sobre

el Sistema Nervioso Central (SNC).

De la misma manera es conocido que algunas plantas que tienen efecto

sobre el SNC también tienen efecto hipotensor (Wang y Ng, 1999).

Esto motivé a plantear la presente investigacion con dos de las especies
de tila més utilizadas: Ternstroemia pringlei y Ternstroemia sylvatica en
cuanto a evaluar su efecto sobre el musculo liso vascular y sobre

pardmetros hematoldgicos.



2.1

1.

1.1

MARCO TEORICO

Antecedentes sobre el género Ternstroemia

Antecedentes botanicos y etnobotanicos
Las especies de Ternstroemiaceae son arboles o arbustos perennifolios;
hojas alternas, dispuestas en espiral; flores axilares, solitarias o
fasciculadas, pétalos generalmente 5, libres o0 mas o menos unidos en la
base; estambres numerosos, anteras lineares; fruto indehiscente,
abayado, coriaceo, globoso u ovoide a cénico; semillas pocas, con el
embridn por lo comdn encorvado, la testa, de al menos algunas
especies, cubierta de papilas carnosas alargadas en forma de pelos

(Carranza, 1999).

Se conocen alrededor de 130 especies ampliamente distribuidas en el
mundo principalmente en las regiones tropicales y subtropicales de

ambos hemisferios. A algunas de estas especies se les denomina “tila”
en México y las plantas se usan como calmantes nerviosos (Carranza,

1999).

Composicion Quimica
Se han realizado pocos estudios sobre el género Ternstroemia por lo
que sélo se conocen algunos metabolitos secundarios, estos se

muestran en el Cuadro 1.



Cuadro 1. Sustancias aisladas de plantas del género Ternstroemia.

Estructura Parte Estudiada Referencia

(o] OMe
o 2
CO,Me
3 OMe o
CO,Me G
HO 4
0 -
o Tori et al
Tallos y hojas
(2005)
5
MeO,C CO,Me
T, -
6
HO CH,OH
1,2,4,5: Terpenoides
3,6,7: Compuestos aromaticos
= Extracto metandlico de Shin et al
RL frutos (2003)

8: Acido 3-epi-ternstroemico :R;:a OH, R,-R;:C=0
9: Acido Ternstroemico R4:B OH, R;-R;3:C=0
10: Acido gimnanterarico R;:a OH, R;:H, R;:C=0




11: Acido ursélico
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OMe

15: Jacaranona

Extracto metandlico de

frutos

Jo et al

(2005)




16: Lactona del acido 3-epi-corosdlico

Extracto MeOH de

cultivos de callos

Ikuta et al

(2003)

17: Acido oleanélico

Extracto MeOH de

semillas

Yoshioca et
al

(1972)
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19: Ternstrenosidos

2.2 Actividad bioldgica
Se han encontrado en el género Ternstroemia varias actividades
farmacoldgicas, las cuales se mencionan en el cuadro 2. Cabe

mencionar que todas las pruebas fueron en animales integros o en

sistemas in vitro.




Cuadro 2. Actividades reportadas del género Ternstroemia.

Actividad

farmacologica

Especie

Parte responsable

de la actividad

Referencia

Anticonvulsivante

Extracto Aguilar-
Inhibicion de la T. pringlei metandlico de Santamaria y
contraccion en ileon flores Tortoriello (1996)
de cobayo
Extracto acuoso Molina et al
Sedante T. sylvatica
de flores (1999)
Antirretroviral ) Tori et al
Acido oleandlico
(contra VIH) (2005)
Luo et al
Adhesivas T. gymnanthera
(1994)
Taninos
Cheny Yu
Astringente
(1989)
Jacaranonay Jo et al
Antioxidante
derivados (2005)
T. japonica
Saeki et al
Antitermitica Saponinas
(1968)
Extracto
Horgen et al
Citotoxica T. gitingensis metandlico de
(2001)

raices




De las especies que se nombran indiferentemente como “Tila” o “Flor
de Tila” Las especies Ternstroemia pringlei y Ternstroemia sylvatica
son las especies mas utilizadas en la medicina tradicional y son las que

se encuentran distribuidas en mas regiones de México.

A. Ternstroemia pringlei
Ternstroemia pringlei (Figura 1) arbusto o arbol de 1.5 a 15
metros de alto, flores blancas y fruto duro de color café parecido a
una flor, flores axilares, solitarias situadas en la base del céliz,

pétalos blancos (Rzedowsk y Rzedowsk, 1985).

Florece de febrero a mayo y se observa con frutos de mayo a

diciembre.

Figura 1. Ternstroemia pringlei.



Planta comun en el norte de Michoacan, en bosques mesofilos de
montafia, asi como en encinares y pinares humedos a una altura
de 2000-2800 metros sobre el nivel del mar.

Se distribuye principalmente en la Sierra Madre Occidental, el Eje
Neovolcanico y la Sierra Madre del Sur (Semarnat, 2006). (Figura

2)

Distribucion geografica

* Ternstroemia
huasteca
*Ternslroermia pringlei

Figura 2. Distribucién de T. pringlei en la zona del Bajio, México.

B. Ternstroemia Sylvatica
T. sylvatica (Figura 3) es un arbol de 5 metros de altura
aproximadamente. Sus hojas son ovaladas, un poco gruesas, son

mas claras de atras que del frente, son pequefias.
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Sus flores cuando estan en botén son de color blanco, redondos,
cuando abren los pétalos son rosados y blandos, luego se ponen
duros y de color rojo y queda en el centro un botoncito amarillo.

Los frutos son como bellotas de encino, de color amarillo.

Figura 3. Ternstroemia sylvatica (Trompillo).

Planta muy comun en las zonas boscosas del noreste de la zona
del bajio, en pinares, encinares, bosques de Ciprés y mesofilos de
montafia de altura de 1200-2700 m. Florece entre agosto y febrero

y se observa con fruto de abril a octubre. (Semarnat, 2006).

Se distribuye principalmente hacia la vertiente del Golfo de
México, sobre la Sierra Madre Oriental en los estados de
Tamaulipas, San Luis Potosi, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo,

D.F., Puebla y Oaxaca (Semarnat, 2006). (Figura 4)

11
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HIPOTESIS

Se espera encontrar un efecto relajante de la musculatura lisa vascular
provocado por los extractos de T. sylvatica y T. pringlei, como uno de los
efectos relacionados con su efecto tranquilizante sobre el SNC.

Dado que en el género Ternstroemia se ha descrito la presencia de
saponinas, se espera encontrar un efecto hemolitico por la administracion in
vivo de los extractos de T. pringlei y T. sylvatica como una de las
alteraciones hematoldgicas.

13



OBJETIVOS

Realizar la evaluacién del efecto vasorrelajante de los extractos acuosos y
metandlicos de Ternstroemia pringlei y de Ternstroemia sylvatica utilizando
el modelo in vitro de la aorta de rata.

Evaluar el efecto sobre los parametros hematoldgicos de los extractos
acuosos y metanolicos de Ternstroemia pringlei y de Ternstroemia sylvatica
en ratas Wistar.

14



V. METODOLOGIA

5.1 Material Vegetal

Los frutos de T. pringlei fueron recolectadas en el Rancho Garcia en
Zirahuato en el Estado de Michoacan el 27 de marzo de 2004, una
muestra de referencia se deposito en el Herbario del Centro Médico
Siglo XXI con el numero IMSSN117 y T. sylvatica en la Sierra Norte de
Puebla; los ejemplares de esta especie fueron depositados en el
Herbario de la FES Iztacala, UNAM (IZTA42169).

Los frutos secos fueron utilizados para la preparacion de los extractos
de metanol y también para la obtencion de la decoccién. El fruto de T.
sylvatica se separo en semillas y pericarpio, para luego ser triturado el
pericarpio y la semilla de forma independiente, y de esta manera
preparar los extractos de cada uno. En el caso del fruto de T. pringlei se
trituro completo antes de ser usado en la preparacion del extracto de

metanol y de la decoccion.

5.2 Preparacion de los extractos de metanol

El fruto de T. pringlei (443.0 g) asi como el pericarpio de T. sylvatica
(374.0 g) fueron macerados en forma consecutiva con hexano (2 L),
diclorometano (2L) y metanol (2L) a temperatura ambiente por periodos

de 24 horas y por triplicado. Se eliminé el disolvente a presion reducida

15



en un evaporador rotatorio, obteniéndose los extractos respectivos:
152.7 g de extracto hexanico, 50.17 g de extracto de diclorometano y

3.80 g de extracto metandlico.

5.3 Obtencién de la decoccion

Diez gramos de material vegetal seco y molido se extrajeron con 100 mL
de agua destilada por ebullicion durante 10 minutos. La decoccion se
filtro y se sec6 a temperatura ambiente con una corriente de aire

obteniéndose 1.42 g de extracto.

54 Animales

En todos los experimentos se emplearon ratas Wistar machos con peso
corporal entre 250 — 300 g mantenidos en condiciones normales de
alojamiento para esta especie con libre acceso al alimento y al agua.
Los animales se trataron siguiendo los lineamientos de la Norma Oficial

Mexicana NOM-062-Z00-1999.

5.5 Farmacos y sustancias

El bitratrato de (-)-noradrenalina, clorhidrato de carbacol, cloruro de
acetilcolina, serotonina, tartrato de ketanserina, clorhidrato de prazosina,

acido acetilsalicilico, clorhidrato de L-NAME y nitroprusiato de sodio
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dihidratado. Se adquirieron en Sigma Aldrich Co. (St. Louis MO, USA).
Las soluciones se prepararon en el momento de su utilizacién. El éter
etilico se obtuvo de J.T. Baker, S.A. de C.V. (Xalostoc, Estado de

México, México).

5.6 Ensayo bioldgico

5.6.1 Diseccidon de la aortay montaje de la preparacién

Los animales se sacrificaron en una camara de CO,. Posteriormente se

diseco la aorta, se retiro el tejido conjuntivo y la grasa. La aorta se cort6
en 8 anillos de 2-3 mm de largo aproximadamente; cada preparacion se

suspendié en una camara para organo aislado con ganchos de nicromel.
Cada camara contenia 10 mL de solucion Krebs—Henseleit (KHS) a

37+1°C con burbujeo constante de gas carbogeno (5% CO,/95% O,).

La preparacion se fijé en uno de sus extremos con un gancho de
nicromel a la camara y con otro gancho se unio a un transductor de
fuerza (Grass FT 03E) conectado a un poligrafo BIOPAC System Inc.
Provisto del software Acgknowledge MP version 3.8 para el

procesamiento de datos.

Una vez colocada la preparacion se aplico una tension inicial de 4 g

dejando un periodo de estabilizacion de 30 minutos. Se aplico un lavado
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con solucion KHS a los 15 minutos. Al término de este tiempo se
estimulé el tejido con noradrenalina 10° M, a intervalos de 30 minutos.

Después de cada estimulacion los tejidos fueron lavados con KHS.

Para evaluar la integridad del endotelio, al estimular con noradrenalina
se dejo alcanzar la meseta de contraccion y se agreg6 carbacol o
acetilcolina a una concentracién de 10° M. La respuesta vasorrelajante

indico la integridad del endotelio.

5.6.2 Estabilidad de la preparacion

Para demostrar la estabilidad de la preparacion en el tiempo en el que

se efectuaron los experimentos, se realizaron dos curvas acumulativas
dosis-respuesta con noradrenalina (10™° M — 10 M) (Figura 5), con un
espacio de 60 minutos entre cada curva, aplicando lavados con KHS

cada 15 minutos durante este intervalo de tiempo.

5.6.3 Evaluacidon de los extractos de T. pringlei y T. sylvatica sobre

el tejido liso vascular

Se evaluo el efecto de los extractos de ambas especies en

concentraciones crecientes de 10 — 316 pg/mL.
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5.6.4 Inhibicién de las contracciones inducidas por los extractos

de T. pringlei y T. sylvatica con prazosina.

La preparacién se incub6 con prazosina 10° M durante 10 minutos para
posteriormente adicionar el extracto en concentraciones crecientes de

10 — 316 pg/mL. Como testigo se utilizé noradrenalina.

5.6.5 Inhibicién de las contracciones inducidas por los extractos

de T. pringlei y T. sylvatica con ketanserina.

La preparacion se incub6 con ketanserina 10° M durante 10 minutos
para posteriormente adicionar el extracto en concentraciones crecientes

de 10 — 316 pg/mL. Como testigo se utilizé serotonina.

5.6.6 Evaluacion del efecto relajante los extractos de T. pringlei y

T. sylvatica sobre el tejido liso vascular

Las preparaciones se contrajeron con noradrenalina (10° M) hasta
alcanzar la meseta de contraccion, entonces se inici6 la adicion los
extractos de T. pringlei y T. sylvatica a las concentraciones de 10, 31.6,

52.6, 100, 177 y 316 pg/mL.

Al mismo tiempo se utilizé una preparacién con carbacol (10%° a 10° M)

como testigo durante el experimento.
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5.6.7 Inhibicion del efecto relajante de los extractos de T. pringlei

y T. sylvatica con L-NAME.

La preparacion se incub6 con L-NAME por 15 minutos, posteriormente
se contrajo con noradrenalina (10°® M) hasta alcanzar la meseta de
contraccion. Se adicionaron los extractos de T. pringlei y T. sylvatica,
en concentraciones crecientes de 10, 31.6, 52.6, 100, 177 y 316 pg/mL.
Como testigo se utilizd Carbacol (10° a 10 M). Para verificar que el
tejido conservaba sus propiedades relajantes al final del experimento se
agregd nitroprusiato de sodio (10 M) y al llegar al estado basal se

realizaron lavados con KHS.

5.6.8 Obtencidon de las muestras de sangre de rata y administracion

de los extractos de T. pringlei y T. sylvatica.

Los animales fueron anestesiados con éter etilico para la toma de
muestras sanguineas (250-300 uL) por puncién cardiaca y en seguida
se les administraron los extracto por via intraperitonial (IP) en un
volumen de 0.1ml/100g de peso. La sangre fue colocada en tubos
microtainer de una capacidad de 500 pL conteniendo EDTA como
anticoagulante. Después de la administracion de los tratamientos se

tomaron muestras sanguineas a los 30, 60 y 90 minutos. Un grupo fue
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tratado con ASS (100 mg/kg) 30 minutos antes de la administracion de

los extractos.

5.6.9 Realizacion de frotis sanguineo y tincién de Wright

Una gota de sangre se colocé sobre un porta objeto y con otro
portaobjeto en un angulo de 45° se extendi6 la sangre. En seguida se
fijaron con metanol absoluto durante 2 minutos, se adiciono el colorante
de Wright, se dej6 por 5 minutos y se enjuago con agua destilada hasta
eliminar el exceso de agua. Las preparaciones se observaron en el

microscopio a 100 aumentos.

5.6.10Biometria hematica de las muestras sanguineas

Las muestras fueron analizadas por un analizador automatico de la
marca SYSMEX modelo XS-1000. Para determinar numero de
plaquetas, eritrocitos, concentracion de hemoglobina y porciento de

hematocrito.

5.6.11Tratamiento estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron por una ANADEVA de una, dos y

tres vias dependiendo del disefio de los experimentos.
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V1. RESULTADOS

6.1.1 Obtencidon de los extractos de T. pringlei y T. sylvatica.
Los rendimientos de los extractos obtenidos se muestran en el Cuadro

3, el porcentaje es respecto al peso seco de la planta.

Cuadro 3. Rendimiento de los extractos acuoso y metandlico de T. pringlei y

de T. sylvatica

Especie Parte usada Extracto Rendimiento (%)

Acuoso 34.46

T. pringlei Fruto completo
Metandlico 15.38
Acuoso 13.41

Pericarpio

T. sylvatica Metandlico 13.99
semillas Acuoso 14.32

6.1.2 Estabilidad de la preparacion

Para evaluar la estabilidad de la preparacion se realizaron dos
curvas concentracién-respuesta, con una diferencia de tiempo de
60 minutos. Las curvas fueron reproducibles en las condiciones
experimentales evaluadas, por lo cual la preparacién conserva su

integridad durante el periodo de experimentacion (Figura 5)
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Figura 5. Curva concentracion de NA -respuesta contractil en la
evaluacion de la estabilidad de la preparacion. Vasoconstriccién de

la aorta con NA a tiempo 0 (¢) y después de 60 minutos (o).

6.1.3 Evaluacion de los extractos de T. pringlei y T. sylvatica sobre

el tejido liso vascular

Los extractos del fruto de T. pringlei y del pericarpio de T. sylvatica
tanto acuosos como metandlico al adicionarse directamente en la
preparacion no mostraron actividad consistente. Sin embargo se
observo que al dejarse la preparacién en contacto con estos extractos
por periodos aproximados de 15 minutos, se observd una contraccién
(Figura 6) Dicha contraccion no es dependiente de la dosis ya que a

todas las concentraciones utilizadas se observaba la misma contraccion.
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Figura 6. Registro del poligrafo de la contraccion de aorta de rata por la
administracion de extracto acuoso de T. pringlei (1) y de extracto

acuoso de pericarpio T. sylvatica (2)

El extracto de semilla no mostro actividad al administrase ni después de

transcurrido el tiempo como en el caso de los otros extractos.

6.1.4 Inhibiciéon de las contracciones inducidas por los extractos

de T. pringlei y T. sylvatica con prazosina.

El efecto contractil de los extractos acuosos y metandlicos del fruto de
de T. pringlei y el pericarpio de T. sylvatica, no fueron inhibidas por
prazosina (Figura 7). En cambio el efecto contractil de noradrenalina fue

inhibido con la misma concentracion de prazosina (Figura 8)
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Prazosina
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1

Figura 7. Registro de la contraccién de aorta de rata por la
administracion de extracto acuoso de T. pringlei (1) y de extracto

acuoso del pericarpio de T. sylvatica (2) en presencia de prazosina.

Vehiculo
L e - s

Prazosina

Figura 8. Registro de la contraccion de aorta de rata con noradrenalina

(NA) en ausencia (1) y presencia (2) de prazosina.
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6.1.5 Inhibicién de las contracciones inducidas por los extractos

de T. pringlei y T. sylvatica con ketanserina.

De igual manera so6lo se utilizaron extractos acuosos y metandlicos del
fruto de de T. pringlei vy el pericarpio de T. sylvatica. Se utilizé en esta

ocasion serotonina como testigo.

El experimento reveld que las contracciones inducidas por los extracto
tampoco se inhiben con ketanserina (Figura 9), por lo que el efecto no
es por activacion de receptores 5-HT,. En tanto que la curva dosis-

respuesta de serotonina fue inhibida por la ketanserina (Figura 10).

Ketanserina EX

Figura 9. Registro de aorta contraida con extracto acuoso de T. pringlei

en ausencia (1) y en presencia de ketanserina (2).
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Figura 10. Registro de la contraccion de aorta de rata con serotonina (5-

HT) en ausencia (1) y presencia (2) de prazosina.

6.1.6 Evaluacion del efecto relajante los extractos de T. pringlei y

T. sylvatica sobre el tejido liso vascular

Los extractos acuosos y metandlicos del fruto de T. pringlei y del
pericarpio de T. sylvatica, mostraron un efecto vasorrelajante sobre las
contracciones inducidas por noradrenalina. En el caso del extracto

acuoso de semilla no se observo este efecto.

La relajacion no fue dependiente de la dosis. Al parecer los extractos
causan un dafo irreversible a la preparacion la cual pierde tono y toma

una coloracion anaranjada.
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Lavado

Figura 11. Registro de poligrafo, vasorrelajacién de aorta al administrar
diversas concentraciones de extractos de T. pringlei y T. sylvatica.
(1)10 pg/mL (2)31.6 ug/mL (3)56.1 pg/mL (4)100 pg/mL (5)177 pg/mL

(6)316 ug/mL.

6.1.7 Inhibicidén del efecto relajante de los extractos de T. pringlei

y T. sylvatica con adicion de L-NAME.

El efecto relajante de los extractos acuosos y metandlicos del fruto de T.

pringlei y del pericarpio de T. sylvatica fue inhibido en su totalidad por la

incubacién previa de L-NAME (Figura 12).
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Lavado

Figura 12. Registro de aorta de rata contraida con NA y tratada con
extracto de Ternstroemia en presencia de (1) y en ausencia (2) de L-

NAME.

El extracto acuoso de T. sylvatica al parecer destruye el tejido y no sélo
al endotelio, ya que mas que la ausencia de efecto se aprecia un
deterioro del tejido pues ya no responde a los agentes contractiles o

relajantes.

6.1.8 Tincion de células sanguineas con colorante de Wright

Las tinciones no mostraron diferencias visuales entre la sangre de los

controles y la sangre obtenida de los animales tratados con los extractos

acuosos del fruto de T. pringlei, el pericarpio y semilla de T. sylvatica.

Como se puede apreciar en la figura 13 los eritrocitos estan integros.
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Figura 13. Fotografia de sangre tenida con el colorante de Wright. (1)
Control, (2) T. pringlei (100 pg/kg), (3) pericarpio T. sylvatica (100

Mg/kg), (4) semilla T. sylvatica (100 pg/kg).

6.1.9 Biometria hematica de las muestras sanguineas

A. Eritrocitos

El numero de eritrocitos no se alter6 (p>0.05) con respecto al tiempo en
el grupo control (Figura 14). Sin embargo, el tratamiento con T. pringlei
(Figura 15) y T. sylvatica pericarpio (Figura 16) provocé una disminucién
significativa (p<0.05) en el numero de eritrocitos independientemente de

la dosis y del tiempo posterior a su administracion.

30



Para el caso del tratamiento con semillas de T. sylvatica no se observd

una disminucion significativa (p<0.05) en el numero de eritrocitos para

las dosis empleadas (Figura 17).

10+

Eritrocitos (108 /mL)
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Figura 14. Numero de eritrocitos con respecto al tiempo en el grupo

control (n=5).

Eritrocitos (10%/uL)

Figura 15. Curso temporal del efecto del extracto acuoso de T.
pringlei sobre la cuenta de eritrocitos a diferentes dosis. (n=5). (a)
Existe diferencia significativamente entre los controles y los

tratamientos.
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Eritrocitos (1 0%/uL)

Figura 16. Curso temporal del efecto del extracto acuoso de T.
sylvatica sobre la cuenta de eritrocitos a diferentes dosis. (n=5)

(a) Existe diferencia significativamente entre los controles y los

tratamientos.
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Figura 17. Curso temporal del efecto del extracto acuoso de

semillas de T. sylvatica sobre la cuenta de eritrocitos a diferentes

dosis. (n=5).
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B. Hematocrito

El porcentaje de hematocrito no se alteré (p>0.05) con respecto al
tiempo en el grupo control (Figura 18). Sin embargo, el tratamiento
con T. pringlei (Figura 19) y T sylvatica pericarpio (Figura 20)
provoco una disminucion significativa (p<0.05) en el porcentaje de
eritrocitos independientemente de la dosis y del tiempo posterior a su
administracion.

Para el caso de la semilla de T. sylvatica (Figura 21) esta mostro
una disminucioén (p<0.05) en el hematocrito a las dosis de 10 y 100

mg/kg independiente del tiempo posterior a su administracion.

60

20

% Hematocrito

0- T T
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Figura 18. Curso temporal del porciento de hematocrito a

diferentes dosis en el grupo control. (n=5).
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% Hematocrito

Figura 19. Curso temporal del efecto del extracto acuoso de T.
pringlei sobre el porcentaje de hematocito a diferentes dosis.

(n=5). (a) Existe diferencia significativamente entre los controles y

los tratamientos.

9%Hematocrito

Figura 20. Curso temporal del efecto del extracto acuoso de T.
sylvatica sobre el porcentaje de hematocito a diferentes dosis.

(n=5). (a) Existe diferencia significativamente entre los controles y

los tratamientos.
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% Hematocrito

Figura 21. Curso temporal del efecto del extracto acuoso de
semillas de T. sylvatica sobre el porcentaje de hematocito a
diferentes dosis. (n=5). (a) Existe diferencia significativamente

entre los controles y los tratamientos.

C. Hemoglobina

La concentracion de hemoglobina no se alter6 (p>0.05) con respecto
al tiempo en el grupo control (Figura 22). Sin embargo, el tratamiento
con T. pringlei (Figura 23) y T sylvatica pericarpio (Figura 23)
provoco una disminucion significativa (p<0.05) en la concentracién de
hemoglobina independientemente de la dosis y del tiempo posterior a
su administraciéon. Para el caso del tratamiento con semillas de T
sylvatica se observé la disminucion significativa de la concentracién
de hemoglobina para la dosis de 10 y 100 mg/kg (p<0.05) en el

tratamiento (Figura 25).
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Figura 22. Curso temporal de la concentracion de hemoglobina a

diferentes dosis en el grupo control. (n=5).
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Figura 23. Curso temporal del efecto del extracto acuoso de T.
pringlei sobre la concentracion de hemoglobina a diferentes dosis.

(n=5). (a) Existe diferencia significativamente entre los controles y

los tratamientos.
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Figura 24. Curso temporal del efecto del extracto acuoso de T.
sylvatica sobre la concentracién de hemoglobina a diferentes

dosis. (n=5). (a) Existe diferencia significativamente entre los

controles y los tratamientos.
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Figura 25. Curso temporal del efecto del extracto acuoso de
semillas de T. sylvatica sobre la concentracion de hemoglobina a

diferentes dosis. (n=5). (a) Existe diferencia significativamente

entre los controles y los tratamientos.
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D. Plaguetas

El numero de plaquetas no se alteré (p>0.05) con respecto al tiempo
en el grupo control (Figura 26). Sin embargo, el tratamiento con T.
pringlei (Figura 27) y T sylvatica pericarpio (Figura 28) provocé una
disminucion significativa (p<0.05) en el numero de plaquetas
dependientemente del tiempo posterior a su administraciéon y
mostrando diferencia entre la dosis de 10 mg/kg y las de 31.6 y 100
mg/kg. Para el caso del tratamiento con semillas de T sylvatica se
observo la disminucidn significativa (p<0.05) en el numero de
plaquetas dependiente de la dosis y el tiempo posterior a su de

administracion (Figura 29).
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Figura 26. Curso temporal de la cantidad de plaquetas a diferentes

dosis en el grupo control. (n=5).
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Figura 27. Curso temporal del efecto del extracto acuoso de T.
pringlei sobre la cantidad de plaquetas a diferentes dosis. (n=5).

(a) Existe diferencia significativamente entre los controles y los

tratamientos.
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Figura 28. Curso temporal del efecto del extracto acuoso de T.

sylvatica sobre la cantidad de plaquetas a diferentes dosis. (n=5).

(a) Existe diferencia significativamente entre los controles y los

tratamientos.
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Figura 29. Curso temporal del efecto del extracto acuoso de
semillas de T. pringlei sobre la cantidad de plaquetas a diferentes

dosis. (n=5). (a) Existe diferencia significativamente entre los

controles y los tratamientos.

. Efectos hematoldgicos de T. pringlei y T. sylvatica en presencia
de acido acetilsalicilico.

El pretratamiento con AAS 30 minutos antes de administrar los
extractos de T. pringlei y T. sylvatica no modificaron el numero de
plaquetas (Figura 30, 31, 32 y 33). Sin embargo en general se
acortd el tiempo en el que se alcanzé la muerte de los animales,
principalmente en las dosis mas altas del extracto de la semilla de T.

sylvatica, que murieron antes de llegar a los 90 minutos.
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Figura 30. Curso temporal de la cantidad de plaquetas en el

grupo control tratado con ASS. (n=5).
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Figura 31. Curso temporal del efecto del extracto acuoso de T.
pringlei sobre la cantidad de plaquetas en un grupo pretratado

con ASS. (n=5).
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Figura 32. Curso temporal del efecto del extracto acuoso de T.
sylvatica sobre la cantidad de plaquetas en un grupo pretratado

con ASS. (n=5).
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Figura 33. Curso temporal del efecto del extracto acuoso de
semillas de T. sylvatica sobre la cantidad de plaquetas de un
grupo pretratado con ASS. (n=5). El valor de 90 minutos no se
determino porque los animales murieron antes cumplirse el

tiempo.
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VII.

DISCUSION DE RESULTADOS

La preparacién mantiene su integridad durante todo el trascurso de la
evaluacion biolégica, como puede apreciarse en la evaluacion de la
estabilidad de la preparacién (Figura 5) por lo tanto podemos atribuir
cualquier cambio en esta como un efecto de las sustancias y no a una

pérdida de tono o dano tisular.

La evaluacion de los extractos de extractos del fruto de T. pringlei y del
pericarpio de T. sylvatica mostraron actividad contractil sobre el tejido
liso vascular de rata, sin embargo, este no es constante y cuando se
presenta es después de un periodo de tiempo por lo general mayor a 10
minutos (Figura 6). Estas contracciones se intentaron inhibir incubando con
prazosina (Figura 8), un antagonista a1-adrenérgico, o con ketanserina
(Figura 10), un antagonista 5HT,; en ambos casos las contracciones no

fueron inhibidas.

Tanto los extractos acuosos como metandlicos del fruto de T. pringlei y
del pericarpio de T. sylvatica tienen efecto relajante independiente de la
dosis (Figura 11), que es inhibido por L-NAME, lo cual sugiere que el
mecanismo de accion relajante de los extractos es por via del oxido nitrico
(Tsuji et al, 1994). Posterior a la relajacién se presento un efecto
contractil en todas las preparaciones, las cuales después de lavados

sucesivos alcanzan el tono basal.
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Estas preparaciones responden a la contraccion con noradrenalina pero
pierden la capacidad de relajarse con acetilcolina o con el extracto, en
cambio con nitroprusiato de sodio, un agente generador de NO (Rang et
al. 2007), se presenta la relajaciéon. Esto se puede atribuir a la
presencia de saponinas en los extractos, que se sabe son comunes en
el género Ternstroemia (Shin et al, 2003) y como se ha descrito, existen
saponinas que remueven de forma parcial o total a las células
endoteliales de la lamina basal del tejido vascular. Este efecto depende
de la dosis aplicada (Samata et al., 1986; Tsuiji et al., 1994). También se
ha sugerido que las saponinas no solo pueden eliminar a las células
endoteliales, sino que también puede danar a las células del musculo
liso vascular (Samata et al., 1986). Las saponinas se han utilizado para
eliminar quimicamente tejido para tener fibras de musculo esquelético,
musculo cardiaco y de musculo liso debido a su accion perforadora de

membrana celular (Samata et al., 1986).

Es posible que el efecto contractil observado minutos después de haber
aplicado el extracto se deba a la misma razén del dafo provocado por
las saponinas en el tejido vascular. Esto ultimo tomando como base el
trabajo de Tsuji et al. (1994), quienes encuentran un comportamiento
distinto contractil y relajante después de eliminar el endotelio de la
arteria basilar de perro con saponinas, comparado con el

comportamiento en el tejido intacto (Tsuji et al., 1994).
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La administracién in vivo de los mismos extractos provoca la muerte de
los animales en un lapso de tiempo entre 90 minutos y 24 horas, que se
relaciona con la dosis administrada, tanto en ratas como en ratones, en
quienes se observa cianosis en las orejas, nariz, cola y patas, es decir
en donde se puede observar la piel sin pelo. Se presenta hipoxia,
disminucién del movimiento, piloereccién, que termina con la muerte del

animal en el sitio en el que se encuentra.

La necropsia permitié observar que se encontraba una alta
extravasacion con acumulacién de liquidos en el peritoneo, hemorragias
en el estbmago y en el intestino, sin cambios en la coloraciéon de higado,
rindn y pulmon. Con el diafragma contraido. Esto motivo a revisar la
alteracion de los parametros hematoldgicos, debido a la cianosis y a la
observacion de cambios en la textura de la sangre y a la formacioén de
coagulos. Lo que se realizé con experimentos exprofeso,
administrandose 10, 30 y 100 mg/kg de cada extracto acuoso, tomando
muestras antes y a los 30, 60 y 90 minutos después de su

administracion.

En las tinciones de muestras sanguineas de los animales control, como de
los animales tratados con los extractos acuosos del fruto de T. pringlei, el
pericarpio y semilla de T. sylvatica; no se observaron cambios

morfolégicos en las células (Figura 13).
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No se observaron cambios en la biometria hematica de los animales
controles en los diferentes tiempos de muestreo (Figura14, 18, 22 y 26). Lo
que indica que en el tiempo de muestreo no se alteran los parametros
hematolégicos evaluados. Antes de administrar los diferentes tratamientos
no se observaron cambios entre ellos, indicando que se partia de una

poblacién homogénea respecto a su biometria hematica.

En el caso de los eritrocitos, hemoglobina y hematocrito en general se
observa una disminucion de sus valores, que no se puede atribuir a la
hemodlisis ya que al microscopio no se observaron células lisadas. (Figura
13). El mayor cambio se observé en la cuenta de plaquetas, las cuales
disminuyen drasticamente al aumentar la dosis (Figura 29). La disminucién
en el numero de plaquetas llegd a reducirse hasta en un 90% para el caso
del tratamiento con el extracto acuoso de semilla de T. sylvatica. Hasta
donde se revis6 no existe compuesto que baje el numero de plaquetas en
tan corto tiempo. Se tiene conocimiento que cloranfenicol y clorpromazina,
presenta este efecto idiosincratico después de varias dosis y en un tiempo
mayor, efecto que se revierte en cuanto se suspende el tratamiento con
este farmaco (Pelta y Vivas, 1992; Mardomingo et al, 1997). También se
sabe que el envenenamiento con metales como arsénico, cadmio, plomo y
cobre provocan la disminucién de plaquetas pero en un tiempo mayor al

observado en estos experimentos (Manascero, 2003).
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La interpretacion que se le dio a los resultados observados sobre la
disminucidén, no solo de las plaquetas sino de los parametros hematologicos
medidos, se puede atribuir a la formacion de coagulos, observado durante
la necropsia de los animales, que fue mayor para cuando los animales se
trataron con el extracto acuoso de la semilla de T. sylvatica. Si bien fue una
observacion cualitativa, fue muy evidente este cambio entre los animales
tratados con los extractos y los animales control, en quienes no se
presentaron problemas para la toma de muestras, en cambio en los
animales tratados con los extractos al aumentar la dosis y el tiempo se

dificultaba su obtencién.

Con el propésito de comprobar si la disminucion de plaquetas se debia a la
agregacion de estas, se realizé un experimento en el cual se administré la
dosis de 100 mg/kg de peso de los extractos en animales pretratados con
100 mg/kg, de acido acetilsalicilico (AAS) administrado por via oral. Sin
embargo los resultados obtenidos con los animales tratados con los
extractos solos y los obtenidos con los animales pretratados con AAS no
fueron distintos (p>0.05), lo que sugiere que la disminucion de plaguetas no
se debe a su agregaciéon. Sin embargo, se pudo observar que lo animales
mostraban la progresion de los sintomas previos a la muerte de manera
mas rapida y el tiempo de deceso era menor, al grado que no fue
posible obtener las muestras de sangre a los 90 minutos en el grupo

tratado con el extracto de las semillas de T. sylvatica.
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La extravasacion de liquidos observada en la necrosis, puede relacionarse
con las alteraciones del tejido vascular observada en los experimentos in
vitro, referente a la destruccion del endotelio debida a la presencia de
saponinas y a su accioén perforadora de la membrana celular (Samata et

al., 1986).

Es importante resaltar el efecto toxico observado por la administracion
de los extractos de Ternstroemia pringlei y Ternstroemia sylvatica, dos
de las plantas medicinales de mayor uso como sedantes y
tranquilizantes en la medicina tradicional Mexicana, debido a que tal vez
el efecto atribuido se deba mas bien a las manifestaciones de este
efecto toxico, sin embargo es necesario realizar mayor trabajo de
investigacion para entender los efectos tanto sedantes como los efectos
sobre las propiedades hematoldgicas y sobre el tejido vascular de los
extractos de esta planta. Por otro lado, se sabe poco de los efectos
téxicos de las plantas medicinales de México, por lo que este trabajo es

una contribuciéon importante en este sentido.
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VI. CONCLUSIONES

Las conclusiones que se derivan del presente trabajo son las siguientes:

1. Los extractos acuosos y metandlicos de Ternstroemia pringlei y el
pericarpio de Ternstroemia sylvatica presentaron un efecto bifasico
relajante de forma inmediata y contractil de forma retardada en el

tejido vascular de la aorta de rata.

2. El efecto relajante se inhibe por L-NAME, lo que sugiere que este
efecto ocurre por la via del 6xido nitrico. Po otro lado el efecto
contractil no fue inhibido por Prazosina ni por Ketanserina, lo que
indica que la contraccion no es debida a la accion sobre los

receptores a1-adrenérgicos ni 5-HT, serotonérgicos.

3. Los extractos provocan alteraciones en el tejido vascular efecto que
se atribuye a la alteracion del tejido vascular debido a la presencia

de saponinas.

4. La administracion intraperitoneal provoca la disminucion de los

valores del numero de eritrocitos, hematocrito, hemoglobina y de

maneara muy importante el numero de plaquetas.
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VII.

PERSPECTIVAS

1.

Aislar la sustancias responsables de la actividad
vasorrelajante del extracto de T. pringlei y de T.sylvatica.
Elucidar en su totalidad el mecanismo de accion por el cual
los extractos de las especies de Ternstroemia ejercen su
efecto.

Evaluar los extractos en otros modelos de toxicidad y

mutagenicidad.
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