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El viaje de Darwin
El joven Charles Darwin no sabia qué hacer con su vida. El padre lo estimulaba:
-Serds una desgracia para ti y para la familia.
A fines de 1831, se fue.

Regres6 a Londres después de cinco afios de navegaciones por el sur de América, las islas
Galdpagos y otros parajes. Trajo tres tortugas gigantes, una de las cuales murié en el afio
2007, en un zoolégico de Australia.

Volvié cambiado. Hasta el padre se dio cuenta:
-jTu craneo tiene otra forma!

No soélo traia tortugas. También traia preguntas. Tenia la cabeza llena de preguntas.

Espejos, Eduardo Galeano.



1.0 RESUMEN

Se evalué el efecto toxico de la Thevetia peruviana, induciendo intoxicacién aguda (100
mg/Kg) durante una semana e intoxicacion subcrénica (50 mg/Kg) en un mes; en dos grupos de
ratones CD1 de 1 mes de edad y 30 g de peso, por administracidon oral del extracto acuoso de
Thevetia peruviana.

Se determind ceruloplasmina por el método de Mancini y proteina C reactiva, como
indicadores de inflamacion aguda; se valoré la peroxidacion lipidica siguiendo el método de Aust,
se determind la produccién de NO, (técnica de Griess). De igual manera las enzimas hepaticas AST
y ALT, y las enzimas cardiacas CK, CK MB y LDH, para evaluar algin dafio en estos drganos. Se
realizaron cortes histoldgicos de corazéon en busca de necrosis, asi mismo fue monitoreado el
cambio de peso de los ratones.

En la intoxicacion aguda se encontré diferencia significativa en ceruloplasmina y una
disminucién importante de peso para el grupo tratado (10 g); para la intoxicacion subcrdnica en
ninguna determinacién hubo diferencias significativas, pero se encontraron zonas de necrosis e
infiltraciones leucocitarias en tejido cardiaco. A los 15 dias se presentd una disminucidn
importante de peso (hasta 10 g), pero al finalizar el estudio los ratones recuperaron el peso
perdido. Los grupos tratados aumentaban de peso en una proporcion menor que los grupos
testigo. Concluyendo que las dosis manejadas no producen dafio hepdtico, pero si afectan el
corazon produciendo microinfartos; al emplear una dosis constante por largo tiempo los efectos
adelgazantes disminuyen. El empleo de esta planta causa severos dafos a la salud.



2.0 INTRODUCCION

En la actualidad el uso de plantas medicinales para el tratamiento de los diferentes
padecimientos ha resurgido con gran fuerza, llegando en algunos casos, a darse abuso de éstos,
ocasionando con ello el surgimiento de multiples empresas dedicadas a la fabricacién de articulos
naturistas y complementos alimenticios que lanzan al mercado gran numero de productos
carentes del minimo estudio de toxicidad.

En México, en los ultimos aiios, el nUmero de pacientes con obesidad se ha incrementado
de forma alarmante (31.8% de la poblacion mayor a 15 afios, segun informes de la OMS, 2009) lo
cual entraifa un problema de salud, ya que esta condicidn predispone para padecer diabetes,
hipertension arterial, enfermedades cardiovasculares, entre otras. En general, la obesidad es un
trastorno que disminuye la calidad de vida. Este fendmeno ha provocado que las personas se
preocupen y comiencen a hacer un uso indiscriminado de los diversos productos “milagro” para
adelgazar (compuestos por alcachofa, vinagre de manzana, té rojo, pifia, ortosifén, etc.), sin
ninguna supervision médica poniendo en riesgo la salud e incluso la vida.

Una de las plantas mayormente utilizada como adelgazante es la Thevetia peruviana mejor
conocida como Codo de Fraile; la cual es un arbusto verde de 3- 5 metros de alto, con tronco corto
y ramificacion irregular; sus hojas son de color verde, membranosas, linear-lanceoladas, agudas,
atenuadas en la base, glabras, venacidn secundaria escasa, a menudo sus bordes son enrollados.

Tiene inflorescencia cimosa, terminal o axilar, flores de color amarillo - anaranjado en forma de
embudo. Sus frutos, de un rojo oscuro, al madurar se tornan negros, son globulares y carnosos. En
su interior se encuentra una nuez de forma triangular que contiene en su interior de 2 a 4 semillas.
Este género de planta se encuentra ampliamente distribuida en las zonas tropicales vy
subtropicales de nuestro pais y es empleada en el tratamiento de afecciones en la piel, se usa para
mitigar el dolor de la dentadura, también en el tratamiento de hemorroides, como antiparasitario,
abortivo y adelgazante.

Esta planta se puede conseguir en los puestos naturistas ya sea en forma de semilla o
como un producto procesado el cual se anuncia y vende libremente sin ningln tipo de
restricciones en nuestro pais; causando problemas muy serios para la salud de los consumidores
ya que, de acuerdo a la COFEPRIS (Comision Federal para la Proteccion Contra Riesgos Sanitarios)
en el 2009, sélo en Guadalajara se registraron 16 casos de intoxicacién y dos muertes por el
consumo de esta planta. Las empresas de los productos “milagro” no especifican la dosis ni
advierten sobre los efectos secundarios que se pueden presentar al emplear el producto, y evaden
su responsabilidad colocando la siguiente leyenda “El uso de este producto es responsabilidad de
quien lo consume”.

Con el objetivo de evaluar el efecto tdxico de la Thevetia peruviana se utilizé un modelo en
ratén CD1 para comprobar su funcién como adelgazante y sus efectos toxicos. De esta forma se
generd una intoxicacién aguda aplicando, al inicio de la semana una sola dosis de 100 mg del
extracto por Kg de peso para sacrificarlos al final de la misma. También se indujo una intoxicacién
subcrénica con una dosis diaria de 50 mg del extracto por Kg de peso por espacio de un mes, al
cabo del cual se sacrificaron los animales respetando la NOM-062-Z00-1999. Posteriormente se
determinaron las enzimas cardiacas (CK, CK MB, LDH) y el indice cardiaco, para ver la posible



presencia de un dafio en corazdn; las enzimas hepaticas (AST, ALT) y el indice hepatico para
determinar el daio en higado. En razén de que un proceso inflamatorio es precursor de un dafio
en cualquiera de los drganos, se valord la ceruloplasmina y la proteina C reactiva como indicadores
de una inflamacién aguda.

Para conocer si se produjo algun dafio a las células por la presencia de radicales libres, se
evaluaron los niveles de nitritos por el método de Griess y el grado de peroxidacién lipidica
mediante el método de 4acido tiobarbiturico. Finalmente se realizaron cortes histoldgicos de
corazdn para buscar algun tipo de dafio que se pudiera presentar.

En este estudio se observé que la dosis terapéutica se encuentra muy cerca de la dosis
letal y se conocieron algunos de los efectos secundarios que produce la Thevetia peruviana, como:
taquicardia, ansiedad, problemas en la marcha (ataxia), dificultad respiratoria, disminucién de la
actividad fisica, entre otros, asi como el dafio que se da en higado y corazén, manejando dosis fijas
(100 mg/ Kg en el ensayo agudo y 50 mg/ Kg en el ensayo subcrdnico). Es importante considerar
los efectos colaterales que produce el empleo de cualquier producto para adelgazar, ya que estos
no especifican la cantidad de Thevetia peruviana contenida en ellos. El uso de productos para
adelgazar que contienen esta planta causan mas efectos adversos para la salud que beneficios.



3.0 FUNDAMENTACION TEORICA

3.1 Thevetia peruviana

Desde la antigliedad el hombre ha buscado la forma de encontrar una cura a sus
dolencias; esto lo llevé a emplear las diversas plantas que se encontraban a su alrededor, ya sea
en cataplasmas o en infusiones, con el tiempo fueron encontrando la utilidad de cada una y sus
efectos secundarios.

Poco a poco aplicaron sus conocimientos con sabiduria para el tratamiento de las distintas
enfermedades con el fin de obtener una mejor calidad de vida.

En nuestros dias, debido a nuestra cultura consumista y vida sedentaria, la obesidad ha
llegado a ser un gran problema de salud en nuestro pais; este hecho es aprovechado por las
empresas que elaboran productos “milagro”, ya que sacan al mercado, sin ningln escripulo un sin
fin de productos, los cuales son anunciados como seguros y eficaces. Las personas con tal de
mejorar su apariencia y verse delgadas emplean dichos productos, sin importar que algunos de
éstos causen dafio a su salud.

Algunas de las plantas empleadas en estos productos son la alcachofa (Cynara scolymus),
papaya (Carica papaya), encina de mar (Fucus vesiculosus) , tamarindo malabar(Garcinia
cambogia), guarand (Paullinia cupana), alfalfa (Medicago sativa), pifia (Ananas comosus ), té
verde(Camellia sinensis), naranjo amargo(Citrus aurantium), fasolina (Phaseolus vulgaris),
ortosifon (Orthosiphon stamineus), codo de fraile(Thevetia peruviana), vellosilla (Hieracium
pilosilla), glucomanano (Amorphophallus konjak), te’rojo (Asphalatus linearis), etc.

En esta investigacion nos enfocaremos sobre la planta llamada Thevetia peruviana, |a cual

es un ingrediente contenido en diversos productos como Capslim ®, Sin hambre ®, Redugrass ®,
Total slim ® y Diet sen ®, anunciados en television como adelgazantes.
Vulgarmente es conocida como codo de fraile, adelfa amarilla, yoyote, alcanfora, calaverilla,
campanilla, flor de campana, venenillo, yellow oleander, adelfa amarilla, azuceno, laurel amarillo o
flor del Peru. Pertenece a la familia Apocynaceae y se encuentra ampliamente distribuida en las
zonas tropicales y subtropicales.

Se trata de un arbusto siempre verde de 3- 5 metros de alto, con tronco corto vy
ramificacidon irregular; sus hojas son de color verde, mds oscuras en su cara superior,
membranosas, linear-lanceoladas, de 3 a 15 cm de largo por 4 a 11 mm de ancho, agudas,
atenuadas en la base, glabras, venacidn secundaria escasa o inconspicua, peciolo de 3 a 9 mm de
largo, a menudo sus bordes son enrollados, presenta inflorescencia cimosa, terminal o axilar, de 1
a 5 flores de color amarillo anaranjado en forma de embudo y de 4 a 6 cm de longitud, posee
frutos rojos oscuros que al madurar se tornan negros. Son globulares y carnosos. En su interior se
encuentra una nuez o almendra conocida popularmente en algunas regiones como “codo de
fraile”, de forma triangular, que contiene en su interior de 2 a 4 semillas de 2.5 a 4 cm de largo, de
1.2 a1.5cm de largo.


http://www.plantasparacurar.com/categoria/plantas-medicinales/002-plantas-medicinales-por-nombre-cientifico/camellia-sinensis
http://www.enbuenasmanos.com/articulos/muestra.asp?art=963

Investigaciones serias sefialan que todos los componentes de esta planta son en extremo
toéxicos, ya que la inhalacion, ingestion o contacto de la mucosa con la savia o extractos de dicho
espécimen puede causar muchas reacciones adversas, debido a que sus tejidos presentan altas
concentraciones de cardendlidos los cuales se presentan en orden de toxicidad: Peruvosido,
Rubosido, Thevetia A, nerifolina, cerebrina y Thevetia B, capaces de producir efectos inotrdpicos
positivos en el hombre y los animales. Estas sustancias se encuentran distribuidos en toda la
planta pero no de manera homogénea: en las semillas, un 4.8%, en las hojas, un 0.070%, en el
fruto, un 0.045% y en la savia, un 0.036%. Las semillas también contiene acido cianhidrico, en
pequeias proporciones.

El mecanismo de accion de los cardendlidos presentes en la planta provoca una inhibicion
de la bomba Na/K ATPasa cardiaca; algunos de sus efectos secundarios son: irritacién de mucosas,
eritema bucal, nduseas, vémitos, salivacion profusa, dolor abdominal, dafio hepatico, diarrea,
dolor de cabeza, alteraciones mentales, convulsiones ocasionales, midriasis, procesos
inflamatorios, neuritis periférica, sintomas cardiovasculares (bloqueo sinusal y auriculo-
ventricular), bradicardia, arritmia, cambios electrocardiograficos, alteraciones electroliticas, coma,
etc.

Sin embargo, reiteramos que por desconocimiento, las personas emplean esta planta para:
Tratamiento de afecciones en la piel (usando el jugo lechoso que se extrae de su tronco).
Curacién de hemorroides (Infusidn de sus hojas).

Tranquilizar el dolor de muelas (masa de Thevetia peruviana).

Adelgazante (polvo de la semilla en agua).

Antiparasitario
Abortivo®**

VVVVVYY

Figura 1. Imagen de la Thevetia peruviana donde se muestran: a) flor, b) fruto y c) Semilla.



Debido a que muchos de los dafios que se producen en los érganos suelen empezar con un
proceso inflamatorio, éste se explica a continuacion.

3.2 Inflamacién Aguda

La inflamacion es una respuesta de los vasos sanguineos y de las células endoteliales que
los delimitan; sirve como funcién protectora importante pues activa los procesos de defensa,
sanacion y reparacion, ésta puede desencadenarse no sélo en presencia de infeccién microbiana,
sino también de trauma contuso, quemaduras por agentes fisicos o quimicos, laceraciones, trauma
por radiacién, obstruccién vascular, etc.

La inflamacidn se caracteriza por la presencia de calor, rubor, edema, dolor y pérdida de la
funcidn celular; en la inflamacidon aguda, los vasos sanguineos se dilatan, razén por la cual se
presenta calor y rubor en el area; el edema se produce por el escape de fluidos y células al tejido
extravascular. El dolor y la pérdida de funcién que acompafnan a la inflamacion se deben a la
presidon ejercida en las terminales nerviosas por la acumulacion de liquido extravascular y a la
liberacion de mediadores quimicos.

La inflamacion es la encargada de focalizar los mecanismos inmunoldgicos protectores en
una region localizada dentro del tejido.”

El proceso inflamatorio se caracteriza por las siguientes fases:

e Fase silenciosa; las células residentes del tejido dafiado liberan los primeros mediadores
inflamatorios.

e Fase vascular; en la que existe vasodilatacién e incremento de la permeabilidad vascular.

e Fase celular; comienza cuando del sistema inmune se dispara y hay infiltracién de
leucocitos al tejido dafiado.

e Fase de regulacién; ocurre cuando el fendmeno inflamatorio integra una serie de
mecanismos inhibidores tendientes a finalizar o equilibrar el proceso.

e Fase de reparacidn; ésta se inicia cuando la células viables del sitio de inflamacién o
cercanas al mismo comienzan a proliferar para retornar la estructura y la funcién normal
del tejido, formacién de cicatriz y funcion tisular alterada, formacién de abscesos o bien
persistencia del proceso inflamatorio crénico.®’

Fase silenciosa

El inicio de la inflamacidn en su fase aguda se debe a la liberacidn local de mediadores que
aumentan el flujo sanguineo de los capilares cercanos y producen trasvasacion de plasma al tejido,
posterior a esto se produce la activacion de los sistemas de complemento y coagulacién, asi
mismo, las células inflamatorias circundantes y las endoteliales liberan mediadores solubles de la
inflamacidn y productos bioldgicamente activos.



Elementos que interviene en la respuesta inflamatoria

Factores plasmaticos

El complejo proceso inflamatorio es, en primer término, iniciado y propagado por
componentes del sistema del complemento, el sistema de coagulacion (factores de contacto), las
quininas y los componentes del sistema fibrinolitico.

Sistema del complemento
La accién de éste incluye destruccion celular, inflamacién y efectos inmunoldgicos.

La activacion del complemento produce péptidos que median la quimiotaxis, la anafilaxia,
la vasodilatacién y la secrecidén celular de citocinas. Los componentes C3a y C5a actlan como
anafilotoxinas, causando desgranulacion de células mastoideas y de basdfilos, liberando
simultdaneamente histamina y otros mediadores. Como resultado del proceso antes mencionado
se da la produccién de vasodilatacion, enrojecimiento, hinchazén y otros efectos que incluyen la
contraccién del musculo liso y la secrecidon de mucus por las células de las vias respiratorias.

El componente C5a es un potente estimulante quimico para la migracidon de neutrdfilos,
monocitos y eosindfilos al area dafiada, ademads, unido a la superficie de los neutréfilos estimula
su adherencia, desgranulacion y estallido respiratorio. El C5a también induce la liberacion del
factor de necrosis tumoral (TNF) e interleucina 1 (IL-1), incrementando de esta forma la respuesta
inflamatoria.

El C3b, cubre a las células blanco (opsonizacidn). Las células fagociticas poseen receptores
especificos para C3b y pueden unirse a las células opsonizadas preparando la ingestidn, la fijacidn
del componente C3b a las células blanco también incrementa la lisis por células NK a través de la
citotoxicidad medida por células dependientes de anticuerpos.

El resultado de la interaccidén de estos factores es la habilidad de la activacion local del
complemento a inducir aumento del flujo sanguineo al tejido afectado, quimiotactismo, activacion
de fagocitos neutréfilos y mononucleares, secrecién de citocinas, amplificaciéon del efecto del
complemento y aumento de las defensas inmunolégicas.

Sistema de activacidn por contacto

Existe una serie de proteinas que se activan por contacto con sustancias naturales, tales como
cristales de urato de sodio, cristales de pirofosfato de calcio, sulfato de colesterol y homocisteina.
Estas proteinas conforman lo que se conoce como “sistema de contacto”; y se encuentra a su vez
conformado por el factor Xl (factor Hageman), la pre-calicreina, el factor XlI (antecedente
plasmatico de tromboplastina) y un cinindégeno de alto peso molecular.

e Factor Xll: es el responsable de la activacion no inmunoldgica de la via clasica del
complemento, estimula la agregacion y desgranulacion de los neutrdfilos.



e (Calicreina activada: es un agente quimiotactico para los neutrofilos.

e Cinindgeno de alto peso molecular: se une a los neutréfilos de manera especifica,
reversible y saturable, lo que contribuye a la estimulacién éptima de los neutrdfilos por la
calicreina.

Bradiquinina: la bradiquinina es generada por el clivaje del quininégeno de alto peso
molecular por accién de la calicreina, tiene la capacidad de liberar citocinas tales como IL-1y TNF;
promueve todas las sefiales de transduccién a nivel celular:

a) Movilizacion de calcio

b) Transporte de cloruros

c) Activacién de la fosfolipasa especifica para fosfatidilinositol

d) Sintesis de 6xido nitrico

e) Estimulacidn de la fosfolipasa A2, la cual forma prostanglandinas y leucotrienos

f) Estimulacion de la adenilciclasa.

Sistema fibrinolitico: este sistema regula la deposicion de fibrina en los vasos sanguineos y en
el tejido, la fibrindlisis es activada por un mecanismo dependiente de los neutroéfilos, los cuales
liberan proteasas luego de la migracién al sitio de la inflamacién, degradan el fibrindgeno, causa la
retraccion de las células endoteliales, permitiendo la migracidn de los neutréfilos hacia el espacio
del tejido intersticial y la exudacidn de constituyentes del plasma.

Mediadores lipidicos: el rubor, dolor, edema y calor son producidos por mediadores lipidicos,
como los eicosanoides y el factor activador de plaquetas (PAF), los cuales son sintetizados a partir
de los fosfolipidos de las membranas de las células inflamatorias; los eicosainoides son productos
oxigenados de 20 datomos de carbono que derivan, en su mayoria, del acido araquiddnico, y es
generado por tres clases de enzimas intracelulares: la ciclo-oxigenasa (COX) que produce
prostanglandinas y tromboxano; la lipo-oxigenasa que produce leucotrienos, lipoxinas e
hidroxiacidos y la epoxigenasa, que genera epoxiacidos.

Prostaglandinas y tromboxanos: La via para produccion de las prostaglandinas y el
tromboxano se inicia cuando la enzima ciclo-oxigenasa convierte el acido araquiddnico en
endoperdxido ciclico (PGG2) por introduccion de oxigeno molecular. Las prostaglandinas
interactian como receptores de superficie en los linfocitos, las PGE2, PGA2, PGD2 y PGI2,
incrementan los niveles intracelulares de AMP ciclico (el aumento de AMP ciclico en los linfocitos
estd asociado a la inhibicion de mitogénesis, a la reduccion de la formacidn de linfoquinas y a la
inhibicién de citdlisis), también pueden influir en el comportamiento celular a través de cambios
de la funcién de la membrana; a causa de alteraciones en lipidos, proteinas, composicién de
glicoproteinas y por la alteracion de captacion de nutrientes esenciales y calcio, provocan la
vasodilatacién, la permeabilidad vascular y son quimioatrayentes de neutréfilos. El efecto de estos
compuestos es antagonizado por el tromboxano A2.

Los leucotrienos: éstos son producidos por la accién de la enzima lipooxigenasa, los
leucotrienos B4, C4, D4 y E4 actuan como potentes agentes estimulantes de la contraccion de la



musculatura lisa y de los vasos sanguineos; son los principales constituyentes de la sustancia de
liberacion lenta de la anafilaxia.

El leucotrieno B4 es un potente activador de la funcidén y comportamiento del leucocito,
produce la agregacion y estimulacion de la funcidon leucocitaria; es asi mismo un factor
guimiotdctico muy potente; trabajando conjuntamente con las prostaglandinas y el C5a, produce
permeabilidad vascular y la infiltracidn celular, aumenta la expresion de receptores de superficie,
potencia la expresidn de los receptores C3b en eosindfilos y los niveles de GMP ciclico intracelular;
como parte del mecanismo activador de leucocitos, incluye la estimulacién en la captacién de Ca **
extracelular y D-Fructosa.’

Factor activador de plaquetas (PAF): Es un potente activador de los neutréfilos, debido a que
estimula la adhesion, la liberacién de enzimas lisosomales, la generacién de especies reactivas de
oxigeno, ademas produce marginacion de los neutréfilos en la pared del endotelio vascular y
promueve la migracion al espacio extravascular e incita la activacidon y agregacion plaquetaria;
ademas de actuar como regulador del funcionamiento de los linfocitos es el quimioatrayente mas
potente de eosindfilos. ®

Oxido nitrico (NO): el efecto fisiolégico mas importante del NO es su comportamiento como
vasodilatador.

Histamina: ésta se encuentra en forma de grdnulos en las células mastoideas y en los
basdfilos, es una amina natural producida por descarboxilacién de la histidina. Incrementa el flujo
sanguineo, la permeabilidad vascular y produce edema. Puede ejercer quimiotactismo especifico
para esosindfilos. Su accion principal se da al inicio del dano.

Citoquinas: son sefiales intercelulares no especificas, por las cuales, se coordinan la respuestas
inmunes e inflamatorias; las citoquinas que intervienen en el proceso inflamatorio son: factor de
necrosis tumoral (TNF), interleucina- 1(IL-1), interleucina- 6 (IL-6), estos no presentan especificidad
por los antigenos y operan en muy bajas concentraciones.

e Interleucina- 1: es producida por monocitos, neutroéfilos, células epiteliales y queratocitos.
Promueve la unidn de los neutréfilos sanguineos a las células endoteliales de la pared de
los vasos sanguineos, seguida de infiltracion y edema; en la médula tiene efecto inductor
de factores estimulantes del crecimiento de colonias (CSF) y diferenciacion.

e Factor de necrosis tumoral (TNF): es producido por macréfagos activados. El TNF tiene un
efecto citotéxico sobre ciertas células tumorales y se considera uno de los mas
importantes mediadores de la inflamacion, induce la fiebre, promueve la respuesta de los
hepatocitos produciendo diversos reactantes de la fase aguda. Los neutrdfilos responden
al TNF incrementando su capacidad de unidn a las células del endotelio produciendo
estallido respiratorio y desgranulacion. En las células endoteliales vascular hay produccion
de procoagulantes, supresidn de la actividad anticoagulante y bloquea el aporte de sangre.



e Interleucina- 6: produce efectos parecidos a la IL-1y TNF.”
Fase vascular
Dilatacion y permeabilidad

La respuesta al trauma generalmente comienza con la dilatacidon de los vasos sanguineos
de calibre pequeno localizados en y alrededor del sitio afectado como resultado de la relajacion
del musculo liso de la pared vascular, dicha vasodilatacién tiene como consecuencia el incremento
del flujo sanguineo en la regién afectada, lo cual produce eritema y calor; conforme se produce la
vasodilatacidn, las células limitantes se retraen activamente alejdndose una de otra para asi crear
hendiduras microscépicas en la membrana basal endotelial, lo cual aumenta la permeabilidad de
la pared venular trayendo beneficios como:

El incremento de suministro sanguineo local mejora la entrega de oxigeno, plaquetas y
factores de coagulacidn en el sitio afectado, lo cual a su vez ayuda a estabilizar los tejidos dafiados
y facilita la cicatrizacién y reparacion de la herida; asi como aumenta la posibilidad de colisiones
entre leucocitos sanguineos y el endotelio vascular.’ El liquido vascular puede inmediatamente
diluir o disolver sustancias peligrosas en los tejidos y transporta en él muchas proteinas
antimicrobianas desde el suero, contribuyendo a la llegada rapida de factores defensivos
inespecificos, innatos, al sitio donde se requieren.

Fase celular
El plasma contiene factores que potencializan la funcién de las células inflamatorias.

La migracidn de los leucocitos a los tejidos involucra una secuencia coordinada de fenémenos
gue se puede dividir en cuatro etapas:

1. En esta fase se generan gran cantidad de mediadores y la activacion del endotelio, en el
cual las células limitantes de las vénulas postcapilares expresan altas concentraciones de
ciertas moléculas de adhesién de superficie en caso de lesidn tisular, cuando tales células
se exponen a mediadores inflamatorios particulares como histamina, lipopolisacaridos
(LPS), productos intermedios de las cascadas de coagulacién o del complemento, y
citocinas como IL-1 o TNF.

Entre las moléculas que se expresan en el endotelio activado se encuentran la molécula de
adhesién intercelular 1(ICAM- 1), la molécula de adhesién intercelular 2 (ICAM2), la
molécula de adhesién de células vasculares 1 (VCAM- 1), que son de tipo Ig y la selectina E,
inducidas por IL-1 y TNF; y la selectina P, inducida por la histamina y el factor activador de
plaqueta (PAF).

Las selectinas E y P interactlan con los oligosacaridos sialilados de los leucocitos del

Ill

torrente circulatorio causando el “rodamiento” leucocitario a lo largo del endotelio.



2. En esta etapa se lleva a cabo la “activacién” de los leucocitos rodantes debido a la accién
de quimioatrayentes que provocan un aumento de la afinidad de la unidn de las integrinas
de los leucocitos a sus ligandos endoteliales, llevando a una adhesién firme. Las alfa
quimiocinas y la IL-8 actlan sobre los neutrdfilos, las beta quimiocinas sobre los
monocitos y los eosindéfilos. El TNF, el factor estimulante de crecimiento de granulocitos y
macréfagos (GM- CSF), la IL-3 y IL-5 incrementan la adhesividad de las integrinas
leucocitarias.

3. Durante esta etapa se realiza la “adhesién firme”, resultante de la unién de las integrinas
de los leucocitos a los ligandos endoteliales tipo Ig. Esta union y la regulacién de la
expresion de los ligandos por las citocinas contribuyen a la selectividad de adhesién de los
distintos subtipos de leucocitos, mediando asi un reclutamiento selectivo de leucocitos al
sitio de la inflamacioén.

4. En esta ultima fase se lleva a cabo la “migraciéon trans-endotelial”, aqui los leucocitos se
arrastran sobre la superficie del endotelio a la unién intercelular y se desliza entre las
células endoteliales al tejido extravascular, este proceso se realiza mediante dos
mecanismos diferentes; el quimiotaxismo y haptotaxismo. En el primero los leucocitos
adherentes se mueven en el sentido de la concentracién de un quimioatractante, para el
caso de haptotaxismo los leucocitos migran a lo largo de un gradiente de los ligandos de
adhesividad de las células endoteliales a la region de maxima densidad de ligandos, como
a las moléculas de adhesién de leucocitos y plaquetas (PECAM-1).

El proceso planteado es de suma importancia, ya que lleva a las células fagociticas al lugar
donde se encuentra el agente patdégeno causante el dafio.

Aqui el neutréfilo o macréfago se adhiere al microorganismo a través del reconocimiento de
patrones moleculares expresados sobre la superficie de los patégenos (PAMP), posteriormente
inicia la fase de ingestion al activar un sistema contractil de actina—miosina que extiende
pseuddpodos alrededor de la particula, a medida que a la superficie del microorganismo se
adosan en secuencia receptores adyacentes, la membrana plasmatica es traccionada alrededor de
la particula, hasta incluirla por completo en una vacuola (fagosoma). A continuacion los granulos
citoplasmaticos se fusionan con el fagosoma (fagolisosoma) y se liberan sus contenidos alrededor
el microorganismo capturado, donde es destruido.>®

En los lisosomas hay numerosos mecanismos microbicidas; el pH del fagolisosoma puede ser
tan bajo como 4.0 debido a la acumulacion de acido lactico, lo que previene el crecimiento de la
mayoria de los patégenos, el microambiente acido optimiza la actividad de numerosas enzimas
microbicidas presentes en los lisosomas entre las que se incluyen numerosas hidrolasa acidas
(proteasas, nucleasas, glucosidasas, lipasas). También contiene proteinas catidnicas que dafian la
permeabilidad de las membranas bacterianas por interaccion con sus superficies cargadas
negativamente, o la lactoferrina, potente quelante de hierro, factor de crecimiento imprescindible
para muchos microorganismos.



Tras la uniones de los receptores endociticos se incrementa la captacion de oxigeno por los
macréfagos y neutréfilos, que es utilizado para generar productos intermedios reactivos de
oxigeno, los cuales son agentes oxidantes muy reactivos capaces de destruir a los
microorganismos, ésto se conoce como estallido respiratorio, el cual comienza con la activacién de
un complejo enzimatico localizado en la membrana del fagocito y del fagolisosoma llamado
NADPH oxidasa que reduce el oxigeno molecular a superdxido (O,) y éste puede reducirse a
radicales hidroxilo (OH’) o dismutarse a peréxido de hidrégeno (H,0,) por la accidn de la enzima
superdxido dismutasa. EI OH y H,0, son potentes agentes oxidantes con gran capacidad
microbicida, ademas los neutrofilos poseen una enzima llamada mieloperoxidasa que utiliza el
perdxido de hidrégeno generado en el estallido respiratorio junto con iones cloruro para producir
hipoclorito; los macréfagos también cuentan con un segundo sistema de generacion de radicales
libres, la sintetasa del oxido nitrico inducible (iNOS), la cual se induce durante la fagocitosis y
cataliza la generacidn de oxido nitrico (NO).

También actuan las defensinas, ésta son péptidos antimicrobianos y citotéxicos. Cada péptido,
incluye 6 cisteinas constantes, formando una molécula circular que se estabiliza mediante enlaces
disulfuro intramoleculares. Se ha demostrado que estos péptidos defensinas circulares forman
canales permeables idnicos en membranas de la célula bacteriana. La lisozima que dafia las células
bacterianas cataliza la hidrdlisis de las uniones beta 1,4 entre los residuos de acido N-

acetilmuramico y N-acetil-D-glucosamina en un peptidoglicano.'*!

Fase de regulacién

Existen varios mecanismos regulatorios de la inflamacién, algunos de estos son:

e PGE2: inhibidor potente de la proliferacién de linfocitos y de la produccién de citocinas
por células Ty macréfagos.

e Histamina: Actua sobre receptores H2, induce en los mastocitos y basdfilos una inhibicién
en la liberacién de mediadores, inhibe la actividad del neutrdfilo, inhibe la quimiotaxis y
activa las células T supresoras.

e Factor de crecimiento en transformacion (TGFB): desactiva los macrofagos mediante la
inhibicion de la produccion del intermediario reactivo del oxigeno, disminuye el efecto
citotéxico de macréfago y células NK activadas.

e Glucocorticoides endégenos: ejercen efecto antiinflamatorio mediante la represién de
varios genes, que incluyen a aquellos para las citocinas proinflamatorias y las moléculas de
adhesion.

e Heparina: Inhibe la coagulacién y la activacién de los factores del complemento.

e Eosinofilo: Esta célula, atraida por el ECF-A, acude al foco inflamatorio donde libera una
serie de enzimas que degradan determinados mediadores potenciadores de Ia
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inflamacidn. La histaminasa actua sobre la histamina, la arilsulfatasa sobre los leucotrienos
y la fosfolipasa sobre el PAF

¢ Interleucina 10 (IL- 10): inhibe la presentacidn del antigeno, la produccién de citocinas y la
destruccién con NO por los macréfagos.>’

Fase de recuperacién

El resultado éptimo de una reaccién inflamatoria aguda es la restitucion completa de la estructura
y funcién normal del tejido lesionado. Esto requiere:

a) laremocion del exudado inflamatorio, fibrina y desechos celulares;
b) inversién de los cambios en la microvasculatura;
c) el remplazo de todas las células especializadas perdidas a causa de la lesion.

Este proceso soélo se cumple si el agente agresor es eliminado completamente y la necrosis
de las células especializadas es minima.

Cuando se ha eliminado el agente patégeno disminuyen tanto la liberacién de mediadores,
el estimulo para la vasodilatacion y el reclutamiento celular, habiendo también una disminucién
de la permeabilidad vascular. Al disminuir la vasodilatacion las fuerzas hidrostaticas y osmaticas
regresan a su estado normal; el liquido del exudado y las proteinas son eliminados a través del
drenaje linfatico.

Los neutrdfilos infiltrados mueren en el lugar, las células de tejido muerto son digeridas
parcialmente por sus propias enzimas lisosomales asi como por las liberadas por los neutrdfilos y
macroéfagos. Se lleva a cabo un remplazo de neutrdfilos por monocitos y macréfagos, los cuales se
encargaran de identificar y degradar gran parte de los desechos celulares y tejidos destruidos en
las lesiones inflamatorias.

La fibrina depositada en los espacios extravasculares es metabolizada por las enzimas
fibrinoliticas del exudado y los productos de degradacidn son eliminados por el sistema linfatico.*

3.3 Inflamacidn crénica

Cuando un agente inflamatorio persiste, ya sea por su resistencia a la degradacién
metabdlica o por la incapacidad de un sistema inmune de eliminar un microorganismo infeccioso,
hay un predominio de monocitos, linfocitos, macréfagos y células plasmaticas, que comienzan la
inflamacién crénica.?

La funcidon que cumplen los monocitos y macréfagos es doble: por un lado, la de fagocitar,
ingerir o degradar microorganismos, desechos celulares y neutrdéfilos degenerados y, por el otro
lado, la de modular la respuesta inmune y la funcién de las células T a través de la presentacion de
antigenos y la secrecién de citocinas especificas. Posteriormente, los monocitos y macrdfagos
tienen la funcidn de modular la etapa de cicatrizacion y reparacion secundaria a la secrecién de
citocinas que afectan a las células parenquimales y a la funcién de las células inflamatorias.



De acuerdo al grado de dafio, el tejido afectado puede recuperar su estructura y funcion
normal o pasar a una reparacion en la cual se realiza un proceso de fibrosis obteniendo una
estructura y funcion alterada.

Si el dano persiste, los macréfagos pueden cambiar la respuesta por una reaccién de
hipersensibilidad retardada, en la cual la morfologia de los macréfagos es variable, ya que muchos
poseen un aspecto de activados, algunos forman colecciones (células epitelioides) y otros se
fusionan para formar células gigantes. Si interviene una respuesta inmune adaptativa, también
puede haber linfocitos con diversos aspectos.”

3.4 Sistema cardiovascular

Esta conformado por:

e Arterias: transportan la sangre desde el corazdn a los tejidos del organismo.

e Capilares: ahi se produce la difusion de los nutrientes y los productos de desecho.

e Venas: devuelven la sangre desde los tejidos al corazén

e Vasos linfaticos: regresan a la sangre cualquier exceso de agua y nutrientes que se hayan
difundido fuera de los capilares.

Las principales funciones del sistema cardiovascular son:

e Distribucion de O, y nutrientes.

e Transporte de CO, y de los productos metabdlicos de desecho desde los tejidos a los
pulmones y a los drganos excretores.

e Distribucion del agua, electrolitos y hormonas por todo el organismo.

e Contribucién a la infraestructura del sistema inmunitario.

e Termorregulacién.™

El corazon

El corazdn es un musculo hueco, cdnico, con la base en la parte alta y el apex en la parte baja,
dirigido hacia la izquierda. Se encuentra situado en el mediastino anterior y esta formado por dos
bombas musculares (ventriculos).

El ventriculo derecho es la bomba de la circulacién pulmonar; la sangre es bombeada a los
pulmones, donde toma oxigeno y se desprende el diéxido de carbono y luego vuelve a la auricula;
el ventriculo izquierdo es la bomba de la circulacidn sistémica, la sangre es bombeada desde ahi al
resto del organismo. En los tejidos del cuerpo se intercambian nutrientes y productos de desecho,
la sangre (que ahora transporta menos oxigeno y mas didxido de carbono) vuelve a la auricula
derechay de ahi al ventriculo derecho. Las dos circulaciones actian simultdneamente.

Las auriculas izquierda y derecha se comunican con los ventriculos a través de las valvulas
auriculoventriculares mitral y tricuspide, respectivamente, estos se encuentran separados por una
banda de tejido conjuntivo fibroso, que proporciona un esqueleto para la fijacién del musculo y la
insercion de las vélvulas.*



El corazén se conforma por tres capas:

1. Pericardio: es el saco o cubierta exterior del corazén que protege, aisla y mantiene las
condiciones 6ptimas para que el corazén pueda movilizarse libremente durante las
contracciones, consta de dos hojas: una visceral que constituye toda la superficie externa
del corazdn y sirve de proteccion contra el roce; y otra parietal, es la mas extensa de las
dos y posee mayor resistencia, se adhiere firmemente al centro tendinoso del diafragmay
a otras estructuras cercanas. Entre las dos hojas hay un espacio (cavidad pericardica) que
contiene liquido citrino, el cual tiene como principal funcién lubricar.

2. Miocardio: constituye la capa mas gruesa del corazdn; el espesor y didmetro de las células
son maximos en el ventriculo izquierdo y menos en el derecho, estd constituido en su
mayoria por células contractiles llamadas miocitos, las cuales tienen un nucleo central y
son mas cortas que las fibras musculares esqueléticas, forman largas cadenas; no pueden
regenerarse; tienen un didmetro de 15 a 20 micras y alrededor de 100 micras de longitud.

3. Endocardio: es a capa interna del corazén, se encuentra constituido por una capa de
células endoteliales con una porcién subendotelial de fibras elasticas, nervios, vasos
sanguineos y colagena. El endocardio de las auriculas es mas grueso que el de los
ventriculos y frecuentemente contiene musculo liso.">****

El dafio de la célula miocdrdica se mide con marcadores ampliamente conocidos como la
creatincinasa total (CK total), lactato deshidrogenasa (LDH) y la transaminasa glutamico-
oxalacético (GOT); y los indicadores mas especificos de lesion miocitica son medidos con la
fraccion MB de la creatincinasa (CK-MB), la mioglobina y las troponinas cardiacas.

Microinfarto

Es un dafo producido por la oclusién del flujo de la microvasculatura que causa la necrosis
de una pequefa zona, en él se muestran niveles elevados de troponina, pero cuyas enzimas

tradicionales son normales.*’*®

3.5 El higado

Es una glandula que se encuentra en el hipocondrio derecho; es el 6rgano mas voluminoso
del organismo (en el adulto llega a pesar hasta 1500 g).

Estd formado por cuatro l6bulos: los dos principales son el derecho y el izquierdo en la
cara superior, en la inferior estan dos lébulos pequefios llamados Iébulo cuadrado y Iébulo
caudado (de Spiegel).

Se encuentra cubierto por el peritoneo y ademas presenta una envoltura independiente
del recubrimiento peritoneal: la cdpsula de Glisson que penetra con los vasos sanguineos y le da
sostén a las células hepaticas. Junto con este arbol conjuntivo corren ramas de la vena porta, la
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arteria hepatica, asi como los conductos linfaticos y los conductos biliares; estos cuatro elementos
constituyen el espacio llamado porta.

Microscépicamente el higado estd conformado por lobulillos que constan de varios
espacios porta (usualmente cinco o seis) unidos por tejido conjuntivo y cuyos vasos sanguineos
drenan hacia la vena que se encuentra en el centro de dicho lobulillo; las células hepaticas o
hepatocitos forman cordones que corren del tejido conjuntivo de los espacios porta a la vena
central o centrolobulillar. Los vasos sanguineos que se forman entre el espacio porta y la vena
centrolobulillar son capilares modificados y se hallan revestidos por células epiteliales y por células
reticuloendoteliales con capacidad fagocitica (células de Kupffer). Las venas centrolobulillares
finalmente drenan en la cara inferior.

Sus funciones caen en alguna de las siguientes categorias:

e Almacenamiento: de grasas, vitaminas como la Ay B12, minerales como el fierroy
carbohidratos en forma de glucdégeno; cuando estas sustancias se encuentran en exceso,
el higado, es capaz de almacenarlas y regresarlas a la circulacién cuando disminuyen o son
requeridas por otro tejido.

e Transformaciones y conjugaciones: las sustancias que deben llegar a nuestras células
deben a su vez ser las mas adecuadas para su buen funcionamiento, asi pues el higado es
el responsable de eliminar o transformar dichas sustancias manteniendo una composicion
adecuada en sangre , por ejemplo metaboliza el amoniaco en urea, degrada y excreta
algunas hormonas, asi como numerosos farmacos y drogas, por medio de la bilis,
transforma los quilomicrones en los distintos componentes de las grasas, realiza la
gluconeogénesis (formacién de glucosa a partir de ciertos aminoacidos, lactato y
glicerol),la glucogendlisis (fragmentacion de glucégeno para liberar glucosa en la sangre) y
la glucogenogénesis (es la sintesis de glucégeno a partir de glucosa)

e Sintesis:, se encarga de la sintesis de factores de coagulacién como el fibrinégeno (1), la
protrombina (ll), la globulina aceleradora (V), proconvertina (VIl), el factor antihemofilico
B (1X) y el factor Stuart-Prower (X), participa en la sintesis de proteinas.™

El higado estd especialmente expuesto a toxicidad por razéon de su funcion en la
biotransformaciéon, metabolismo y eliminacion de agentes potencialmente tdxicos. Ciertos
productos medicinales, al tomarse en dosis elevadas o por una larga extension de tiempo causan
dafios celulares. La hepatotoxicidad puede ser causada por elementos naturales, remedios caseros
o industriales, entre otros.

Este dafio puede ser medido por marcadores como la aspartato aminotransferasa (AST),
alanimoaminotransferasa (ALT), que son indicadores de dafio celular hepatico; Ia
gammaglutamiltranspeptidasa (GGT) y fosfatasa alcalina las cuales indican obstruccion del sistema
biliar, ya sea en el higado o en los canales mayores de la bilis que se encuentran fuera de este
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organo, y finalmente la bilirrubina total, directa e indirecta porque refleja la habilidad del higado
de recoger, procesar y segregar la bilirrubina a la bilis.

3.6 Fundamento de las técnicas empleadas para determinar el grado de afeccién
causada por procesos inflamatorios

3.6.1 Ceruloplasmina

La ceruloplasmina es una o, globulina con una movilidad electroforética de 4.6, tiene un
peso molecular de 132 kDa y un punto isoeléctrico de 4.4; su tasa normal es de 30 mg/ 100 mL. %

Esta proteina es la principal transportadora de cobre en la circulacidén, se sintetiza
principalmente en los hepatocitos como una cadena polipeptidica simple y se secreta como una
o,- glicoproteina; pero también se encuentra en monocitos, astrocitos y células de Sertoli; se
caracteriza desde el punto de vista estructural por presentar tres tipos de unién para el cobre con
caracteristicas espectroscoépicas diferentes y desde el punto de vista funcional por catalizar la
reduccion de una molécula de oxigeno con formacién de una de agua, sin la liberacion de
intermediarios potencialmente téxicos (O,-, H,0,).

Algunas de sus funciones son:

e Transporte de cobre.

e Mantener la homeostasis del hierro como ferroxidasa, catalizando la conversién de Fe **
en Fe**

e Presenta propiedades antioxidantes contra la peroxidacion lipidica y oxidante frente a
varias aminas.

e Angiogénesis

e Coagulacion

Niveles por debajo de normal Niveles arriba de lo normal
Sindrome de Menkes Embarazo

Enfermedad de almacenamiento de cobre de Linfoma

Wilson Infecciones agudas y crénicas
Hemocromatosis hereditaria Artritis reumatoide.

Desnutricion Enfermedades hepaticas y pelagra
Nefrosis

Sindrome de mala absorcién

Enteropatia exudativa

Cuadro 1. Padecimientos que muestran los niveles de ceruloplasmina , ya sea, elevados o

disminuidos. ***

Esta proteina se determina por la técnica de inmunodifusién radial.



3.6.2 Inmunodifusion radial o técnica de Mancini.

Este método se basa en mezclar los anticuerpos en una solucién de agarosa mantenida
entre 40 y 45° C, al enfriarse, la agarosa gelifica, constituyendo el soporte semisélido donde los
anticuerpos interaccionaran con los antigenos homdlogos. Los antigenos solubles colocados en las
perforaciones practicadas en el gel se difunden radialmente, al tiempo que interaccionan con los
anticuerpos incluidos en el mismo, originando, al alcanzarse, las concentraciones de equivalencia,
la formacidn de halos o anillos definidos de precipitacion.

Manteniendo constante la cantidad de anticuerpo, el diametro de los halos de
precipitaciéon sera proporcional a la concentracidon del antigeno; de esta manera, al incluir
cantidades conocidas del antigeno (para construir una curva de calibracién), la técnica se torna
cuantitativa.”® Entre mas grande sea el didmetro del halo de precipitacién, mayor serd la
concentracién de ceruloplasmina presente en la muestra de suero.

3.6.3 Reaccidn antigeno- anticuerpo

Una reaccidon antigeno-anticuerpo es la interaccién del antigeno con su respectivo
anticuerpo, este acoplamiento estructural se da por varias fuerzas débiles que disminuyen con la
distancia, podemos citar como ejemplo los puentes de hidrégeno, las fuerzas de Van der Waals,
las interacciones electrostdticas débiles y las hidrofébicas.

Esta unién depende de la complementariedad entre ambas moléculas por lo que se
efectla a través de multiples enlaces no covalentes entre una parte del antigeno y los aminoacidos
del sitio de unién del anticuerpo. La reaccidn se caracteriza por ser especifica, rdpida, reversible y
espontdnea.

3.6.4 Reaccion de precipitacion

La reaccidn de precipitacidon ocurre cuando se combina un anticuerpo, por lo menos divalente, con
un antigeno soluble y esto conlleva a la formacion de agregados que precipitan, para que tal
precipitacién ocurra en forma maxima se necesita que tanto el antigeno como el anticuerpo se
hallen en concentraciones éptimas, cuando cualquiera de los reaccionantes se encuentran en
exceso no se pueden formar grandes agregados antigeno-anticuerpo; en este caso el antigeno se
encuentra disuelto, y al unirse a los anticuerpos se forman unos macrocomplejos moleculares,
semejantes a una red tridimensional, que debido a su tamano, precipita. Esta etapa se acelera con
el aumento de la temperatura y ademds es dependiente de la concentracién de electrolitos.?

3.6.5 Proteina C reactiva

La proteina C reactiva (PCR) fue descubierta por Tillett y Francis en 1930, fue la primera
proteina de fase aguda descrita y el nombre deriva de su capacidad para precipitar al polisacarido
somatico C del Streptococcus pneumoniae, dicha proteina estd formada por cinco polipéptidos
idénticos que se mantienen unidos entre si por medio de interacciones no covalentes, y dispuestos
como un pentamero ciclico alrededor de una cavidad fijadora de calcio, tiene la capacidad de



fijacién dependiente de calcio a los grupos fésforilcolina de numerosos microorganismos que lo
contienen en sus membranas; esta proteina imita la accién de los anticuerpos uniéndose a los
microorganismos y provocando la activacién de la via clasica del complemento (induce el depdsito
de C3b sobre la superficie del microorganismo, contribuyendo asi a la opsonizacion de éstos); la
PCR incrementa su expresion mas de cien veces a las pocas horas de desencadenarse una
respuesta inflamatoria.®*®

EI TNF, el IL- 1 y el IL- 6 participan en el aumento de la sintesis y secrecion de la PCR por los
hepatocitos.

La sintesis de novo de la PCR principia a las 6 horas después de iniciado el estimulo
inflamatorio y alcanza su maximo a las 24-72 horas. Su vida media es relativamente corta (19
horas), pero su concentracidén plasmatica es constante bajo cualquier condicidon y no se modifica
con la ingestién de alimentos. Un dato importante es que los valores elevados de PCR se asocian
de forma directa con el grado de necrosis miocardica.'’

La determinacién de la proteina C reactiva se realiza a través de una reaccion de
aglutinaciodn, la cual se explica enseguida.

3.6.6 Reaccidn de aglutinacién

La interaccion entre el anticuerpo y un antigeno particulado resulta en un agrupamiento
visible llamado aglutinacidn, los anticuerpos que producen estas reacciones se denominan
aglutininas, éstas dependen del enlace cruzado de antigenos polivalentes.

Cuando la particula aglutinada es el antigeno mismo se habla de una reaccion de
aglutinacidn directa o activa;, si el antigeno es soluble y se absorbe fisica o quimicamente sobre
una particula, entonces se habla de una reaccién de aglutinacién indirecta o pasiva; en el caso de
que los antigenos particulados sean eritrocitos, la reaccién se describe como hemaglutinacién; y se
denomina hemaglutinacién pasiva cuando los eritrocitos se utilizan sélo como soporte de
antigenos solubles.?

3.6.7 Streptococcus pneumoniae

Los neumococos (S. pneumoniae) son diplococos grampositivos, lanceolados o dispuestos
en cadenas y con una capsula de polisacarido que permite tipificarlos con antisueros especificos;
los neumococos son habitantes normales de las vias respiratorias superiores en un porcentaje del
5 al 40% de los humanos y puede causar neumonia, sinusitis, otitis, bronquitis, bacteriemia,
meningitis y otros procesos infecciosos.

Cultivos: los neumococos forman una pequefa colonia redonda, al principio en forma de
domo y después desarrollan una placa central con un reborde elevado, son a—hemoliticos sobre
agar sangre, su crecimiento aumenta con 5a 10% de CO,.



Caracteristicas

Fermenta la glucosa; esto se acompafia de produccidn rdpida de acido lactico que limita el
crecimiento; con la neutralizaciéon a intervalos del caldo de cultivo con alcali se logra un
crecimiento masivo. Los neumococos aislados que generan gran cantidad de capsulas producen
colonias mucoides; con la edad, los microorganismos tienden a manifestar lisis espontanea, la de
los neumococos ocurre en algunos minutos cuando se afiade bilis de buey (10%) o desoxicolato
sodico (2%) a un caldo de cultivo o suspensién de microorganismos con pH neutro; sobre un
medio sélido, el crecimiento de los neumococos se inhibe alrededor de un disco de optoquina.

Reacciéon Quellung: consiste en la mezcla del neumococo de un cierto tipo con suero
antipolisacédrido especifico del mismo tipo, o con antisuero polivalente sobre un portaobjetos de
microscopio, la capsula se hincha notablemente, esta reaccion es util para su identificacién.

Estructura antigénica

e Antigenos de la pared celular especifico de grupo: este carbohidrato se encuentra en la
pared celular y constituye la base de los grupos seroldgicos (grupos de Lancefield A- U, K
U), la especificidad seroldgica de los carbohidratos especificos de grupo se determinan
mediante un aminoazucar.

Para los estreptococos del grupo A, este azlcar es la ramnosa- N- acetilglucosamina, para
el grupo B, el polisacarido de ramnosa glucosamina, para el grupo C, la ramnosa- N-
acetilgalactosamina; para el grupo D, el acido glicerol teicoico que contiene D- alanina y
glucosa; para el grupo F, la glucopiranosil- N- acetilgalactosamina.

e Proteina M: tiene la apariencia de prolongaciones semejante a pelos de la pared celular,
cuando la proteina M estd presente los estreptococos son virulentos, y en ausencia de
anticuerpos especificos tipo M pueden resistir la fagocitosis efectuada por los leucocitos
polimorfonucleares.

e Sustancia: esta sustancia es acido labil y termolabil, permite diferenciar ciertos tipos de
estreptococos por aglutinacién con antisueros especificos, en tanto que otros tipos
comparten la misma sustancia.

e Neumolisinas: estimulan citocinas y destruyen los cilios de las células epiteliales
respiratorias humanas en cultivo.

e Neuraminidasa: segmenta el acido sidlico que se encuentra en mucina, glucolipidos y
glucoproteinas del huésped. Tiene efecto directo sobre los fagocitos y suprime las
funciones inflamatorias e inmunoldgicas del huésped.

e El polisacarido C es un acido teicoico que forma parte de la pared celular, representa una
porcién del antigeno de Forsman o F, inhibidor especifico de la autolisina homdloga, dicho



acido teicoico es rico en colina que puede reaccionar con una proteina sérica, conocida
como proteina C reactiva.

e La pared celular de S. pneumoniae tiene la estructura general de las cocaceas Gram.
positivas, con una capa importante de peptidoglicano constituida por subunidades
alternadas de N-acetilglucosamina y dacido N-acetil muramico enlazadas por puentes
peptidicos, un componente importante de esta pared lo constituye el acido teicoico, rico
en galactosamina, fosfato y en colina; esta Ultima sustancia es exclusiva de esta bacteria y
cumple una funcién reguladora importante en la hidrélisis de la pared. El 4cido teicoico se
dispone de dos formas en la pared celular, una expuesta en la superficie celular, (conocido
como sustancia C) y otra forma unida de manera covalente a los lipidos de la membrana
citoplasmatica

e El polisacdrido capsular es inmunitariamente distinto para cada uno de los mas de 83
tipos, es un antigeno que induce principalmente una respuesta de células B.

e La capsula polisacarida es el factor que determina la virulencia, tal polisacarido interfiere
con el depésito eficaz del complemento sobre la superficie del microorganismo, y de esta
manera, con el reconocimiento y la ingestion por el fagocito.

Esta propiedad resulta particularmente importante en ausencia de anticuerpos
especificos, en los casos en que la via alterna es el medio primario para la opsonizacién
mediada por C3b, el efecto neto consiste en que los fragmentos del complemento
reconocidos por los receptores del fagocito no estdn disponibles sobre la superficie del
microorganismo; cuando el anticuerpo se fija al polisacarido capsular, lo hace también el
C3b generado por la via cldsica y sobreviene la opsonofagocitosis.

e Proteina A: interfiere en el depdsito del complemento.
e Los peptidoglicanos y el acido lipoteicoico de la pared celular estimulan la inflamacion.
Tipos

En los adultos los tipos 1 a 8 causan casi el 75% de los casos de neumonia neumocécica y
mas de la mitad de todas las muertes por bacteriemia neumocdcica; en los nifos, los tipos 6, 14,
19y 23 son la causa mas frecuente.

Produccion de la enfermedad

Los neumococos producen enfermedad por su capacidad para multiplicarse en los tejidos
y como no generan toxinas significativas, la virulencia del microorganismo esta en funcidn de su
capsula, que evita o retarda la ingestién por los fagocitos.



Patologia

Las infecciones neumocdcicas causan exudacidon de liquido fibrinoso edematoso a los
alveolos, seguido por eritrocitos y leucocitos que producen consolidacién de partes del pulmon.
En este exudado se encuentra gran cantidad de neumococos que pueden alcanzar el torrente
sanguineo por la via del drenaje linfatico de los pulmones; las paredes alveolares normalmente
permanecen intactas durante la infeccidén, después, las células mononucleares fagocitan
activamente los residuos y gradualmente se reabsorbe esta fase liquida; los fagocitos captan y
digieren en su interior los neumococos.

El neumococo fue empleado debido a que presenta el lamado polisacérido C (ramnosa- N-
acetil galactosamina), que produce una precipitacion de la proteina C reactiva, lo que nos ayuda a

determinarla.?>?®

Para que esto sea posible, se debe realizar primeramente una cuantificacion del
polisacarido C que hemos obtenido, esto se realiza por medio del método acido sulfurico y fenol,

gue se explica enseguida.

3.6.8 Meétodo de acido sulfurico y fenol

Las bacterias poseen gran niumero de carbohidratos diferentes: azucares libres, derivados
de azlcares, polisacdridos simples (polimeros de azlcares) y polisacaridos complejos (polimeros
de azucares diferentes, aminoazUcares, acidos urdnicos, etc.). Algunas macromoléculas contienen
ademads componentes no glucidicos (lipopolisacdridos, peptidoglucanos, acidos teicoicos, acidos
nucleicos, glucoproteinas, etc).

Ninglin método permite la determinacién de todos los azUcares presentes en bacterias ya
que diferentes glucidos generan diferente intensidad de color a una cierta longitud de onda, sin
embargo, los métodos de antrona, de acido sulfurico y fenol son los mas utilizados por su
simplicidad, rapidez y baja interferencia con otros componentes celulares, estas caracteristicas los
hacen elegibles para la determinacién de un indice confiable de “carbohidratos totales”, la cual
se basa en la reaccion colorida producida por la condensacion de los productos de degradacion de
los azlcares (despolimerizacion, ciclacion y deshidratacidn), obtenidas por el tratamiento de
acidos minerales fuertes (HCL, H,SO,, H3PO,) con diversos reactivos orgé\nicos.27

3.6.9 El oxido nitrico (NO)

El NO es un gas incoloro, muy difusible, labil y apolar, esta molécula se sintetiza
enzimaticamente a partir del aminoacido L-arginina por accién de la enzima dxido nitrico sintetasa
(NOs) y como agente oxidante, el oxigeno, mediante un proceso de éxido-reduccion en el que el
atomo de nitrégeno del grupo guanidinio de la arginina se oxida de —3 a +2, convirtiéndose en el
intermediario N-hidroxi-L-arginina, posteriormente por una donacion electronica del NADPH
(dinucleotido de nicotinamida y adenina fostafo), el intermediario se oxida posteriormente a ON y
Citrulina.



En las células humana se identificaron tres isoformas de la NOs, dos de ellas, la endotelial y
la neuronal estdn presentes en las células en todo momento y por ello se denominan formas
constitutivas (cNOS), catalizan la formacién de NO en bajas cantidades durante periodos cortos y
pueden ser activadas rapidamente por el incremento de la concentracién citoplasmatica de iones
calcio en presencia de calmodulina.

La tercera se encuentra en los macréfagos y es inducible (iNOS), se expresa en presencia
de citocinas; actia durante periodos mas largos y sintetiza cantidades mayores de NO, el cual
tiene funciones importantes en el organismo como son reducir la agregacién y adhesion
plaquetaria; en el sistema vascular actia como regulador de la presidon sanguinea, el NO se
sintetiza en las células del endotelio en la capa de células que forma el interior de los vasos
sanguineos y actla como vasodilatador de las arterias de mayor musculatura, asi mismo impide
gue las células vecinas se relajen y ensanchen para poder controlar la presién sanguinea.

El exceso en la produccion de NO puede provocar la relajacion de las arterias y la
disminucién de la presidn sanguinea de manera alarmante.

Los efectos téxicos del dxido nitrico se puede producir por la accidn directa del NO sobre
proteina y ADN, o bien por la combinacién del NO con otros radicales como el anién superdxido,
formando peroxinitrito (ONOO) y un radical hidroxilo, que inicia procesos oxidativos en cadena

que lleva a la muerte celular.?®*%*

3.6.10 Peroxidacion lipidica

El proceso de peroxidacién lipidica (MDA) comienza cuando un radical libre quita un
atomo de hidrégeno de uno de los carbonos metilenos de la cadena hidrocarbonada para originar
un radical libre lipidico. Los acidos grasos poliinsaturados son especialmente susceptibles al
ataque de los radicales libres, puesto que contienen grupos metileno separados por dobles
enlaces que debilitan el enlace metileno C- H. El radical libre lipidico, para estabilizarse, sufre un
reajuste molecular y se forma un dieno conjugado que reacciona con el oxigeno molecular y se
forma un radical peroxilo que puede dar lugar a endoperoxidos, o bien tomar dtomos de
hidrogeno de un carbono metileno o de otro acido graso poliinsaturado adyacente y formar de
nuevo, radical libre lipidico y un hidroperéxido.*

Los hiperoxidos lipidicos son compuestos estables, pero si entran en contacto con iones
metdlicos de transicién, producen mas radicales los cuales pueden iniciar y propagar otras
reacciones en cadena, de esta manera se altera la estructura de las membranas y por tanto su
funcién; los productos finales entre los que se incluyen hidrocarburos volatiles, alcoholes,
aldehidos, pueden difundirse lejos del lugar donde se originaron y alterar la permeabilidad
vascular, la respuesta inflamatoria o la quimiotaxis.>



3.6.11 Transaminasas

Aspartato animotransferasa

La aspartato animotransferasa (ALT) también conocida como transaminasa glutamico-
oxalacética (TGO) se encuentra presente en corazdn, higado y tejido muscular, esta enzima
cataliza la reaccidén de transferencia de un grupo amino desde el L-aspartato al 2-oxoglutarato
formdandose L-glutamato y oxaloacetato, utiliza el piridoxal 5'-fosfato como cofactor, ademas
puede actuar sobre la L-tirosina, L-fenilalanina y L-triptéfano, encentrandose en cantidades
elevadas en casos de infarto agudo de miocardio, hepatopatia aguda, miopatias, por el empleo de
determinados farmacos y en cualquier enfermedad o trastorno en el cual resulten seriamente
dafiadas las células.

Reaccidn que se emplea para su determinacién por espectrofotometria:

a- Cetoglutarato + L- aspartato—2"— |_-glutamato +Oxalacetato

Oxalacetato + NADH + H* —Y2"_s Malonato + NAD*

La AST cataliza la reaccién de a-cetoglutarato y L-aspartato a L-glutamato y oxalacetato, en
la segunda reaccidon la malato deshidrogenasa (MDH) cataliza la oxidaciéon del NADH a NAD". El
indice de reduccion en absorbancia de la mezcla de reaccién a 340 nm debido a la oxidacién del
NADH es proporcional a la actividad AST.

Alanino aminootransferasa (ALT)

La alanino aminotransferasa (ALT) se conoce también con el nombre de transaminasa
glutdmico- piravica (TGP), las aminotransferasas catalizan la formacién de acido glutamico a partir
de 2-oxoglutarato mediante la transferencia de grupos amino; la ALT se encuentra en diferentes
tejidos aunque sus mayores concentraciones se hallan en higado y rifidn.

Se observan concentraciones séricas elevadas de ALT en hepatitis y otras enfermedades
hepdticas asociadas con necrosis: mononucleosis infecciosa, colestasis, cirrosis, carcinoma
metastdsico del higado, delirium tremens, asi como después de la administracion de algunos
medicamentos como opiaceos, salicilatos o ampicilina; también pueden encontrarse
concentraciones séricas elevadas de ALT en enfermedades del musculo esquelético o cardiaco.

Reaccidn que se emplea para su determinacion por espectrofotometria:

Alanina + 2-oxaglutarato—2-"— Piruvato + Glutamato

Piruvato + NADH + H* —2" 5 | actato + NAD*
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La ALT cataliza la conversidon de L-alanina y a-cetoglutarato a piruvato y L-glutamato,
posteriormente la LDH cataliza la oxidacion de NADH a NAD®'. El indice de reduccién en
absorbancia de la mezcla de reaccion a 340 nm debido a la oxidacidn de NADH es directamente
proporcional a la actividad de ALT.

3.6.12 Creatin cinasa
CK - Total

El papel fisiolégico de la creatin cinasa (CK) deriva de que el principal componente
fosforilado del musculo es la fosfocreatina, cuando el musculo se contrae, el adenosintrifosfato
(ATP) se consume y la creatinquinasa cataliza la refosforilacién del adenosindifosfato (ADP) para
formar ATP, usando fosfocreatina como reservorio de la fosforilacién. La actividad en suero parece
estar en funcién de la masa muscular del individuo.

La elevacion de la CK total puede ser causada por necrosis o atrofia aguda del musculo
estriado, por cirugia, Parkinson, accidente cerebro —vascular (ACV), alcoholismo agudo, en las
ultimas semanas del embarazo, en enfermedades del corazén: miocarditis severa, infarto agudo
de miocardio.

CK-MB

La molécula de creatinquinasa (CK) es un dimero compuesto por dos subunidades
monomeéricas, no idénticas: M y B. Cada una tiene u peso molecular de 40000 daltons, estas
subunidades M y B, son el producto de dos genes estructurales distintos.

La CK-MB, estd presente en el musculo cardiaco (de 25 a 46% de la actividad de la
creatinquinasa (CK) Total) y también, en menor grado, en el musculo esquelético (< 5%), aumenta
de 3 a6 horas tras el inicio de los sintomas de infarto agudo al miocardio y el maximo se alcanza
entre las 12 y 24 horas después.®

Reaccién que se emplea para su determinacién por espectrofotometria:

ADP + Cratina Fosfato—=—» Creatina + ATP
ATP + Glucosa —*— ADP + Glucosa- 6- Fosfato
Glucosa-6- Fosfato + NAD* —¥2"_, 6 — Fosfogloconato + NADH + H*

La CK cataliza la fosforilacion reversible del ADP en presencia de creatinafosfato para
formar ATP y creatina. La enzima auxiliar hexoquinasa (HK) cataliza la fosforilacion de la glucosa
por el ATP formado, para producir ADP y Glucosa-6-Fosfato (G-6-P) se oxida a 6 fosfogluconato
con la produccidn concomitante de NADH. La formacién de NADH, medida a 340nm, es
directamente proporcional a la actividad de CK en suero.



3.6.13 Deshidrogenasa

Lactato deshidrogenasa (LDH)

Es la enzima responsable de la conversidn de lactato a piruvato. Se encuentra distribuida
en higado, corazén, musculo esquelético, eritrocitos, pulmén, bazo, plaquetas, leucocitos y
cerebro, las concentraciones de esta enzima son cerca de 500 veces mayores dentro de las células
gue en sangre, por lo que un aumento en la actividad de la LDH en suero sugiere una lesion
tisular.®*

Reaccién que se emplea para su determinacién por espectrofotometria:

L- Lactato + NAD* —2" 5 Pjruvato + NADH + H*

La lactato deshidrogenasa convierte el L-lactato en piruvato y NADH. El indice de
incremento en absorbancia de la mezcla de reaccion a 340 nm, debido a la formacién del NADH, es
proporcional a la actividad de la LDH.

3.6.14 Toxicologia

Es el estudio de los efectos adversos producidos por quimicos en organismos vivos. Los
toxicologos tratan de examinar la naturaleza de estos efectos (incluyendo los mecanismos de
accion celulares, bioquimicos y moleculares), asi como conocer la probabilidad de que ocurran.

3.6.15 Importancia de los examenes de toxicidad en animales

Los efectos producidos por un compuesto en animales de laboratorio, cuando son
correctamente calificados, son aplicables al ser humano; el efecto téxico en humanos se da
usualmente en el mismo rango que en los animales de experimentacién; tomando como base el
peso, las personas son generalmente mas vulnerables que los animales de experimentacién,
aproximadamente con un factor de 10.

Cuando se tiene conocimiento de las diferencias cuantitativas, pueden ser aplicados
factores de seguridad apropiados para calcular dosis relativamente seguras para la gente; el
segundo principio, consistente en exponer a animales de laboratorio a altas dosis toxicas, es un
método necesario y valido para descubrir posibles peligros para la salud de las personas; este
principio se basa en el concepto de dosis-respuesta, ya que la incidencia de un efecto en una
poblacién va ha ser mayor por los aumentos de la dosis o de la exposicidn.

Consideraciones practicas en el disefio de modelos experimentales demanda que el
numero de animales usados en experimentos de toxicologia siempre sea pequefio comparado con
el tamaio de las poblaciones humanas en peligro.

La obtencién de resultados estadisticamente validos en tales grupos de animales requiere
el empleo de dosis relativamente grandes de modo que el efecto ocurra con bastante frecuencia
para ser descubierto.



Sin embargo, el empleo de elevadas dosis puede crear problemas de interpretacion si la
respuesta obtenida en altas dosis no ocurre en dosis bajas. Las pruebas de toxicidad no son
empleadas para demostrar que una sustancia quimica es segura, sino para caracterizar los efectos
téxicos que una sustancia quimica puede producir.®

3.6.16 Procedimientos generales de evaluacion toxicoldgica.

El conocimiento de la toxicidad de las sustancias sélo puede obtenerse, ademas de las previsiones
tedricas, por dos vias: 1) estudios retrospectivos de casos de intoxicacidn, y 2) por estudios
experimentales con animales y plantas.

El planteamiento de un protocolo tradicional de toxicologia experimental con animales, presenta a
priori, cuatro cuestiones que se deben resolver, a saber:

a) Lavia de administracidon que se debe emplear en el ensayo, el cual se elige de acuerdo con
el tipo de producto y la posible via por la cual el hombre la absorbe.

b) El efecto tdxico producido por un determinado agente, que resulta directamente
proporcional a su concentracién en el sistema biolégico y que depende de numerosos
factores externos, como la naturaleza del toxico, la cantidad administrada o el tiempo de
exposicién; teniendo en cuenta que la distribucién del tdéxico en el animal no es
homogénea.

c) El tiempo de duracién del estudio realizado, en funcién del tipo de ensayo requerido
(estudios de toxicidad aguda, subcrdnica o crdnica.)

d) La especie animal utilizada en el ensayo (en general se emplean animales pequefios, por
razones econdmicas, como ratones, hamsters, ratas, cobayos, conejos y en algunos casos,
perros, en cualquiera de estos, habrd especies mas sensibles que otras o mas resistentes al
toxico.)

Se entiende por ensayo de toxicidad aguda la capacidad de una sustancia para producir
efectos adversos tras una dosis Unica.

Por otra parte se entiende como ensayo de intoxicaciéon subcrdnica, la capacidad de una
sustancia para producir efectos adversos tras pequefias dosis diarias repetidas durante
aproximadamente 90 dias, pero la duracion de la administracion puede variar.

Por ultimo el ensayo de toxicidad crdnica hace referencia a la capacidad de una sustancia para
producir efectos adversos tras pequefias dosis diarias durante aproximadamente 2-7 afios, en
funcion de la especie estudiada.*



3.6.17 Técnicas histoldgicas

La técnica histoldgica es una serie secuencial de pasos a través de los cuales una muestra de tejido

llega a transformarse en delgados cortes coloreados capaces de ser observados al microscopio.

Paso Objetivos Medios usuales
Obtencion Proveer el material para su estudio Biopsia
Reseccidn quirdrgica
Necropsia
Fijaciéon Preservar la morfologia y composicién quimica Formol al 10
de las células y los tejidos. Bouin

Deshidratacion

Diafanizacion

Inclusién

Corte

Coloracion

Montaje

Interrumpir los procesos celulares dindmicos
gue ocurren a la muerte de la célula, para
evitar la autolisis.

Facilitar la coloracién posterior

Inhibir el crecimiento microbiano

Aumentar la consistencia de los tejidos

Eliminar el agua de los tejidos

Aclarar el tejido, debido a un cambio en el
indice de refraccion

Embeber el material en un medio facil de
cortar en fetas muy delgados

Lograr laminas muy delgadas que sean
atravesadas por la luz

Posibilitar el estudio morfoldgico o estructural
La histoquimica permite identificar a un
determinado tipo de molécula o sustancia
especifica

Preservar el corte, manteniéndolo
aislado del aire y deshidratado

Glutaraldehido

Alcohol etilico
Acetona

Xilol

Parafina
Acrilicos
Resinas Epoxi

Micrétomo rotatorio
M. de deslizamiento
Ultramicrétomo

Hematoxilina
Eosina
Tricrédmicos
Histoquimica

Balsamo del Canada
Medios plasticos

36,37,38
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4.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México el 31.8% de la poblacién mayor de 15 afios, segun informes de la OMS, 2009,
presenta sobrepeso, aunado a este creciente fendmeno, existe un tremendo bombardeo
publicitario, por lo que se ha hecho obsesivo la ingesta de productos para adelgazar que se
anuncian en los medios de comunicacidn. De acuerdo a los informes de La Comisidn Federal
contra Riesgos Sanitario (COFEPRIS), en la nacién se comercializan 21,672 productos de ese tipo,
elaborados por 1,568 empresas, de las cuales 70.7% se concentran en el Distrito Federal, Estado
de México y Jalisco, estos productos se venden como suplementos alimenticios con advertencias
minimas sobre efectos secundarios en la salud."

De acuerdo a un documento emitido por el Senado de la Republica Mexicana, en mayo del
2008 se registraron 16 casos de intoxicacion y 2 muertes en el estado de Jalisco por el consumo
de Thevetia peruviana, esta situacién ha alarmado a las autoridades sanitarias; la COFEPRIS realiza
operativos en mercados en todo el pais con el fin de retirar los productos que contienen esta
planta y hace un llamado constante(aunque insuficiente) a la poblacién para que no consuma
dicha semilla y para que denuncie a quienes la ofrecen; sin embargo, estos tipos de productos
siguen vendiéndose a través de Internet y en tiendas naturistas.”

La poblacidn mexicana tiene muy arraigado el habito de la automedicacién, y acostumbra
seguir los consejos de terceras personas que carecen de preparacion médica, de igual forma,
busca soluciones inmediatas para resolver sus problemas de salud sin el menor esfuerzo, lo que la
orilla a buscar salidas faciles como el consumo de extractos naturales tales como la alcachofa
(Cynara scolymus), la papaya (Carica papaya), la encina de mar (Fucus vesiculosus), el tamarindo
malabar(Garcinia cambogia), el guarana (Paullinia cupana), la alfalfa (Medicago sativa), la pifia
(Ananas comosus ), el té verde(Camellia sinensis), el naranjo amargo(Citrus aurantium),la fasolina

(Phaseolus vulgaris), el ortosifon (Orthosiphon stamineus), el codo de fraile(Thevetia peruviana), la
vellosilla (Hieracium pilosilla),el glucomanano (Amorphophallus konjak), el té rojo (Asphalatus
linearis),entre otros; que aunque tienen un efecto terapéutico debido a un determinado principio
activo, también contiene otras sustancias que pueden llegar a ser peligrosas para la salud.

El empleo de la planta Thevetia peruviana como objeto de estudio en este proyecto deriva de
la inquietud de conocer sus efectos tdxicos, debido a que es ingrediente de algunos productos
para adelgazar, los cuales se anuncian por televisidn; estos son: Capslim ®, Sin hambre ©,
Redugrass @, Total slim ®y Diet sen ®.>*

Debido a que se han registrado efectos secundarios serios, y muertes por consumo de
Thevetia peruviana, pero no existen estudios toxicoldgicos referentes a esta planta, se considerd
necesario realizar estudios para conocer cudl es el grado y tipo de dafio que puede provocar su
administracién y de ser posible, indicar cual es el rango de seguridad.


http://www.plantasparacurar.com/categoria/plantas-medicinales/002-plantas-medicinales-por-nombre-cientifico/camellia-sinensis
http://www.enbuenasmanos.com/articulos/muestra.asp?art=963

5.0 OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar el efecto tdxico (toxicidad aguda y subcrénica) de la Thevetia peruviana,
determinado mediante marcadores enzimaticos en corazén e higado en un modelo de ratdn.

Objetivos particulares:

e Inducir una intoxicacidon aguda por medio de la administracion de una dosis Unica de
Thevetia peruviana, al dia 1 en un periodo de 7 dias.

e Inducir una intoxicacién subcrénica por medio de una administracién diaria durante un
mes de Thevetia peruviana.

e Evaluar el dafio cardiaco mediante la medicidon de la concentracidon de enzimas cardiacas
(CK, CK-MB, LDH) en suero de raton.

e Medir las concentraciones de ceruloplasmina y Proteina C reactiva en suero como
indicador de inflamacion aguda.

e Determinar en el suero, nitritos como indicador de dxido nitroso por el método Griess, y
valorar la concentracién de MDA (peroxidacion lipidica) mediante el método de acido
tiobarbiturico (TBA).

e Evaluar el dafo hepdtico mediante la medicion de la concentracion de transaminasas (TGO
Y TGP) en suero de ratoén.

e Realizar cortes histolégicos de corazdn para la observacion de zonas con necrosis.



6.0 HIPOTESIS

Si se emplea Thevetia peruviana en dosis Unica de 100 mg/ Kg de peso o de 50 mg/ Kg de
peso por un periodo de un mes a dos grupos de ratones CD1 entonces se espera dafo a nivel de
higado y corazdn con un aumento en la concentracién de ceruloplasmina, PCR, ALT, AST, LDH, CKy
CK-MB y una disminucidn de peso en ambos grupos.



7.0 DISENO DE INVESTIGACION

Poblacidn: Ratones CD 1 con peso promedio de 25-30 g divididas en dos grupos de 15 animales
cada uno.

Tipo de estudio: Experimental, prospectivo y transversal.
Criterios de inclusiéon: ratones CD1 machos de 1 mes de edad, con un peso de 30 g, sanos.

Criterios de exclusidn: hembras, animales con alguna enfermedad o que no cumplan con la edad y
el peso.

Criterios de eliminacion: aquel animal que presente algin tumor durante el proyecto o muera.



8.0 REACTIVOS, EQUIPOS Y MATERIAL

Reactivo

Marca

Acido clorhidrico
Acido ortofosférico
Acido tiobarbiturico (TBA)

Acido sulfurico

Agar- Agar

Agarosa

Agua destilada

Azida de sodio

BHI (Infusién de cerebro — corazdn)
Borato de Amonio

Cadmino metalico

Cloruro de Amonio

Cloruro de sodio

2,6-Di- terbutil- 4 metil fenol (BHT)
Fenol

Formaildehido 37%

Fosfato de sodio dibasico (PBS)
Glucosa

N- Butanol

N(1 naftil)- etilendiaminodiclorhidrato (NED)

Nitrito de sodio
Sulfato de cobre
Sulfato de Zinc

EM Science

Sintetizado en el laboratorio de organica por el
M. en C. Rodolfo Carredn Sanchez. FES
Zaragoza

J.T. Baker

Bioxon

Bioxon

Theissier

J.T. Barker

Bioxon

Mallinckrodt
Técnica Quimica S.A
J.T. Baker

Hycel de México
Sigma Aldrich

J.T. Baker

J.T. Baker

J.T. Baker

Merck

J.T. Baker

Merck
Mellinckrodot
Técnica Clinica
Hycel de México

Sulfanilamida Merck
1,1,3,3 Tetrametoxipropano (TMP) Aldrich
Sulfanilamida Merck
Equipo Marca

Agitador Rocker
Agitador Vortex genie
Bafio Maria

Bafio de tejidos
Balanza Analitica
Bascula para animales
Centrifuga para ependorf
Centrifuga
Congelador
Espectrofotometro
Estufa

Rocker Platform Bellco Glass
Scientific Industries
Precision

Tisssue FLDAT Bath Les. Boy
Mettler H33AR

OHAUS

HERMLE Z 233 M-2
Hamilton BelVan Guard V 6500
Reico

JENWAY 6305 UV/VIS

Shel Lab




Histoquinete Wax Bath Type E7606
ILab 600

Micropipeta 5- 40 p Finnpipette- Labsystems
Micropipeta 10- 100 p Labpette- Labnet
Micropipeta 100- 1000 p BIOHIT Proline
Microscopio ZEISS Primo Start
Micrétomo Leicon RM 2025

Olla express Presto H Steele

Pipeta automatica Finnpipette- Labsystems
Refrigerador Twist aire- MABE
Material

Tubos Eppendorf

Gradilla

Matraz Erlenmeyer 125 mL, 1000 mL

Placas de poliestireno Nunclon

Placas de 35mm Falcon

Botellas para cultivo Nunclon

Asa bacterioldgica

Pipeta graduada 1mL 2mL 5mL 10 mL
Matraz aforado 100 mL, 250 mL

Vaso de precipitado 100 mL

Tubos de ensayo 13 X100

Pipeta Pasteur
Papel parafilm
Mechero Fisher
Termdémetro -20a150°C
Celdas

Bisturi
Portaobjetos
Tijeras de diseccién
Pinzas

Probeta 100 mL
Camara de éter

Tubos con tapdn de rosca

Material biolégico

e Ratones machos CD1 (25g- 30 g)

e Suero de conejo anti- ceruloplasmina de ratén
e Suero deratén

e Eritrocitos de carnero

e Extracto de Thevetia peruviana.



La Thevetia peruviana (codo de Fraile) se colectd en el mes de abril, en la comunidad de Izucar
de Matamoros, Estado de Puebla; una muestra de la planta (semilla) fue depositada en el herbario
del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), a la cual se le asignd un nimero de registro
IMSSM 15 545 y fue autentificada por la M. en C. Abigail Aguilar Contreras, jefa del herbario del
IMSS. Los extractos utilizados fueron obtenidos y proporcionados por el Quimico Carlos Salvador
Valadez Sanchez profesor de la Facultad de Estudio Superiores Zaragoza, UNAM.

9.0 METODOS

9.1Modelos de toxicidad

Induccion del proceso de intoxicacidn aguda

1)

2)

Se administré por sonda gastrica una dosis Unica 100 mg/ Kg del extracto acuoso de
Thevetia peruviana a 15 ratones CD1, en el dia 1.

Se observaron a los ratones diariamente durante 7 dias para identificar efectos tdxicos
(muerte, diarrea, salivacion, irritabilidad, pérdida de peso, ataxia, anestesia, etc.), al
terminar la semana, se sacrificaron los animales por medio de corte del plexo axilar
(previamente anestesiados con éter) para colectar muestras de sangre con ayuda de tubos
Eppendorf.

3) Posteriormente se centrifugaron las muestras a 5000 rpm durante 5 minutos para la

obtencion de suero.

Grupo control

1)

Se administrd por sonda gdstrica una dosis Unica de 0.2 mL de solucidn salina isotdnica a
15 ratones CD1 y se procedid a realizar el mismo procedimiento que el grupo tratado.

Induccidn del proceso de intoxicacion subcrénica

1)

2)

3)

4)

Se administré por sonda gastrica 50 mg/ Kg del extracto acuoso de Thevetia peruviana a
15 ratones CD1 diariamente por un periodo de un mes.

Se observaron los ratones después de cada administracién para identificar efectos toxicos
(muerte, diarrea, salivacion, irritabilidad, pérdida de peso, ataxia, anestesia, etc.)

Finalizado el mes, se sacrificaron los animales por medio de corte del plexo axilar
(previamente anestesiados con éter) para colectar muestras de sangre con ayuda de tubos
Eppendorf.

Posteriormente se centrifugaron las muestras a 5000 rpm durante 5 minutos para la
obtencién de suero.



Grupo control

1) Se administré por sonda gastrica una dosis de 0.2 mL de soluciéon salina isotdnica a 15
ratones CD1 diariamente por un mes y se procedio a realizar el mismo procedimiento que
el grupo tratado.

9.2indices
Después de sacrificar a los animales se procedié a obtener el higado y el corazén de cada raton.
indice hepatico y cardiaco
e Se peso el érgano (higado y corazdn)
e Posteriormente se realizé el siguiente cdlculo:

indice: Peso del drgano x100
Peso del ratén

9.3Cortes histologicos

Los corazones fueron conservados en Formalina al 10%
A continuacion se llevaron al laboratorio de Histologia de la FES Zaragoza, UNAM, para la
realizacion de los cortes histoldgicos.

9.4Determinaciones enzimaticas (AST, ALT, LDH, CK y CK- MB)

Estas determinaciones se realizaron de forma automatizada por el equipo | Lab 600 por
medio de espectrofotometria, en suero.

9.5Determinacion de Ceruloplasmina

Preparacion de las placas

1) Se pesaron 0.3 g de agarosa en la balanza analitica;

2) Se pasaron a un matraz Erlenmeyer de 125 mL, se les adicionaron 30 mL de PBS;

3) Se colocaron 6 tubos de ensayo 13x100 en un bafio a 45°C;

4) Se colocd el matraz en el microondas y se le dieron ciclos de 10 segundos hasta que se
observo totalmente disuelto;

5) Se adicionaron 2 mL de agarosa al 1% en cada tubo 13x100;

6) A cada tubo se le vertieron 150uL de suero de conejo anticeruloplasmina de ratén y se
agitaron con ayuda de un vortex;

7) Cada uno de los tubos fue vaciado en un pozo de las placas de Falcon, evitando la
formacién de burbujas;

8) La placa se dejo reposar hasta alcanzar la solidificacion;

9) Se realizaron 4 perforaciones en cada placa de agarosa.

Procesamiento de la muestra




1) Se colocaron 10 pL de cada muestra problema en los pozos;

2) Estos fueron identificados de acuerdo a la numeracién que se le asigné a cada muestra;

3) La placa se refrigerd por un tiempo de 48 horas:

4) Pasado el tiempo, se midié el didmetro del halo de precipitacidon con una regla milimétrica
y consecutivamente se midieron los didmetros de los halos del estandar (se empled una
concentracion de 21.6 mg/ dL de ceruloplasmina con un halo de 4 mm de diametro).

9.6Determinacion de nitritos

Plateamiento del cadmio

1)
2)

3)
4)

5)

En 30 tubos de 13 X 100 se colocaron 0.5 g de cadmio metalico;

Se agregaron 2 mL de sulfato de cobre al 5 %, se agitaron por 10 minutos en un
agitador de placa horizontal;

A continuacidn se lavaron 3 veces con agua destilada para eliminar el cobre;

Se le dio un ultimo lavado con 4cido clorhidrico 0.1 N para retirar el hidroxido de
cadmio, aproximadamente a 2 volimenes con el tubo lleno, mediante centrifugacién a
3500 rpm por 5 minutos;

Finalmente se lavd el cadmio con cloruro de amonio al 5 % pH=9, por centrifugacién a
3500 rpm por 5 minutos.

Preparacion de la muestra

1)
2)

3)
4)

5)
6)

7)

A 100 pL de suero se le adicionaron 300 ulL de agua destilada (dilucién 1:4);

Se desecharon 20 pulL de la dilucién y se agregaron 20 pL de la solucién de ZnSO, se
mezcld bien (esta solucién formd un precipitado de proteinas);

Se centrifugd a 10 000 rpm durante 5 minutos;

A los tubos con el cadmio activado se les elimind el NH,Cl y se les adiciond el
sobrenadante del centrifugado anterior;

Se taparon con parafilm y se colocaron en una plancha de agitacion horizontal por 15
minutos;

Se centrifugaron los tubos a 3500 rpm por 5 minutos, y se tomaron 200 uL del
sobrenadante para el ensayo;

Se construy6 la curva de calibracién con el patrén

Tubo Estandar Agua destilada
(pL) (pt)

1 0 900

2 100 800

3 200 700

4 300 600

5 400 500

6 500 400

Muestra 200 del 700

sobrenadante




8)

Adicionar 50 pL de sulfanilamida. Incubar 10 min.
Adicionar 50 pL del reactivo de NED, mezclar e incubar 30 min

Leer a 540 nm.

Cuadro 1. Curva patrén. Concentracidn del estandar 20 mg/ mL de Nitrito de sodio

Se determind la concentracion de nitritos en suero de ratén y se reportaron los
resultados con la utilizacién de la curva patrén de nitrito de sodio.

9.7Determinacion de peroxidacion lipidica (MDA). Método de TBA (acido
tiobarbiturico)

Procesamiento de la muestra

1)
2)
3)
4)

5)

Se colectaron 100 pL de la muestra del plasma de cada ratén en tubos Eppendorf;

Se les agregaron 10 pL de BHT 2 mM;

Se diluy6 el plasma 1:5 con PBS (100 uL de plasma en 400 ulL de PBS);

Se tomaron 400 pL de plasma con 50 pL de BHT 12.6 mM y 400 pL de acido orto
fosforico 0.2 M;

Se mezclaron en el vortex por 10 segundos, y se le adicionaron 50 ulL de TBA 0.11 M/L
y se mezclaron de nuevo con vortex.

Produccion de color

1)
2)
3)

4)
5)

Se colocd la mezcla de la reaccién en un bafio de agua a 90° C por 15 minutos, los
tubos se taparon con papel aluminio;

Se enfriaron en hielo, se agregaron 1000 pL de n-butanol y 100 pL de NaCl solucidn
saturada y se agitaron vigorosamente por 30 segundos;

Se centrifugaron a 5000 rpm por 1 minuto, y se transfirieron 500 uL de la fase de
butanol a una celda;

Se realizd la lectura a 535 nmy a 572 nm, para con ello corregir la absorcién;

Se realizd la curva estandar de MDA, para sacar las concentraciones de MDA vy asi
reportar la peroxidacién lipidica en suero de ratén.

Tubos MDA T™MP HsPO, TBA Agua
(umol/ L) (L) (1) () ()
B 0 0 600 200 200
1 0.2 5 600 200 195
2 0.4 10 600 200 190
3 0.8 20 600 200 180
4 1.2 30 600 200 170
5 2.0 50 600 200 150
6 2.8 70 600 200 130
7 4.0 100 600 200 100

Cuadro 2. Curva patrén. Concentracion del estdndar de peroxidacion lipidica.



9.8Determinacion de Proteina C Reactiva.

Extraccion del grupo carbohidrato de neumococo

1)

2)
3)
4)

5)

Se preparo el medio de cultivo BHI Agar (Se prepararon 450 mL: Se preparo primero el HBI,
se colocaron 16.65 g en un matraz de 1000 mL, posteriormente se agregd agua destilada
aprox. 350 mL para disolverlo, se pesaron 7.2 g de agar-agar y se pasaron al matraz;
finalmente se agregaron los 100 mL restantes. Se agitdé con un poco de calentamiento para
disolverlo);

Se esterilizd a 121°C, 15 psi por 15 minutos;

Después de esterilizar se dejé enfriar a 45° C en bafio de agua;

Posteriormente se vacié en botellas de cultivo agregando 60 mL en cada una, se dejaron
las cajas en posicion horizontal hasta que solidificé el medio de cultivo. (4 botellas);

Al solidificar el medio se introdujo en la incubadora a 37° C por 24 horas para verificar que
no haya crecimiento por contaminacion.

Sembrado de Streptococcus pneumoniae

1)
2)
3)

4)

A 2 tubos sembrados anteriormente se le agregaron a cada uno 2 mL de agua destilada
estéril;

Se agitaron los tubos y con ayuda de un asa bacteriolégica se desprendieron las bacterias,
con una pipeta estéril se tomaron los 2 mL de inoculo de cada tubo (4 mL en total);

Se colocaron 4 mL de inoculo en cada botella. Se agitaron las botellas para que todo el
inoculo se esparciera en toda la superficie del medio;

Se metieron aincubar a 37°C durante 48 horas.

Obtencién del polisacarido C

1)
2)
3)
4)

5)

Ya que se observod suficiente crecimiento en las botellas, se agregaron a cada botella 2 mL
de PBS y se agitaron para remover las bacterias;

Con ayuda de una pipeta se tomaron los 2 mL de cada botella y se colocaron en un tubo
para centrifugarlos por 30 minutos a 3500 rpm. Se realizaron 3 lavados con PBS;

Después del ultimo lavado que se hizo con PBS se colocd el tubo en la autoclave a
esterilizar a 121°C, 15 psi por 15minutos;

Una vez estéril se centrifugd por 30 minutos a 3500 rpm para separar el polisacarido C del
paguete celular;

Se elimind el paquete celular y nos quedaremos con el sobrenadante.

Cuantificacién de polisacarido C por el método de Fenol- acido sulfurico.

Curva patron: Se usé un estandar de glucosa

1)
2)

3)

Se prepard una solucién de glucosa. (Colocando 25 mg de glucosa en 250 mL de agua
destilada.);

Se preparo la solucion de Fenol al 80% (para 4 mL se pesaron 3.2 g de fenol + 0.8 mL de
agua);

El acido sulfurico se agregd poco a poco ya que se trata de una reaccidon exotérmica.



4)

Tubo mL de STD mL agua mL fenol mL de H,SO,
de glucosa  destilada 80% concentrado

Blanco 0.0 2 0.1 5.0

1 0.1 1.9 0.1 5.0

2 0.2 1.8 0.1 5.0

3 0.3 1.7 0.1 5.0

4 0.4 1.6 0.1 5.0

5 0.5 1.5 0.1 5.0

6 0.6 1.4 0.1 5.0

7 0.7 1.3 0.1 5.0

8 0.8 1.2 0.1 5.0

9 0.9 1.1 0.1 5.0

10 1.0 1.0 0.1 5.0

Cuadro 3. Curva patrén para cuantificacion de azucares reductores

Se dejaron reposar los tubos de 20 a 30 minutos y se leyeron a 490 nm.

Muestra problema

1)

Se realizd una dilucién 1:10

1:10: 0.5 mL de muestra + 4.5 mL de agua destilada —Solucién A

1 mL+ 0.05 mL de Fenol + 2.5 mL de H,SO,

En este trabajo solo se realizd el tubo 3 de la curva estandar, este mostré una absorbancia de
0.386 nm (que equivale a una concentracién de 30 ug); para la muestra problema se obtuvo una
absorbancia de 0.271 nm (que equivale a una concentracién de 210.6 pg/ mL)

Pegado del carbohidrato C

1)
2)
3)

4)
5)

Se lavaron los eritrocitos (3 mL de eritrocitos + 3 mL de solucién salina — centrifugacién por
5 minutos);

Se prepard la solucién de carbohidrato C a 50 pg/ mL (0.5 mL de carbohidrato + 1.5 mL de
agua destilada);

Se colocaron 0.2 mL de paquete celular con 2 mL del carbohidrato y se incubaron en bafio
de agua a 37°C por una hora;

Posteriormente se lavé tres veces para eliminar el carbohidrato libre;

Finalmente se ajustd a un volumen de 20 mL con PBS para obtener una solucién al 1 %.

Determinacién de la proteina C reactiva en muestras problemas.

1)
2)

3)

En placas de poliestireno de fondo en pico se colocaron 50 uL de PBS + 50 QL del suero
problema + 50 L eritrocitos al 1%;

Se homogenizé y se pasaron 50 uL de la mezcla al pozo 2, se homogenizé y se realizé lo
mismo hasta llegar al pozo 11, donde se eliminaron 50 pL de la mezcla;

El pozo numero doce fungié como testigo, aqui solo se colocd PBS y eritrocitos al 1%;



4) Seincubd la placa a 37°C por una hora;
5) Se observaron los pozos para verificar que muestras presentaron aglutinacion.

9.9Estudio estadistico

Se realizod el analisis estadistico de los resultados mediante el programa estadistico SPSS
versidon 11.5, y la técnica estadistica usada fue la t de Student, que nos permite identificar si
existen diferencias significativas entre el grupo control y el grupo con tratamiento, con una
confianza al 95%.
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11.0 RESULTADOS

11.1 Resultados de la intoxicacion aguda

Comparacién de medias de las concentraciones de TGO con respecto al
tratamiento
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Gréfica 1. Muestra el valor de la media y el error estandar para los niveles de TGO del grupo
tratado y el grupo control.

Grupo Media Error Significancia
Testigo 241.80 81.32333 0.422
Tratado 173.90 14.19894

Cuadro 4. Comparacién de medias de las concentraciones de TGO con respecto al tratamiento,
analizados mediante la prueba de T de Student sin diferencia significativa (p>0.05), con una
confianza del 95%.



Comparacidon de medias de las concentraciones de TGP con respecto al
tratamiento.
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Gréfica 2. Muestra el valor de la media y el error estandar para los niveles de TGP del grupo
tratado y el grupo control.

Grupo Media Error Significancia
Testigo 54.00 11.49493 0.313
Tratado 40.90 5.18856

Cuadro 5. Comparacién de medias de las concentraciones de TGP con respecto al tratamiento,
analizados mediante la prueba de T de Student sin diferencia significativa (p>0.05), con una
confianza del 95%.



Comparacion de medias de las concentraciones de LDH con respecto al
tratamiento.

2500

2000 ~

1500 A

LDH U/L
_|

1000

500

O T T
Tratado Testigo

Grupos

Gréfica 3. Muestra el valor de la media y el error estandar para los niveles de LDH del grupo
tratado y el grupo control

Grupo Media Error Significancia
Testigo 1613.90 367.5189 0.232
Tratado 1145.10 92.56475

Cuadro 6. Comparacién de medias de las concentraciones de LDH con respecto al tratamiento,
analizados mediante la prueba de T de Student sin diferencia significativa (p>0.05), con una
confianza del 95%.



Comparacién de medias de las concentraciones de CK con respecto al
tratamiento.
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Grdéfica 4. Muestra el valor de la media y el error estandar para los niveles de CK del grupo tratado
y el grupo control

Grupo Media Error Significancia
Testigo 5780.3333 530.48081 0.878
Tratado 5641.00 697.36901

Cuadro 7. Comparacién de medias de las concentraciones de CK con respecto al tratamiento,
analizados mediante la prueba de T de Student sin diferencia significativa (p>0.05), con una
confianza del 95%.



Comparacion de medias de las concentraciones de CK MB con respecto al
tratamiento.
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Grdfica 5. Muestra el valor de la media y el error estandar para los niveles de CK- MB del grupo
tratado y el grupo control.

Grupo Media Error Significancia
Testigo 8060.80 1133.20183 0.836
Tratado 8369.40 939.96328

Cuadro 8. Comparacién de medias de las concentraciones de CK con respecto al tratamiento,
analizados mediante la prueba de T de Student sin diferencia significativa (p>0.05), con una
confianza del 95%.



Comparacion de medias de las concentraciones de ceruloplasmina con
respecto al tratamiento.

60

50 i
& T
S 40
£
®
§=
£ 30 A
x
Q
o
>
5 20 ~
o

10 A

O T T
Tratado Testigo

Grupos
Gréfica 6. Muestra el valor de la media y el error estandar para los niveles de Ceruloplasmina del
grupo tratado y el grupo control.

Grupo Media Error Significancia
Testigo 41.04 1.83565 0.001
Tratado 50.76 1.83565

Cuadro 9. Comparacion de medias de las concentraciones de Ceruloplasmina con respecto al
tratamiento, analizados mediante la prueba de T de Student con diferencia significativa (p<0.05),
con una confianza del 95%.



Diferencia del incremento de peso al inicio y al final del ensayo
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Gréfica 7. Muestra la cantidad de peso que aumento el grupo testigo y la cantidad de peso que
perdid el grupo tratado al término del estudio.

Grupo Disminucion promedio de peso (g)
Testigo 3.5
Tratado -10.0

Cuadro 10. Comparacion de la disminucién de peso entre el grupo Testigo y el grupo Tratado.

11.2. Estudio subcrdnico.



Comparaciéon de medias de las concentraciones de TGO con respecto al
tratamiento.
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Gréfica 8. Muestra el valor de la media y el error estandar para los niveles de TGO del grupo
tratado y el grupo control.

Grupo Media Error Significancia
Testigo 200.13 68.950 0.408
Tratado 178.87 50.813

Cuadro 11. Comparacién de medias de las concentraciones de TGO con respecto al tratamiento,
analizados mediante la prueba de T de Student sin diferencia significativa (p>0.05), con una
confianza del 95%.



Comparaciéon de medias de las concentraciones de TGP con respecto al
tratamiento.

100

80 A

TGP U/L

40 A

20

O T T
Tratado Testigo

Grupos
Gréfica 9. Muestra el valor de la media y el error estandar para los niveles de TGP del grupo
tratado y el grupo control.

Grupo Media Error Significancia
Testigo 69.63 6.936 0.161
Tratado 59.33 3.651

Cuadro 12. Comparacién de medias de las concentraciones de TGP con respecto al tratamiento,
analizados mediante la prueba de T de Student sin diferencia significativa (p>0.05), con una
confianza del 95%.



Comparacion de medias de las concentraciones de LDH con respecto al
tratamiento.
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Gréfica 10. Muestra el valor de la media y el error estdndar para los niveles de LDH del grupo
tratado y el grupo control.

Grupo Media Error Significancia
Testigo 2337.63 278.582 0.888
Tratado 2289.27 199.047

Cuadro 13. Comparacién de medias de las concentraciones de LDH con respecto al tratamiento,
analizados mediante la prueba de T de Student sin diferencia significativa (p>0.05), con una
confianza del 95%.



Comparaciéon de medias de las concentraciones de CK con respecto al
tratamiento.
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Gréfica 11. Muestra el valor de la media y el error estandar para los niveles de CK del grupo
tratado y el grupo control.

Grupo Media Error Significancia
Testigo 6522.63 1095.003 0.105
Tratado 8431.40 583.584

Cuadro 14. Comparacién de medias de las concentraciones de CK con respecto al tratamiento,
analizados mediante la prueba de T de Student sin diferencia significativa (p>0.05), con una
confianza del 95%.



Comparacion de medias de las concentraciones de CK MB con respecto al
tratamiento.
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Grafica 12. Muestra el valor de la media y el error estdndar para los niveles de CK del grupo
tratado y el grupo control.

Grupo Media Error Significancia
Testigo 4275.75 986.242 0.391
Tratado 5027.47 354.234

Cuadro 15. Comparacidon de medias de las concentraciones de CK MB con respecto al
tratamiento, analizados mediante la prueba de T de Student sin diferencia significativa (p>0.05),
con una confianza del 95%.



Comparaciéon de medias de las concentraciones de peroxidacion lipidica con
respecto al tratamiento.
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Gréfica 13. Muestra el valor de la media y el error estandar para los niveles de Peroxidacion
lipidica del grupo tratado y el grupo control.

Grupo Media Error Significancia
Testigo 1200150 0.3274247 0.1
Tratado 0.696360 0.1376227

Cuadro 16. Comparacién de medias de las concentraciones de peroxidacion lipidica con respecto
al tratamiento, analizados mediante la prueba de T de Student sin diferencia significativa (p>0.05),
con una confianza del 95%.



Comparacion de medias de los indices cardiacos con respecto al tratamiento.
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Gréfica 14. Muestra el valor de la media y el error estdndar para los indices cardiacos del grupo
tratado y el grupo control.

Grupo Media Significancia
Testigo 0.558375 0.0204934 0.447
Tratado 0.589347 0.0268543

Cuadro 17. Comparacién de medias

de los indices cardiacos

con respecto al tratamiento,

analizados mediante la prueba de T de Student sin diferencia significativa (p>0.05), con una

confianza del 95%.



Comparaciéon de medias de los indices hepaticos con respecto al
tratamiento.
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Gréfica 15. Muestra el valor de la media y el error estdndar para los indices hepaticos del grupo
tratado y el grupo control.

Grupo Media Error Significancia
Testigo 6.287438 0.2231002 0.589
Tratado 6.145907 0.1466150

Cuadro 18. Comparacion de medias de los indices hepdticos con respecto al tratamiento,
analizados mediante la prueba de T de Student sin diferencia significativa (p>0.05), con una
confianza del 95%.



Comparacion de medias de las concentraciones de ceruloplasmina con
respecto al tratamiento.
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Grafica 16. Muestra el valor de la media y el error estandar para los niveles de ceruloplasmina del
grupo tratado y el grupo control.

Grupo Media Error Significancia
Testigo 39.825 2.05 0.630
Tratado 40.120 1.7636

Cuadro 19. Comparacion de medias de las concentraciones de ceruloplasmina con respecto al
tratamiento, analizados mediante la prueba de T de Student sin diferencia significativa (p>0.05),
con una confianza del 95%.



Comparacion de medias de las concentraciones de nitritos con respecto al
tratamiento
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Grdfica 17. Muestra el valor de la media y el error estdndar para los niveles de nitritos del grupo
tratado y el grupo control.

Grupo Media Error Significancia
Testigo 0.079250 0.0229305 0.874
Tratado 0.084833 0.0221997

Cuadro 20. Comparacién de medias de las concentraciones de nitritos con respecto al
tratamiento, analizados mediante la prueba de T de Student sin diferencia significativa (p>0.05),

con una confianza del 95%.



Comparacién de medias de las concentraciones de Proteina C Reactiva con
respecto al tratamiento.
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Grafica 18. Muestra el valor de la media y el error estandar para los niveles de proteina C reactiva
del grupo tratado y el grupo control.

Grupo Media Error Significancia
Testigo 3.43 2.36 0.511
Tratado 2.36 1.397

Cuadro 21. Comparacién de medias de las concentraciones de proteina C reactiva con respecto al
tratamiento, analizados mediante la prueba de t de Student sin diferencia significativa (p>0.05),
con una confianza del 95%.
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Gréfica 19. Muestra la cantidad de peso que aumentaron ambos grupos al término del estudio.

Grupo Incremento promedio de peso (g)
Testigo 14.21
Tratado 5.1

Cuadro 22. Comparacidn del incremento de peso entre el grupo Testigo y el grupo Tratado.



11.3 COMPORTAMIENTO

Figura 2. Comportamiento normal de ratones CD1 Figura 3. Ratdn del grupo testigo que

Se trata del grupo testigo. presenta heridas en el lomo debido al
comportamiento territorial de los ratones
machos CD1.

Figura 4 y 5. Ratones CD1 tratados con el extracto de Thevetia peruviana, se muestras postrados
después de 20 minutos de la administracion.



11.4 CORTES HITOLOGICOS

Figura 6. Zona de necrosis en fibras musculares cardiacas

Figura 7. Se muestran zonas de infiltracidn leucocitaria con predominio en la zona del endocardio



Figura 8. Zonas de infiltracidn leucocitaria con predominio en zonas del miocardio

Figura 9. Zona de infiltracidn leucocitaria con predominio en zona del miocardio



Figura 10.Presencia de necrosis en el miocardio

Figura 11. Presencia de necrosis en el miocardio



Figura 12. Zonas de infiltracion leucocitaria con predominio en el endocardio

Figura 13. Zonas de infiltracion leucocitaria con predominio en el endocardio



Figura 14. Zonas de necrosis en fibras musculares cardiacas

Figura 15. Zona de necrosis miocardica



12.0 ANALISIS DE RESULTADOS

Se realizd un andlisis comparativo de medias a través de la prueba de t de Student con una
confianza al 95% (o= 0.05) para cada una de las determinaciones.

En la determinacidon de ceruloplasmina se pudo observar que ésta se encuentra mds
elevada en los animales tratados con la planta en comparacién al grupo testigo de ambos estudios,
para el ensayo agudo (grafica 6) se hallé diferencia significativa entre los dos grupos, lo cual nos
indica que los ratones tratados con Thevetia peruviana sufrian procesos inflamatorios; en cambio,
en el ensayo subcrénico (grafica 16) no existid diferencia significativa; dicho fendmeno se debe a
gue como la Ceruloplasmina es una proteina de fase aguda, sus concentraciones se elevan casi
inmediatamente en el momento en que se estd produciendo un proceso inflamatorio, y para el
caso del ensayo subcrdnico como la determinacion de ceruloplasmina se realizd después de un
mes del estudio, sus valores disminuyeron; probablemente si la valoracién se hubiera realizado en
las primeras semanas del ensayo, dichas concentraciones estarian significativamente elevadas en
comparacién con el grupo testigo.

En lo referente al caso de la determinacién de la proteina C reactiva para el estudio de
intoxicacion subcrdnica (gréfica 18), se esperaba que las concentraciones de ésta se elevaran de
manera significativa en los ratones tratados con la Thevetia peruviana, debido a que en el ensayo
de intoxicacién aguda se encontré diferencia significativa en la prueba de ceruloplasmina, que, al
igual que la proteina C reactiva, es un indicador de procesos inflamatorios, pero como sabemos
gue estas dos son proteinas de fase aguda, su concentraciones se elevan en el momento
inmediato al dafio, en razén de que la proteina C reactiva se valoré al finalizar el ensayo
subcrénico, es comprensible que su valores hayan disminuido.

Para las determinaciones de las enzimas TGO, TGP y LDH tanto en el ensayo agudo como
en el subcrdénico no se encontrd diferencia significativa entre el grupo control y el tratado, lo que si
se observa es que los niveles de estas tres enzimas se encuentran mas elevados en los animales
testigos. Al tomar en cuenta los valores del indice hepatico para el ensayo subcrénico (grafica 15)
podemos decir que no hay presencia de dafio en el higado.

En lo que se refiere a las determinaciones de CK y CK-MB (grafica 4 y 5) en el ensayo agudo
no se encontré diferencia significativa entre los grupo; para el caso del ensayo subcrdnico (grafica
11 y 12) a pesar de que no hay diferencia significativa, los valores de ambas enzimas se
encuentran mas elevadas en el grupo tratado con la planta en comparacién al grupo control. Estas
determinaciones conjuntamente con el indice cardiaco, nos indican la ausencia de dafio en este
organo, pero al observar los cortes histoldgicos de corazén pudimos ver que estaban presentes
algunas zonas de necrosis en miocardio y endocardio al igual que infiltraciones leucocitarias, lo
gue nos hace concluir que las enzimas valoradas no sirven para sefialar microinfartos.

En las determinaciones de peroxidacion lipidica (grafica 13) y nitritos (grafica 17), no existe
diferencia significativa entre los grupos, esto muestra que no se producen modificaciones en los
valores de los radicales libres como consecuencia de la administracién de la planta, por lo que el
dafio que presentaron los animales no fue debido a esto.



En los ensayos de toxicidad posterior a la administracion se suele observar a los animales
para poder visualizar efectos secundarios que se pudieran ocasionar por el consumo de la planta
en estudio. Para el ensayo agudo a los 15 minutos de la administracion se presentaba taquicardia
que llegaba a durar hasta una hora, el resto del dia su comportamiento fue modificado, ya que se
mostraban agotados y permanecian la mayor parte del tiempo acostados. En el caso del ensayo
agudo a los 15 minutos de la administracion los animales tratados mostraban taquicardia, esta les
duraba hasta una hora; el resto del dia se mostraban muy cansados, por lo cual permanecian
acostados la mayor parte del tiempo. A los 15 dias comenzaron a sufrir temblores debajo de los
ojos y en la mandibula, también se observé que la taquicardia ya no era tan fuerte y su duracién
era menor que al inicio del estudio, esto nos indica que los ratones llegaron a tener un proceso de
tolerancia a la dosis de 50 mg/ Kg del extracto de la Thevetia peruviana, estos efectos secundarios
se mostraron durante el resto del ensayo; un dia antes de sacrificar a los ratones, un espécimen
mostré temblores generalizados, ataxia, taquicardia severa y problemas en la marcha. En el grupo
control, los ratones presentaron heridas en la espalda debidas a que los animales empleados
fueron machos y estos son muy territoriales, por lo cual se atacan al estar mucho tiempo
enjaulados. Este comportamiento no se observé en el grupo tratado, ya que la taquicardia los
agotabay el resto del dia se encontraban durmiendo.

En lo que respecta al efecto adelgazante el ensayo agudo, al finalizar el estudio el grupo
control subié de peso, mientras que el grupo tratado tuvo una disminucidon de peso importante
(10 g), esto nos indica que una dosis Unica de 100 mg/ Kg tiene efecto adelgazante. Para el ensayo
subcrdnico se observd que el grupo tratado al inicio del estudio comenzé a perder peso de manera
muy rapida, pero al llegar los 15 dias del ensayo, los animales fueron recuperando el peso perdido.
Al finalizar el estudio ambos grupos habian aumentado de peso, pero en el caso del grupo tratado
el aumento de peso fue menor que en el grupo control. Esto nos indica que una dosis diaria de 50
mg/ Kg no tiene una accion adelgazante.

Al conjuntar todas las pruebas podemos determinar que el efecto adelgazante no es
efectivo en personas que emplean una dosis fija por un tiempo largo, ya que se lleva a cabo un
proceso de tolerancia a la dosis empleada; también podemos indicar que la planta produce mas
efectos dafiinos que beneficiosos para la salud por lo que no se recomienda su uso.



13.0 CONCLUSIONES

El efecto adelgazante de la Thevetia peruviana es conocido ampliamente y su uso
indiscriminado ha causado diversos problemas en la poblacién que consume la infusidon de esta
planta por lo que se concluye que se logrd inducir una intoxicacidon aguda y subcrdnica con el
extracto de Thevetia peruviana en un modelo animal con ratones CD1; se pudo determinar la
presencia de un proceso inflamatorio agudo con la ayuda de las determinaciones de
ceruloplasmina y PCR en ambos estudios.

Con las determinaciones de las enzimas CK, CK-MB y LDH conjuntamente con el indice
cardiaco no se logrd valorar la presencia de las zonas de necrosis del tejido cardiaco, asi como las
infiltraciones leucocitarias, por lo cual la realizacion de los cortes histolégicos de corazén
resultaron de suma importancia en este estudio para valorar el dafo de dicho érgano.

Con los valores obtenidos de las enzimas AST, ALT y el indice hepatico podemos concluir
gue no existe dafio en higado debido a la administracidn de Thevetia peruviana.

Asi mismo se observd que no existe dafio celular por la presencia de radicales libres con
base a los resultados obtenidos en las determinaciones de nitritos y peroxidacién lipidica.

Se constaté que en los animales empleados en el ensayo subcrénico se produce un
fendmeno de tolerancia, ya que al consumir constantemente la misma dosis por un periodo
prolongado el efecto va disminuyendo.

Por otra parte los grupos tratados con la planta Thevetia peruviana mostraron una
modificacion en su comportamiento normal, disminuyendo su actividad fisica.



14.0 SUGERENCIAS

Realizar estudios de intoxicacidn crénica, ya que como se observd en los resultados, las
enzimas hepaticas comenzaron a elevarse, esto nos indica que probablemente al
aumentar el tiempo de ingesta se podra observar dafio hepatico.

Determinar perfil renal, para valorar el estado del rifidn.

Estudios teratogénicos

Efectos antiparasitarios

Considero importante que el estudio de plantas utilizadas con fines terapéuticos debe
tener mayor difusidon y continuidad para mantener a la poblacién informada sobre el
beneficio y dafio relacionado al empleo de cada una de las plantas medicinales.



15.0 ANEXO

15.1Tablas y Graficas de curvas estandar

15.1.1 Determinacion de Nitritos

Tubo Estandar Agua destilada Absorbancia Concentracion
(nt) (nt)

1 0 900 0 0
2 100 800 0.143 0.2
3 200 700 0.231 0.4
4 300 600 0.301 0.6
5 400 500 0.471 0.8
6 500 400 0.657 1.0

Cuadro 23. Curva patrdn. Concentracion del estandar 20mg/dl de Nitrito de sodio

Curva estandar de nitritos

0.7
0.6

/
0.5
0.4 /
03
0 —
0.1

0.4 0.6

Absorbancia

=)
©
N
©
Go
i

Nitritos (mg/L)

Grafica 20. Curva estandar de nitritos

15.1.2 Determinacion de Peroxidacién Lipidica (MDA). Método de TBA (Acido Tiobarbiturico)



Tubos

NouphwNRE m

MDA TMP H3PO, TBA Agua Absorbancia
(umol/L) (nL) (pt) (pt) (nt)

0 0 600 200 200 0

0.2 5 600 200 195 0.133

0.4 10 600 200 190 0.364

0.8 20 600 200 180 0.622

1.2 30 600 200 170 0.892

2.0 50 600 200 150 1.488

2.8 70 600 200 130 1.564

4.0 100 600 200 100 1.659

Concentraciéon

0

0.2
0.4
0.8
1.2
2.0
2.8
4.0

Cuadro 24. Curva patrén. Concentracién del estandar de MDA para peroxidacion lipidica.

Curva estandar de peroxidacion lipidica

1.5

0.5

Absorbancia

0 0.2 0.4 0.8 1.2 2 2.8 4

MDA (umol/L)

Grafica 21. Concentraciones estandar de MDA para peroxidacién lipidica
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