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1. RESUMEN

Se evalud el efecto toxico del fruto de codo de fraile (Thevetia thevetioides),
induciendo una intoxicacion aguda (80 mg/Kg); a un grupos de ratones CD1 de 1
mes de edad y 20-30 g de peso, por administracion oral.

Se valor6 la peroxidacion lipidica siguiendo el método de Aust, se determind la
produccion de NO; (técnica de Griess). De igual manera las enzimas hepaticas
AST y ALT, los marcadores renales, Urea y Creatinina, y las enzimas cardiacas,
CK-MB y LDH; asi como el indice esplénico, hepatico, renal y cardiaco para
evaluar algun dafio en estos 6rganos. Se realizaron cortes histoldégicos de corazon
en busca de necrosis, asi mismo fue monitoreado el cambio de peso de los

ratones.

En la intoxicacion aguda se encontré diferencia significativa en el indice
esplénico, cardiaco, renal y creatinina, asi como una disminucién importante de
peso para el grupo tratado (10 g). Por lo que los resultados obtenidos con las
dosis manejadas no producen dafio hepatico, pero si afectan el bazo, rifién y

corazén, produciendo microinfartos.



2. INTRODUCCION

En México, desde tiempos prehispanicos se establecié una fuerte tradicion en
el uso de plantas medicinales, de tal forma que varias especies vegetales con
fines terapéuticos constituyen un rasgo cultural de la sociedad mexicana.®
Actualmente se tiene el registro de 1024 especies vegetales usadas con fines
terapéuticos. Sin embargo la mayoria no poseen estudios quimicos o
farmacoldgicos que avalen las propiedades que se les atribuyen en la medicina
tradicional. Esto explica porque en ocasiones los resultados obtenidos de su uso

no sean satisfactorios.?

La obesidad constituye la principal manifestacion de sobrepeso y esta
implicada en la aparicién de las complicaciones que se presentan asociadas con la
enfermedad. Estas consisten en un heterogéneo grupo de disfunciones clinicas

que afectan el sistema cardiovascular, el corazén, el rifién y el higado.®*

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, entre
otros.), sin ninguna supervisidbn médica poniendo en riesgo la salud e incluso la

vida.*

Una de las especies mayormente utilizada como adelgazante es el codo de
fraile, donde el fruto se usa para curar padecimientos bucales como el dolor de
muelas y las caries, en su forma de semilla es utilizada por sus efectos, en el
tratamiento de hemorroides, como antiparasitario, abortivo, anticarcinogénico,

candidicida, antiviral, antifertilizante, cardioténico.’

Por lo anterior con el objeto de evaluar el efecto toxico del fruto de codo de
fraile, se utiliz6 un modelo de raton CD 1, encontrando que los ratones evaluados
presentaron una severa toxicidad, generando un desorden fisiolégico y dafio en
organos diana del ratdon, es importante considerar que los productos naturales

juegan un rol muy importante en la salud si no se conoce la toxicidad de una



especie como es el codo de fraile que se comercializa de manera indiscriminada y

sin la regulacién sanitaria correspondiente.

No existen datos recientes sobre un estudio toxicoldgico del fruto de codo de
fraile, por esta razon esta investigacion se centr6 en contribuir con mas datos

sobre esta especie.



3. MARCO TEORICO
3.1 Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares ocupan uno de los primeros lugares de
mortalidad en México y el mundo, estos padecimientos producen alrededor de 70
mil fallecimientos al afio, entre las que destacan la obesidad, insuficiencia
cardiaca, accidente cerebro-vascular, enfermedad de la arteria coronaria,

condicién comun, costosa, incapacitante y potencialmente mortal.

Una enfermedad cardiovascular que afecta en mayor proporcion a la poblacion
mundial es la obesidad (figura 3.1), enfermedad cronica de origen multifactorial
que se caracteriza por la acumulacion excesiva de grasa o hipertrofia general del

tejido adiposo en el cuerpo. °

Figura 3.1 Siluetas representando saludable, sobrepeso, y obeso. Tomado de: Haslam® 2005.

3.2 Obesidad

La obesidad forma parte de un sindrome metabdlico siendo un factor de riesgo
conocido, es decir predispone, para varias enfermedades, particularmente
enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, apnea del suefio,
osteoartritis, asi como algunas formas de cancer, padecimientos dermatoldgicos y
gastrointestinales.®



La mayoria de los tipos de obesidad y en muchos pacientes la etiologia es
multiple. Una gran parte de esta afeccion se debe a la disfuncion de otros érganos

distintos al corazén, como los rifiones y el higado.’

En América latina, la prevalencia de la obesidad ha aumentado
considerablemente en todos los grupos sociales, particularmente en aquellos de
bajo nivel socioecondmico, las mujeres en edad reproductiva y los nifios menores

de 5 afios.®

Los reportes de la Organizacion Mundial de la Salud, marcan que a nivel global
existen unos 250 millones de personas obesas, es decir, un 7 % de la poblacion
mundial. En México el 31.8 % de la poblacion mayor de 15 afios, segun informes
de la OMS, 2009, presenta sobrepeso.*

3.2.1 Obesidad como problema de salud publica

La obesidad es un gran problema de salud publica por el impacto que tiene en
la calidad de vida en las etapas productivas de las personas y esta alcanzando
proporciones epidémicas en algunos paises (Inglaterra, Estados unidos, China,
México, entre otros). La prevalencia de la obesidad en México, al igual que en el
resto del mundo, se ha incrementado en forma importante en la Ultima década y es
considerada como un problema de salud publica e incluso es calificada como una

epidemia.®

A partir de la primera mitad del siglo XX, han sucedido una serie de
transiciones en el pais. Antes, la poblacion rural del pais era del 75 al 80 % del
total y la urbana era solo del 20 al 25 %. Para la mitad del siglo XX esta situacion
se habia invertido y cuando mucho el 20 % de los habitantes del pais aun vivian
en zonas rurales. La urbanizacion conlleva a cambios en el estilo de vida, sobre
todo en dos grandes variantes: la sedentarizacion de las actividades humanas y la
segunda es en el patron de alimentacion en donde la obesidad est4d dada

fundamentalmente por el estilo de vida.



El elevado crecimiento de padecimientos infecciosos como causas de muerte
por los problemas cronicos degenerativos, esta intimamente relacionada con la
obesidad en el perfil de salud de la poblacion mexicana, dado que es un factor de
riesgo para enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2 y algunos

tumores malignos.® *°

La obesidad en si misma debe ser considerada una enfermedad y un factor de
riesgo para numerosas enfermedades. Es uno de los factores de riesgo mas
importante para la hipertension. La obesidad aumenta el tono simpatico, lo que se
traduce como aumento en la resistencia vascular. El aumento en el tono simpatico
incrementa la resistencia a la insulina. El aparato circulatorio es uno de los
sistemas mas afectados en los pacientes obesos por las repercusiones
hemodindmicas derivadas del aumento de volumen y peso: Existen mayores
requerimientos para el aumento en el gasto cardiaco, también pueden encontrarse
disfunciones sistélica, diastdlica, la enfermedad micro y macro vasculares

contribuyen a la disfuncién cardiaca izquierda.> **

Se trata de un problema de salud publica de gran magnitud, que tiene ya
implicaciones econdmicas y sociales mucho mas grandes que las sospechadas
pero, aun mas, su impacto en la salud del mexicano en el futuro mediato, con toda
seguridad, sera mayor. No hay duda de que el costo econémico que implica una
enfermedad como la obesidad, ocupa una gran proporcién de los recursos
dedicados a las campanfas de salud.

3.2.2 Posibilidades terapéuticas en la obesidad

En la actualidad el tratamiento médico de la obesidad tiene como objeto:

a) La reduccion del peso y no el de alcanzar una figura estereotipada, basada
en una modificacion de la conducta alimentaria.

b) Aumentar la capacidad funcional del paciente.

c) Prevenir o retrasar el deterioro de la funcion cardiovascular, mejorar la

actividad de vida y prolongar la vida del paciente.



3.2.3 Farmacos empleados en la obesidad

De particular utilidad, el tratamiento farmacoldgico de apoyo, en especial para
reducir el apetito, puede determinar la diferencia. Los supresores del apetito tienen
una clara indicacion en pacientes con sobrepaso que va de 20 a 30 % y su
administracion debe ser continua. La mayoria son estimulantes y/o aumentan los
niveles efectivos de serotonina. Algunas han sido retiradas del mercado por sus
efectos colaterales en la esfera cardiologica y pulmonar, en especial las
valvulopatias. En términos generales, no se recomienda el tratamiento
farmacolégico por mas de un afio y deben observarse las restricciones para su

uso.*?

Existe otra generacion de medicamentos que bloquea la absorcion de lipidos
sin que afecte el vaciamiento gastrico o la motilidad vesicular. El Orlistat es un
inhibidor selectivo de la lipasa gastrica y pancreética. La inhibicion que produce
bloquea la hidrolisis de los triglicéridos en la dieta y como consecuencia, la
absorcién de &cidos grasos y monoglicéridos previniendo la digestion y absorcion

de hasta 30 % de la grasa ingerida.*®

3.3 Los productos naturales como solucibn a un problema de

obesidad

Por otra parte la poblacion mexicana ha recurrido al uso de las plantas
medicinales como una alternativa a la solucion de sus problemas de obesidad, en
México se ha acrecentado de manera alarmante, lo cual ha ocasionado que las
personas recurran a este tipo de medicina alterna con tal de mejorar su apariencia

y usen de manera indiscriminada esta practica.

Desde tiempos prehispanicos se establecié una fuerte tradiciébn en el uso de
plantas medicinales, de tal forma que el uso de especies vegetales con fines

terapéuticos constituye un rasgo cultural de la sociedad mexicana.'



La mala difusion o informacién con que los consumidores recurren a la
medicina tradicional, entre otras cosas, ha ocasionado que la gente practique con
mayor frecuencia esta actividad, generando que el empleo de estas tradiciones
sean aplicados de manera indiscriminada ya sea en forma de cataplasma,
infusiones o0 en forma de productos procesados y sin tomar en cuenta el alto

riesgo que implica el consumo de los productos naturales para su salud.

La mayoria de los productos naturistas comercializados en el pais no poseen
estudios toxicologicos que avalen las propiedades que se les atribuyen en la
medicina tradicional. Esto explica que en ocasiones los resultados obtenidos de su

uSO no sean satisfactorios.?
3.4 Codo de fraile (Thevetia thevetioides)

El fruto de codo de fraile es una especie muy utilizada por la medicina
tradicional ya que se emplea en el tratamiento de afecciones en la piel, se usa
para curar padecimientos bucales como el dolor de muelas y las caries, en su
forma de semilla es utilizada por sus efectos, en el tratamiento de hemorroides,
como antiparasitario, abortivo, anticarcinogénico, candidicida, antiviral, pesticida,
cardiotonico y mas recientemente como tratamiento para bajar de peso; sin
embargo hay evidencia de que esta especie contiene activos que actlan a nivel
cardiaco provocando taquicardias y esta siendo utilizada por gente mal informada
con el objeto de controlar la obesidad a riesgo de sufrir, incluso, hasta la

muerte.>®



3.4.1 Casos de intoxicacion por codo de fraile

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 codo de fraile, esta situacion ha alarmado a las
autoridades sanitarias; la COFEPRIS realiza operativos en mercados de todo el
pais con el fin de retirar los productos “milagro” que contienen como principio
activo Thevetia y hace un llamado constante (aunque insuficiente) a la poblacion
para que no consuma dicha especie y para que denuncie a quienes la ofrecen; sin
embargo, estos tipos de productos siguen vendiéndose a través de Internet y en

tiendas naturistas.*®

Thevetia thevetioides es una especie toxica, sin embargo existen otras especies
como la Thevetia peruviana, la Thevetia nerifolia y la Thevetia Cervera,3®394041
gue reportan manifestaciones de toxicidad tan importantes como la estudiada en el

presente trabajo.
3.4.2 Nombres comunes y caracteristicas botanicas

El codo de fraile tiene numerosos nombres comunes, en México los mas
conocidos son: Codo de fraile, gorro de obispo, yoyote, ayoyote, alcanfura, carne,
campanilla, cojon de gato, chilca, flor de campana, guayapol, guayocule, venenillo,

anis, chavaquin, calaveritas, cobalonga, rejalgar, canchule.

La semilla y el fruto de codo de fraile proviene de arboles de entre 3 y 8 metros
de altura (figura 3.2), con flores amarillas agrupadas en racimos, sus hojas con
peciolos lineales-lanceoladas, de 6-14 cm de longitud, corola de color amarillo

brillante.

El fruto es una drupa, subesférica u oblata en la juventud, posteriormente se
vuelve oboveideo-deprimido y también leve comprimido, pedicelo grueso vy rigido,
hueso obtrulado en vista frontal, de color café claro de 4-5 cm de didmetro que
contiene latex de color blanco. En forma silvestre se le encuentra con mas

frecuencia en las comunidades secundarias del bosque tropical caducifolio, menos
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abundante entre la region primaria del bosque tropical caducifolio, y en la selva
17,1

baja caducifolia de nuestro pais.

[ Fegian Breveta perusisna

Figura. 3.2 Caracteristicas botanicas del codo de fraile

El codo de fraile es un extraordinario coctel de sustancias y principios activos
todavia poco aprovechados por la medicina moderna, se han identificado al menos
dieciocho compuestos quimicos, algunos de estos componentes tienen
demostrada actividad biologica, otras se encuentran todavia en su evaluacion

bioldgica y toxicolégica.’
3.5 Toxicologia
3.5.1 Definicion

La toxicologia es el estudio de los agentes fisicos y quimicos que producen
respuestas adversas en los sistemas biolégicos cuando entran en contacto. Una
forma sencilla de entender el nivel de riesgo potencial de una sustancia, sera a

través de la ecuacion:
exposicion + toxicidad = riesgo para la salud

La exposicion se refiere a la relaciéon entre el tiempo y la concentracién en el
ambiente al que la persona estara siendo expuesta al agente de riesgo, mientras

gue la toxicidad es un factor inherente a cada producto que indica su capacidad de
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provocar dafios inmediatos o acumulativos en un ser vivo. La toxicidad es la
capacidad intrinseca que posee un agente quimico de producir efectos adversos

sobre un érgano.’®
3.5.2 Métodos de evaluacién toxicolégica

Los métodos de evaluacion de toxicidad pueden dividirse en dos categorias. La
primera incluye aquellos ensayos disefiados para evaluar los efectos generales
globales de los compuestos sobre los animales de experimentacién. Cada uno de
los ensayos de esta categoria difiere de los otros fundamentalmente en lo que
concierne a la duracion de la prueba y a la extensién con que los animales son
criticamente evaluados en cuanto a la toxicidad general. Estos ensayos se

designan como pruebas de toxicidad aguda, subcrénica y cronica.

La segunda categoria de ensayos incluye aquellas pruebas disefiadas para
evaluar en detalle tipos especificos de toxicidad. Los ensayos generales
prolongados y crénicos no detectan todas las formas de toxicidad, pero pueden
poner de manifiesto algunas toxicidades especificas e indicar la necesidad de

estudios mas detallados.*® *°

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
experimentacion; tomando como base el peso, las personas son generalmente

mas vulnerables que los animales de experimentacion.

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, consiste en exponer a los animales de
laboratorio a altas dosis tdxicas, 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 poblacion

va ha ser mayor por los aumentos de la dosis o de la exposicién.
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3.5.3 Modelos experimentales

Consideraciones practicas en el disefio de modelos experimentales, demanda
que el nimero de animales usados en experimentos de toxicologia, sea pequefio

comparado con el tamafo de las poblaciones humanas en peligro.

La obtencion 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 son empleadas para demostrar que una sustancia quimica
es segura y para caracterizar los efectos toxicos que una sustancia quimica puede

producir.2°
3.5.4 Procedimientos generales de evaluacion toxicoldgica.

El conocimiento de la toxicidad de las sustancias sélo puede obtenerse,

ademas de las previsiones teoricas, por dos vias:
1) Estudios retrospectivos de casos de intoxicacion.
2) Por estudios experimentales con animales y plantas.

El planteamiento de un protocolo tradicional de toxicologia experimental con

animales, presenta a priori, cuatro preguntas que se deben resolver y conocer:

a) La via de administracion 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 concentracion en el sistema bioldgico y que

depende de numerosos factores externos, como la naturaleza del toxico, la
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cantidad administrada o el tiempo de exposicion; teniendo en cuenta que la

distribucién del toxico en el animal no es homogénea.

c) El tiempo de duracion del estudio realizado, en funcién del tipo de ensayo

requerido (estudios de toxicidad aguda, subcrénica o crénica.)

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, habra

especies mas sensibles que otras 0 mas resistentes al toxico.)
3.5.5 Ensayos de toxicidad

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 intoxicacidbn subcroénica, la
capacidad de una sustancia para producir efectos adversos tras pequefias dosis
diarias repetidas durante aproximadamente 90 dias, pero la duracién de la

administracion puede variar.

El ensayo de toxicidad crénica hace referencia a la capacidad de una sustancia
para producir efectos adversos tras pequefias dosis diarias durante

aproximadamente 2-7 afios, en funcién de la especie estudiada.®

Al final del ensayo toxicoldgico los animales deben ser sacrificados, para
obtener la sangre y los tejidos para su analisis. La condicibn macroscopica y
microscopica de los érganos vy tejidos, el peso de los érganos principales deben
ser registrados y evaluados, las mediciones quimicas hematolégicas se hacen
antes, a la mitad y al termino de la exposicion. Estas mediciones incluyen:
recuento leucocitario total, plaquetas, glucosa, calcio, potasio, urea, creatinina,
TGO, TGP, LDH, CK-MB, entre otras.?
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3.5.6 Marcadores enzimaticos

Son examenes para determinar la actividad de enzimas especificas en el
cuerpo. Las enfermedades o defectos hereditarios pueden hacer que las enzimas
dejen de trabajar o que sean menos activas. Los resultados de los exdmenes se

reportan como un porcentaje de la actividad enzimética normal.

Los métodos de evaluacion buscan una forma de medir la toxicidad. Tales
medidas se refieren a efectos relacionados con marcadores bioldgicos 6
marcadores enzimaticos; por ejemplo, los cambios en los niveles de enzimas en la
sangre pueden ser indicativos del dafio en tejidos, tal es el caso de la Alanina
aminotransferasa (ALT) 6 TGP y Aspartato aminotransferasa (AST) 6 TGO se
utilizan para detectar dafio en higado. El uso de estas enzimas en el suero es un

ejemplo medible del dafio presente en este érgano.

En el caso del corazén, los cambios estructurales y alteraciones funcionales de
miocardio pueden ser medidos indirectamente por ecocardiograma Yy
electrocardiograma en combinacion con pruebas de estrés. Los datos generados a
partir de estas medidas pueden ser considerados marcadores bioldgicos; sin
embargo en la clinica y la practica experimental, los marcadores biolégicos del
corazén son medidos a partir de marcadores enzimaticos de dafio al miocardio
medidos a partir de muestras de sangre. La elevacion de creatincinasa isoenzima
(CK-MB) en suero se considera un marcador bastante especifico de infarto agudo

al miocardio.?
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México el 31.8 % de la poblacion mayor de 15 afios, segun informes de la
OMS, 2009, presenta sobrepeso, aunado a este creciente fenbmeno, 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 comunicacién, un
ejemplo es el codo de fraile que es ingrediente de algunos de estos productos
para bajar de peso, los cuales se anuncian por television: Capslim ®, Sin hambre
®, Redugrass ®, Total slim ® y Diet sen ®.%102!

La poblacién mexicana tiene muy arraigado el habito de la automedicacion, 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 el tamarindo malabar (Garcinia
cambogia), el guarand (Paullinia cupana), la alfélfa (Medicago sativa), la pifia
(Ananas comosus ), el té verde (Camellia sinensis), el Codo de fraile (Thevetia
thevetioides), entre otros; que aunque tienen un efecto terapéutico, también

contiene otras sustancias que pueden llegar a ser peligrosas para la salud.**

De acuerdo a la Comision Federal Para la Proteccién Contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS) México; en 2008 en la ciudad de Guadalajara Jalisco se registraron
16 casos de intoxicacion y dos muertes por el consumo de codo de fraile, debido a
que las empresas de productos “milagro” no advierten sobre los efectos
secundarios ni la dosificaciobn, que se pueden presentar evadiendo su
responsabilidad con la leyenda “El uso de este producto es responsabilidad de

quien lo consume”.

El empleo del fruto del codo de fraile como objeto del estudio en este proyecto
deriva de la inquietud de conocer sus efectos toxicos debido a las propiedades

que se le atribuyen, siendo de interés realizar un ensayo de toxicidad aguda que
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aporte las evidencias de caracter toxicolégico y analizar por métodos enzimaticos
si los activos presentes en el fruto de esta especie pueden causar lesiones en

diversos 6rganos.

Debido a que no existen estudios toxicoldgicos referentes al fruto, se considero
necesario realizar estudios para conocer cual es el grado y tipo de dafio que
puede provocar su administracion, por lo que se planteo la siguiente pregunta de

investigacion.
¢, Cudles seran los efectos toxicos del fruto de codo de fraile después de

administrar dosis repetidas en un intervalo de tiempo determinado del extracto

acuoso de esta especie en corazon, rifidon bazo e higado en un modelo de raton?
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5. HIPOTESIS

Al administrar tres dosis de 80 mg/Kg del extracto acuoso del fruto de codo de
fraile a un grupo de ratones CD1; seran capaces de producir dafios a nivel de
bazo, higado, rifién y corazén con un aumento en la concentracion de ALT, AST,

LDH, CK-MB, urea, creatinina, nitritos y peroxidacion lipidica.
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6. OBJETIVOS

General

Evaluar los efectos toxicos del extracto acuoso del fruto de codo de fraile,
mediante marcadores enzimaticos en corazon, riidn e higado en un modelo

de raton.
Particulares

Evaluar el dafio cardiaco, hepatico y renal, mediante la medicion de la
concentracion de las enzimas Creatincinasa isoenzima (CK-MB) y
Deshidrogenasa lactica (LDH) en corazon, Transaminasa
glutamicoxalacetica (TGO) y Transaminasa glutamicopiruvica (TGP) en
higado, urea y creatinina en rifién, utilizado en suero de raton.
Determinar en el suero, nitritos como indicador de éxido nitroso por el
método Griess, y valorar la concentracion de MDA (peroxidacion lipidica)
mediante el método de &cido tiobarbiturico (TBA).

Evaluar el dafio en bazo mediante el indice esplénico

Realizar cortes histologicos de corazon para la observacion de posibles

zonas con necrosis.
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7. DISENO EXPERIMENTAL

Poblacion de estudio

Ratones hembra CD 1 con peso promedio de 25-30 g divididas en dos grupos de
10 animales cada uno.

Criterios de inclusion y exclusién

Inclusién Exclusion

RATONES Macho

Hembra Enfermos

Sanos Menor a 25¢g

25 a 30g Mayor a 30g

Sin manejo previo Utilizados previamente

Prefiadas o gestantes

Variables
Dependiente Independiente
indice hepatico, cardiaco, esplénico y renal Tiempo de administracion (Horas)
Perfil cardiaco, hepatico y renal Dias de administracion
Determinacion de nitritos y peroxidacion lipidica Concentracion del extracto
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8. METODOS

8.1 Extracto acuoso del fruto de codo de fraile; Recoleccién e identificacion.

1. Pesar 500 g de fruto de codo de fraile y colocar en un vaso de

precipitado.

2. Agregar 1000 mL de agua y calentar durante 30 minutos manteniendo
agitacion constante.
3. Concentrar hasta sequedad el resto del extracto crudo para obtener un

sélido que se empleara en el ensayo de toxicidad.

La Thevetia thevetioides (codo de Fraile) se colect6 en el mes de junio, en la
comunidad de IzGcar de Matamoros, Estado de Puebla; una muestra de la especie
(fruto) fue depositada en €l herbario del Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS), a la cual se le asigné un numero de registro IMSSM 15 720 y fue
autentificada por la M. en C. Abigail Aguilar Contreras, jefa del herbario del IMSS.

8.2 Modelo de toxicidad aguda

Se siguieron los esquemas recomendados por la toxicologia Casarett y Doull*

GRUPO TRATADO

1) Los ratones, se separaron aleatoriamente en 2 grupos de 10 animales, se
sometieron a un ayuno previo de 16 horas, se marcaron individualmente, se
pesaron y con la ayuda de una sonda gastrica (animal feeding needles,
20GX 11/2” Poper and sons. Inc. Newhyde Park NJ, USA) se les administré
la dosis de 80 mg/Kg de peso en un volumen aproximado de 0.2 mL. La
operacion se repiti6 dos veces mas, con intervalos de 2 horas. Los
animales se observaron durante las siguientes 8 horas, para identificar
efectos tdéxicos (muertes, diarrea, salivacion, Irritabilidad, ataxia, anestesia
etc.). Esta observacion se repitio por 5 dias. Al terminar dicho periodo los

animales fueron anestesiados previamente con éter y se sacrificaron por
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medio del corte axial para colectar muestras de sangre con ayuda de tubos

Eppendorf.

2) Posteriormente se centrifugaron a 5000 rpm durante 5 minutos para la

obtencién de suero.

GRUPO CONTROL

1) Se administro por sonda gastrica una dosis Unica de 0.2 mL de solucion
salina isotonica a 10 ratones hembra CD1 y se procedi6 a realizar el mismo

procedimiento que al grupo tratado.

8.3 Indices hepatico, cardiaco, esplénico y renal®

Después de sacrificar a los animales se procedié a obtener el higado,
corazon, bazo y rifiones de cada raton.
e Se peso el érgano

e Posteriormente se realizo el siguiente calculo

. Peso del 6rgano
Indice = X 100
Peso del raton

8.4 Técnicas histoldgicos?®?#

Las técnicas histologicas son 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.
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 histologicos.

8.5 Perfiles cardiaco, hepéatico y renal

Para la evaluacion de los perfiles cardiaco y hepatico se emplearon
cuatro determinaciones enzimaticas: LDH, CK-MB, AST, ALT, para la
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evaluacion renal se emplearon marcadores como la urea y creatinina, se
realizaran de forma automatizada por el equipo 1 Lab 600 por medio de

espectrofotometria en suero.

8.6 Fundamento de las técnicas empleadas para determinar marcadores y

enzimas.

Lactato deshidrogenasa (LDH): La reaccibn que se emplea para su

determinacion por espectrofotometria es la siguiente:

L- Lactato + NAD* =22 pijruvato + NADH + H*

La lactato deshidrogenasa convierte el L-lactato en piruvato y NADH. El
indice de incremento en absorbancia de la mezcla de reaccién a 340 nm,
debido a la formacion del NADH, es proporcional a la actividad de la
LDH 23,24

Creatincinasa isoenzima (CK-MB): La reaccién que se emplea para su

determinacion por espectrofotometria es la siguiente:

CK
ADP + Creatina Fosfato +—— Creatina + ATP
HK
ATP + Glucosa <—— ADP + Glucosa- 6- Fosfato

Glucosa-6- Fosfato + NADP?* —r'G'G'PDH Gluconato-6-fosfato + NADPH + H*

La CK cataliza la fosforilacion reversible del ADP mas 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 se oxida a Gluconato-6-fosfato con la produccién
acompafiada de NADPH. La formacion de NADPH, medida a 340 nm, es

directamente proporcional a la actividad de CK-MB en suero.?%%*

Aspartato aminotransferasa (AST): La aspartato aminotransferasa (AST)
es también conocida como transaminasa glutamico-oxalacética (TGO). La
reaccion que se emplea para su determinacion por espectrofotometria es la

siguiente:

22



AST
a — Cetoglutarato + L- aspartato <—— L — glutamato + Oxalacetato

MDH
Oxalacetato + NADH + H* — L-Malato + NAD"

La AST cataliza la reaccion de a-cetoglutarato y L-aspartato a L-glutamato y
oxalacetato, en la segunda reaccion la malato deshidrogenasa (MDH)
cataliza la oxidacion del NADH a NAD®. El indice de reduccién en
absorbancia de la mezcla de reaccion a 340 nm debido a la oxidacion del

NADH es proporcional a la actividad AST.**?

Alanino aminotransferasa (ALT): La alanino aminotransferasa (ALT) es
conocida también con el nombre de transaminasa glutdmico-piravica (TGP).
La reaccién que se emplea para su determinacion por espectrofotometria
es la siguiente:

ALT
L-alanina + 2-oxaglutarato ——» Piruvato + L-glutamato

. LDH .
Piruvato + NADH+H *——5 Lactato + NAD

La ALT cataliza la conversion de L-alanina y 2-oxoglutarato a piruvato y L-
glutamato, posteriormente la LDH cataliza la oxidacion de NADH a NAD". El
indice de reduccion en absorbancia de la mezcla de reaccion a 340 nm
debido a la oxidacion de NADH es directamente proporcional a la actividad
de ALT.2*%

Urea: La reaccibn que se emplea para su determinacion por
espectrofotometria es la siguiente:

ureasa
Urea + HLO =——= 2NH,;" + 2HCO3

NH;" + 2-oxoglutarato + NADH S L-glutamato + NAD" + H,O

La ureasa cataliza la conversion de urea y agua a amoniaco y bicarbonato,
posteriormente la glutamato deshidrogenasa cataliza la oxidaciéon de NADH
a NAD". El indice de reduccion en absorbancia de la mezcla de reaccion a
340 nm debido a la oxidacion de NADH es directamente proporcional a la

concentracion de nitrégeno presente en la urea de la muestra.?*%%2®
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Creatinina: La reaccion que se emplea para su determinacién por

espectrofotometria es la siguiente:
o . . Na OH . .
Creatinina + Acido picrico AL Complejo rojo

La metodologia colorimétrica basada en la reaccion de la creatinina con
acido picrico en condiciones de alcalinidad dan como producto de reaccion
un complejo color rojo resultante que es directamente proporcional a la
concentracion de creatinina en la muestra. El color es cuantificado a 510

I,.”,n.24,27,28

Peroxidacion lipidica: La peroxidacion lipidica es un proceso complejo, en
el cual los acidos grasos no saturados en los fosfolipidos de las membranas
celulares son atacados por radicales que provocan la abstraccién de un
hidrogeno, formandose hidroperoxidos que son de dificil medicién por
degradarse rapidamente. No obstante, la lipoperoxidacion constituye el
patrén de oro cuando se trata de probar la funcion de los radicales libres en
algun tipo de dafo celular, una forma de medirla es a través del
malondialdehido (MDA), que reacciona con el acido tiobarbitdrico,

formandose un color susceptible de ser medido directamente.?*°

El 6xido nitrico (NO): La cuantificacion de NO"* es dificil en medios
biolégicos, debido a su corta vida media (de 6 a 10 segundos) y a sus bajas
concentraciones y por eso se cuantifican es sus metabolitos estables: Nitrito
y Nitrato. El Nitrito es el Unico producto estable resultante de la auto
oxidacion del NO™ el procedimiento adecuado para la determinacion de
nitritos es por el método de Griess. Este método complementado con
desproteinizacion y reduccion de nitratos a nitritos en presencia de NADPH-
reductasa puede ser aplicado para la medicion de los niveles de NO™ en los

fluidos del cuerpo humano (suero, orina, liquido cefalorraquideo).33233
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8.7 Determinacién de nitritos3+%°

100 uL de la muestra de suero se desproteinizd precipitando proteinas
con sulfato de zinc. La determinacién de nitritos se realizé mediante la
técnica de Griess, previamente en las muestras se redujeron los nitratos a
nitritos, mediante el uso de cadmio plateado con sulfato de cobre. Se uso
nitrito de sodio a una concentracién de 2 ug/mL, para realizar una curva

patron.

Plateamiento del cadmio

1) En 30 tubos de 13 X 100 mm se colocaran 0.5 g de cadmio metalico.

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

3) A continuacion se lavaron 3 veces con agua destilada para eliminar el
cobre.

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

5) Finalmente se lavd el cadmio con cloruro de amonio al 5 % pH=9, por

centrifugacion a 3500 rpm por 5 minutos.

Preparacion de reactivos

1) Reactivo de sulfanilamida
Disolver 0.5 g de sulfanilamida en 150 mL de &cido acético al 15 %
2) Reactivo de N-(1-naftil)-etilendiamino diclorhidrato (NED)
Disolver 0.2 g de N-(1-naftil)-etilendiamino diclorhidrato en 150 mL de
acido aceético al 15 %.
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Preparacion de la muestra

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

2) Se desecharon 20 pL de la dilucidén y se agregaron 20 pL de la solucion
de ZnSO,4 se mezclé bien (esta solucién formara un precipitado de
proteinas).

3) Se centrifug6 a 10 000 rpm durante 5 minutos.

4) A los tubos con el cadmio activado se les eliminé el NH4Cl y se les
adicion6 el sobrenadante del centrifugado anterior.

5) Se taparon con parafiim y se colocaron en una placa de agitacion
horizontal por 15 minutos.

6) Se centrifugaron los tubos a 3500 rpm por 5 minutos, y se tomaron 200
pL del sobrenadante para el ensayo.

7) La tabla 1. representa la curva de calibracién con un estandar de nitrito

de sodio (2 pg/mL)

Tabla 1. Curva de calibracion

TUBO ESTANDAR (uL) AGUA DESTILADA (uL)
1 0 900
2 100 800
3 200 700
4 300 600
5 400 500
6 500 400
Muestra 200 pL del sobrenadante 700

Adicionar 50 pL de sulfanilamida. Incubar 10 minutos

Adicionar 50 pL de reactivo de N-(1-naftil)-etilendiamino diclorhidrato (NED). Incubar

30 minutos

Leer a 540 nm
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8)

Se determind la concentracién de nitritos en suero de raton y se
reportaron los resultados con la utilizacion de la curva patron de nitrito

de sodio.

8.8 Determinacion de peroxidacion lipidica (MDA). Método de TBA (acido

tiobarbittrico)®

Procesamiento de la muestra

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

2) Se les agregaron 10 pL de Butilhidroxitolueno (BHT) 2 mM.

3) Se diluy6 el plasma 1:5 con Fosfato de sodio dibasico (PBS) (100 pL de
plasma en 400 uL de PBS).

4) Se tomaron 400 pL de plasma con 50 pL de Butilhidroxitolueno (BHT)
12.6 mMy 400 pL de acido orto fosférico 0.2 M.

5) Se mezclaron en el vértex por 10 segundos, y se le adicionaron 50 pL
de TBA 0.11M/L y se mezclaran de nuevo con vortex.

6) Latabla 2. llustra como se realiz0 la curva estandar de MDA, para sacar
las concentraciones de MDA vy asi reportar la peroxidacion lipidica en
suero de raton.

Tabla 2. Curva estandar de malondialdehido (MDA)

TUBO MDA (umol/L) | TMP (uL) | HsPOg4 (uL) [ TBA (uL) | AGUA (uL)
Blanco 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 50 600 200 150

6 2.8 70 600 200 130

7 4 100 600 200 100
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Produccién de color

1) Se coloco6 la mezcla de la reaccidon en un bafio de agua a 90°C por 15
minutos, los tubos se taparon con papel aluminio.

2) Se enfriaron en hielo, se agregaron 1000 pL de n-butanol y 100 pL de
solucion saturada de cloruro de sodio (NaCl) y se agitaron
vigorosamente por 30 segundos.

3) Se centrifugaron a 5000 rpm por 1 minuto, y se transfirieron 500 uL de la
fase de n-butanol a una celda.

4) Se realizo la lectura a 535 nm y a 572 nm, para con ello corregir la

absorcion.
8.9 Analisis estadistico®’

Se propuso realizar el andlisis estadistico de los resultados mediante el
Paquete Estadistico para las Ciencias Sociales (Statistical Package for the Social
Sciences, SPSS) version 11.5, para ambiente Windows y la prueba estadistica de
comparaciéon usada fue la t-Student, basada en el nUmero de observaciones, la
media, y la desviacion estandar que nos permitié identificar la existencia de las
diferencias significativas entre el grupo control y el grupo con tratamiento, con una

confianza al 95%.
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9. RESULTADOS

9.1 Comportamiento

A los 15 minutos de la primera administracion (80mg/Kg) los animales
desarrollaron dificultad respiratoria y taquicardia que llegaba a durar hasta una
hora (figura 9.1), posterior a las dos horas de la primera administracion se aplicé la
segunda dosis observando que los animales desarrollaron irritabilidad, dificultad
respiratoria y problemas en la marcha (figura 9.2).

Figura 9.1 Ratén CD1 tratado con el extracto Figura 9.2 Ratones CD1 del grupo tratado que
frutal de codo de fraille, se muestra con muestran, irritabilidad, dificultad respiratoria y
taquicardia y dificultad respiratoria. problemas en la marcha.

En la tercera dosis de aplicacion los ratones mostraron disminucion de la
actividad fisica, atonia muscular, taquicardia y dificultad respiratoria (figura 9.3), el
resto del dia su comportamiento fue modificado, ya que se mostraban agotados y
permanecian la mayor parte del tiempo sin actividad fisica. El grupo control (figura
9.4), no presenté cambio alguno en comparacion con el grupo tratado.

Figura 9.3 Ratones CD1 tratados, se muestran Figura 9.4 Comportamiento normal de ratones
con taquicardia, dificultad respiratoria, ataxia y CD1. Se trata del grupo control.
sedacion.
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Los animales se mantuvieron por rutina de observacién por cuatro dias mas
después de la administracion del extracto, por lo que al segundo dia los animales
se observaban agotados, con disminucion de actividad fisica y permaneciendo la
mayor parte del tiempo dormidos con poco o nulo consumo de alimento, al tercer
dia su comportamiento fue modificado mostrando menos signos de toxicidad y con
deseos de consumir alimento, al cuarto y quinto dia de observacion los animales
ya no mostraban signos de toxicidad aparentemente.

Al término del quinto dia de ensayo los animales se pesaron y sacrificaron para
proceder a obtener la sangre y los 6rganos (corazon, higado, riidn y bazo) de los
grupos testigo y tratados para su posterior analisis.

9.2 Resultados de los valores enzimaticos y marcadores

Al evaluar los resultados obtenidos en relaciéon al comportamiento enzimatico
encontramos que la TGO y la TGP disminuyeron, la HDL y la urea aumentaron y la
CK-MB se mantuvo sin cambios con respecto al testigo. Todos los parametros
permanecieron sin mostrar diferencias estadisticamente significativas (cuadro 9.1);
al analizar la concentracion de creatinina se observdO que esta fue
significativamente mayor con respecto al testigo, asi mismo los valores de MDA y
nitritos se encuentran elevados mostrando un valor de p limitrofe.

Cuadro 9.1 Valores promedio de los pardmetros evaluados entre el grupo testigo
y control.

Eﬂgitrggzrés Unidades Grupo Testigo. Grupo Tratado.
TGO U/L 241.8+81.3 213.1+17.3
TGP U/L 54 £115 46.7 £3.12

LDH U/L 1613.9 + 367.5 2220.7 £132.8
CK-MB U/L 8060.8 + 1133.2 8098.40 + 1535.9
Urea mg/dL 441 +1.3 489+ 2.0
Creatinina mg/dL 0.37 +0.015 0.43+0.015 *
MDA umol/L 3.49+0.75 5.59 + 0.67
Nitritos ug/dL 1.13+0.14 1.56 + 0.44

Valores en promedio n=10 +/- EE (Error Estandar)
*Prueba t-student p<0.05
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9.3 Resultados de los indices cardiaco, hepatico, renal y esplénico

Al evaluar los resultados obtenidos en relacion a los indices cardiaco, hepatico,
renal y esplénico, encontramos que el indice hepatico del grupo tratado disminuyo
con respecto al grupo testigo mostrando un valor de p limitrofe sin diferencias
estadisticamente significativas (cuadro 9.2); al analizar los indices cardiaco, renal
y esplénico del grupo tratado se observé que estos fueron significativamente
menores con respecto al grupo testigo.

Cuadro 9.2 Comparacion de medias de los indices de cada 6rgano entre el grupo
testigo y control.

Organos Unidades Grupo Testigo. Grupo Tratado.
indice Cardiaco g 0.5153+0.01512  0.4366 +/- 0.01227 *
Indice Hepatico g 6.3957 +/- 0.26436  5.9273 +/- 0.16689
Indice Renal g 1.2030 +/-0.04711  1.0625 +/- 0.01991 *

Indice Esplénico g 0.4116 +/- 0.01941  0.2870 +/- 0.01974 *

Valores en promedio n=10 +/- EE (Error Estandar)
*Prueba t-student p<0.05

9.4 Disminucioén de peso en los ratones
Al final del experimento, los animales tratados mostraron una pérdida de peso

promedio de —10g, con respecto al peso inicial. Mientras que los animales del
grupo testigo aumentaron un promedio de 3.5 g.
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9.5 Cortes histologicos

Los ensayos de toxicidad aguda normalmente se apoyan en el examen
histolégico de los tejidos y 6rganos principales para detectar anomalias (Figura
9.5-9.8). A partir de estas observaciones, por lo general se obtiene informacion
mas especifica sobre los acontecimientos que condujeron a los diversos criterios
de valoracion, los 6rganos diana implicados proporcionan una sugerencia sobre el
posible mecanismo de toxicidad a un nivel relativamente fundamental.

Figura 9.5 Corte histolégico en miocardio observando la presencia de necrosis en
el mismo, representada por las flechas.

Figura 9.6 Corte histolégico observando la presencia de necrosis en el miocardio.
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Figura 9.7 Las zonas sefialadas marcan la presencia de zonas afectadas por la
presencia de necrosis en fibras musculares cardiacas

Figura 9.8 La zona sefalada muestra infiltracion leucocitaria con predominio en
las zonas del miocardio



10. ANALISIS DE RESULTADOS

Como se puede observar en la tabla 10.1, los resultados obtenidos de la
Thevetia thevetioides, se encontr6 que el extracto acuoso frutal presenta
toxicidad que afectan el organismo de ratones CD1, asi como también en 6rganos

como el rifién, el corazén y el bazo.

Tabla 10.1 Comparacién de parametros analizados entre diferentes especies de Thevetia.

. Es_pecie Especies estudiadas por diferentes
PARAMETROS ANALIZADOS estudiada en la
\ autores
tesis
Thevetia
ESPECIE ANALIZADA O INTOXICADA Thevetia | peruviana® | Thevetia | Thevetia
thevetioides %9 nerifolia® | cervera®
Ratones CD1 hembras v x ® ®
Ratas albinas macho ® v ® ®
Rata de tejado ® x v x
Humanos ® v ® v
TIPO DE EXTRACTO Y PARTE
ANALIZADA DEL ARBOL
Acuoso/ Fruto v x ® x
Metandlico/ Semilla/ Corteza v ® x
Semilla molida ® ® v v
TIEMPO Y DOSIS DE ADMINISTRACION
3 Dosis 80mg/Kg /2 h/1dia v ® ® ®
Ingesta de 1 semilla en humanos/1 dia ® v ® v
1 Dosis 20 y 30% del total de una
semilla/10 dias ® v v »®
1 Dosis 100mg/Kg/10 dias ® v ® x
ViA DE ADMINISTRACION
Oral v v v v
SIGNOS Y SINTOMAS DE TOXICIDAD
Ataxia, paralisis de las
extremidades, taquicardias v v v x
Nauseas, vomito, diarrea, dolor abdominal,
dilatacién de las pupilas, convulsiones x v ® v
Temblores, colapso y muerte ® v v *®
DANO A NIVEL RENAL
Aumento de creatinina v ® ® x
Aumento de nitrdgeno ureico x x v x
Patologia glomerular x p v v
Necrosis renal ® p v v

34




DANO A NIVEL CARDIACO
Necrosis en fibras
musculares cardiacas v x ® *®
Necrosis en miocardio v x ® x
Aumento de TGO y LDH ® ® v x

DANO A NIVEL ESPLENICO
Atrofia esplénica v ® x x

DISMINUCION DE PESO
EN ORGANOS
Corazén, rifién y bazo v ® ® x
Organos reproductivos x v x x
DIFERENCIA DE PESO CORPORAL

Disminucién de peso v ® v ®
Sin diferencia en peso x v x x

v' Similitudes entre Thevetia thevetioides y otras especies
% Diferencias entre Thevetia thevetioides y otras especies

Comparando el dafio a nivel renal con las diferentes especies de Thevetia, se
observa que el fruto de thevetioides presenta dafos con atrofia renal indicada por
el aumento en la concentracion de creatinina, mientras que nerifolia y cervera**
son dos especies que reportan dafios a nivel renal, lo cual se observa por el
aumento en la concentracion de nitrégeno ureico, necrosis a nivel renal y la
patologia glomerular. Como se puede notar hay similitudes entre estas tres
especies presentando patologias a nivel renal las cuales se evaluaron con

marcadores biologicos, cortes histoldgicos o por diferencia de peso en el 6rgano.

Comparando el comportamiento a nivel cardiaco entre thevetioides y nerifolia
coinciden en el dafio que generan al corazén. Ya que nerifolia* es analizada por
via enzimatica presentando aumento en la concentracion de TGO y LDH, mientras
que en thevetioides no se observo el aumento en la concentracion de TGO y
LDH, solo se observo la presencia de necrosis y de atrofia del érgano, las cuales
creemos que se generaron por las dosis administradas del extracto acuoso frutal
de thevetioides afectando la reparacion celular e inhibiendo las enzimas

responsables de dafio a nivel cardiaco como la TGO, la LDH y la CK-MB.

El dafio a nivel esplénico observado por la toxicidad del fruto de thevetioides
se manifiesta por la reduccion del peso en este 6érgano, definido como atrofia

esplénica, a pesar de que no se han realizado estos estudios con otras especies
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de Thevetia a nivel esplénico, thevetioides demuestra ser una especie que afecta

varios érganos como el bazo, rifién y corazon.

La disminucion de peso en 6rganos representa un dafio a nivel patolégico. Ya
que en un estudio realizado a peruviana®® registran, que no hay una reduccién de
peso significante en el cuerpo de las ratas estudiadas, pero si una reduccion
significativa en el peso de los drganos reproductores en el estudio de
espermatogénesis que realizaron. Mientras que en el estudio que se le realiz6 a
thevetioides si se observo una disminucion en el peso de varios 6rganos como el
corazén, riidn y bazo, lo cual implica una reduccién en el peso corporal de los
ratones. Por otro lado, la especie nerifolia*® también reporta una disminucion

significativa en el peso corporal de ratas.

Es importante tomar en cuenta el tipo de extracto, las partes analizadas del
arbol y el género botanico ya que estas diferencias determinan el grado de
toxicidad.

Como se puede observar el género thevetia presenta severos dafos en
ratones CD1, ratas albinas y ratas de tejado en 6rganos, lo cual es muy similar o
comparable en la sintomatologia con humanos, donde se produjo la muerte®. Se
deben tomar medidas de precaucion e informar sobre este tipo de estudios ya que
este tipo de plantas se utlizan frecuentemente en la medicina alternativa

tradicional y productos milagro.
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11.CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio demostraron la toxicidad del extracto
acuoso frutal de codo de fraile en el ensayo agudo provocando alteraciones
significativas en los parametros evaluados, al conjuntar todas las pruebas se
determind la presencia de dafios a nivel cardiaco, renal y esplénico.

De acuerdo a las manifestaciones observadas en los animales de
experimentacion se sospecha de un dafio en sistema nervioso central por la ataxia
y la dificultad respiratoria.

Al administrar una dosis de 80 mg/Kg de peso del extracto acuoso de fruto de
codo de fraile cada 2 horas tres veces al dia resulto ser efectivo como reductor de
peso.

Es importante considerar los efectos téxicos evaluados, ya que existen
productos naturales que contienen sustancias nocivas que pueden llegar a ser
peligrosas para los consumidores y desencadenar mas efectos dafiinos para la
salud, que beneficios.

Por todo lo anterior no se recomienda el uso del fruto de Thevetia thevetioides.

Este trabajo contribuyd al conocimiento del campo toxicolégico del fruto de
codo de fraile, en particular de Thevetia thevetioides, ya que actualmente no
existe un estudio de esta especie.

37



12. SUGERENCIAS

Realizar estudios de intoxicacién subcronica y crénica, ya que como se
observd en los resultados, los marcadores como el Oxido nitrico y
peroxidacion lipidica comenzaron a elevarse, esto nos indica que
probablemente al aumentar el tiempo de ingesta se podra observar dafio
por presencia de radicales libres.

Realizar ensayos de aclaramiento de creatinina o inulina con la finalidad de
evaluar la funcién renal y obtener resultados mas concretos.

Realizar estudios fitoquimicos, ya que como se observé en los resultados,
las enzimas LDH y CK-MB no aumentaron significativamente, a pesar de la
presencia de necrosis en corazon, esto nos indica que muy probablemente
algun metabolito del fruto este inhibiendo el proceso enzimatico.

Realizar el estudio con un minimo de 30 animales experimentales para
tener resultados concluyentes de acuerdo a los esquemas recomendados
por la toxicologia Casarett y Doull.

Difundir a la poblacion mexicana sobre el riesgo que tienen, al consumir
algunos productos naturales.

Realizar estudios toxicolégicos en diferentes partes del arbol ya que cada
parte puede tener diferentes concentraciones y por lo tanto diferente

toxicidad.
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13.ANEXO

13.1 REACTIVOS, EQUIPOS Y MATERIAL

Reactivo

Marca

Acido acético

Acido clorhidrico

Acido ortofosférico

Acido tiobarbiturico (TBA)

Acido sulfarico

Agua destilada

Cadmio metalico

Cloruro de amonio

Cloruro de sodio

2,6-Di-trebutil-4 metil fenol (BHT)
Fosfato de sodio dibasico (PBS)
N-Butanol

N(1 natftil)-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

Theissier

Técnica Quimica S.A
J.T. Baker

Hycel de México
Sigma Aldrich

J.T. Baker

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

Bafo de tejidos
Balanza analitica
Bascula para animales
Centrifuga para Eppendorf
Centrifuga

Congelador
Espectrofotometro
Estufa

Histoquinete

Rocker Platform Bellco Glass
Scientific Indistries

Precision

Tisssue FLDAT Bath Les. Boy
Mettler H33AR

OHAUS

HERMYLE Z 233 M-2
Hamilton BelvVan Guard V 6500
Reico

JENWAY 6305 UV/VIS

Shel Lab

Wax Bath Type E7606
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1 Lab 600

Micropipeta 5-40 pL
Micropipeta 10-100 uL
Micropipeta 100-1000 uL

Finnpipette-Lab systems
Labpette-Labnet
BIOHT Proline

Microscopio ZEISS Primo Start
Micrétomo Leicon RM 2025

Pipeta automatica Finnpipette-Lab systems
Refrigerador Twist aire-MABE
Material

Tubos Eppendorf

Gradilla

Matraz Erlenmeyer
Pipeta graduada

Matraz aforado

Matraz bola 24/40, 14/23
Vaso de precipitado
Tubos de ensayo

Pinzas de tres dedos
Pipeta Pasteur

Placa de agitacion y calentamiento
Papel parafilm

Soporte universal
Redstato

Termometro

Celdas

Bisturi

Portaobjetos

Tijeras de diseccion
Pinzas

Probeta

Camara de éter

Tubos con tapon de rosca

125 mL, 1000 mL
ImL,2mL,5mL, 10 mL
100 mL, 250 mL

50 mL, 100 mL, 500 mL
100 mL

13 X 100

-20 a 150°C

100 mL

Material biolégico

e Ratones hembra CD1 (25 - 30 g)

e Suero de ratén

e Extracto de Thevetia thevetioides.
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13.2 Tablas y Graficas de curvas estandar

13.2.1 Determinacién de Nitritos

Tubo Estandar Agua Absorbancia  Concentracion
destilada (nm) (ng/mL)
(ML) (ML)

1 0 900 0 0

2 100 800 0.164 0.2
3 200 700 0.241 0.4
4 300 600 0.352 0.6
5 400 500 0.433 0.8
6 500 400 0.597 1.0

Cuadro 13.1 Curva patrén. Concentracion del estandar 2 ug/mL de Nitrito de sodio

Curva estandar de nitritos

& /
(8]
€04
2
g 03 /
o)
< 0.2 /
0.1
0 /
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Nitritos pg/mL
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13.2.2 Determinacién de Peroxidacion Lipidica (MDA). Método de TBA (Acido
Tiobarbitarico)

Tubos MDA TMP H3PO4 TBA Agua Absorbancia Concentracion

(mol/L) (uL) (k)  (ub) (ub) (nm) (umol/L)

Blanco 0 0 600 200 200 0 0

1 0.2 5 600 200 195 0.256 0.2

2 0.4 10 600 200 190 0.456 0.4

3 0.8 20 600 200 180 0.789 0.8

4 1.2 30 600 200 170 0.964 1.2

5 2.0 50 600 200 150 1.132 2

6 2.8 70 600 200 130 1.564 2.8

7 4.0 100 600 200 100 1.706 4

Cuadro 13.2 Curva patrén. Concentracion del estandar de MDA para peroxidacion
lipidica.

Curva estandar de peroxidacion lipidica

1.8
1.6 /L
1.4
1.2 /
1 —
0.8
0.6
0.4
0.2 -
0

0 0.2 0.4 0.8 1.2 2 2.8 4
MDA (umol/L)

Absorbancia
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