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Tabla de abreviaturas.

AChE Acetilcolinesterasa

ACTH Corticotropina u hormona estimulante de la
corteza suprarrenal

AMPc Adenosin 3’-5"-monofosfato ciclico

cm Centimetros

g Gramos

GMPc Monofosfato de guinidina ciclico

IL-1, IL-2 Interleucina 1y 2

Kg Kilogramos

L Litros

mg Miligramos

mL Mililitros

Mmol Milimoles

eC Grados centigrados

op Organofosforados

PMN Polimorfonucleares

TNF Factor necroético tumoral

uL Microlitros
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Resumen.

Se evalu6 el efecto neurotéxico de un extracto acuoso de semilla de Thevetia
peruviana en ratones CD 1, para ello se realizaron determinaciones de la enzima
acetilcolinesterasa en sangre total. Ya que se habia observado una sintomatologia
en los ratones muy parecidas a las presentadas en intoxicaciones con pesticidas
organofosforados.

Se dividieron a los ratones en tres grupos: 1) Testigos, se les administré sélo
solucién salina para obtener los valores de referencia de la enzima. 2) Control
positivo, se les dio una dosis de pesticida organofosforado el cual inhibe la
acetilcolinesterasa. 3) Tratados, con tres dosis del extracto de Thevetia peruviana
(50 mg/Kg cada hora), teniendo como hipoétesis que esta planta posiblemente
inhibe la acetilcolinesterasa por el sindrome muscarinico y nicotinico que
presentan los ratones.

Se obtuvieron los siguientes resultados de las determinaciones de AChE: Grupo
testigo su media fue de 1547.94+72.407 U/L, para el control positivo su media
fue de 1046.97 £49.860 U/L, la media para el grupo de tratados fue de
1902.67+63.632 U/L. Pudiendo observar una notoria inhibicién de la enzima en
el grupo de control positivo comparando con los valores del grupo testigo, tal
como se esperaba al ser intoxicados con un organofosforado. Mientras que para
el grupo de tratados se observé una elevacion de la concentracién de la enzima,
por lo que se cree que existe un mecanismo diferente al producido por los
organofosforados, en el cual la acetilcolina no se une a la enzima haciendo que no
se degrade y se de una acumulacion de esta en la sangre.



1. Introduccion.

En México, de acuerdo a las Encuestas Nacionales de Nutricion realizadas en los
ultimos once afios, se ha sufrido una gran transicion de mala nutricién por
deficiencia, a una mala nutricién por exceso y desequilibrio alimenticios. Por
tanto México se encamina a ser un pais con obesos, de acuerdo con datos de la
Secretaria de Salud, 26% de la poblacién es obesa y el 52% (cerca de 54 millones
de mexicanos) tiene sobrepeso. Se trata, sin duda, de un serio problema de salud
publica, ya que la obesidad se asocia con enfermedades que constituyen las
primeras causas de mortalidad en México, como las enfermedades del corazén y
la diabetes mellitus.

Actualmente este problema de obesidad, ha provocado en la poblacién una
alarmada preocupacién y con esto un consumo desmedido de los llamados
productos “milagro”, que prometen curar distintos males y bajar de peso
ofreciéndose como opcién terapéutica casi milagrosa e inofensiva ademas de
caracterizarse por ser productos de origen natural, lo cual resulta ser un
concepto muy seductor en muchos sentidos ya que es asociado a una imagen de
vida y bienestar al mismo tiempo que se aleja de lo artificial e industrial.

Sin embargo las personas que utilizan estos productos “milagro”, que aparentan
ser inocuos, desconocen que pueden llegar a ser toxicos para el organismo,
peligrosos e incluso mortales. Ya que las semillas o infusiones de hierbas con las
que estan elaborados estos productos (alcachofa, té rojo, vinagre de manzana,
ortosifén, etc.) y las personas consumen con la esperanza de bajar de peso, en
otras regiones del mundo constituyen un método habitual de autointoxicacion
con fines suicidas y con un elevado porcentaje de mortalidad.

Tal es el caso de la Thevetia peruviana consumida con fines suicidas,
particularmente en Sri Lanka, con una mortalidad cercana al 10%. Esta planta
originaria del centro y sur de América. De uso ornamental, con elevados riesgos
toxicos al ser usada con otros fines, por ejemplo en la medicina herbaria como
antiparasitaria, reductora de peso, como abortiva, para tratar enfermedades de
piel y hemorroides, etc.

Esta planta pertenece a la familia de las Apocynaceae, conocida cominmente
como Codo de Fraile, Adelfa Amarilla, Yellow Oleander, entre otros. La podemos
encontrar como un arbusto o arbol, sus hojas son alargadas, puntiagudas y
brillantes; las flores son amarillas o anaranjadas, estan agrupadas y parecen
campanas. Los frutos son redondeados y carnosos, en su interior se encuentra



una almendra conocida como “codo de fraile” y que contiene en su interior de 2 a
4 semillas.

La Thevetia peruviana se puede comprar en puestos naturistas ya sea como
semilla o como producto procesado que se anuncia y se vende en nuestro pais
libremente sin ninguna restriccion, tal es el caso de Capslim®, Redugrass®, entre
otros. Aunque se sabe que esta planta fue retirada del mercado y prohibida su
venta desde el aiflo 2000, COFEPRIS (Comisién Federal para la Proteccion Contra
Riesgo Sanitario) en el 2009 registro en Guadalajara 16 casos de intoxicacién y
dos muertes por el consumo de esta planta.

De acuerdo a lo ya mencionado en cuanto al registro de intoxicaciones y con el
objetivo de complementar los estudios ya realizados sobre la Thevetia peruviana
en cuanto a su toxicidad y las consecuencias que puede ocasionar, asi como las
observaciones que se han realizado ultimamente sobre su posible toxicidad a
nivel neuromuscular. Se utilizara un estudio sobre un modelo de ratéon CD1 para
conocer sus efectos téxicos principalmente neurotéxicos induciendo en ellos una
intoxicacién aguda, administrandoles 150 mg/Kg de peso del ratén, de extracto
de semilla de Thevetia peruviana en dosis de 50 mg/Kg cada hora, hasta
completar la dosis deseada.
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2. Marco teorico

2.1 Thevetia peruviana

En México la herbolaria ha sido y sigue siendo un recurso para buscar la cura a
las enfermedades mas comunes, la cual se ha enriquecido por la observacién y
conocimiento de los pueblos durante siglos. Con ello se encontraron mejores usos
para el tratamiento de diversos padecimientos, al igual que los efectos
secundarios que muchas de las plantas pueden causar.

Actualmente las estadisticas en México han demostrado un aumento en la
obesidad de la poblacién, esto consecuencia del sedentarismo y las habitos
alimentarios; esto ha abierto las puertas al mercado de los productos “milagro”.
Los cuales prometen bajar de peso ofreciéndose como opcién terapéutica
milagrosa e inofensiva, ademas de ser productos de origen natural a base de
plantas y que las personas consumen y usan sin saber las consecuencias que
estos pueden causar?® 2,

Las plantas que cominmente son usadas en estos productos “milagro” son la
alcachofa (Cynarascolymus), papaya (Carica papaya), encina de mar
(Fucusvesisulosus), tamarindo malabar (Garciniacambogia), té verde
(Camelliasinesis), codo de fraile (Thevetia peruviana), naranjo amargo (Citrus
aurantium), pifia (Ananascomosus), etc.

Thevetia peruviana conocida cominmente como Codo de fraile, contenida en
diversos productos anunciados por televisiéon, como: Capslim®, Sin hambre®,
Redugrass®, Total Slim®, Dietsen® y té rojo Pu-Erh Magistral®.

Esta planta es originaria del centro y sur de América, aunque también se
menciona que es originaria del oeste de la India. Actualmente se encuentra
distribuida en distintas regiones tropicales y subtropicales del mundo y debe su
nombre cientifico al misionero francés que colecté plantas en Sudamérica, André
Thévet, y a su procedencia peruana.

Pertenece a la familia Apocynaceae y también se la conoce como Yellow Oleander,
Adelfa amarilla, Azuceno, Laurel Amarillo, Flor del Perd, Codo de fraile; la
podemos encontrar como un arbusto o arbol pequefio siempre verde que crece
hasta 10 m de altura; sus hojas son de color verde, lineares lanceolada, miden
unos 15 cm de largo y a menudo sus bordes son enrollados; sus flores son
tubulares con forma de embudo, de color amarillo a naranja, miden 7.5 cm,
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ubicadas en el extremo de las ramas. El fruto es globular y carnoso, puede medir
hasta 4 cm, en su interior se encuentra una nuez o almendra de forma triangular
y que contiene en su interior de 2 a 4 semillas3.

Figura 2: Semillas secas de Thevetia peruviana*.

Investigaciones revelan que toda la planta es téxica para el hombre, los animales
y ciertos insectos; la inhalacién, ingestion o contacto con las mucosas de la savia o
extractos de la planta puede causar muchas reacciones adversas. En este sentido
diversos autores han referido irritacion de mucosas, eritema bucal, niuseas,
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vomito, salivacion profusa, dolor abdominal, diarrea, dolor de cabeza,
alteraciones mentales, disturbios visuales, neuritis periférica y sintomas
cardiovasculares®.

Esto debido a que las semillas de T. peruviana contienen acido cianhidrico, en
pequeilas proporciones, que puede provocar intoxicacién en personas que la
ingieren de manera constante y por periodos prolongados.

También la planta contiene en sus tejidos altas concentraciones de cardendlidos,
glucoésidos cardiotonicos, en cuanto a la cantidad en orden decreciente la planta
contiene: Peruvosido, Rubosido, Thevetina A, Nerifolina, Cerebrina y Thevetina B.
Se encuentran distribuidos en toda la planta pero no de manera homogénea: en
semillas se encuentra un 4,8%, en hojas hay 0,070%, en frutos solo 0,045% y en
la savia 0,036%*%°.

Estos cardendlidos provocan como mecanismo de accién la inhibicién en la
bomba de Na/K ATPasa, produciendo efectos secundarios los mas frecuentes son
los vomitos, cambios electrocardiograficos, bradicardia, mareos, vértigo y
diarrea.

La Thevetia peruviana es utilizada ampliamente con fines ornamentales debido al
elegante follaje que ofrecen. Sus semillas son usadas por artesanos en la
producciéon de collares e indumentarias de adorno y danza. No tiene ninguna
indicacion terapéutica aceptada en el tratamiento de enfermedades, ni margen de
seguridad que justifique su uso. En medicina tradicional y herbaria se la suele
usar como antiparasitaria, reductora de peso, como abortiva, para tratar
enfermedades de piel y hemorroides, etc*.

Con la finalidad de comprender mejor el tipo de intoxicacién que se inducira
usando esta planta en el modelo de ratén CD1, mencionaremos conceptos
importantes sobre toxicologia.

Mucha sintomatologia que se llega a presentar en personas también se presenta
en ratones CD1 intoxicados con extracto acuoso de semilla de Thevetia peruviana,
de acuerdo al tipo de intoxicacién que se induzca con esta planta se han llegado a
observar una serie de efectos muscarinicos, nicotinicos y sintomas nerviosos
centrales muy similares a los presentados en intoxicaciones con pesticidas
organofosforados que inhiben a la enzima acetilcolinesterasa. Para encontrar una
explicacion a ello es importante conocer las relaciones dosis-efecto y dosis-
respuesta que se dan cuando se administra una sustancia toxica al organismo,
esto por medio de la toxicologia.
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2.2 Toxicologia.

La palabra toxicologia proviene del término griego “toxion” que significa arco de
flecha, término dado por la utilizacién de las flechas envenenadas como una de
las primeras aplicaciones intencionadas de una sustancia téxica. Los efectos de
ciertos venenos eran conocidos por los griegos y los romanos desde la antigiiedad
y su empleo con fines criminales fue usado durante la Edad Media y el
Renacimiento. En el siglo XVIII y especialmente en el XIX, la toxicologia logré el
rango de disciplina cientifica®.

Para llegar a una definicidn de lo que es la toxicologia es necesario saber primero
que es un toxico. Una toxina se refiere generalmente a las sustancias téxicas que
son producidas por los sistemas biolégicos, tales como plantas, animales, hongos
o bacterias. Se utiliza el término téxico para hablar de sustancias toxicas que son
producidas, o es un subproducto de actividades antropogénicas (hecho por el
hombre)?.

La toxicologia, es el conocimiento de las relaciones cuantitativas entre la
intensidad de la exposicién a las sustancias quimicas y el riesgo de alteracién de
la salud, ademas examina la bioquimica celular, y los mecanismos moleculares de
accion, asi como los efectos funcionales, tales como comportamiento neurolégico
e inmunologico, y evalda la probabilidad de su ocurrencia. Caracteriza la relacion
de la exposicidn a la respuesta, es decir caracteriza la relaciéon dosis-efecto y
dosis-respuesta permitiendo definir los niveles tolerables de exposicion® 7.

Caracteristicas de la exposicion a toxicos

Cuando se produce una reaccién toxica esta depende de las propiedades quimicas
y fisicas del agente, la situaciéon de exposicion, la forma en que el agente es
metabolizado por el sistema y en general la susceptibilidad del sistema biolégico.

Las caracteristicas de la exposiciéon y el espectro de efectos téxicos coinciden en
una relacion conocida como relacién dosis-respuesta. Existen dos tipos de
relacion dosis-respuesta: 1) La relacién individual de dosis-respuesta, describe la
respuesta de un organismo individual en mayor o menor dosis de una sustancia
quimica, se refiere como la respuesta gradual por el efecto continuo medido en
un rango de dosis. 2) La relaciéon dosis-respuesta cuantitativa, y se caracteriza
por la distribuciéon de las respuestas individuales a diferentes dosis en una
poblacion de organismos individuales.

Para caracterizar completamente el peligro potencial de un agente quimico
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especifico, tenemos que saber qué tipo de efecto produce y la dosis requerida
para producir ese efecto, y tener informacién sobre el agente, asi como la
exposicién y su disposicion por el sujeto. Dos factores principales que influyen en
la toxicidad son la via de exposicion, y la duracion y frecuencia de exposicion.

- Vias y sitios de exposicion.

Las principales vias de acceso de agentes téxicos en el cuerpo son el tracto
gastrointestinal (ingestion), pulmones (inhalacién), la piel (tépico, percutanea, o
dérmica), y otros vias parenterales (que no sea el canal intestinal). Los agentes
toxicos generalmente producen mayor efecto y respuesta mas rapida cuando se
administra directamente en el torrente sanguineo (via intravenosa). Ademas, la
via de administracion puede influir en la toxicidad de los agentes.

Los efectos toxicos por cualquier via de exposiciéon pueden estar influenciados
por la concentracion del agente en su vehiculo, el volumen total del vehiculo y las
propiedades del vehiculo al que el sistema bioldgico se expone, y la velocidad a la
que ocurre la exposicién.

- Tipos de accion.

Puede ser local cuando la sustancia ejerce una accién téxica en el lugar de
contacto, como piel, tubo digestivo, vias respiratorias, etc.

O bien puede ser general o sistémica, cuando la accién del toxico se manifiesta en
sitios alejados del lugar del contacto inicial. Existen factores que favorecen la
accion sobre un érgano determinado: 1) El grado de perfusion, lo que conlleva a
una concentracién aumentada de la sustancia en ciertos drganos. 2) La
composicion quimica del érgano. 3) La situaciéon en la via de transporte del
toxico, el higado sustituira a menudo el 6rgano diana de los téxicos ingeridos’.

- Duracion y frecuencia de la exposicion.

Dependeran de la rapidez de aparicion, la gravedad y duracion de los sintomas y
la rapidez de absorcién de la sustancia téxica, se divide en cuatro categorias.

* Intoxicacion aguda: Exposicion de corta duracion y absorcion rapida del
toxico, dosis tnica o multiple en un periodo no superior a 24hs. En general los
sintomas de intoxicaciéon aparecen rapidamente y la muerte o la curacién se
producen con rapidez. Las vias principales de exposicién son intraperitoneal,
intravenosa y subcutanea; la intubacion oral y la aplicaciéon dérmica.
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Pruebas de toxicidad aguda.
Los objetivos de los ensayos de toxicidad aguda son: 1) estimar la toxicidad

intrinseca de la sustancia, a menudo expresada como una dosis letal media
(DLso), 2) proporcionar informacién sobre los oérganos diana y otras
manifestaciones clinicas de toxicidad, 3) identificar las diferencias de
susceptibilidad entre cada especie y las especies susceptibles y 4) establecer la
reversibilidad de la reaccién téxica. Las especies mas utilizadas son el raton y la
rata, los estudios se realizan tanto en machos adultos y hembras.

* Intoxicacion subaguda: Exposicidn repetida a una sustancia quimica durante
1 mes o menos y se realiza para obtener informacién sobre la toxicidad de un
producto quimico después de la administraciéon repetida y como una ayuda
para establecer las dosis para los estudios de toxicidad subcrénica.

* Intoxicacion subcronica: Exposicion de 1 a 3 meses, puede realizarse en
periodos diferentes de tiempo, pero 90 dias es la duracién de la prueba mas
comun. Los objetivos principales son establecer un "nivel de efecto adverso no
observable” e identificar y caracterizar el 6rgano u oérganos especificos
afectados tras la administracion repetida.

* Intoxicacion cronica: Exposiciéon de al menos 1 afio de dosis repetidas (en
general durante toda la vida del animal de laboratorio). En este estudio la
seleccion de la dosis es fundamental para garantizar que la mortalidad no
limite el nimero de animales que sobrevivan teniendo una esperanza de vida
normal. Los signos de intoxicacién se manifiestan porque el veneno se
acumula en el organismo, ya que la cantidad eliminada es inferior a la
absorbida y la concentraciéon del toxico en el organismo aumenta
progresivamente hasta generar manifestaciones téxicas (la tasa de absorcion
es superior a la tasa de biotransformacién y/o excrecion).

Estas ultimas tres categorias pueden ser por cualquier via, pero a menudo se
producen por via oral, con el producto quimico afiadido directamente a la dieta.

Los efectos téxicos que se presentan con una sola exposicion son muy diferentes
de los producidos por las exposiciones repetidas. La exposicion aguda a
sustancias quimicas que se absorben rapidamente, normalmente producen
efectos toxicos inmediatos, pero también puede producir toxicidad tardia que
pueden o no ser similar a los efectos téxicos de la exposicion crénica. Por el
contrario, la exposicion crénica a una sustancia téxica puede producir algunos
efectos inmediatos después de cada administraciéon, ademas de los efectos de
largo plazo, o los efectos cronicos de la sustancia®”.

16



Disposicion de las sustancias toxicas.

El efecto de un tdéxico sobre el organismo depende primordialmente de la
cantidad de toxico o de sustancias reactivas que elabora (metabolitos activos y
radicales libres) fijados en el lugar de accién (enzima, membrana, placa matriz,
etc.). Este efecto esta en funciéon no sélo de la cantidad de téxico activo que
alcanza el lugar de accion, si no también de su afinidad por el lugar. Asi como de
su disposicion de dicho téxico, que se define como la combinacién de su
absorcion, distribucidn, biotransformacién y eliminacién.

Los diversos factores y procesos que afectan a los érganos involucrados en la
disposicion de una sustancia toxica, normalmente ocurren simultdneamente. En
conjunto, todos los procesos que comprende la disposiciébn estan
interrelacionados y se influyen mutuamente’.

- Absorcion

Es el proceso por el cual las sustancias téxicas atraviesan las membranas del
cuerpo y entran al torrente sanguineo, como la piel, los pulmones y el tubo
digestivo que son las principales barreras que separan a los 6rganos superiores
del entorno. La absorcion del téxico dependera del tipo de administracion, ya sea
enteral que incluye todas las rutas relativas al tubo digestivo (sublingual, oral y
rectal), o parenteral que implica todas las demas vias (intravenosa,
intraperitoneal, intramuscular, subcutdnea, etc,). Finalmente estas sustancias
toxicas entran al torrente sanguineo para distribuirse a través del cuerpo y se
puede llevar a cabo por diferentes mecanismos:

* Filtracion: Este mecanismo implica el flujo global de agua, causado por la
fuerza osmética. En contraste, no existen poros acuosos en las estrechas
uniones celulares, y los canales en la mayoria de las células son muy pequefios,
con lo que s6lo permite el paso de moléculas con pesos moleculares de unos
pocos cientos de Daltons. Esto en funcidn del gradiente de concentracion.

*Difusion simple: La mayoria de las sustancias téxicas atraviesan las
membranas por este mecanismo, donde los productos quimicos atraviesan las
regiones de mayor concentracion a regiones de menor concentracion sin gasto
de energia y la velocidad de transporte es directamente proporcional al
gradiente de concentracién. Moléculas hidrofilicas atraviesan las membranas a
través de poros, por difusiéon para-celular, mientras que las moléculas
hidrofébicas se difunden a través de los lipidos en membranas (difusién
transcelular). En consecuencia, un compuesto pequeiio, soluble en agua se
absorbe rapidamente en la sangre desde el tracto gastrointestinal y se
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distribuye con la misma rapidez por todo el cuerpo por difusién simple de la
sangre a todos los tejidos.

* Difusion facilitada: Transporte mediado que puede realizarse gracias al
gradiente de concentracidn, pero también intervienen sustancias portadoras. Y
el proceso es especifico de las sustancias que pueden fijarse a las proteinas
portadoras. Este mecanismo puede saturarse a concentraciones elevadas del
cuerpo quimico.

* Transporte activo: Intervienen sustancias portadora y se necesita una fuente
de energia. Se caracteriza por el movimiento de las sustancias quimicas contra
gradientes electroquimicos o de concentracién, la saturabilidad a altas
concentraciones de sustrato, la selectividad de caracteristicas estructurales de
los productos quimicos, la inhibicién competitiva por compuestos quimicos
que son llevado por el mismo transportador y por requerir gasto de energia.

*Procesos de transporte adicional (fagocitosis y pinocitosis): mecanismos
propuestos para las membranas celulares donde fluyen particulas alrededor y
las envuelven, es el resultado de la formaciéon de invaginaciones de la
membrana plasmatica que engloba gotitas de liquido extracelular o moléculas
que se han fijado a los receptores membranosos (pinocitosis absorbente) y
concierne principalmente a los macréfagos® 7.

- Absorcion via oral.

A través de la boca las sustancias no estan sometidas a la influencia de los jugos
digestivos y no deben pasar por el higado (biotransformacién) antes de alcanzar
la circulacion general. En el estdbmago, muchos cuerpos quimicos derivados de
acidos débiles son absorbidos rapidamente porque con el pH gastrico se
encuentran preferentemente en forma no ionizada. Los acidos fuertes y las bases
ionizadas no son absorbidas. En el intestino delgado la velocidad de absorciéon de
las sustancias que difunden a través de la pared intestinal esta determinada por
su constante de disociacién y su liposolubilidad.

*Factores que influyen en la absorcion gastrointestinal: ademéas de la
liposolubilidad, tenemos la solubilidad al pH estomacal y del intestino, la
naturaleza del disolvente, la motilidad del tubo gastrointestinal, la accién de
las enzimas del tubo gastrointestinal sobre las sustancias quimicas, la
formacién de compuestos insolubles y el ayuno. Las sustancias muy solubles
en los lipidos no se absorben de manera importante por via linfatica. Por esta
razén cuando se absorben por via digestiva (excluyendo la mucosa bucal y
rectal), el téxico llega primordialmente al higado®.
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- Distribucion:

Después de entrar en la sangre por absorcidn, una sustancia toxica se distribuye a
los tejidos de todo el cuerpo y por lo general la distribuciéon se produce
rapidamente. La tasa de distribucién a los 6rganos o tejidos estd determinada por
el flujo sanguineo y la velocidad de difusion por capilaridad en las células de un
organo o tejido en particular, siendo esta la distribucién inicial. Mientras que la
distribucion final es determinada en gran medida por la afinidad de la sustancia.

La penetraciéon de sustancias téxicas en las células se produce por difusién pasiva
o procesos especiales de transporte. También las sustancias téxicas se acumulan
selectivamente en determinadas partes del cuerpo como resultado de la unién a
proteinas, o por el transporte activo, o la elevada solubilidad en grasas. Por tanto
el 6rgano diana puede ser el sitio de acumulacién, aunque no siempre es asi.

* Redistribucion: Como ya se menciond la fase inicial de la distribucién esta
determinada principalmente por el flujo de sangre a las diversas partes del
cuerpo. Por lo tanto, un 6rgano bien irrigado, como el higado puede alcanzar
elevadas concentraciones iniciales de sustancia téxica, sin embargo, los
productos quimicos pueden tener elevada afinidad por un sitio de unién o un
componente celular (por ejemplo, la grasa), y con el tiempo, se va a
redistribuir a estos sitios de gran afinidad’.

- Excrecion:

Las sustancias toxicas se eliminan del cuerpo por varias rutas, el rinén es quiza el
6rgano mas importante para la excrecidn. La biotransformacién a productos mas
solubles en agua suele ser un requisito previo a la excrecion a través de la orina,
la segunda via importante de eliminacién es a través de las heces, y el tercero,
sobre todo para los gases, es a través de los pulmones. La excrecion biliar de
sustancias toxicas o sus metabolitos es mas a menudo la fuente principal de la
excrecién fecal. Por lo tanto las sustancias extrafias o sus productos de
transformacién son eliminados por la orina, la bilis, el aire espirado, el sudor, las
faneras, la saliva, la leche y diversas secreciones mas.

Excrecion urinaria.

Los compuestos toxicos se excretan en la orina por los mecanismos que utiliza el
rinén para eliminar los productos finales del metabolismo usualmente,
incluyendo la filtracién glomerular, la excrecion tubular por difusién pasiva, y la
secrecidn tubular activa.
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Una sustancia téxica filtrada en el glomérulo puede permanecer en la luz tubular
y ser excretada con la orina. Dependiendo de las propiedades fisicoquimicas de
un compuesto, puede ser reabsorbido a través de las células tubulares de la
nefrona al torrente sanguineo. Las sustancias toxicas con un elevado coeficiente
de particion en lipido/agua se reabsorben de manera eficiente, mientras que los
compuestos polares y idnicos se excretan con la orina.

Excrecion biliar.

La excrecién fecal es la via mas importante para la eliminacién de sustancias
toxicas en el cuerpo y la excrecion biliar es quizd la mas importante que
contribuye a la excrecién fecal de sustancias toxicas y es ain mdas importante
para la excrecién de metabolitos.

El higado es el 6rgano principal de transformacién de las sustancias quimicas
extrafas. Los productos de transformacién (metabolitos y conjugados) son
transportados a la circulacién sanguinea (a través de los sinusoides hepaticos, la
vena hepatica y la vena cava superior) o a la bilis.

Un compuesto puede ser extraida por el higado, lo que impide su distribucion a
otras partes del cuerpo. El higado; principal sitio de biotransformacién de
sustancias téxicas, y sus metabolitos puede excretarlos directamente en la bilis.
De esta manera, el higado puede eliminarlos antes de entrar en la circulacién
general. Por otra parte, las sustancias téxicas y/o sus metabolitos en la bilis,
entran en el intestino y pueden ser excretadas con las heces. Sin embargo, si las
propiedades fisicoquimicas favorecen la reabsorciéon habra una circulacién
enterohepatica.

Una disminucién de la excrecion biliar puede aumentar la toxicidad de las
sustancias normalmente excretadas por esta via, contrario al bloqueo del ciclo
enterohépatico puede producir la toxicidad de un cuerpo quimico aumentando su
excrecion fecal® 7.

Resumiendo, una sustancia quimica provoca toxicidad no sélo por su potencia y
especificidad por el sitio, sino también por como se absorbe, distribuye, y se
elimina en el cuerpo. Tal es el caso de la Thevetia peruviana que como ya se
mencion6 anteriormente contiene altas concentraciones de cardenodlidos y
glucosidos cardioténicos, los cuales inician una respuesta inflamatoria en el
organismo, comenzando con un proceso inflamatorio agudo3.
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2.3 Proceso inflamatorio agudo.

La inflamacién, puede considerarse como la serie compleja de acontecimientos
que se desarrollan cuando el cuerpo es lesionado por agentes mecanicos o
quimicos, o por procesos autoinmunitarios. La inflamacién es, en esencia, una
respuesta protectora, con la cual el cuerpo intenta regresar al estado previo de
lesiéon después de que ha sido producida y se caracteriza por una serie de eventos
que incluye la reaccion inflamatoria.

Sus signos clasicos incluyen calor, rubor, edema, dolor, funciéon alterada y pérdida
de la funciéon celular. En la inflamacién aguda los vasos sanguineos se dilatan
razon por la cual se presenta el calor y el rubor; el edema es ocasionado por el
escape de fluidos y células al tejido extravascular. El dolor y la pérdida de funcién
se deben a la presion ejercida en las terminaciones nerviosas por la acumulacién
de liquido extravascular y a la liberaciéon de mediadores quimicosé.

La reaccién inflamatoria se caracteriza por fases sucesivas:

* Fase silenciosa: Donde las células que residen en el tejido dafiado liberan los
primeros mediadores inflamatorios.

*Fase vascular: Se produce vasodilatacion, por contraccién del musculo liso
vascular, provocando aumento del flujo sanguineo, calor y rubor. También se
produce un aumento en la permeabilidad vascular por relajaciéon de los
endoteliocitos, originando acumulacién local de fluido y por tanto edema y
dolor, y también un incremento de la concentracién de proteinas sanguineas
como inmunoglobulinas.

*Fase celular: Caracterizada por infiltraciéon de leucocitos en el sitio de la
lesién. E induccion de la expresion de moléculas de adhesion en las células
endoteliales, lo que facilita la unién de los fagocitos y linfocitos y su posterior
extravasacion desde la sangre hasta los tejidos a través de las paredes de los
capilares sanguineos.

* Respuesta sensorial:Incluye el dolor, la hiperalgesia, que se define como una
respuesta exagerada a un estimulo nocivo. Y la alodinia, dolor provocado por
un estimulo que, en condiciones normales, no lo provoca.

*Proceso de resolucion y restauracion: Consiste en la restauracion de la

normalidad tisular a través del drenaje linfatico, la fagocitosis del tejido
dafiado y la migracién de macréfagos inflamatorios. Y la restauracién del area
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afectada a través de la cicatrizacién o regeneraciéon dependiendo del tipo de
tejido afectado? 1011,

Las células que residen en el tejido dafiado, como los mastocitos y los macroéfagos
juegan un papel determinante en alertar al cuerpo de una lesion tisular, esto por
la liberacién de mediadores quimicos de la inflamacién.

Los principales efectos que ejercen estos mediadores quimicos son
vasodilatacion arteriolar, aumento de la permeabilidad vascular y quimiotaxis.
Otros efectos incluyen contraccion del musculo liso, opsonizacién, dolor y
citotoxicidad.

Son de origen plasmatico o bien de origen tisular. Aquellos de origen plasmatico
surgen a raiz de la activacién en cascada de diversas proteinas plasmaticas. Los
de origen tisular estan almacenados en células o bien su sintesis se inicia durante
el proceso inflamatorio.

Mediadores de origen plasmadtico:

En primer término iniciado y propagado por componentes del sistema de la
coagulaciéon (factores de contacto), el sistema fibrinolitico, el sistema de
complemento y sistema de las quininas. Formados por una serie de proteinas que
en condiciones normales circulan en forma inactiva, pero en la inflamacidn, estas
moléculas se activan exponiendo sitios enzimaticos que actiian sobre el siguiente
componente de la cascada activandolo.

Los sistemas de mediadores estan interrelacionados y cuentan con mecanismos
de retroalimentacion de manera de obtener una respuesta eficiente y rapida.
Estos sistemas tienen otra particularidad: pueden ser activados a raiz de la
activacién de un sélo componente, el factor XII de la coagulacién o factor de
Hagemann?®.

- Sistema del complemento:

Este sistema esta formado por proteinas presentes en el suero que se activan en
cascada, la accién del complemento incluye destruccion celular, inflamacién y
efectos inmunoldgicos. La activacién del complemento produce péptidos que
median la quimiotaxia, la anafilaxia, la vasodilatacion y la secrecion celular de
citoquinas.

Los componentes C3a y C5a actian como anafilotéxinas, causando
desgranulacién de Dbasoéfilos, liberando histamina y otros mediadores,
produciendo la vasodilatacién, enrojecimiento, hinchazén y la contraccion de
musculo liso.
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La activacion del complemento puede iniciarse por dos vias: la via clasica y la via
alternativa; la via clasica se activa por la unién antigeno-anticuerpo, mientras que
la via alternativa se activa por productos bacterianos, ya sea por accién de
endotoxinas bacterianas, polisacaridos complejos y plasmina entre otros.

En ambas vias el factor C5, que induce la liberacién del factor de necrosis tumoral
(TNF) e interleucina 1 (IL-1) incrementando la respuesta inflamatoria, se
transforma en C5b lo que permite, en uno y otro caso, poder entrar en la via
terminal o litica que conduce a la lisis celular o bacteriana8 12,
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Figura 3: Esquema de la via cldsica y alternativa del complementol2.

- Sistema fibrinolitico:

Este sistema regula la deposicién 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 inflamacion, degradan
fibrin6geno, causa la retraccién de las células endoteliales, permitiendo
migracion de los neutréfilos hacia el espacio del tejido intersticial y la exudacion
de constituyentes del plasma.

- Sistema de activacion por contacto:

Formado por 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. También conformado por la pre-calicreina,
el factor XI (antecedente plasmatico de tromboplastina), el factor XII (factor
Hagemen) responsable de la activacién no inmunolégica de la via clasica del
complemento y estimula la agregacion y desgranulacién de los neutréfilos, y un
cinin6égeno de alto peso molecular que se une a los neutroéfilos especificamente, lo
que contribuye a la estimulacién 6ptima de los neutréfilos por la calicreina.
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- Sistema de las quininas:

La bradiquinina juega un papel muy importante como mediador de la
inflamacion, se genera por el clivaje del quininégeno de alto peso molecular por
accién de la calicreina. Tiene la capacidad de liberar citoquinas tales como IL-1y
TNF y otros mediadores.

Promueve todas las sefiales de transduccion a nivel celular: movilizacion de
calcio, transporte de cloruro, sintesis de 6xido nitrico para la formacién de GMPc,
estimulaciéon de fosfolipasa para formar prostaglandinas y leucotrienos y la
estimulacién de la adenil-ciclasa que produce aumento de AMPc8 11,

Mediadores de origen tisular:

Los podemos dividir en dos grupos, los mediadores preformados que se
encuentran almacenados en granulos de diversas células y que son liberados al
medio desde el inicio de la respuesta inflamatoria y los mediadores sintetizados y
liberados durante la inflamacion.

- Mediadores preformados:

Se encuentran principalmente en células cebadas, PMN: baséfilos y neutréfilos,
las primeras, al recibir estimulos quimicos o fisicos en su membrana
provenientes del tejido dafiado, liberan al medio el contenido de sus granulos e
inician la sintesis de otros mediadores pertenecientes a la segunda categoria, el
mas importante es:

*Histamina: es una amina natural producida por descarboxilacién de la
histidina. Induce la clasica respuesta vascular de la respuesta aguda,
incrementando el flujo sanguineo, la permeabilidad vascular y produciendo
edema. También produce ardor y picazén.

- Mediadores sintetizados durante el proceso inflamatorio:

Diversos mediadores actian sobre algunas células, principalmente macro6fagos,
células endoteliales y células cebadas induciéndolas a sintetizar prostaglandinas
(PGs), leucotrienos (LTs) y citoquinas.

* Prostaglandinas y tromboxanos: La via para la produccién de estos se inicia
cuando la enzima ciclo-oxigensa convierte el acido araquidénico en
endoperoxido ciclico (PGG2) por introduccién de oxigeno molecular. Las
prostaglandinas actiian como receptores de superficie en los linfocitos, las
PGE2, PGA2, PGD2 y PGI2, incrementan los niveles intracelulares de AMPc
(este incremento en linfocitos esta asociado a inhibicion de mitogénesis,
reduccion de formacién de linfoquinas); a causa de alteraciones en lipidos,
proteinas, composicién de glicoproteinas y por la alteracién de captacién de

24



nutrientes esenciales y calcio provocan la vasodilatacion, la permeabilidad

vascular y son quimioatrayentes de neutrofilos.

* Leucotrienos: a partir del acido araquidénico por accién de una enzima
llamada lipoxigenasas, se forman acidos hidroperoxitetranoicos (HPETE). Los
leucocitos a partir de 5-HPETE forman exclusivamente una familia de acidos
llamados leucotrienos. Existen diferentes tipos, los leucotrienos Cs, D4 y E4 son

potentes agentes estimulantes de la contraccion de la musculatura lisa y de los

vasos sanguineos, también constituye la sustancia de liberacién lenta de
anafilaxis. El leucotrieno Bs es un activador del funcionamiento y
comportamiento del leucocito, ademas de ser el factor quimiotactico conocido
mas potente. También es un mediador natural de la inflamacién y es

sintetizado por los leucocitos presentes en el exudado que se produce en el
proceso inflamatorio.

* Citoquinas: son sefales intercelulares no especificas, por las cuales, las células
activadas pueden atraer otras células y controlar algunos procesos fisiologicos,

no presentan especificidad por los antigenos y operan en muy bajas

concentraciones:

*

*

IL-1: es producida por monocitos, neutrdéfilos, células epiteliales y
queratocitos. Promueve la unién de los neutroéfilos sanguineos a las células
endoteliales de la pared de los vasos sanguineos, seguida de infiltracién y
edema. En médula promueve factores estimulantes del crecimiento de
colonias (CSF) y diferenciacion.

TNF: Producido por macréfagos activados. Tiene efecto citotéxico sobre
ciertas células tumorales y es uno de los mas importantes mediadores de
la inflamacién, induce fiebre, promueve la respuesta de los hepatocitos
produciendo proteinas de fase aguda. En los neutréfilos produce el
estallido respiratorio y desgranulacion. El TNF en células endoteliales
vascular produce procoagulantes, supresion de la actividad anticoagulante
y bloquea el aporte de sangre.

IL-6: Produce e induce caracteristicas parecidas a las del TNF e IL-1.

Estos mediadores son de gran importancia en la inflamacién, resumiendo que
producen efectos tales como vasodilatacién, aumento de la permeabilidad

vascular y contraccion del musculo liso, quimiotaxis y dolor. Ademas de liberar el
Factor Activador de Plaquetas (PAF)8.°.

*PAF: compuesto de naturaleza lipidica es un potente activador de los
neutrofilos, debido a que estimula la adhesién, la liberacién de enzimas

lisosomales, la generacion de especies reactivas de oxigeno, ademdas produce
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marginacién de los neutréfilos en la pared del endotelio vascular y promueve
la migracién al espacio extravascular e incita la activacién y agregaciéon
plaquetaria; también actia como regulador del funcionamiento de los
linfocitos, es el quimioatrayente mas potente de eosinéfilos!3.
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2.3.1 Respuesta de fase aguda.

La respuesta inflamatoria se acompafna de una respuesta sistémica o general
llamada respuesta de fase aguda. Es una respuesta rapida, compleja, no especifica
a diversos tipos de dafio tisular y se caracteriza por presentar modificaciones
locales y sistémicas con la finalidad de controlar el dafio, producir la limpieza de
los desechos y comenzar la reparacion tisular.

Se caracteriza por induccién de fiebre (inhibe el crecimiento de diversos agentes
patégenos y al parecer fomenta la reaccién inmunitaria a estos agentes), aumento
de la sintesis de hormonas como ACTH e hidrocortisona, elevacion de la
producciéon de leucocitos y elaboraciéon de gran cantidad de proteinas de fase
aguda en el higado.

Muchos efectos generales de la fase aguda se deben a la accién combinada de IL-
1, TNF, IL-6, estas citosinas actiian sobre el hipotalamo para inducir una reacciéon
febril. Después de las primeras 12hs de la reaccién inflamatoria de fase aguda, las
concentraciones incrementadas de IL-1, TNF e IL-6 inducen la producciéon de
proteinas de fase aguda por los hepatocitos. También el TNF acttia sobre las
células endoteliales vasculares y los macr6fagos para promover la secrecion de
factores estimulantes de colonias, lo que favorece la hematopoyesis aumentando
la produccién de leucocitos necesarios para combatir la infeccion.

La funcién que cumple la respuesta de fase aguda, depende de la funciéon que
cumple cada proteina de fase aguda. Conociendo la funciéon que cumple la
proteina se evaluia el propoésito de su cambio durante la inflamacion.

Podemos dividir estas proteinas de fase aguda dependiendo de su sintesis, por
tanto si su sintesis es disminuida se denominan reactantes negativos de la fase
aguda, si por el contrario estan reguladas y aumentan se denominan reactantes
positivos de la fase aguda, a continuacién hablaremos de las mas importantes® 14:

Proteinas de fase aguda negativas:

* Albumina: Es el 50-60% del total de la proteina plasmatica se sintetiza en
higado y permanece en circulacién unos diecinueve dias, hasta que se
metaboliza en los tejidos para los que es fuente de aminoacidos. Dentro de
sus funciones mas importantes tenemos que, contribuye a retener liquido
en el torrente circulatorio, y gracias a su carga eléctrica negativa, la
capacita como un gran transportador inespecifico de hormonas, iones,
farmacos, etc. También conserva un proceso de sintesis activo, esto es que
en caso de que se necesite el aumento de otras proteinas, la albimina
disminuye su propia sintesis, preservando asi la presiéon oncética.
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* Pre-albumina: También llamada transtiretina, es una glicoproteina
sintetizada en el higado, de baja concentracion en el suero, mas de 100
veces menor que la albuimina, tiene una vida media corta de
aproximadamente de 2 dias lo que la hace un indicador sensible de
algunos cambios que afectan sus sintesis y catabolismo. Se le atribuye una
funcién transportadora, en especial de un tercio de la hormona tiroidea
activa, por tal razén la disminucién de pre-albimina disminuye los niveles
de hormona tiroidea en la periferia, modificando el metabolismo en el sitio
de la inflamacién?>.

* Transferrina: Pertenece al grupo de las B-globulinas, se sintetiza en el
higado y juega un papel importante en el metabolismo del hierro en
cuanto capta el hierro en células de la mucosa intestinal (intestino
delgado) o procedente de la proteina de depdsito (ferritina) lo transporta
hacia todos los tejidos. Por tanto, como el hierro es necesario para el
crecimiento de las células y de las bacterias, la disminucién de la
transferrina circulante disminuye la disponibilidad del hierro en el sitio de
la infeccion.

Proteinas de fase aguda positivas:

* Ceruloplasmina: Es una a-globulina, la mas importante en el transporte
de cobre tiene la capacidad de actuar en la eliminacién de radicales libres
del oxigeno de forma no catalitica y estequiométrica y tiene actividad de
superdxido dismutasa, protegiendo del dafo tisular.

* Haptoglobina: Es una proteina que se liga a la hemoglobina liberada por
la lisis de los eritrocitos, cumple la funcién en el aporte de hemoglobina al
sitio de inflamacion, ademas posee actividad de antiproteasa y poder
bacteriostatico natural. También puede ser inmunoreguladora.

* Fibrinogeno: Una -globulina producida por el higado, es una proteina
clave de la coagulacién. Actia como opsonina aumentando el
agrupamiento de ciertos microorganismos y bloquea la actividad
mitogénica de las células T y la quimiotaxis de los macréfagos.

e Componente amiloideo A: Su nivel aumenta de 100 a 1000 veces
durante la inflamacién, se encuentra asociada a las lipoproteinas de alta
densidad (HDL), por lo que le atribuye propiedades para eliminar los
componentes lipidicos de los microorganismos y toxinas que forman
complejos con las lipoproteinas.

* Proteina C reactiva (CRP): Debe su nombre a su capacidad de precipitar
al polisacarido de microorganismos, también se puede unir a fosfolipidos
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y policationes. La CPR unida aumenta la opsonizacién y causa la
generacion de factores quimiotacticos, se une a tejido necroético y de ese
modo puede aumentar la velocidad de su remocién por fagocitosis!3 14,

Cuadro 1: Cambios de la concentracion de diferentes proteinas plasmadticas
durante la respuesta de la fase aguda®.

Incrementada Disminuida

Inhibidores de proteasas a -antitripsina Inter «,-antitripsina
a,-antiquimotripsina
Proteinas de la coagulacion Fibrinogeno
Protrombina
Factor VIII
Plasminogeno
Proteinas del complemento C1s Properdina
Cc2
C3
c4
C5
Factor B
Inhibidor de C1
Proteinas transportadoras Haptoglobina
Hemopexina
Ceruloplasmina

Miscelaneos Proteina C reactiva Albumina
Amiloide sérico A Transtirretina
Fibronectina HDL
a,-glucoproteina acida LDL

Ademdas de presentarse un proceso inflamatorio por la administracién de
Thevetia peruviana, dentro de los diferentes estudios que se han realizado en
cuanto a la toxicidad se han observado en ratones CD1 intoxicados con un
extracto acuoso de semilla, una sintomatologia muy parecida a la descrita por
intoxicacién con pesticidas organofosforados: debilidad, taquicardia, dificultad
para respirar, paralisis del tren trasero, salivacién abundante y poco control de
esfinteres, entre otros.

Por esta razén se tiene como hipotesis que la Thevetia peruviana produzca una
inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa, en consecuencia se presentan los
efectos muscarinicos, nicotinicos y sintomas nerviosos centrales, descritos
anteriormente.
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2.4 Mecanismo de accion de los toxicos.

Accion primaria de un toxico. Accion sobre las enzimas.
- Inhibicion:

Puede ser competitiva o no competitiva, reversible o irreversible. Se llama
inhibicién competitiva cuando in vitro puede ser eliminada por un exceso de
sustrato. La inhibicién se describe como no competitiva cuando se elimina por un
exceso de sustrato.

Puede ser reversible; en este caso la enzima activa puede ser regenerada in vitro
por simple dialisis, puede ser irreversible; la inhibicién es consecuencia
generalmente de una unién covalente del téxico con la enzima. A veces la
inhibicién enzimatica es mixta (competitiva y no competitiva).

La inhibicion de la acetilcolinesterasa por ciertos pesticidas organofosforados es
un ejemplo de inhibicién irreversible esta enzima actiia en la hidroélisis de la
acetilcolina, el mediador de los influjos nerviosos. La inhibiciéon de la enzima
causa la acumulaciéon de la acetilcolina responsable de las manifestaciones
clinicas de la intoxicacién’.

Agentes toxicos. Pesticidas.

Los pesticidas pueden definirse como cualquier sustancia o mezcla de sustancias
destinadas a prevenir, destruir, repeler o mitigar plagas. Idealmente su accion
perjudicial deberia ser altamente especifico para los objetivos deseados, sin
embargo, la mayoria de los pesticidas no son muy selectivos, en general también
son toxicos para los seres humanos.

Se refiere a los plaguicidas como una clase unitaria de productos quimicos,
mientras que en realidad el término pesticida debe equipararse a la de las drogas
farmacéuticas. Ya que existen diferentes clases de plaguicidas, con diferentes
usos y mecanismos, por tanto, diferentes efectos téxicos en los organismos que
no son objetivo®.

- Pesticidas. Compuestos Organofosforados (OP).

Estos compuestos fueron sintetizados en 1800, su desarrollo como insecticidas se
produjo hasta finales de 1930 y principios de 1940. El quimico aleman Gerhard
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Schrader se le atribuye el descubrimiento de la estructura quimica general de
compuestos anticolinesterasicos OP, y la sintesis de la primera comercializacién
de insecticidas OP, uno de los mas conocidos el Paration, en 1944. Desde
entonces, cientos de compuestos OP han sido fabricados y comercializados en
todo el mundo en una variedad de formulaciones.

Toxicocinética y toxicodinamica de los compuestos OP.

Los compuestos organofosforados ingresan al organismo por las vias cutanea,
respiratoria y digestiva. Las dos primeras constituyen las rutas mas comunes de
penetracion en intoxicaciones laborales.

La vida media de los compuestos OP y de sus productos de biotransformacion es
relativamente corta. Dicho proceso de transformacion se lleva a cabo mediante la
presencia de enzimas oxidasas, hidrolasas y glutation-S-transferasas,
principalmente hepaticas y puede dar como resultado metabolitos mas toxicos.

La eliminacion de los OP es rapida y tiene lugar por la orina y, en menor cantidad,
por heces y aire expirado. Su maxima excrecion se alcanza a los dos dias; luego
disminuye rapidamentel?.

La inhibicién de la acetilcolinesterasa (AChE) por un compuesto OP provoca la
acumulacién de acetilcolina en las sinapsis colinérgicas, con la sobre-
estimulacion de los receptores colinérgicos de tipo muscarinicos y nicotinico.
Dado que estos receptores se localizan en la mayoria de los 6rganos del cuerpo,
un "sindrome colinérgico” sobreviene, que incluye aumento de la sudoracién y
salivacion, secrecion bronquial profunda, bronco-constriccién, miosis, aumento
de la motilidad gastrointestinal, diarrea, temblores, espasmos musculares, y
diversos efectos en el sistema nervioso central®.

Para comprender mejor como es que se llega a esta sintomatologia es necesario
comprender el mecanismo de accién de los compuestos OP en el organismo.

- Mecanismo de accion de los compuestos OP.

Como ya se menciond la principal accién téxica es la inhibiciéon de la enzima
AChE. Hay dos tipos de acetilcolinesterasa:

¢ Acetilcolinesterasa: También llamada colinesterasa verdadera, colinesterasa
eritrocitaria o de tipo e. Tiene una afinidad casi exclusiva para el sustrato
natural, la acetilcolina. Se halla en la sinapsis en el tejido nervioso, en la unién
neuromuscular y en los eritrocitos. Esta se inhibe cuando existe un exceso de
sustrato.
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*Seudocolinesterasa: O enzima no especifica, también denominada
butirilcolinesterasa, colinesterasa plasmatica o de tipo s. Se localiza en el
plasma, el intestino, el higado y otros tejidos, en poca concentraciéon en el
sistema nervioso central y periférico. Se activa en presencia de un exceso de
sustrato’ 19,

Para entender el mecanismo de este pesticida se debe comenzar con saber de que
manera la enzima AChE actda sobre la acetilcolina.

En el citoplasma de la terminal ax6nica de las neuronas presinapticas del tipo
colinérgico, que utilizan la acetilcolina como neurotransmisor, existen unas
vesiculas especiales que contienen acetilcolina. El impulso nervioso causa la
liberacién de este neurotransmisor al espacio sinaptico y se difunde en el espacio
sindptico hasta ponerse en contacto con un receptor colinérgico especifico,
situado en la membrana postsinaptica.

Las sinapsis colinérgicas se localizan en las fibras nerviosas auténomas
preganglionares, en todas las fibras parasimpaticas posganglionares, en las
terminaciones nerviosas a la médula adrenal y en terminaciones nerviosas a
ciertas glandulas sudoriparas y vasos sanguineos. Las sinapsis neuromusculares
también son colinérgicas.

Se conocen dos tipos de sinapsis colinérgicas: las muscarinicas y las nicotinicas,
se diferencian entre si por el tipo de receptor, su localizaciéon y su funcién
fisiologica. Reciben su nombre debido a que la nicotina y la muscarina producen
una respuesta similar a la acetilcolina las sinapsis neuromusculares y las
preganglionares son nicotinicas, las post-ganglionares son generalmente del tipo
muscarinicol?.19.

Podemos resumir que la acetilcolina es el mediador quimico del sistema nervioso
parasimpatico y es necesaria para la transmisién del impulso nervioso:

* De las fibras preganglionares a los ganglios del sistema vegetativo.

* De las fibras posganglionares, colinérgicas, al musculo cardiaco, los musculos
(lisos y las células secretoras)

* De los nervios motores a los musculos estriados (unién neuromuscular)

¢ En ciertas estructuras del sistema nervioso central.
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En presencia de una concentracién normal en acetilcolinesterasa, la acetilcolina
liberada durante el proceso de transmision del influjo nervioso es rapidamente
inactivada por hidrélisis?.

La acetilcolinesterasa produce la inactivacion de la acetilcolina, con la
consiguiente disminucién de la transmision del impulso nervioso. La accién de la
acetilcolina es muy rapida, la reaccién quimica producida en este proceso es:

Acetilcolina + AChE (enzima) ------ > Colina + AChE acetilada
AChE acetilada + Hz0 ------ > AChE + acido acético

La colina puede regresar a la membrana presinaptica y ser reutilizada en la
sintesis de la acetilcolina.

IMPULSO NERVIOSO

PRESINAPSIS

SINTESIS
DE TRANSMISOR

) {AC)*

(O O 00 0080

.:. O oo o0
oY o

o

)
)

COLINA ‘ ‘ A

s?t?zgﬂgo HIDROLISIS DEL , of Add Jom
TRANSMISOR ~ 70 Ad4d
TRANSMISOR
(AC)*

RECEPTORES

*AC = acetilcollina

POSTSINAPSIS ** ACE = acetilcolinesterasa

Figura 4: Podemos observar un esquema en el que se representa la transmision nerviosa en la
sinapsis colinérgical’.

Entonces los plaguicidas de tipo organofosforados actdan sobre el organismo
humano inhibiendo la actividad colinesterasica, comportandose como sustancias
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anticolinesterasicas (permitiendo asi que la acetilcolina siga ejerciendo su
actividad).

Estos compuestos reaccionan con la enzima de manera similar a la acetilcolina:
AB + AChE (enzima) ------ > B + AChE modificada (A)
AChE modificada (A) + H20 ------ > A + AChE (enzima)

AB representa la molécula del compuesto OP. En el primer paso, la parte acida (A)
del plaguicida se incorpora covalentemente en el sitio activo de la enzima,
mientras que se libera su fraccién alcohdlica (B).

En el segundo paso, una molécula de agua libera la parte acida (A) del plaguicida,
dejando la enzima libre y, por lo tanto, reactivada este proceso de reactivacién
puede ser mucho mas prolongado e incluso llegar a ser irreversible. De ahi que,
clinicamente hablando los organofosforados se les llame inhibidores irreversibles
porque el proceso de reactivacién tarda mucho mas tiempo, lo que hace que la
enzima pierda sus propiedades catalizadoras!7.18 19,

La disminucién de la actividad colinesterasica se acompafia de una acumulacién
de acetilcolina:

* En las terminaciones de las fibras posganglionares del sistema parasimpatico.
* En los ganglios del sistema parasimpatico y ortosimpatico.

* En la unién neuromuscular.

* En el sistema nervioso central.

En caso de inhibicion de la acetilcolinesterasa por los ésteres organofosforados
aparecen, sucesivamente:

*Sintomas debidos a una estimulaciéon del sistema parasimpatico; es el
sindrome muscarinico.

* Después aparecen los sintomas debidos a la estimulacién de los ganglios del
sistema vegetativo y de las terminaciones nerviosas de los nervios motores; es
el sindrome nicotinico.

* A continuacion se observa paralisis de los musculos voluntarios debido a una
hiperestimulacién.
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* Finalmente aparecen efectos debidos a la acumulacién de la acetilcolina en el
sistema nervioso central.

La gravedad de la intoxicaciéon depende no solo del grado de inhibiciéon de la
acetilcolinesterasa, si no también de la velocidad con la que se inhibe la enzima’.

Sintomas de intoxicacion por compuesto OP.

En la intoxicacién aguda se deben considerar tres tipos de sindromes el clasico,
el intermedio y el retardado.

- Sindrome clasico:

*Los efectos muscarinicos aparecen primero. Consisten en: calambres
abdominales, nduseas, vomitos y diarreas. Sensacion de constriccion toracica,
broncoespasmo, hipersecreciéon bronquial, disnea y sibilancias (puede
producirse edema pulmonar). Visién borrosa, cefalalgias, sialorrea, sudacion,
lagrimeo, bradicardia, incontinencia vesical y rectal.

* Los efectos nicotinicos se manifiestan cuando los sintomas muscarinicos han
alcanzado un grado moderado de gravedad, por: fibrilacién muscular,
debilidad muscular y ataxia, en caso de intoxicacién grave puede aparecer
paralisis de los musculos respiratorios, que pueden causar la muerte.

* Los sintomas nerviosos centrales consisten en: ansiedad, vértigos, cefalalgias,

temblor, convulsiones, coma y respiracibn de Cheynes-Stockes y
eventualmente paralisis del centro respiratorio.

- Sindrome intermedio.

Consecuencia de una intoxicacion aguda. Después del sindrome colinérgico
clasico, algunos pacientes pueden padecer, 24 a 46 horas después del contacto
con el téxico, un sindrome paralitico que afecta principalmente los musculos de
las raices de los miembros, el cuello, ciertos nervios motores craneales y los
musculos de la respiracion.

Se observa en el 20-50% de los casos agudos de envenenamiento; en algunos
casos, cuando los pacientes estan completamente recuperados de la crisis inicial.
La mortalidad debido a la paralisis respiratoria y las complicaciones tienen un
rango de 15-40% y la recuperacion en pacientes que sobrevivieron suele tardar
hasta 15 dias.
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Cuadro 2: Signos y Sintomas de Intoxicacion Aguda con Compuestos Anti-

Colinesterdsicos®
Sitio y receptor afectado Manifestaciones
Glandulas exocrinas (M) Aumento de salivacion, lagrimeo, transpiracién.
Ojos (M) Miosis, visién borrosa
Tracto gastrointestinal (M) Calambres abdominales, vomito, diarrea
Tracto respiratorio (M) Incremento de secrecién bronquial,
broncoconstriccion

Vejiga (M) Frecuencia urinaria, incontinencia
Sistema cardiovascular (M) Bradicardia, hipotension
Sistema cardiovascular (N) Taquicardia, hipertensién transitoria
Musculo esquelético (N) Fasiculacion muscular, contracciones, calambres,

debilidad generalizada, paralisis flacida
Sistema nervioso central (M, N) Mareos, letargo, fatiga, dolor de cabeza, confusion

mental, depresién de los centros respiratorios,
convulsiones, coma.

M = Receptores muscarinicos; N = Receptores nicotinicos.

- Sindrome retardado.

Es un efecto neurotéxico retardado, conocido como polineuropatia retardada
inducida por organofosforados (OPIDP, por sus siglas en ingles). Los signos y
sintomas incluyen hormigueo de las manos y los pies, seguido de pérdida de la
sensibilidad, debilidad muscular progresiva y la flacidez de los musculos
esqueléticos distal de las extremidades inferiores y superiores, y ataxia.

Esto llega a producirse después de 2-3 semanas de una exposicién unica, cuando
los signos tanto de la colinérgica aguda y los sindromes intermedios han
disminuido®”.

En el caso de la intoxicacion crénica la exposicion repetida a los compuestos
organofosforados puede tener efecto acumulativo: cada exposicién causa un
aumento del grado de inhibiciéon de la actividad colinesterasica del sistema
nervioso, y cuando ésta inhibicién llega a cierto grado, aparecen sintomas
analogos a los de la intoxicacién aguda’.
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2.5 Técnica inmunolégica de laboratorio.

Determinacion de acetilcolinesterasa eritrocitica.

En los ultimos tiempos, ha aumentado el uso de plaguicidas, especialmente en los
paises en vias de desarrollo, tanto a nivel agrario como en campafias de salud
publica. De ahi la importancia de la determinacién de la AChE.

Para su determinacién se emplea su capacidad de hidrolizar la acetiltiocolina en
acido acético y tiocolina. Se han desarrollado varios métodos, entre los que se
incluyen la determinacién del cambio de pH que acompaiia la hidrélisis de los
ésteres de colina2? 23 y aquellos basados en la deteccién de la liberacion de
tiocolina de sus ésteres empleando como indicador el reactivo de Ellman (5,5-
ditiobis-(2-acido nitrobenzoico)), DTNB22 25, Aunque este ultimo método es el
mas aceptado, conlleva varios inconvenientes:

*La absorbancia mdaxima del producto de la reacciéon indicadora, el
tionitrobenzoato, coincide con el pico de absorbancia maxima de Ia
hemoglobina de los eritrocitos a 410 nm.

* Los métodos generalmente se realizan con eritrocitos lavados y es necesario
hacer una dilucién de los mismos, lo que contribuye a la imprecisién y hace
dificil la automatizacion.

*EI DTNB es tan sensible a la luz que la luz del dia puede aumentar el color si se
emplea una incubacién de varios minutos o si los tubos de las muestras no se
mantienen en la oscuridad mientras se espera para realizar la determinacién
de la absorbancia?’.

Para evitar estos inconvenientes se ha propuesto el empleo del acido 6-6'-
ditiodinicotinico (DTNA) como sustituto del DTNB, este es el método utilizado en
el presente trabajo.

Bajo las condiciones de reaccién, a partir de acetiltiocolina la AChE libera
tiocolina, la cual reacciona inmediatamente con el DTNA formando &cido
tionicotinico, que presenta un pico maximo de absorbancia a 340nm, permitiendo
asi el monitoreo directo de la reaccién?!:

Acetilcolina + H,0 ----- AChE----- > acido acético + tiocolina

2 colina + 2 OH + DTNA ------ > diotiobis(colina) + H20 + ac. Tionicotinico
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Validacion de la determinacion de acetilcolinesterasa eritrocitica.

Espectro de absorcion del producto de reaccion.

Se realizé el espectro de absorcion del producto de la reacciéon determinando las
absorbancias en el intervalo de 300 a 700 nm, se encontré que el pico de
absorbancia maxima del acido tionicotinico se presenta a 340 nm.

Efecto de la concentracion de DTNA.

Se analizaron diferentes concentraciones del compuesto en el intervalo de 0.0125
a 0.30 mmol/L. Los mejores resultados se obtuvieron con concentraciones de
0.20 a 0.30 mmol/L. Se eligié la concentracién de 0.20 mmol/L como adecuada.

Efecto de la concentracion de sustrato.

Se analizaron diferentes concentraciones de acetiltiocolina en el intervalo de 0.25
a 2.5 mmol/L en la mezcla final de reaccién. Se observa que con concentraciones
entre de 0.5 y 2.0 mmol/L se obtienen valores similares de actividad. Un valor
superior a 2.0 mmol/L causa inhibicién de la enzima. Por lo tanto, se decidi6
utilizar en la mezcla final una concentracién de sustrato de 0.5 mmol/L.

Efecto del volumen de muestra.

Se analiz6 el efecto del volumen de muestra sobre la determinacidén, se
emplearon volumenes en el intervalo de 0.5 a 5.0 pL. Se observé que con
volumenes dentro de este intervalo se obtienen resultados similares. Se eligié un
volumen de muestra de 5.0 pL. como adecuado por comodidad en la medicidn.

Efecto del pH.

Se analizaron valores de pH en el intervalo de 7.2 a 8.2 conforme aumenta el pH
aumenta levemente la actividad de la enzima y en menor medida la hidrélisis
espontanea del sustrato. Se eligié un pH de 7.6 como adecuado por ser empleado
en otros procedimientos?1,
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2.6 Modelo animal.

Raton CD1.

* Origen de la cepa:

Se cre6 a partir de un grupo original de ratones suizos que sirvié como
progenitores, el cudl se componia de 2 machos y 7 hembras de raton albino. En el
laboratorio de Doctor de Coulon, en el Centro Anticancéreux Romand, en
Lausana, Suiza. Estos animales fueron importados de Estados Unidos por la
doctora Clara Lynch del Instituto de Rockefeller en 1926.

* Aspecto y caracteristicas:

Es albino, su crecimiento es rapido, es décil y por lo tanto facil de trabajar. Posee
alta actividad de reproduccion.

Foto 1: Ratén perteneciente a la cepa CD 1, utilizado en la experimentacion.
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3. Planteamiento del problema.

En la actualidad la obesidad representa un problema serio de salud que se asocia
con enfermedades catalogadas como las primeras causas de muerte en México,
las personas recurren a tratamientos con productos desconocidos para bajar de
peso, como los productos “milagro” que estan elaborados con extractos e
infusiones de plantas que producen dafios y problemas a largo plazo en el
organismo, como los elaborados con la planta Thevetia peruviana que llega a
producir gran cantidad de problemas en el organismo por la severa intoxicacion
que originan algunas de sus sustancias quimicas. A pesar de que fue retirada del
mercado en el 2000, se siguen reportando casos de intoxicacion y muerte de
personas por su consumo.

Dentro de los problemas ocasionados por esta planta que se han observado en
ratones, se encuentra una neurotoxicidad que por la sintomatologia que presenta
es muy parecida a la descrita por intoxicaciones con pesticidas organofosforados
donde se producen efectos muscarinicos y nicotinicos consecuencia de la
inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa. Con la finalidad de saber si la accion
neurotéxica de la Thevetia peruviana también se encuentra relacionada con la
enzima acetilcolinesterasa, se realizo un estudio en un modelo de ratén donde se
comparo la concentracion de esta enzima en sangre usando intoxicaciones con
pesticida OP, extracto de semilla de Thevetia peruviana y un control negativo.

Poblacion de estudio: Ratones CD1 machos, de 10-15 semanas de edad, de
entre 35-40 g de peso, exentos de enfermedad, mantenidos en condiciones de
bioterio, divididos en tres grupos de cuatro ratones por dia hasta completar los
ensayos.

Tipo de estudio: Experimental, prospectivo y transversal.

Criterios de inclusion: Ratones CD1 machos, de 4-5 semanas de edad, de entre
35-40 g de peso, sanos.

Criterios de exclusion: Hembras, ratones que presenten alguna enfermedad,
que no cumplan con el peso o con la edad.

Criterios de eliminacion: Aquellos animales que durante el proceso de
experimentacion mueran.

Variable: Concentracion de acetilcolinesterasa en sangre total, dada en U/L.
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4. Objetivos.

» Evaluar la toxicidad a nivel de sistema nervioso del extracto acuoso de
semilla de Thevetia peruviana en ratones CD1 mediante una intoxicacion
aguda, tomando como referencia la neurotoxicidad que se presenta en
intoxicaciones con pesticidas organofosforados.

» Montar un método experimental en ratones CD1 para evaluar el dafio
neurotoxico de un extracto acuoso de Thevetia peruviana, por medio de la
observaciéon y comparacion de la sintomatologia presentada con el
extracto y un pesticida OP asi como la mediciéon de la concentracién de
acetilcolinesterasa en sangre.
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5. Hipotesis.

Debido a que en antiguas intoxicaciones agudas inducidas en ratones CD1 con
extracto acuoso de semilla de Thevetia peruviana se observaron sintomatologias
relacionadas con problemas neuromusculares, las cuales se asemejan a las
producidas por pesticidas organofosforados al inhibir la acetilcolinesterasa, se
cree que la Thevetia peruviana produce una accién sobre la enzima AChE
produciendo efectos muscarinicos y nicotinicos.
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6. Material, equipo y reactivos.

Reactivos

Nombre

Proveedor

Acido 6,6 ditiodinicotinico
Agua destilada
Eter etilico
Extracto acuoso de semilla de Thevetia peruviana
Fosfato de potasio
Fosfato de sodio disédico
Hidrocloruro de quinidina
Hidroxido de sodio
Pesticida organofosforado

Solucioén salina

Sigma

Productos Quimicos Monterrey, S.A.

Técnica Quimica S. A.
J. T. Baker Chemical Co.
Sigma
J. T. Baker Chemical Co.
Dragon (Foley)
PiSA

J. T. Baker Chemical Co.

Tritdn X-100
Yoduro de acetiltiocolina Sigma
Equipo
Nombre Marca
ae ADAM

Bascula analitica
Bafio metabdlico
Bomba de vacio

Espectrofotémetro

PRECISION Circulating System-253

JENWAY 6305 UV/Vis
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Material

Material Marca

Celdas para espectrofotometro
Crondémetro

Gradilla de metal

Matraz aforado de 10 mL PYREX

Matraz aforado de 1000 mL

Matraz bola de 25 mL PYREX

Micropipeta de 5-15 uL

Micropipeta de 40-200 uL EXTEND by MENARINI

Micropipeta de 100-1000 uL

Pipeta volumétrica de 5 mL KIMAX

Puntas para micropipeta

Recirculador

Tubos con EDTA

Tubos de ensayo 13X100 PYREX

Vasos de precipitado de 50 mL
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7. Métodos.

- Extracto acuoso de semilla de Thevetia peruviana.

Se tomaron 10 semillas de Thevetia peruviana, y con ayuda de un martillo se
golpearon para poder romperlas y sacar su contenido, para esto se usé guantes y
cubre-bocas. Se fue macerando el contenido de las semillas poco a poco mientras
se le agregaba agua destilada hasta obtener un homogéneo de las semillas, esto
usando la minima cantidad de agua posible. La mezcla obtenida se verti6 a un
matraz bola y se coloc6 en un sistema para destilar a presién reducida hasta que
toda el agua se evapord por completo y se observo una masa homogénea de color
café. Esta masa se puso a secar a ultra vacio por 3 dias.

- Manejo de los animales en experimentacion.

Se emplearon ratones machos de 10 a 15 semanas de edad, de la cepa CD1,
mantenidos en condiciones de bioterio, con controles de ciclos luz-oscuridad,
cambio semanal de viruta de madera y con libre acceso a agua y alimento. La
atenciéon de los animales y el proceso experimental se llevo a cabo de acuerdo
con la guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio, de la Norma Oficial
Mexicana (NOM-062-Z200-1999).

Foto 2: Ratones utilizados para la experimentacion.
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Se utilizaron por dia grupos de 4 ratones, esto por la precision en las
determinaciones de la enzima AChE. Cada ratén se marc6 y pesé para poder
calcular la dosis exacta que se les administré de acuerdo al grupo que pertenece:

1) Control positivo: se les indujo una intoxicacidn, por sonda gastrica, usando
pesticida organofosforado de la marca Dragon (Foley) diluido en solucién
salina para obtener una dosis de 250 mg/Kg. El uso de esta elevada dosis
se especifico después de suministrarle a un grupo de ratones diferentes
dosis hasta que se obtuvieron los signos y sintomas deseados.

2) Grupo testigo: se les administr6 una dosis de solucion salina (0.2 mL) por
via gastrica usando una sonda para someterlos al mismo estrés.

3) Grupo de experimentacién: se hizo una solucion del extracto de Thevetia
peruviana con solucidn salina, la cual se les administro por via gastrica por
medio de una sonda, induciéndoles asi una intoxicaciéon aguda con dosis
de 50 mg/Kg cada hora, hasta llegar a una dosis final de 150mg.

Transcurrido el tiempo de intoxicaciones, después de 15 minutos de ser
administrada la udltima dosis del grupo de experimentacién, cada ratén se
adormecié usando una camara de éter y posteriormente por medio de una
incisién del plexo axilar se tom6 una muestra de sangre. La muestra de sangre se
tomo con una micropipeta de 1000 uL y se vertié en tubos Vacutainer® con EDTA
mezclando por inversion del tubo la muestra de sangre con el anticoagulante y
cambiando la punta de la micropipeta para cada ratén. Inmediatamente después
de tener las muestras se les determiné la concentracion de enzima.

- Determinacion de la enzima acetilcolinesterasa.

Preparacién de reactivos:

* Solucion amortiguadora de fosfato, 100 mmol/L, pH 7.6. Se disolvieron 2.33
g de NaHPO; y 0.831 g de KH2POs en 800 mL de agua destilada,
posteriormente con ayuda de un potenciémetro se ajust6 el pH a 7.6 con
soluciéon de NaOH 0.02M previamente hecha. Una vez ajustado el pH se
trasvasé a un matraz volumétrico de un litro, y se aforé hasta la marca con
agua destilada, mezclando para homogenizar la solucidn.

* Solucion de trabajo. En un matraz volumétrico de un litro se colocaron: 61.66
mg de acido 6,6'ditiodinicotinico (DTNA), 25.8 mg de hidrocloruro de
quinidina y 1 mL de Tritén X-100. Se aforé hasta la marca con la solucién
amortiguadora de fosfatos (100 mmol/L, pH 7.6) anteriormente realizada y se
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mezcl6. Esta soluciéon se mantuvo almacenada en una botella dmbar y en
refrigeracion (4-82 C), como lo indicaba la referencia bibliografica, durante
todo el tiempo que se realizaron las determinaciones.

* Sustrato, yoduro de acetiltiocolina, 10.5 mmol/L. Se pesaron 30.40 mg de
yoduro de acetiltiocolina y se disolvieron en 10 mL de agua destilada usando
un matraz aforado de 10 mL. Esta soluciéon se mantuvo en congelacién a -20°
C, durante el tiempo que se estuvieron realizando las determinaciones.

Procedimiento:

* Para cada una de las muestras se us6 un tubo de vidrio de 13x100 mm al cual
se le colocaron 2.0 mL de la solucién de trabajo y en conjunto todos los tubos
utilizados para las determinaciones se pusieron a incubar en un bafio
metabolico previamente puesto a 302 C, hasta que se estabiliz6 la temperatura
en todos los tubos.

* Todos los reactivos deben estar a temperatura ambiente antes de utilizarse, tal
es el caso del sustrato que se debi6 descongelar antes de usarse.

Foto 3: Tubos en bafio metabdlico a 30° C, con
2 mL de solucién de trabajo.

* Posteriormente se trabaj6 cada tubo individualmente por los tiempos exactos
de incubacién que se necesitan. Se agregaron 5 pL. de muestra correspondiente
(sangre total) al tubo, se mezcl6 e incub6 a 302 C por dos minutos. Después se
le agregaron 100 pL de sustrato, se mezclo, y se esperaron 30 segundos
manteniendo el tubo a 302 C.
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* Finalmente se determiné el cambio de absorbancia por minuto usando un
espectrofotometro a una absorbancia de 340 nM y controlando la temperatura
de la muestra a 302 C, usando un bafio maria. Previamente se ajusté el
espectrofotometro a cero de absorbancia usando como blanco agua
destilada?1.

Foto 4: Tubos Vacutainer con EDTA conteniendo muestra de sangre.
Material para hacer la determinacion de aceticolinesterasa.

- Obtencion de resultados e interpretacion.

Una vez hechas las determinaciones, se obtuvieron dos absorbancias de cada
muestra, las cuales de acuerdo con la formula Acetilcolinesterasa U/L = AA/min x
39000, se determinaron los valores de la enzima para cada ratén de cada grupo.
Posteriormente los resultados obtenidos dados en U/L se corrieron en el
programa estadistico SPSS usando una prueba de andlisis de varianza (ANOVA),
para comparar los resultados de cada grupo, y a la par se realizé una prueba de
Tukey.

Mientras se realizaron las intoxicaciones se obtuvieron videos e imagenes donde

se puede observar la sintomatologia que presentaron los ratones con cada
sustancia que se uso para inducirles la intoxicacion.
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8. Diagrama de flujo.
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9. Resultados.

En intoxicaciones con pesticidas organofosforados se ha observado una
sintomatologia muy caracteristica con presencia de un sindrome muscarinico y
nicotinico consecuencia de la inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa, una
sintomatologia muy parecida también se ha observado en intoxicaciones agudas
con extracto de semilla de Thevetia peruviana.

Por tal razén durante toda la experimentaciéon se realizaron observaciones
detalladas de los grupos de ratones intoxicados para identificar los sintomas que
presentaban, el tiempo en que se desarrollaba cada uno y la duracién de estos
permitiéndonos comparar el comportamiento de los ratones y la sintomatologia
desarrollada en los diferentes grupos.

* Grupo testigo: A los ratones CD1 utilizados como testigos sélo se les
administré6 una dosis de 0.2 mL de soluciéon salina, por lo tanto su
comportamiento se aprecié como normal, tanto su actividad fisica como su
alimentacion, sin presentar cambios en su conducta como postracion, ciclos de
suefo mas largos, etc. En la foto 5 se muestra el grupo de ratones usados como
testigos donde hay un comportamiento conductual normal: mostrandose
activos, sin cambios en el apetito ni en su conducta y con ciclos de suefio
regulares.

Foto 5: Ratones CD 1 usados en la experimentacion, corresponden
al grupo testigo.
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* Grupo control positivo: Estos ratones fueron intoxicados con pesticida
organofosforado usando solo una dosis de 250mg/Kg de peso. A esta dosis los
ratones después de 15 minutos de ser administrado el pesticida entraban en
postracion, la cual se caracterizaba por la agrupacién de los ratones en las
esquinas de la caja encimdndose unos sobre otros (Foto 6). Conforme
transcurria el tiempo los ratones presentaban periodos de postracion
combinados con periodos donde se observaban activos sin periodos largos de
sueno. Transcurridos 30 minutos se logré ver un cambio en el pelaje por la
sudoracion que empezaba a ser notoria.

Dentro de la sintomatologia descrita en la bibliografia se habla de salivacion y
dificultad respiratoria lo cual solo se presenté en un 17% de los ratones que al
igual presentaron ataxia. A las dos horas de intoxicacién se observé una
notoria mejoria en todos los ratones, sélo uno murié y en ninguno se observo
algtn tipo de paralisis.

Foto 6: Ratones CD1, pertenecientes al grupo tratado con pesticida
organofosforado.

* Grupo de experimentacion: Se indujo una intoxicaciéon aguda a los ratones
utilizando dosis de 50 mg/Kg cada hora hasta completar una dosis final de 150
mg/Kg, por lo cual se fueron observando los sintomas en cada periodo de
tiempo desde la primera dosis hasta la tercera. En la primera dosis los
ratones presentaron sintomas de intoxicaciéon hasta los primeros 15 minutos
donde presentaban postracién caracterizada por la agrupacion de los ratones
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en las esquinas de la caja encimandose unos sobre otros. Transcurridos 30
minutos de la primera dosis se observaron problemas de respiracion y
taquicardias. Al termino de la primera hora los ratones comenzaban a
reponerse y a verse con actividad fisica normal.

Foto 7: Ratones CD1, grupo tratado con
Thevetia peruviana se observan tras una primera dosis del extracto.

Foto 8: Ratones CD1, grupo tratado con Thevetia peruviana.

Se observan en postracion tras una segunda dosis del extracto.

En la segunda dosis la postraciéon se presentaba a los 10 minutos de ser
administrado el extracto junto con dificultad respiratoria. Después de 30
minutos transcurridos se observaron taquicardias, dificultad respiratoria de
tipo abdominal y torpeza para caminar. A los 40 minutos los ratones
mostraron ataques de temblores lo que no les permitia una buena
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coordinaciéon resaltando que caminaban en reversa, la respiracién seguia
abdominal y se mostraban aun las taquicardias. Ya para los 45 minutos era
evidente el no control de esfinteres y una ataxia combinada con paralisis de la
parte trasera del ratén haciendo que ya no caminara o se arrastrara un poco.
Al finalizar la hora empezaba una ligera mejoria en la mayoria de los ratones.
Para la tercera dosis so6lo se observaba la sintomatologia de los primeros 15
minutos ya que se debia tomar la muestra de sangre antes de que murieran,
los sintomas se presentaron rapidamente y agudizados, llegando a darse en los
ratones convulsiones con perdida de control de esfinteres, salivacién profusa,
perdida completa de movilidad y la muerte de un ratén.
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Resultados de las determinaciones de enzima acetilcolinesterasa en

sangre total de ratones CD1 intoxicados.

La determinacién de la enzima se hizo por medio de la técnica estandarizada descrita

anteriormente?l,

Concentracion de enzima acetilcolinesterasa dado en

u/L:
Testigos
1 1326
2 1501
3 1131
4 1072
5 1423
6 1033
7 1580
8 1716
9 1657
10 1579
11 1950
12 1521
13 1404
14 2184
15 1911
16 1638
17 1404

Cuadro 3: Concentraciones de enzima acetilcolinesterasa determinada en sangre total
de ratones CD1 pertenecientes al grupo testigo, a los cuales se les administré solucién

salina por medio de sonda gdstrica. Usando los resultados como un pardmetro
comparativo de ratones saludables.
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Resultados de las determinaciones de enzima acetilcolinesterasa en

sangre total de ratones CD1 intoxicados.

La determinacién de la enzima se hizo por medio de la técnica estandarizada descrita

anteriormente?l,

Concentracion de enzima acetilcolinesterasa dado en

u/L:
Thevetia peruviana
1 1385
2 2048
3 1775
4 1697
5 1716
6 2223
7 1755
8 1716
9 1443
10 2379
11 1989
12 2145
13 1794
14 2535
15 1833
16 1904
17 1833
18 2457
19 2223
20 2106
21 1794
22 1833
23 1404
24 1677

Cuadro 4: Concentraciones de enzima acetilcolinesterasa determinada en sangre total de
ratones CD1 pertenecientes al grupo experimental, a los cuales se les administré extracto
acuoso de semilla de Thevetia peruviana por medio de sonda gdstrica induciéndoles una
intoxicacién aguda con dosis de 50 mg/Kg de peso cada hora hasta completar una dosis

final de 150 mg/Kg.
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Resultados de las determinaciones de enzima acetilcolinesterasa en

sangre total de ratones CD1 intoxicados.

La determinacién de la enzima se hizo por medio de la técnica estandarizada descrita

anteriormente?l,

Concentracion de enzima acetilcolinesterasa dado en

u/L:
Pesticida OP
1 975
2 936
3 741
4 1092
5 1443
6 1189
7 1209
8 1521
9 1287
10 1014
11 1326
12 1131
13 897
14 1014
15 1248
16 897
17 741
18 859
19 1170
20 702
21 1014
22 936
23 1794
24 975
25 507
26 819
27 1131
28 819
29 975

Cuadro 5: Concentraciones de enzima acetilcolinesterasa determinada en sangre total de
ratones CD1 pertenecientes al grupo control positivo, a los cuales se les administré una

solucidén de pesticida organofosforado una dosis de 250 mg/Kg por medio de sonda
gdstrica. Usando los resultados como pardmetro comparativo de una inhibicién de la
enzima acetilcolinesterasa.
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10. Analisis estadistico.

Se usé el programa estadistico SPSS para Windows, donde se realiz6é un andlisis
de varianza (ANOVA), con un intervalo de confianza de 95% y la prueba de

Tukey. Se obtuvo:

Cuadro 6y 7: ANOVA de un factor.

Descriptivos
AChE (U/L)

Intervalo de confianza
para la media al 95%

N Media Desviacién Error Limite Limite Minimo  Maximo
tipica tipico inferior superior
Testigos 18 1547.94 307.197 72.407  1395.18 1700.71 1033 2184
Pesticida O-F | 29  1046.97 268.507 49.860 944.83 1149.10 507 1794
Thevetia p. 24 1902.67 311.730 63.632 1771.03 2034.30 1385 2535
Total 71 1463.23 472.784 56.109 1351.32 1575.13 507 2535
ANOVA
AChE (U/L)
Suma de cuadrados Gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 9788695.151 2 4894347.576 56.814 0.000
Intra-grupos 5858013.243 68 86147.254
Total 15646708.394 70
Cuadro 8: Subconjuntos homogéneos.
AChE (U/L)
HSD de Tukey
Intoxicacién con: N Subconjunto para alfa = .05
1 2 3
Pesticida O-F 29 1046.97
Testigos 18 1547.94
Tehevetia p. 24 1902.67
Sig. 1.000 1.000 1.000
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Usando el programa Sigma Plot 10.0 para Windows se realizd el siguiente grafico:
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Testigo Pesticida OP Thevetia peruviana
Grupos

Grdfico 1: Se muestran las medias de cada grupo contrastadas con su error tipico teniendo
para el grupo testigo1547.94+72.407, para el control positivo tratados con pesticida
1046.97+49.860 y para el grupo tratado con el extracto de planta 1902.67+63.632. A un
intervalo de confianza del 95% y un valor de significancia (sig.) de 0.0001 entre las medias.

11. Analisis de resultados.
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En la actualidad la obesidad representa un problema cada vez mayor en México lo
cual a llevado a las personas a ingerir productos que prometen bajar de peso
ofreciéndose como naturales hechos a base de infusiones y extractos de plantas.
A pesar de que la herbolaria a existido en México desde hace muchos afos no se
sabe con claridad los efectos adversos y benéficos que pueden llegar a tener la
gran variedad de plantas existentes, tal es el caso de la Thevetia peruviana
contenida en varios productos para bajar de peso que si bien cumple con su
objetivo también ocasiona problemas en el organismo.

Intoxicaciones agudas con extracto de semilla de esta planta han ocasionado en
ratones CD1 una sintomatologia muy parecida a la ocasionada por pesticidas
organofosforados los cuales tiene como mecanismo la inhibiciéon de la enzima
acetilcolinesterasa.

Los pesticidas O-P que actdan sobre la AchE inhibiéndola, producen una
acumulacién de la acetilcolina en las sinapsis colinérgicas, que conlleva a una
sobre-estimulacion de los receptores de tipo muscarinico y nicotinico
desencadenando una serie de sintomatologias caracteristicas de este tipo de
intoxicacion. Se presenta un sindrome colinérgico caracterizado por: aumento de
la sudoracién y salivacién, secrecion bronquial profusa, bronco-constriccion,
miosis, aumento de la motilidad gastrointestinal, diarrea, temblores, espasmos
musculares, y diversos efectos en el sistema nervioso central®.

Comparando la sintomatologia provocada por la inhibicién de la AChE descrita en
la bibliografia con la observada en los ratones de estudio intoxicados con una
solucién de pesticida O-P podemos notar que existen bastantes variantes en
cuanto a la intensidad de los sintomas, asi como la duracién y la recuperacién o
no de los ratones intoxicados. Esto se debe a que el pesticida que se ocup6 no
contenia la concentracién que indicaba y por lo tanto la dosis efectiva donde se
pudieran desarrollar todos los sintomas con la intensidad y duracion
caracteristica no se pudo obtener, ya que la solucién que se administraba a los
ratones conforme se iba aumentando la dosis se hacia mas espesa y era dificil
administrarla por sonda gastrica.

A pesar de que los ratones intoxicados con el pesticida llegaron a presentar
sintomas poco marcados como sudoracion, salivacién, postraciéon y dificultad
para respirar por citar algunos; no fue un factor indicativo para descartar que el
pesticida ocupado no funcionaba como inhibidor de la AChE ya que como
podemos observar (Cuadro 5) los resultados de las determinaciones de
concentracion de enzima en sangre del control positivo son notoriamente mas

59



bajas, teniendo una media 1046.971+49.860, que las determinaciones del grupo
testigo (Cuadro 3) donde la media fue de 1547.94+72.407.

Como el principal objetivo es saber si la Thevetia peruviana actia de la misma
manera que los pesticidas O-P a nivel neuromuscular, se eligié6 un grupo de
ratones a los cuales se les administré un extracto acuoso de semilla de la planta,
de acuerdo a los resultados descritos observamos una sintomatologia mas
marcada e intensa comparada con los control positivo. Los sintomas que se
presentaron eran mdas parecidos a los descritos en la bibliografia para
intoxicaciones con pesticidas O-P como: problemas de respiracion y taquicardias
muy marcadas, ataxia y paralisis de la parte trasera del ratén inmovilizandolos
combinada con la pérdida de control de esfinteres y convulsiones que llegaron a
presentar algunos ratones provocandoles en su minoria la muerte.

Aunque la sintomatologia era muy marcada y parecida a la provocada por
intoxicaciones con pesticidas O-P los resultados obtenidos de las
determinaciones de concentraciéon de AChE en sangre de ratones intoxicados con
la planta (Cuadro 4) mostraron un elevado aumento en la concentracion,
teniendo una media de 1902.67+63.632, comparandolo con las concentraciones
del grupo testigo y con las del control positivo. Por lo cual el mecanismo de accion
del extracto de planta difiere al de los pesticidas organofosforados dado que se
produce una acumulacién de la enzima en sangre y no una inhibicién de esta.

Tomando en cuenta que la inhibicibn de la AChE, por pesticidas
organofosforados, provoca acumulacién de la acetilcolina en la unién sinaptica y
la interrupcién de la transmisiéon normal de los impulsos nerviosos produciendo
los sintomas de intoxicacién porque la accién colinérgica se mantiene
ininterrumpidamente a lo largo del tiempo. Entonces, ya que una sintomatologia
muy parecida se presenta con el extracto de semilla de Thevetia peruviana, se
puede suponer que también se debe a una estimulacién ininterrumpida sobre los
receptores colinérgicos tanto muscarinicos como nicotinicos.

Ya que la estimulacién continua de los receptores muscarinicos produce sintomas
de envenenamiento colinérgico que incluye broncoconstriccién y secreciones
bronquiales, aumento de la salivacién y el lagrimeo, nauseas, vomitos, diarreas,
braquicardias que pueden progresar hasta el bloqueo cardiaco, constriccién de
pupilas, etc. Y que la estimulacién de receptores nicotinicos (en las uniones
neuromusculares) causa debilidad muscular, tic involuntarios, gesticulaciones y
calambres. Ademas de que la acumulacién de acetilcolina en el SNC causa tensidn,
neurosis, apatia, confusién, jaqueca, convulsiones, depresién de los centros
respiratorio y circulatorio, pudiendo llegar a coma y muerte.
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De acuerdo a todo lo anterior se sugiere un mecanismo para la neurotoxicidad
ocasionada por el extracto acuoso de semilla de Thevetia peruviana, el cual
sugiere que en el extracto administrado a los ratones pueda haber sustancias con
estructura quimica muy parecida a la acetilcolina y que estas sustancias se unan a
los receptores nicotinicos y muscarinicos provocando una acumulacién tanto de
acetilcolina y de su enzima acetilcolinesterasa. En la bibliografia se buscaron
varias sustancias que pudieran contener una estructura quimica similar a la
acetilcolina pero no se encontré ninguna registrada (Bibliografia: 36-39).

También se realizé un estudio estadistico para conocer la veracidad de los
resultados de acuerdo al modelo cientifico, el estudio estadistico que se realiz6
fue ANOVA, en el Cuadro 7 se puede observar las variaciones intra-grupo e inter-
grupo, asi como los grados de libertad (gl) y el nivel de significancia observado
(Sig) parametro que principalmente nos importa, cuyo valor es menor de 0.05
(0.0001)35. Esto significa que se rechaza la hipotesis de igualdad de medias, y que
las poblaciones definidas por la variable “t6xico administrado” no posen las
misma concentraciones (U/L) de la enzima AChE en sangre. Esto quiere decir
que las concentraciones de AChE en sangre del control positivo (Cuadro 5)
difieren tanto de las concentraciones del grupo testigo (Cuadro 3) como de las
concentraciones del grupo de experimentaciéon (Cuadro 4), siendo las del control
positivo las mas bajas. De igual manera las concentraciones de la enzima en
sangre de los ratones tratados con el extracto de Thevetia peruviana difieren con
las concentraciones de AChE del grupo testigo y de las concentraciones del grupo
control positivo, siendo las del grupo de experimentacién las mas altas.

También se realiz6 una prueba de Tukey, representada en el Cuadro 8 donde
observamos una clasificacion de los grupos de ratones utilizados (control
positivo, testigos y experimentacion) basada en el grado de parecido entre sus
medias teniendo tres subconjuntos diferentes 1 para el grupo de pesticida O-P, 2
para el grupo testigo y 3 para el grupo de Thevetia peruviana, cada grupo de
ratones pertenece a subconjuntos diferentes lo que indica que las medias de cada
grupo difieren todas entre si. Debajo de cada subconjunto se encuentra un Sig de
1.000, por lo tanto para cada grupo de ratones los valores de concentraciéon de
AChE se mantienen homogéneos.
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12. Conclusiones.

- La sintomatologia presentada por los ratones tratados con el extracto de
Thevetia peruviana es similar a la descrita por intoxicacién con pesticidas
OP, pero por un mecanismo de accién diferente.

- La estimulaciéon continua de los receptores muscarinicos y nicotinicos
tanto en la intoxicacién con pesticida como con el extracto de la planta es
lo que desencadena la sintomatologia tan parecida.

- Las bajas concentraciones de acetilcolinesterasa en sangre de los ratones
del grupo control positivo (Cuadro 5) se debe a la inhibicién de la enzima,
sin embargo las altas concentraciones de AChE en sangre de ratones del
grupo de experimentacion (Cuadro 4) sugieren una acumulacién por algin
mecanismo.

- No se sabe con seguridad el mecanismo por el cual se produzca la

neurotoxicidad de la planta pero se puede deber a que el extracto
contenga sustancias con estructura quimica similar a la acetilcolina.
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13. Glosario.

Acetilcolina: primer neurotransmisor descubierto. Sustancia encargada de la
transmisién de impulsos nerviosos de las neuronas preganglionares a las
postganglionares, en los ganglios del sistema nervioso auténomo. A nivel del
sistema nervioso parasimpatico también media la transmisién entre la neurona y
el 6rgano efector.

Acetilcolinesterasa: es una esterasa tipo B, situada en las hendiduras sinapticas.
Hidroliza la acetilcolina, degradandola a colina y acetato.

Ataxia: la ataxia es un sintoma. Quiere decir torpeza o pérdida de coordinacién.
La ataxia puede afectar a los dedos y manos, a los brazos y piernas, al cuerpo, al
habla, o alos movimientos oculares.

Biotransformacion: conjunto de cambios quimicos que una sustancia sufre en el
organismo por la accién de enzimas, microorganismos, etc. Modificacién que
sufre todo xenobidtico en su paso a través del organismo.

Bradicardia: la bradicardia es una anormalidad en los latidos del corazon,
concretamente se trata de un descenso en la frecuencia cardiaca. En los adultos
se define por una ritmo cardiaco de menos de 60 latidos por minuto.

Broncoconstriccion: es una caracteristica clinica tipica de las enfermedades
broncopulmonares obstructivas. Es la reducciéon del didmetro bronquial por
constriccion de la musculatura lisa de su pared.

Cardendlidos: son metabolitos secundarios, producidos por las plantas del
género Digitalis, que se utilizan ampliamente en el tratamiento de la insuficiencia
cardiaca.

Coeficiente de particion: razén de la distribuciéon de una sustancia entre dos
fases cuando un sistema esta en equilibrio. El coeficiente de particién utilizado
con mayor frecuencia en toxicologia es la distribucién lipido-agua.

Disnea: es la sensacién subjetiva de una respiracion dificil, laboriosa o molesta.
Es el término que se aplica a la sensacion de falta de aliento, asi como a la
reaccion del paciente a esta sensacion.

Dosis: la cantidad de substancia a la que se expone el organismo y el tiempo

durante el que estuvo expuesto. Determina el tipo y magnitud de la respuesta
biolégica.
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Dosis letal media: (DLso) es la dosis Unica que, obtenida por estadistica, de una
sustancia de la que puede esperarse que produzca la muerte del 50% de los
animales a los que se haya administrado. Se expresa en peso de la sustancia por
unidad de peso del animal.

Edema: signo que se manifiesta como un hinchazoén de los tejidos blandos debido
a una excesiva acumulacién de liquidos en el compartimento intersticial. El
liquido procede del plasma y se acumula por haberse facilitado su paso del
compartimento vascular al intersticial.

Enzima: es una proteina que cataliza las reacciones bioquimicas del
metabolismo. Las enzimas actiian sobre las moléculas conocidas como sustratos
y permiten el desarrollo de los diversos procesos celulares.

Eritema: inflamacion superficial de la piel como consecuencia del exceso de riego
sanguineo que provocara vasodilatacion y que es acompafiada por manchas rojas.

Fagocitosis: proceso en el cual una célula especializada llamada fagocitos,
(donde se incluyen los macréfagos, neutrofilos y otros glébulos blancos de la
sangre) engulle deshechos, bacterias u otros objetos grandes. La invaginacion
produce una vesicula llamada fagosoma.

Faneras: son estructuras complementarias y visibles sobre la piel o que
sobresalen de ella, como las ufias y los pelos en los seres humanos. Las faneras,
junto a la piel, constituyen en sistema integumentario.

Herbolaria: conjunto de conocimientos relativos a las propiedades curativas de
las plantas. Es la utilizacion de plantas para prevenir o tratar diversas
enfermedades.

Lanceolada: la hoja con forma de lanza, es decir, estrechamente elipticos y
acabados en punta en ambos extremos.

Miosis: indica la contraccién de la pupila del ojo. Esta accién es antagdnica a la de
la dilatacion de la pupila o midriasis. Es una respuesta normal del organismo al
aumento de luminosidad, pero puede ser generada también por una variedad de
condiciones, incluyendo ciertos farmacos o sustancias quimicas y varias
enfermedades.

Neuritis periférica: es una enfermedad de los nervios periféricos, que son todos
excepto los del cerebro y la médula espinal. Esta enfermedad se origina a causa
de una serie de sufrimientos que atacan la mielina, que es el manto que recubre
los nervios, lo que ocasiona una mala transmision de los impulsos dolorosos al
cerebro.
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Obesidad: enfermedad croénica, que se caracteriza por un exceso de grasa, que a
su vez se traduce en un aumento de peso, que sobrepasa en un 15% el peso
tedrico, debido al aumento de las reservas adiposas.

Opsonizacion: es el fenomeno por el cual los anticuerpos que envuelven un
antigeno (bacteria, virus, etc.) activan la fagocitosis mediante los receptores Fc de
los macroéfagos, neutrofilos o polimorfonucleares.

Pinocitosis: es un proceso bioldgico, que permite a algunas células y organismos
unicelulares, obtener liquidos organicos del exterior para ingresar nutrientes o
para otra funcion.

Quimiotaxis: fendmeno en el cual las bacterias y otras células de organismos
dirigen sus movimientos de acuerdo a ciertas sustancias quimicas en su medio
ambiente.

Radicales libres: son moléculas inestables y muy reactivas. Para conseguir la
estabilidad modifican a moléculas de su alrededor provocando la apariciéon de
nuevos radicales, por lo que se crea una reaccién en cadena que dafara a muchas
células y puede ser indefinida si los antioxidantes no intervienen.

Respiracion de Cheynes-Stokes: un tipo comun y extrafio de respiracién
caracterizada por periodos alternantes de apnea e hiperapnea. Por lo general, en
1 minuto, se observa un periodo de 10 a-20 segundos de apnea.

Sialorrea: excrecién excesiva de saliva por la boca como resultado de un
aumento de su produccién. Puede deberse a afecciones de la mucosa oral y de la
lengua, estados de denticién y factores psicégenos.

Sibilancias: corresponden a un sonido silbante y chillén durante la respiracion
que ocurre cuando el aire fluye a través de las vias respiratorias estrechas.
También conocidas como estertores sibilantes.

Taquicardia: aumento del ritmo de los latidos del corazon. Puede producirse
como un proceso puramente fisiolégico durante un esfuerzo fisico intenso, o por
causas patologicas, como en la enfermedad o en algunas insuficiencias cardiacas.

Vasodilatacion: aumento del calibre de los vasos sanguineos por relajacion de la

musculatura lisa de sus paredes, especialmente de las arteriolas. Provoca un
incremento del riego sanguineo en la zona afectada.
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