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RESUMEN

Trichocereus peruvianus es un cactus nativo de Peru, popularmente conocido
como “antorcha peruana”, se prepara en infusiones para ser utilizado en rituales
religiosos y de forma recreativa debido a sus efectos alucinégenos, por lo que se
ha vuelto muy popular por crecer rapidamente y por poseer una gran cantidad de
alcaloides. El objetivo de este trabajo fue la preparacion del extracto acuoso del
cactus y la evaluacién toxicolégica mediante un ensayo agudo y subcrénico en
ratones CD1 machos. En cada uno de los estudios se conté con dos grupos; un
grupo control dosificado con 0.2 ml de solucién salina y otro grupo correspondiente
al tratamiento con el extracto. Para el estudio de toxicidad aguda se administré
una dosis Unica de 100 mg/kg con un periodo de observacion de 11 dias y para el
estudio de toxicidad subcrénico, dosis diarias de 50 mg/kg durante un periodo de
30 dias. Se analizaron los parametros observacionales y se evaluaron
estadisticamente los resultados de laboratorio como quimica sanguinea,
hematologia y morfométricos de los ratones. Los resultados mostraron cambios
conductuales como sedacion, temor etc., se encontr6 en el tratamiento agudo una
alteracion en el peso relativo de bazo y rifiébn, mientras en el subcrénico causé
ademas alteracion en corazén asi como una disminucion del peso corporal y
alteracién en el VCM de la hematologia realizada en los ratones tratados. Los
resultados nos sugieren que la administracién oral del extracto, bajo las anteriores
condiciones experimentales, presenta actividad tdoxica en el modelo animal

utilizado.
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1 INTRODUCCION

El uso indiscriminado de una gran variedad de plantas, tanto terapéuticas como
téxicas, que se encuentran a nuestro alrededor, ha planteado un gran problema de
salud publica, ya que éstas plantas carecen de un analisis toxicolégico que indique

los posibles dafios que puedan producir en el ser humano.

En la actualidad no hay datos estadisticos reales sobre el uso creciente de
sustancias psicoactivas en la poblacién, como es el caso de la mescalina, que es
un compuesto natural de naturaleza alcaloidea, encontrado en varias especies de
cactus como el Peyote (Lophophora williamsii), el San Pedro (Trichocereus
pachanoi) y la Antorcha peruana (Trichocereus peruvianus), los cuales han sido

descritos como las principales fuentes naturales de éste compuesto.

Trichocereus peruvianus ha ganado gran popularidad en la poblacion por ser un
cactus de rapido crecimiento y por tener altas concentraciones de mescalina en
comparacién con otros cactus, por lo que se ha utilizado actualmente no solo con
fines chamanicos, terapéuticos y religiosos propios de la regiéon habitual de ésta
planta, sino que también lo han logrado relacionar como una planta psicotropica,

por el gran contenido de alcaloides contenidos en la cactacea.

En nuestro pais, no existen regulaciones directas para el uso y manejo de estas
plantas, por lo que la poblaciéon puede conseguir y consumir sin restriccion alguna;
ello puede generar casos de intoxicaciones asi como dafos en el organismo, en el

individuo que la consuma.
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Los estudios de toxicidad que se realizan a los extractos naturales, es una parte
vital de la farmacognosia de una planta, ya que el propédsito de estos protocolos es

evaluar si la sustancia analizada pueda ser dafina o terapéutica.

Con el objetivo de evaluar el efecto toxico de Trichocereus peruvianus se utilizé,
en el ratén de la cepa CD1, un modelo de intoxicacién agudo observado durante
11 dias, y uno subcrénico observado durante 30 dias, con una dosis de

administracion unica de 100 mg/kg y una diaria de 50 mg/kg respectivamente.

Para poder medir el dafio inducido en el organismo del ratén se evaluaron distintos
bio-marcadores de perfil renal como creatinina, urea y BUN (Nitrégeno ureico en
sangre), también se determiné la ceruloplasmina, enzima presente en inflamacién
aguda y de dano hepatico, asi como una biometria hematica completa que evalué

el dafo en bazo y de otras posibles alteraciones.
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2 MARCO TEORICO

2.1 Plantas toxicas

A través de la historia, diversas civilizaciones han usado plantas con fines
alimentarios, terapéuticos y religiosos, esto ha constituido un pilar de su riqueza
cultural que perdura hoy en dia. Sin embargo, un aspecto importante, son las
diversas sustancias quimicas que pueden llegar a afectar la salud del hombre,

dado que varios de sus constituyentes pueden ser toxicos.'2

Las sustancias quimicas producidas por las plantas son el resultado natural que
estas tienen para defenderse o repeler organismos herbivoros, mientras que estos
compuestos son considerados como metabolitos secundarios de las plantas, en

los herbivoros puede llegar a ser sustancias altamente activas.®#

En base a su origen, los productos naturales se pueden agrupar en dos grandes
conjuntos; los productos del metabolismo primario, compuestos que desempenan
un papel esencial en el metabolismo de la planta como las proteinas, acidos
nucleicos, mientras los metabolitos secundarios son compuestos quimicos, que
parecen no pertenecer a procesos basicos de la planta como por ejemplo el
transporte de solutos. Estos compuestos no se encuentran en todas las plantas y
parecen ser restringidos a géneros e incluso especies de las plantas. Sus
funciones pueden variar desde ser atrayentes, en el caso de la polinizacion, o

repelentes de animales, siendo repulsivas o venenosas.®
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La toxicidad de las plantas varia de acuerdo con la especie animal, debido al
metabolismo enzimatico con que cuenta, esta diferencia explica, que mientras en
algunas especies la dieta herbivora puede llegar a ser inocua en otras es

altamente letal.#

El problema generalizado con las plantas terapéuticas es que de acuerdo a su uso
por tradicién y costumbre, que cada una de las plantas tenga, se recurre a su uso
indiscriminado, ya que se tiene el precepto que lo “natural” no representa ningun

inconveniente para la salud.

De acuerdo a lo anterior, es importante realizar diferentes estudios, tanto de
farmacognosia como fitoquimica a las plantas, en donde se podra evaluar las
propiedades (terapéuticas o toxicas), asi como los compuestos quimicos

presentes en ellas.®

2.1.1 Principales sustancias quimicas presentes en las plantas toxicas

Existe una variedad de metabolitos secundarios que pueden ser producidos por
las plantas, de entre estos existen una serie de sustancias quimicas que tienen
relevancia toxicolégica, a continuacién se mencionaran algunas sustancias téxicas

y su mecanismo de accién.3

e Glucésidos cianogénicos

Son compuestos que contienen un tipo de azucar unidos a una aglicona. Por si
mismos, los cianoglucésidos no son tdxicos, pero dentro de la planta existen

enzimas como la beta-glucosidasa, cuya funcién es hidrolizar el glucésido vy
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sintetizar el HCN. Al ingerir la planta se dana su estructura lo que provoca la
liberacién de las enzimas, iniciando la degradacién del sustrato que se encuentra
en las células epiteliales de la planta, una vez liberado el HCN, es absorbido
rapidamente en el tracto gastrointestinal y en la sangre se disocia en H* y CN-. El
ion cianuro forma un complejo muy estable con el hierro, en su forma férrica, de
los grupos hemo y del citocromo C oxidasa mitocondrial, como resultado la
hemoglobina no puede ceder el oxigeno molecular (O2) y se bloguea la
fosforilacién oxidativa respectivamente, lo que puede provocar desde anoxia hasta

la muerte celular. 245

e Glucésidos cardiotdxicos

Estas sustancias corresponden a carbohidratos unidos a una aglicona esteroidal
(genina), tienen accién sobre el tejido del musculo cardiaco. La genina constituye
la parte activa de la molécula, en tanto que los azucares sirven para modular la
accion téxica de la aglicona debido a la liposolubilidad que el azucar le infiere.
Producen un efecto inotrépico positivo, es decir, aumentan la fuerza de
contraccion del corazén. La Nat*,K+-ATPasa funciona como una bomba de la
membrana celular que mantiene las concentraciones bajas de Na* y altas las de
K*, la genina tiende a bloquear la accién de Na*K+-ATPasa, aumentando los
niveles de Na* dentro de la célula y por ende de Ca?* intracelular, generando
contracciones del miocardio mas fuertes y que finalmente puede inducir un paro

cardiaco.?®
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e Oxalatos

El acido oxalico es un &cido dicarboxilico muy frecuente en las plantas tdxicas,
forma sales con sodio o0 potasio, que son cristales insolubles que actuan de forma
mecanica causando dafno en la cavidad toracica y oral, también forma sales con
calcio, magnesio o amonio estas son de naturaleza soluble que se absorben
rapidamente en el tracto digestivo. La solubilidad de la sal del acido oxalico
determina el mecanismo de accion y el efecto del oxalato en el organismo, de tal
modo que los oxalatos solubles son absorbidos facilmente de manera sistémica,
en la sangre se ionizan liberando acido oxalico, y con el calcio plasmatico se forma
oxalato de calcio, pudiendo producir casos severos de hipocalcemia, tetania y
eventualmente la muerte. Algunos de los cristales de oxalatos insolubles se
pueden incrustar en areas de la orofaringe, causando severas irritaciones en el

individuo que los ingiera.?*

e Saponinas

Las saponinas confieren un sabor amargo a la planta, pueden irritar la mucosa,
formar espuma en soluciones acuosas, producir hemolisis in vitro e in vivo
(dependiendo de la concentracion), formar complejos con &acidos biliares,
colesterol y otros 3-B-esteroides, y causan efectos toxicos en diferentes
organismos animales. La hidrélisis de tipo enzimatica, acida y alcalina, de las
saponinas produce sapogeninas (esteroidal y triterpenoide) y oligosacéaridos (D-
glucosa, D-ramnosa, etc.). Las saponinas triterpenoides producen efectos

causticos sobre la mucosa del tracto gastrointestinal, mientras que las saponinas
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esteroidales, en grandes cantidades, causan fotosensibilizacién hasta una
colangiohepatopatia. Los efectos toxicos de las sapogeninas esteroidales se basa
en la conjugacién con acido glucorénico para formar glucorénidos excretados via
biliar, transformadas en formas insolubles, obstruyendo los canaliculos por donde
fluye la bilis, este cambio produce una retencion anormal de la filoeritrina
responsable de efectos fototdxicos en la dermis desprovista de pigmentacion o

pelaje.?®

e |ectinas

Su toxicidad varia dependiendo de la especie de planta de la que provenga la
lectina, algunas pueden ser practicamente inocuas (Maiz), mientras que otras
tienen la capacidad de unirse a membranas celulares y producir aglutinacion de
glébulos rojos y de otras células plasmaticas (Frijol rojo-Phaseolus vulgaris). Estas
moléculas estan conformadas por dos subunidades, la cadena B (Binding-Unidn)
corresponde a la aglutinina que se une a los receptores de membrana de la célula,
mientras que la cadena A (Active-Activa) corresponde a una enzima con actividad
catalitica ARN N-glucosidasa, lisando las purinas de los ribosomas que inhibe la
sintesis de proteinas, su actividad es tal que solo se necesita de una molécula de
la cadena A para destruir una célula. La toxicidad entre las lectinas varia
dependiendo si estdn conformadas solo por la cadena A, incapaz de unirse a la
membrana, o las de cadena A y B que son altamente toxicas. Los principales

sintomas incluyen salivacion, vomito, diarrea con sangre, etc.?3
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e Taninos

Los taninos no son un tipo de sustancias definidas sino una variedad de
compuestos fendlicos, encontrados en extractos de ciertas plantas, capaces de
entrecruzarse de forma estable con el colageno, otras proteinas, polisacaridos,
acidos nucleicos, esteroides, alcaloides y saponinas, que les confiere la capacidad
de convertir la piel en cuero; sin embargo, también puede producir efectos
adversos sobre la nutricién del organismo que la consuma, gracias a su capacidad
astringente y la formacion de complejos estables con las proteinas ingeridas en la
dieta. Quimicamente se dividen en dos grupos principales los hidrolizables (TH),
que contienen un carbohidrato central esterificado con &acidos fendlicos
carboxilicos y los condensados (TC), son polimeros de flavan-3-ol, unidos entre si,

mediante enlaces carbono-carbono. 23

e Mucilagos

Estos compuestos son productos fisiolégicos, de naturaleza &acida (acidos
urénicos) o de naturaleza neutra (galactomananas), se encuentran en varias
especies de plantas y semillas, entre los principales efectos se encuentran el
hipoglucemiante, hipocolestemiante, saciante, laxante y suavizante. La capacidad
laxante de los mucilagos es producido por el incremento en la excrecion del i6n
cloro, disminuyendo la absorcién de electrolitos y liquido, y asi mismo un efecto

ibnopositivo sobre el peristaltismo del intestino.3
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e Alcaloides

Estos son compuestos organicos nitrogenados, encontrados en muchas especies
de plantas y que en la presencia de acidos forman sales solubles, facilmente
absorbibles. En la mayor parte de los casos estos compuestos alteran el sistema
nervioso produciendo alucinaciones y ocasionalmente producen dafos en el
higado, los cuales se presentan si se usan de forma crénica. Existe una variedad
muy extensa de alcaloides con mas de 15000 metabolitos diferentes, entre estos
se encuentran los de tipo inddlico, quinolinico e isoquinolinico, diterpénicos, etc.,
cada uno con diferentes acciones farmacolégicas sobre el organismo asi como

una variedad extensa en el efecto toxico que producen.?3-56

2.1.2 Tratamiento de las plantas para su estudio

e |dentificacion de plantas

En cuanto a la recoleccién de la planta se recomienda que el espécimen deba
contener todo o parte de cada una de las estructuras (flor, semillas, tallos, fruto,
etc.) que conforman el ejemplar, si es pequefia se debera recolectar toda, por lo
que se debe obtener material suficiente, para su identificacion botanica,

conservacion de referencia futura y de diagnéstico en un laboratorio.

e Secado del material

Sirve para la preservacion de los especimenes (tejidos, color, estructuras, etc.) y
prevenir su degradacién por diferentes agentes. Se deben tomar muestras y

prensarlos en papel para no dafnarlos.
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En el caso de cactaceas y suculentos, debido a la gran cantidad de liquido no es
facil guardar muestras sin alterar sus estructuras, por lo que se recomienda
preservarlos en una solucién alcohdlica y fotografiarse a alta resoluciéon. Estas
muestras son enviadas a herbarios con el personal calificado para su debida

identificacion.

e Tratamiento de la muestra

Para poder realizar diferentes estudios a una planta (toxicidad, actividad
inmunomoduladora, efectos hipoglucemiantes, cicatrizantes, identificacion de
compuestos activos), previamente se debe tener una muestra, moler y generar un
extracto que concentre los compuestos dentro de ésta, empleando algun
bioensayo que evalué o determine si la planta contiene compuestos tanto tdxicos

como terapéuticos de forma in vitro e in vivo.”-?3

2.1.3 Métodos de extraccion de los compuestos activos de una planta

La extraccion abarca la obtencién de una muestra macerada y homogénea, que
contiene todas las impurezas presentes en la planta, la formacion de un extracto
implica tratar de concentrar y purificar algin compuesto en especifico, sin
embargo el extracto en bruto es un compuesto tanto acuoso como etandlico que
permite contener impurezas tales como las grasas, ceras vegetales, taninos,

resinas, acidos organicos y oxalicos.

El método a utilizar depende del estudio que se le vaya a realizar y en base al
objetivo que se tenga. Por ejemplo, si tradicionalmente la planta se prepara en

soluciones acuosas, se debe mantener condiciones similares en el laboratorio
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para el aislamiento de las sustancias, con el fin de dar un resultado mas fiable del

extracto.

La etnobotanica hace énfasis en este rubro, ya que la usanza de una planta
depende mucho de las relaciones intrinsecas entre la especie vegetal y la especie
humana, de cada area geografica, desde las sociedades mas iletradas hasta las
mas avanzadas, es la suma de conocimientos teoricos, empiricos, habilidades
practicas basadas en creencias inherentes a cada cultura, etc. las que definen su

forma de uso moderno en la sociedad.

En general los métodos extractivos, son procesos que aislan los principios activos,
entre éstos se encuentran la extraccion mecanica (produccion de un jugo
mediante métodos mecanicos), destilacién (dispositivos que aislan componentes
por la diferencia de volatilidad de la mezcla), extraccion con fluidos en condiciones
supercriticas (equipos que trabajan a presion y temperaturas superiores a las
normales) y extraccién con solventes (obtencion de una mezcla entre el principio

activo y el solvente y todo depende de las propiedades fisicoquimicas de ambos).

La concentracién de extractos se obtiene en la mayoria de los casos eliminando
parcial o totalmente el solvente, esto se realiza al vacio mediante un rotavapor que
destila el solvente controlando la presion y temperatura o la liofilizacién que
consiste en eliminar el solvente mediante congelacién, seguido de una

sublimacién.

Finalmente los extractos que se obtienen los podemos encontrar como liquidos en

donde el principio activo se encuentra solubilizado, son menos estables al
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contacto con la luz, los extractos blandos tienen una consistencia cremosa, éstas
son mezclas acuosas o hidroalcohdélicas muy dificiles de manipular, finalmente los
extractos secos, son producto de la evaporacion total del solvente, suelen resultar
higroscopicos, muy estables y faciles para la preparacién de una muestra a una

concentracion especifica.b-’

2.1.4 Estudios de farmacognosia en las plantas

La disciplina farmacognosia nacié a principios del siglo XIX, deriva del griego
Pharmakon (droga) y Gignosco (conocimiento) esta intimamente relacionada con
la botanica, la quimica y la farmacodinamia de los principios activos en las plantas.
El término farmacognosia, actualmente, se usa para el perfil farmacolégico
obtenido de productos naturales, proporcionando una monografia mucho mas

completa de un sin nimero de plantas medicinales y téxicas.

El estudio de la farmacognosia incluye nombre del producto o droga, taxonomia y
morfologia botanica de la planta de la cual se origind la droga, un estudio
farmacoldgico o terapéutico del compuesto y la composicion quimica de los mas

importantes constituyentes.578

2.2 Toxicologia

Proviene del griego toxikon (arco o flecha), se encarga de estudiar los toxicos y
sus efectos, historicamente la toxicologia ha sido la base del tratamiento

experimental y terapéutico de la medicina. Est4 asentada en la observacion, la
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experimentacién y la generacion de datos. Tiene la finalidad de relacionar los

posibles efectos en humanos en base a estudios hechos en animales.?

Esta disciplina comprende el agente toxico, su origen y propiedades, mecanismos
de accion, consecuencias de sus efectos perjudiciales, los métodos analiticos
(cualitativos y cuantitativos) que evaltan los dafios en el organismo, toma en
cuenta los factores que alteran el estudio, etc., por lo que se le considera a la

toxicologia como una ciencia muy completa.’®

La palabra toxico se define como cualquier sustancia que pueda llegar a ser
daninas y producir trastornos en el equilibrio biologico celular, alterando elementos
bioquimicos, fundamentales para la vida. Los agentes toxicos son clasificados de
diferente forma, por ejemplo en base al 6érgano blanco (hepatico, cardiaco, etc.),
por su uso (pesticida, solvente, alimento), origen (animal o de plantas), o por sus

efectos (cancerigeno, mutagénico, etc.).®

El término toxina se refiere a compuestos que son producidos por sistemas
biolégicos como plantas, animales y microorganismos, mientras que el término
téxico es usado para describir compuestos antropogénicos, es decir hechos y

usados en actividades humanas.°

Un concepto importante, dentro de esta disciplina, es la relacidén dosis-respuesta y
se puede ilustrar facilmente con el uso de una hipotética sustancia quimica, en
donde, a una dosis pequefa se puede tener un efecto terapéutico, mientras que, a
una dosis mayor puede generar efectos adversos sobre el mismo organismo v,

para poder evaluar esta relacion, se debe tener en cuenta, la interaccion molecular
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entre la sustancia y el receptor, la concentracion del agente quimico en el sitio

receptor y la dosis administrada del agente quimico.®

Las variaciones de la respuesta dependen en gran medida de las propiedades
toxicocinéticas del agente quimico, algunos compuestos son absorbidos y
distribuidos rapidamente en un gran nimero de tejidos, sin embargo no afectar a
todos ellos. Otro factor, es el tipo de exposicion a los téxicos, al que un individuo u
organismo es expuesto y en donde una misma sustancia puede producir

diferentes efectos adversos dependiendo del sitio de absorcion. °

2.2.1 Procesos de exposicion a sustancias toxicas

Los procesos farmacocinéticos, de las sustancias quimicas o xenobiéticos, en un
organismo, son descritos bajo el acronimo ADME (Absorcién, Distribucién,
Metabolismo y Excrecion) y refieren a fenémenos por los que el compuesto pasara

a través de un animal o individuo.”-10
e Absorcién

Esta explica como una sustancia quimica ingresa en el cuerpo en un periodo de
tiempo determinado, la absorcion puede describir la cantidad o el porcentaje del
que una sustancia quimica es absorbida y es viable para ser procesado por el
animal, usualmente se catalogan las principales rutas de absorcion en inhalacién,

oral y dérmica.

- Inhalacion: es la exposicidbn a quimicos disueltos en el ambiente e

inhalados por el organismo, primeramente el quimico puede alcanzar
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conductos nasales, y cuando es absorbido puede entrar en la traquea,
bronquios y finalmente alveolos para ser distribuidos por sangre, todo
depende de sus propiedades fisicoquimicas, especificamente del
coeficiente de particion sangre/gas.

Oral: las sustancias quimicas pueden entrar por el tracto gastrointestinal
ya sea por alimentos o agua y depende mucho de sus propiedades
fisicoquimicas, por ejemplo, la acidificacion estomacal y la degradacion
enzimatica evitan que muchas sustancias se absorban por esta via; sin
embargo, también puede llegar a favorecer su absorcién en la mucosa
intestinal y después circular en sangre.

Dérmica: los agentes quimicos pueden penetrar distintos estratos de la
piel como la capa cornea, también pueden atravesar la gruesa capa de
la dermis y hacerse camino a través de las células hasta llegar a los

vasos sanguineos. 10

Distribucion

Las sustancias quimicas que han atravesado las barreras biolégicas de un

organismo llegan a la sangre en donde tienen la posibilidad de alcanzar a 6rganos

y tejidos, y todo ello depende de ciertos factores como la irrigacién de sangre en la

zona, la liposolubilidad y la redistribucion tisular.

El proceso ha sido descrito como el volumen de distribuciéon (VD), siendo el

cociente, la cantidad administrada de un quimico (D) entre la cantidad que se

encuentra en sangre (CP), en un tiempo determinado (Ecuacién 1). Esta relacién

Pagina | 16



no describe en que 6rgano se llega a acumular la sustancia, sino simplemente

muestra el potencial que tiene la sustancia de distribuirse en el cuerpo.®1°

vp = 2%

cP (7

Ecuacion 1. En donde VD = volumen de distribucion, D = dosis y CP = Concentracion plasmatica

e Metabolismo

El sistema metabdlico tiene como funcién producir metabolitos solubles en agua,
facilmente excretables, algunos o6rganos tiene la posibilidad de metabolizar
algunas de estas sustancias quimicas, por ejemplo el higado, los rifiones, el bazo,

la piel y el cerebro.

El metabolismo de las sustancias ocurre en varios pasos, se consideran
clasicamente dos fases, la primera es la conversién de sustancias apolares y
lipofilicas en metabolitos polares e hidrofilicos esto mediante hidrdlisis, oxidacién o
reduccion; mientras que en la fase dos, estos metabolitos son conjugados con
grupos funcionales con la finalidad de aumentar su solubilidad acuosa. El
metabolito final no esta obligado a pasar por ambas fases y solamente dependera

de sus propiedades fisicoquimicas.®1°
e Excrecién

La excrecién es la ultima fase por la que pasa un xenobio6tico en el organismo y se

refiere a la eliminacion de una sustancia quimica del cuerpo.
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La excrecidn de un xenobidtico se realiza habitualmente por dos rutas:

La renal: es la via mas comun, los glomérulos que se encuentran en
el rindbn son un sistema complejo dedicado a la filtracién de
compuestos solubilizados en el plasma, y dependiendo de las
propiedades fisicoquimicas de la moléculas, pueden ser excretados
por la orina, como en el caso de las moléculas polares, o ser
reabsorbidas, como las sustancias lipofilicas.

La biliar: ésta es quizd la via més importante en la eliminacion de
sustancias toxicas del cuerpo. En el higado ocurre la bio-
transformacién de las sustancias quimicas extrafias (metabolitos y
conjugados), el higado puede impedir que entren estas sustancias a
circulacion y excretarlas directamente a la bilis, siendo expelidas en
la materia fecal, o ser reabsorbidas si las propiedades fisicoquimicas

favorecen una recirculacion enterohepatica.® °

2.2.3 Modelos de estudios toxicologicos en animales

Los modelos de estudio de toxicidad en animales, son protocolos bien definidos,

disenados para proveer una descripcion de los efectos producidos por un

compuesto, si estos datos son propiamente calificados, llegan a ser aplicables a

modelos humanos.

La exposicion de altas dosis de venenos o toxicos en animales, llega a ser

necesario y es considerado un método valido para poder descubrir sustancias

daninas contra el humano.
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Este tipo de practicas experimentales, deben tener ciertas consideraciones, por
ejemplo, el modelo animal (rata, ratén, conejo, cobayo, etc.), tipo de
administracion, la dosis a emplearse y el nimero de animales usados, para poder
obtener datos estadisticos, que puedan llegar a detectar los posibles efectos de
los compuestos. Hay que tener en cuenta que los estudios de toxicidad no estan
disenados para demostrar que un quimico es seguro para la salud, sino para

encontrar los posibles efectos téxicos que éste pueda generar.%10

2.2.4 Prueba de Toxicidad Aguda

Generalmente es la primera prueba de toxicidad que se le hace a un nuevo
quimico, y se determina con una sola administracion en un organismo, los
objetivos de éste estudio proporcionan un estimado de la toxicidad especifica de la
sustancia, muchas veces es expresado como dosis letal aproximada (LDso),
también provee informacion de los érganos afectados y otras manifestaciones
clinicas de toxicidad, identificar las diferentes especies que son susceptibles, asi
como suministrar informacion para poder disefar y escoger la dosis en un estudio

subcrdnico.®10

2.2.5 Prueba de Toxicidad Subaguda

Esta prueba esta disefiada para obtener informacion de la toxicidad de un quimico
después de haber repetido la dosis, sirviendo para establecer la dosis en el
estudio subcrénico, los protocolos tradicionalmente manejan diferentes dosis de

los quimicos durante 14 dias de exposicion.®10
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2.2.6 Prueba de Toxicidad Cronica

Es un estudio disenado de similar forma a la exposicién subcrénica, la diferencia
radica en que el estudio se prolonga de 6 meses hasta 2 anos, si el estudio lo
requiere, la seleccién de la dosis es critica en éste tipo de estudios ya que se
puede llegar a provocar la muerte prematura del animal con una dosis alta. La
toxicidad cronica puede llegar a incluir caracterizacion carcinogénica del
compuesto. La verdadera finalidad del estudio es encontrar toxicidad progresiva

debido a que la sustancia toxica se acumula dentro del animal.®°

2.2.7 Prueba de Toxicidad Subcroénica

La exposicion subcronica, puede manejar diferentes periodos de tiempo, desde 1
a 3 meses, en esta prueba se trata de identificar y caracterizar los érganos
afectados, asi como determinar los dafios en el organismo por el compuesto,
después de haber recibido dosis repetidas. En éste tipo de pruebas se realizan
evaluaciones hematolégicas (eritrocitos, leucocitos, hematocrito, etc.), clinicos
(perfiles enzimaticos), uriandlisis, etc., esto con el fin de hacer una prediccién en

relacion a la dosis-respuesta en una exposicion crénica.®°

2.3 Trichocereus peruvianus

El consumo vy utilizacion de plantas alucinégenas es debido al hallazgo, de la
capacidad psicotropica que poseian algunas plantas, esto pudo haber sido

accidental.
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En algun momento de cada civilizacion, estas plantas, se incorporaron
voluntariamente a rituales religiosos, chamanismo y curanderismo. En el presente,
el uso de las plantas alucinégenas, ha cambiado por la busqueda de efectos

psicotrépicos entre los usuarios, como una forma de diversién.!-12

Actualmente el problema sobre el uso de drogas provenientes de plantas, ha
aumentado por lo cual la identificacién y estudio sobre los principales compuestos
considerados como drogas muchas veces demuestran que su contenido puede
llegar a ser inocuo por si mismo; sin embargo, el problema surge al desconocer
muchos otros constituyentes. Muchas de estas plantas crecen en nuestro medio,
lo que a menudo las hacen mas accesibles, sin coste econémico y generalmente

su cultivo es permitido.'?13

2.3.1 Informacion taxonomica

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Filo: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden Caryophyllales
Familia Cactaceae
Genero Trichocereus
Especie peruvianus
Nombre , )
Cientifico: Trichocereus peruvianus
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2.3.2 Descripcién

Trichocereus peruvianus es originario de Perl, es conocido popularmente como
“Antorcha peruana”, “San Pedro Macho”, “Huachuma”, “Aguacolla”’, “Cimarrén”,
“Giganton”, “Huando”, etc. y solo superado por el “San Pedro” (T. Pachanoi) es
una de los cactus mas utilizados por el chamanismo debido a sus poderes
“divinos”, generalmente se prepara como una bebida llamada “cimora”, ésta
induce un estado de trance en el que un poderoso espiritu Inca encarna en el
curandero, estas son alucinaciones atribuidas a las propiedades psicoactivas,
debido a los alcaloides contenidos en él. Se ha distribuido alrededor de toda
Ameérica sobre todo en las regiones semiaridas del continente, adquiriendo gran
popularidad como cactus ornamental y de consumo de la mescalina por su facil
acceso, cultivo y venta, se desconoce hasta el momento de su toxicidad debido a

otros componentes que contiene y que no se le han identificado.41516.17

En cuanto a la medicina tradicional, ademas de los rituales chamanicos,
Trichocereus peruvianus, ha sido descrito entre varios autores, que se ha utilizado
popularmente como tratamiento para curar afecciones nerviosas de articulaciones,
drogodependencias, enfermedades cardiacas e hipertension, considerado también

como anestésico local y de propiedades antimicrobianas y antifingicas, etc.6-17:28

T. peruvianus fue detallada botanicamente, por primera vez, por Britton & Rose en
1937, incluida en una larga monografia sobre cactaceas, anteriormente se
consideraba endémica de Peru, pero, su facil desarrollo o han vuelto cosmopolita,
desarrollandose a una altitud de 2000 metros sobre el nivel del mar, crece
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rapidamente a un tamafno de 4 metros y tiene espinas largas, puntiagudas y

duras.'419

La representacion original hecha por Britton & Rose describe a un cactus de
numerosas columnas ascendentes de 15 a 20 cm de diametro, de 6 a 8 costillas
anchas y redondeadas de 2 a 2.5 cm de distancia, con espinas de color marrén,
con crecimiento en la trompa de flores de color blanco en forma de campana y de

aspecto peludo (Figura 1, 2).1819

i
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a
2

Figura 1. Flor de T. peruvianus Figura 2. Cactus de T. peruvianus

Actualmente las investigaciones no han revelado que el cactus sea tdxico, la
indagacion sobre éste se ha centrado sobre todo en la concentracién de mescalina
y compuestos alcaloides con propiedades psicoactivas, por lo que desconoce el
dano al organismo que el consumo de este cactus pueda producir. En este

sentido, diversos autores han referido que las sustancias quimicas perjudiciales
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que pudieran encontrarse en los cactus son principalmente alcaloides, glucésidos,
saponinas, mucilagos, taninos, nitritos y oxalatos. El consumo crénico de estos
compuestos pueden producir una variedad de efectos que van desde afectar el
sistema nervioso central, anoxia tisular, irritacion gastrointestinal, afeccion

hepéatica y renal, coagulacion de proteinas hasta hipocalcemia aguda.?®

Debido a la presencia de tan diversos compuestos, anteriormente mencionados,
en el cactus T. peruvianus se sospecha que pueda producir dafio en el organismo
que lo consuma. Y aunque no se ha demostrado que el uso de alcaloides de
origen natural, causen adiccion fisiolégica, el uso etnocultural y popular, lo han

transformado en una fuente de drogas de abuso.?*:

Los principales alcaloides identificados en la planta son la Tiramina, 3-
Metoxitiramina, la Mescalina, 2-cloromescalina, 3-4-dimetoxifenetilamina, 4-
hidroxi-3-5-dimetoxifenetilamina, en cuanto a la concentracion puede llegar a ser
mas alta que la del cactus San Pedro (Trichocereus pachanoi) y similar al del

Peyote (Lophophora williamsii).?1-25

La mescalina y algunos de sus analogos son los compuestos psicotrépicos mas
importantes ya que se encuentra en una elevada concentraciéon en relacién a los
otros alcaloides, se consideran compuestos naturales y derivados fenetilaminicos,

tienen una variada accién biolégica sobre el organismo.2®
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Los estudios sobre su actividad en el individuo se dividen en:

e Accién farmacolégica

Describe una serie de alteraciones mentales como euforia, aparicion de imagenes
brillantes y coloreadas, ilusiones, alucinaciones, sinestesias, dificultad de la
percepcion del espacio-tiempo, desdoblamiento de la personalidad, trastornos
afectivos, ansiedad, tensién, miedo y panico y sin embargo no hay alteracion de la

conciencia.?428

e Accion vegetativa.

Promueve un incremento en la presion sanguinea, alteracion de la presion
cardiaca, arritmia cardiaca, dilatacion de las pupilas, elevacion de la actividad
motora, de la respiracién, aumento de la necesidad de evacuar, se menciona una
elevacién en la produccién de glébulos blancos, transpiracién inmediata, variacién

en la temperatura corporal, temblores, escalofrios, sudoracion e hipoglucemia.?’

e Farmacocinética

La mescalina, se absorbe facilmente en el tracto gastrointestinal, su vida media
plasmatica es de seis horas y atraviesa la barrera hematoencefélica. Entre el 60 y
90 por ciento de la dosis administrada se elimina sin transformar por la orina y el
resto en forma de metabolitos, destaca el acido trimetoxibenzoico y el acido 3-4-5-
trimetoxifenilacético. EI 90 por ciento de la dosis se elimina dentro de las

veinticuatro horas subsiguientes a la administracion. El efecto alucindgeno se
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consigue con dosis de 500 mg que comienza al cabo de una a dos horas después

de la ingesta y persiste de nueve a doce horas.'3

Los alucinégenos estimulan receptores 5-HT2a, especialmente aquellos que se
expresan en las células piramidales neocorticales. La activacion de estos
receptores, a su vez, produce un incremento en los niveles corticales de
glutamato, presumiblemente a través de una accion mediada por receptores
presinapticos desde aferente talamicos. Aunque se acepta que la activacion de los
receptores 5-HT2a es el factor fisiolégico esencial para expresar los efectos
farmacolégicos agudos que producen los alucinégenos sobre el comportamiento,
es posible que la interaccion con otros receptores en el sistema nervioso central

pueda modular el efecto psicofarmacolégico global.?®

Con la finalidad de comprender el tipo de intoxicaciéon que se inducird usando esta
cactacea en el Ratén CD1, se podra valorar si se presenta dafno en el organismo.
Para poder encontrar una explicacién de los posibles efectos se manejaran
diferentes modelos en relaciébn a la dosis-efecto por medio de un analisis

toxicologico.

2.4 Modelo Animal

El animal de laboratorio de acuerdo a la literatura es aquel organismo usado en la
investigacién cientifica, desarrollo tecnoldgico e innovacion, pruebas de laboratorio
y ensefanza. El trato, cuidado, uso y manejo de animales de laboratorios esta

regulado en nuestro pais por la NOM-062-ZO0-1999.30
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Se han desarrollado y perfeccionado una gran variedad de modelos animales, a fin
de cubrir las exigencias de los investigadores para llevar a cabo los experimentos
cada vez mas sofisticados, entre ellos el ratdbn es el animal mas conocido y
utilizado en la mayor parte de los ensayos biol6gicos, como una agresion,
intoxicacién o infeccion experimental, existen mas de 478 cepas consanguineas

del ratén, cada una con un uso especifico de acuerdo a sus caracteristicas.?%-3°

De acuerdo a la NOM-062-Z00-1999, la administracién de fluidos y sustancias se
debe hacer en base a las practicas clinicas y cientificas aceptadas, sin causar
estrés o dolor en el animal; asi como los métodos utilizados en la eutanasia,
deben disminuir al maximo el dolor y estrés, para ello se deben seleccionar
métodos especificos de cada especie, y este debe ser realizado a criterio del

personal capacitado.3°

2.4.1 Raton CD 1

Las lineas de roedores de laboratorio son el prototipo de lineas genéticas
estandarizadas, debido a que presentan caracteristicas bien definidas entre la

poblaciéon de una especie.

En el caso del raton CD 1, se origind a partir de ratones suizos, dos machos
albinos y siete hembras en una poblacién no consanguinea, en el laboratorio del
Dr. Coulon en Suiza. Estos animales fueron exportados a los Estados Unidos de
Ameérica por la Dra. Clara Lynch del instituto Rockefeller en 1926, desde entonces
ha sido ampliamente utilizado en estudios de toxicologia, carcinogénesis,

evaluaciones reproductivas, etc.?®
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El raton de la cepa CD1, representado en la Figura 3, se caracteriza por ser

blanco (albino), pequeno, de facil manejo y altamente reproductivo.

Figura 3. Ratdn CD1
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad existen diferentes sustancias psicoactivas de origen natural que
representan un serio problema de salud publica, debido a que su uso se ha

popularizado entre la poblacién juvenil.

Las personas que recurren a productos elaborados a partir de cactus como
Trichocereus peruvianus desconocen los posibles dafos y efectos secundarios a

largo plazo que generan a su organismo.

Por otro lado, la poblacién en general, tiene muy arraigado el precepto de que lo
natural no tiene efectos nocivos sobre la salud y no existen leyes especificas

sobre la utilizacion de cactus alucin6genos.

El empleo de Trichocereus peruvianus como objeto de estudio en este proyecto
deriva de la necesidad de conocer los posibles efectos tdxicos ocasionados por

este cactus, en un modelo de ratén.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

e Evaluar la toxicidad en ratones CD1 del extracto obtenido de Trichocereus

peruvianus mediante la utilizacion de un modelo de toxicidad.

4.2 Objetivos especificos

Mediante la extraccién acuosa en un rotavapor, obtener finalmente un

extracto sélido pulverizado de Trichocereus peruvianus.

e Inducir una intoxicacién aguda por medio de la administraciéon de una dosis
Unica en un periodo de 11 dias.

¢ Inducir una intoxicacion subcrénica por medio de la administracion diaria en
un periodo de 30 dias.

e Evaluar el dano cardiaco, esplénico, hepatico y renal mediante diferentes

técnicas de analisis de laboratorio.
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5 HIPOTESIS

Consideramos que al emplear un extracto acuoso de Trichocereus peruvianus en
un modelo de intoxicacidon aguda y uno de intoxicacién subcrénica, inducido en
ratones CD1, encontraremos efectos tdxicos, que podran ser valorados por medio
de indices referentes al peso relativo de los 6rganos y de algunos bio-indicadores

de dafo que se encuentren en suero sanguineo del animal.

6 DISENO DE ESTUDIO

e Tipo de Estudio: experimental, prospectivo y longitudinal.

e Poblacién de estudio: ratones CD1.

e Criterios de inclusion: ratones machos, de entre 35 y 40 gr de peso.

e Criterios de exclusion: ratones hembra, o aquellos ratones que desarrollen
lesiones o infecciones.

e Variables independientes: tratamiento.

e Variable dependiente: alteraciones en 6rganos.
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7 REACTIVOS Y MATERIALES

REACTIVOS

AGAROSA AL 1 %
AGUA DESTILADA

ALCOHOL ETILICO 70%

AZIDA DE SODIO

ETER ETILICO

EXTRACTO DE TRICHOCEREUS
PERUVIANUS

PBS (FOSFATO DE SODIO DIBASICO)
SOLUCION SALINA

SUERO DE CONEJO ANTI-
CERULOPLASMINA DE RATON
SUERO DE RATON CDf

EQUIPO

Bioxon
THEISSIER
J.T. Baker
SIGMA

J.T. Baker

Laboratorio 1 PA UMIEZ

J.T. Baker
PiSA

Laboratorio 1 PA UMIEZ

Laboratorio 1 PA UMIEZ

AGITADOR VORTEX
BANO METABOLICO 45°C
BALANZA ANALITICA

BALANZA GRANATARIA

BASCULA DE DIETA

CENTRIFUGA EPPENDORF
CONGELADOR

EQUIPO DE QUIMICA SANGUINEA
EQUIPO DE BIOMETRIA HEMATICA
ESTUFA

MICROPIPETA 5-40 pG

Scientific Industries

GCA/PRECISION SCIENTIFIC

ae ADAM
OHAUS
TECNO COR
HERMLE

TOR REY

ILab 600

Cell Dyn

SHEL LAB
FINNIPIPETTE
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8 METODOS

8.1 Trichocereus peruvianus

Se recibi6 el cactus de Trichocereus peruvianus de la M. en C. Balbina Vazquez
Benitez de la FES Zaragoza, quien es experta y responsable del Herbario de
plantas xerofilas de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM; la cual

cuenta con la facultad y autoridad para clasificar cactaceas.

8.1.1 Preparacion de la planta

Se corté aproximadamente unos 40 cm de tallo de cactus (7. peruvianus) y de
este se extrajo las espina, con mucho cuidado de no danarlo, para posteriormente
cortarlo en rodajas y se tritur6 en un procesador de alimentos hasta obtener una

mezcla homogénea en agua destilada.

8.1.2 Extraccion en agua destilada

Se colocéd la mezcla homogénea del cactus en un recipiente de 2 L con tapa
durante 24 h para después dejarlo reposar evitando la exposicién a la luz y

posteriormente ser filtrado por gravedad y a vacio.

8.1.3 Concentrado del extracto

Una vez filtrado el extracto acuoso del cactus peruano, se eliminé el disolvente a
vacio en un rotavapor, obteniendo un compuesto de consistencia cremosa con el
minimo de humedad, y se procedié a secar y luego pulverizar. Una vez hecho esto

se conservo en refrigeracion.
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8.2 Manejo de animales experimentales

Se estudidé dos grupos de ratones machos (estudio agudo y crénico) de 10 a 15

semanas de edad, de la cepa CD1, mantenidos en condiciones de bioterio durante

los ensayos, con controles de ciclos de luz/oscuridad, con cambios cada tercer dia

de viruta de madera y con facil acceso al agua y alimento las 24 h.3°

El manejo, cuidado y tratamiento de los animales durante el proceso experimental

se llevé a cabo de acuerdo con la guia para el cuidado y uso de animales, de la

Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0-1999).3°

Modelo de toxicidad agudo

. Se administré por sonda gastrica una dosis unica (100 mg/kg) del extracto

acuoso de Trichocerus peruvianus a un grupo de diez ratones CD1.

Se observo a los ratones diariamente, durante un periodo de 11 dias, para
identificar algun efecto toxico.

Después de los 11 dias se sacrifico a los animales por medio de un corte
en el plexo axilar (previamente anestesiados con éter).

Se colectd la sangre en tubos Eppendorf y se centrifugaron las muestras
para separar el suero, para evaluar bio-marcadores de los &rgano
analizados.

Se extrajeron los érganos (Higado, corazén, bazo y rifiones) y se pesé cada

uno de ellos para obtener la relacion de peso 6rgano/raton.
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Por medio del programa SPSS ver. 20 se realiz6 un andlisis estadistico t-
Student para identificar diferencias significativas entre las medias de los
indices.

Dependiendo de los 6rganos alterados se realizaron los siguientes analisis:

- En bazo se determinaron parametros hematoldgicos (en los animales
de intoxicacion subcrénica),

- Enrifones se determinaron niveles de urea, creatinina y el BUN.

- Y se realiz6 un examen de Ceruloplasmina para medir el grado de dano

crénico en los 6rganos.

Grupo Control

Se administré por sonda gastrica una dosis Unica de 0.2 mL de solucion
salina isoténica a 10 ratones CD1 y realizar el mismo procedimiento que el

grupo tratado.

Modelo de toxicidad subcronico

Se administr6 por sonda gastrica una dosis de 50 mg/kg del extracto
acuoso de Trichocereus peruvianus a un grupo de 15 ratones CD1 durante
30 dias, calculandose la dosis cada tercer dia en base a la variacién peso

de cada uno de ellos.
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Se observo a los ratones diariamente para identificar algun efecto téxico.
Después de los 30 dias se sacrificaron los animales por medio de un corte
en el plexo axilar (previamente anestesiados con éter).

Se recolectaron dos muestras de sangre de cada uno de los ratones, una
de ellas con EDTA al 1% para realizar una biometria hematica y la otra para
separar suero Yy realizar perfiles del érgano blanco, asi como la
determinacién de ceruloplasmina.

Se extrajeron los érganos (Higado, corazén, bazo y rifnones) y se pesé cada
uno de ellos para obtener la relacion de peso 6rgano/raton.

Por medio del programa SPSS ver. 20 se realiz6 un andlisis estadistico t-
Student para muestras independientes identificando (p < 0.005) entre las

medias de los resultados obtenidos.

Grupo Control

Se administré por sonda gastrica una dosis diaria por 30 dias de 0.2 mL de

solucion salina isotonica a 15 ratones CD1 y se le realizd el mismo

procedimiento que el grupo tratado.
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8.3 Técnicas de laboratorio

e indices referentes al peso relativo de cada 6rgano

- Se pesé a los ratones antes de ser sacrificados.

- Después de sacrificar los animales, se extrajo los 6rganos (bazo,
corazén, higado y rifén).

- Se pesaron los 6rganos.

- Y se realiz6 el siguiente calculo:

eso del 6rgano
b g X 100

peso del raton

e Determinacion Enzimatica

Estas determinaciones se realizaron mediante un equipo automatizado ILab 600,

que determiné Urea, Creatinina y BUN.
e Biometria Hematica

Para el anélisis hematolégico, se anadio a las muestras sanguineas de los ratones
EDTA al 1% en una concentraciéon 1 en 100, para evitar la coagulacién y poder

analizarlo en un Cell Dyn que obtuvo una biometria hemética completa.
e Cuantificacion de ceruloplasmina

Es una inmunoprecipitacion en agarosa entre la ceruloplasmina (antigeno del
ratéon) y su anticuerpo homélogo (anti-ceruloplasmina obtenida en el suero de

conejo).
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El antigeno se difunde radialmente en la mezcla gel y su concentracién se
relaciona directamente con la medida del didmetro del anillo de precipitacion, el

valor obtenido se interpola en una curva estandar

- Se pes6 0.2 g de agarosa, afadir 20 mL de PBS, para obtener una solucion
al 1% y fundirla en el horno de microondas durante 15 segundos.

- Se colocd en un bafio metabdlico, a 45°C, 5 tubos de ensayo, y se agregoé 2
mL de agarosa al 1%.

- Se agreg6é a los tubos 150 pL de anti-ceruloplasmina y se agité en el
Vortex, posteriormente se vacié en una placa circular hasta solidificar,
posteriormente se perforaron cuatro pocillos con un sacabocado en los
puntos cardinales.

- Se colocd en cada pozo 5 pL del suero problema y se dej6é reposar a
temperatura ambiente 30 minutos, luego se guardé en refrigeracion.

- Leer las placas a las 48 horas.

¢ Diseino estadistico

El estudio estadistico de los datos obtenidos se llevé a cabo con el programa
SPSS V.20 mediante un andlisis t-Student para muestras independientes
utiizando una comparacion de las medias con una p < 0.05, en donde se

observaron las diferencias significativas entre ambos grupos (testigos y tratados).
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9 RESULTADOS

9.1 Extracto

A partir de una cantidad de 208.2 gr del cactus de Trichocereus peruvianus se
obtuvo un extracto sélido en polvo que peso6 7.76 gr, determinando finalmente que

el rendimiento de extraccion fue de 3.7 %.

9.2 Observacion toxicoldgica

En el uso de tratamientos con sustancias alucindgenas se ha observado siempre
una conducta errante de una variedad amplia de caracteristicas como
somnolencia, mareo, cansancio, miedo, agitacion o hiperactividad. Ante tales
eventos, se identificaron los sintomas que presentaban los animales en el

tratamiento durante las dosis.

Grupo testigo: Estos ratones solo se les administro una dosis de 0.2 mL de
solucién salina, por lo tanto fueron apreciados como ratones con comportamiento

normal o de referencia.

Grupo tratado: Estos ratones fueron intoxicados con una dosis de 100 mg/kg (test
agudo) y multiples dosis de 50 mg/kg (test subcrénico), en los cuales se
identificaron sintomas como miedo, agrupaciéon y cansancio. Estos sintomas
fueron desapareciendo gradualmente durante el transcurso de 30 dias, indicando

una tolerancia progresiva a los efectos del extracto cactaceo.
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9.3 Tratamiento Agudo

9.3.1 Analisis estadistico de t-Student para muestras independientes

Después de obtener los indices de cada 6rgano, en los ratones de la prueba de
toxicidad aguda, se les realizo un andlisis estadistico con el programa estadistico
SPSS v20.0 para comparar las medias de los grupos testigo y tratados, en donde

se encontraron diferencias significativa (0.013; 0.013 < 0.05).

, Error Sig.
Indice Tratamiento N Media . .
Tipico Bilateral
) Testigo 10 5.844 0.168
Hepatico 0.269
Tratado 10 6.131 0.187
o Testigo 10 0.381 0.031
Esplénico 0.013
Tratado 10 0.515 0.037
Testigo 10 1.421 0.046
Renal 0.013
Tratado 10 1.616 0.053
] Testigo 10 0.470 0.023
Cardiaco 0.159
Tratado 10 0.519 0.024

Tabla 1. Comparacion de las medias con respecto al indice de cada drgano analizado
mediante t-Student para muestras independientes con una confianza del 95%.
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9.3.2 Graficos de las medias significativas (p < 0.05) para el tratamiento

agudo

Usando el programa Sigma Plot 12.0 para Windows se obtuvieron las siguientes

0.6

0.5

0.4

0.3

indice esplénico

0.2

0.1

p=0.013

0.0

graficas:

Testigo

Grupos

Trichocereus peruvianus

Gréfico 1. Los valores representan las medias del indice esplénico en ambos grupos de
ratones contrastados con su error tipico teniendo para el grupo testigo 0.3813£0.0309 y
para el grupo tratado con el extracto de cactus 0.5146+0.0370.
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Gréfico 2. Los valores representan las medias del indice renal en ambos grupos de
ratones contrastados con su error tipico teniendo para el grupo testigo 1.421+0.0465 y
para el grupo tratado con el extracto de planta 1.61620.0529.
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9.3.3 Ceruloplasmina

La determinacién de la enzima de ceruloplasmina se indica en la siguiente Tabla,
las medias son el promedio de la reaccion antigeno-anticuerpo en una difusion
radial, los halos fueron medidos en milimetros de diametro y con base al valor de

significancia analizado no se obtuvo diferencias entre los grupos (0.369 > 0.005).

] Media Error Sig.
Prueba Tratamiento N o ]
Tipico (bilateral)
] Testigo 10 10.5 0.211
Ceruloplasmina 0.369
Tratado 10 10.75 0.171

Tabla 2. Comparacion de las medias con respecto al diametro obtenido en la prueba de
ceruloplasmina mediante un andlisis estadistico de t-Student para muestras
independientes con una confianza del 95%
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9.4 Tratamiento Subcronico

9.4.1 Peso absoluto ganado durante el tratamiento

15

10

Peso Absoluto

-10

15 A

-20 T T
Testigo Tratado

Grupos

Grafico 3. Comparacion del peso absoluto en ambos grupos de ratones, obtenidos a lo
largo del tratamiento subcrénico que tuvo una duracion de 30 dias, en el cual muestra que
el grupo testigo gano un peso neto de 13 gr, mientras que el grupo tratado con el extracto

perdié 18 gr.
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9.4.2 Analisis estadistico de t-Student para muestras independientes

Se obtuvo los indices de cada 6rgano, en los ratones en el test de toxicidad
subcronica, de estos se les realizo un andlisis estadistico con el programa
estadistico SPSS v20.0 para comparar las medias de los grupos testigo y tratados,
y con base al valor de significancia evaluado si se encontrdé diferencias

significativas (0.044; 0.002; 0.017 < 0.05).

] ] Error Sig.
Indice Tratamiento N Media o ]
Tipico Bilateral
) Testigo 13 5.532 0.114
Hepatico 0.336
Tratado 15 5.385 0.098
] Testigo 13 0.334 0.016
Esplénico 0.044
Tratado 15 0.393 0.022
Testigo 13 1.310 0.030
Renal 0.002
Tratado 15 1.424 0.018
Testigo 13 0.419 0.015
Cardiaco 0.017
Tratado 15 0.463 0.010

Tabla 3. Comparacion de las medias con respecto al indice de cada drgano analizado
mediante T-Student para muestras independientes con una confianza del 95% (p < 0.05).
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9.4.3 Graficos de las medias significativas (p < 0.05) para el tratamiento

subcronico

Usando el programa Sigma Plot 12.0 para Windows se obtuvo las siguientes

graficas:

0.5

- 0.044
0.4 - P

0.3 A

0.2

Indice Esplénico

Ve

0.1

0.0 T
Testigo Trichocereus peruvianus

Grupos

Gréfico 4. Los valores muestran una comparacion entre las medias del Indice esplénico
en ambos grupos contrastados junto con su error tipico teniendo para el grupo testigo
0.3345+0.016 y para el grupo tratado con el extracto de cactus 0.393+0.022.
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Gréfico 5. Los valores muestran una comparacién entre las medias del indice renal en
ambos grupos contrastados junto con su error tipico teniendo para el grupo testigo
1.31040.030 y para el grupo tratado con el extracto de planta 1.424+0.018.
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Gréfico 6. Los valores muestran una comparacion entre las medias del Indice cardiaco en
ambos grupos contrastados junto con su error tipico teniendo para el grupo testigo
0.4189+0.0148 y para el grupo tratado con el extracto de planta 0.4634+0.0099.
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9.4.4 Ceruloplasmina

Los datos incluidos en la siguiente Tabla contrastan las medias que equivalen al
diametro correspondiente a la reacciéon de inmunodifusion radial, evaluada en los
grupos de ratones CD1, administrados bajo el tratamiento subcrénico, en la cual el

valor de significancia no fue significativa (0.601 > 0.05).

. ] Error Sig.
Prueba Tratamiento N Media o )
Tipico (bilateral)
. Testigo 13 10.385  0.101
Ceruloplasmina 0.601
Tratado 15 10.267  0.729

Tabla 4. Comparacion de medias con respecto al diametro obtenido en la prueba de
ceruloplasmina mediante un andlisis estadistico de t-Student para muestras
independientes con una confianza del 95% (p < 0.05).

9.4.5 Creatinina, Urea y BUN

Las enzimas creatinina y urea, asi como la prueba de nitrégeno ureico en sangre
(BUN) son utilizadas en conjunto para contrastar la funcién renal de los ratones
testigos frente a los ratones tratados, a partir de sus muestras sanguineas
obtenidas en el tratamiento subcrénico, detallado en el siguiente analisis
estadistico. Con base al valor calculado de significancia no se encontré alguna

diferencia entre los grupos analizados (p > 0.05).
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Media Error Sig.
Prueba Tratamiento N o .
mg/dL  Tipico (bilateral)
Testigo 13 0.415 0.032
Creatinina 0.381
Tratado 14 0.471 0.53
Testigo 13 22.615 0.538
Urea 0.842
Tratado 15 22.429 0.739
Testigo 13 48.154 1.148
BUN 0.409
Tratado 14 44.873 3.495

Tabla 5. Comparacion de medias con respecto a la concentracion obtenida en las pruebas
de creatinina, urea y BUN, mediante un analisis estadistico de t-Student para muestras

independientes con una confianza del 95% (p < 0.05).

9.4.6 Biometria Hematica

La siguiente Tabla muestra los datos obtenidos a partir de las muestras

sanguineas, para contrastar los grupos testigo y tratado con la finalidad de

determinar si existen diferencias significativas (p < 0.05) en los siguientes

parametros hematicos.

] Media . Error Sig.
Prueba Tratamiento N Unidades o ]
Tipico (bilateral)

Testigo 13 3.134 0.349

Leucocitos x10%/ uL 0.561
Tratado 15  2.881 0.262
o Testigo 13  0.184 0.061

Neutrofilos %Leucos 0.607
Tratado 15  0.231 0.068
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Testigo 13 74.854 5.593
Linfocitos %Leucos 0.685
Tratado 15 77.433 3.310
Testigo 13  7.623 2.430
Monocitos %Leucos 0.547
Tratado 15 5.945 1.466
Testigo 13 0.232 0.073
Eosinofilos %Leucos 0.710
Tratado 15 0.305 0.168
Testigo 13 17.238 3.472
Basofilos %Leucos 0.790
Tratado 15 16.133 2.365
] ] Testigo 13  7.855 0.068
Eritrocitos x108 / uL 0.917
Tratado 15  7.841 0.109
Testigo 13 13.354 0.193
Hemoglobina g/dL 0.346
Tratado 15 13.620 0.196
Testigo 13 40.892 0.566
Hematocrito % VIV 0.407
Tratado 15 41.587 0.589
Testigo 13  51.162 . 0.368
VCM fL / Eri 0.705
Tratado 15 50.920 0.493
Testigo 13 17.380 . 0.117
HCM pg / Eri 0.049
Tratado 15 17.023 0.127
Testigo 13 32.615 0.075
CHCM g/dL 0.134
Tratado 15 32.760 0.059
Testigo 13 18.708 0.220
RDW % 0.834
Tratado 15 18.627 0.301
Testigo 13 606.923 35.615
Plaquetas x10% / uL 0.435
Tratado 15 572.26 26.565

Tabla 6. Comparacion de medias con respecto a los datos obtenidos en la Biometria
Hematica mediante un analisis estadistico de t-Student para muestras independientes
con una confianza del 95% (p < 0.05).
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9.4.7 Grafico de las medias significativa (p < 0.05) para el tratamiento

subcroénico en de la prueba de HCM
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HCM: Hemoglobina corpuscular media.

Gréfico 7. Los valores representan las medias del hemoglobina corpuscular media (HCM)
contrastando ambos grupos de ratones junto con su error tipico, teniendo para el grupo
testigo 17.380+0.117 y para el grupo tratado con el extracto de cactus 17.023%0.127.
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10 DISCUSION DE RESULTADOS

Actualmente la forma de uso del cactus, como droga de abuso, como ya se habia
explicado es una infusion, de tal manera que se decidi6é preparar un polvo a partir

de una extraccién acuosa de la cactacea en el laboratorio.

El estudio de farmacognosia que se realiz6 a la planta de tipo cactacea,
Trichocereus peruvianus, tuvo como interés especifico evaluar los efectos tdxicos
qgue generd en el raton CD1, inducido en la administracion oral por sonda gastrica

y se evaluaron los dos tipos de tratamientos: agudo y subcrénico.

La dosis de 100 mg/kg de extracto, administrada en el tratamiento agudo, no
produjo la muerte de ningun ratén tratado, por lo que se sugiere que la DL50 esta

muy por encima de esta dosis.

Un indicador importante en la determinacion de la toxicidad de cualquier sustancia
lo constituye la determinacion de manifestaciones clinicas, ya que es posible
determinar dafnos asociados a lesiones en sistemas de 6rganos, que traen por

resultado alteraciones en sus funciones.3!

En este sentido en el modelo agudo no se observaron signos de dafio como lo son
baja de peso, salivacion, convulsiones o ataxia, sin embargo si se observaron
cambios de conducta reversibles como miedo, agrupacién y cansancio, efectos
que se perdieron en un lapso de 30 minutos, tiempo en el cual se comportaron
como los ratones testigos, este cuadro clinico se explica como el producto a la
exposicién con el extracto del cactus con propiedades psicotrépicas. Mientras en
el modelo de intoxicacion subcrdnica si se mostrdé un cambio en el peso absoluto
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durante el tratamiento diario de 30 dias (Grafico 3), el cual puede sugerir una
alteracion en el apetito 0 en la absorcién de nutrientes en los ratones tratados y
que por ende perdieron peso en este tiempo. Los efectos observados en su
comportamiento mostraron una tolerancia gradual al tratamiento, al final del
tratamiento los ratones parecieron no ser afectados y se comportaron como los

ratones testigos al ser administrados.®?

Se plantea que una sustancia téxica produce alteraciones fisiolégicas que se
manifiestan en modificaciones en el cuadro clinico general, y estas dependen de la
severidad, asi como de los sistemas de 6rganos involucrados, duraciéon de la
exposicion, cantidad total de la sustancia dosificada, edad, etc.®'. Para poder
evaluar alteraciones fisiologicas se realizd un andlisis estadistico, este se hizo por
medio del peso relativo del 6rgano en relacion al peso corporal del ratén, llamado

indice, en el que se busco diferencias significativas.

En el tratamiento agudo mostré diferencias significativas de acuerdo a los pesos
relativos del bazo (p = 0.013) y del riién (p = 0.13) de los ratones tratados (Tabla
1), mientras en el tratamiento subcrénico, por medio del mismo parametro se
sugiere que hubo dano fisiolégico en el bazo (p = 0.044), rinén (p = 0.002) y
corazén (p = 0.017) (Tabla 3), estas alteraciones mostraron el crecimiento de los
organos, con respecto a los ratones testigos. Teniendo en cuenta los anteriores
resultados tanto en el ensayo agudo como el subcrénico se observé que a una
dosis alta y a una dosis repetida respectivamente el extracto causé el aumento de
tamano en el bazo, rindn e higado, debido a uno o mas componentes en el

extracto que intervienen en las funciones que desempenan estos 6rganos.
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Para poder comprobar esta alteracibn se evalu6 en suero ceruloplasmina,
marcador que aumenta en estados de inflamatorios tanto agudos como crénicos,
en ambos tratamientos no hubo una diferencia significativa (Tablas 2, 4), y aunque
estos valores contrastan con los obtenidos a partir de los indices organicos, se
considera que el analisis de la enzima no es un marcador definitivo de la
inflamacion para determinar las alteraciones fisiologicas encontrados en los

ratones tratados.

La determinacién quimica de urea, BUN y creatinina, realizada al suero de los
ratones, evaluan la correcta funcion del rifidn, estos valores revelaron que al ser
contrastadas con los ratones testigos, no se encontr6 diferencias significativas (p >
0.05) (Tabla 5), sugiriendo que el extracto de planta no estaria induciendo alguna

disfuncién renal en el tiempo y dosis indicada para el tratamiento subcrénico.

El analisis de los parametros de la sangre constituye una evaluacion de riesgo
relevante, algin cambio en el sistema hematolégico tiene un elevado poder
predictivo para la toxicidad humana, cuando los datos son extrapolados desde los
estudios en animales. El analisis estadistico no encontrd diferencias significativas
en casi todos los parametros (Tabla 6) tras la administracion oral del extracto de
T. peruvianus, solo en el caso de la prueba heméatica de Hemoglobina Corpuscular
Media (HCM) (Gréfico 7) se demostrd una disminucion de la concentracién de
hemoglobina por cada hematie con una (p = 0.049), explicado por una disminucién
en la absorcion de hierro a nivel digestivo, dado el tipo de tratamiento por sonda

géstrica. 3233
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11 CONCLUSIONES

Se observé una disminucién de peso en los animales tratados en la prueba aguda
y cambios de conducta en los ratones (somnolencia, temor y sedacién), durante su
dosificacion en ambos tratamientos (agudo y subcrénico), que fueron
gradualmente desapareciendo debido a la tolerancia que desarrollaron los ratones

en el tratamiento subcrénico.

Las pruebas preliminares indican que en el ensayo de toxicidad agudo, con dosis
unica de 100 mg/kg, en los ratones tratados, gener6 un crecimiento en el bazo y
riidén. Mientras en el ensayo de toxicidad subcrénico, con dosis diaria de 50

mg/kg, se observo la misma alteracién, ademas de una cardiomegalia.

Al analizar los resultados de las muestras séricas de ceruloplasmina, urea, BUN y
creatinina no mostraron alteraciones comparadas con los testigos negativos, pero
en la biometria hematica se observé que la hemoglobina corpuscular media, en los
ratones tratados con el extracto, disminuyé debido a una anemia ferropénica

durante el tratamiento subcronico.

Ante estos resultados, los datos pueden sugerir que la administracién oral del
extracto acuoso de Trichocereus peruvianus posee alguna sustancia de dafno
toxico, como lo muestran las alteraciones en algunos érganos, sin embargo alguno
de los parametros evaluados no sufrieron alteracién, por lo que no se concluye el

nivel de dano téxico en el organismo del ratén CD1.
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12 PROPUESTAS Y/O RECOMENDACIONES

El presente trabajo trata sobre la evaluacion toxicolégica, parte de un estudio de
farmacognosia, que consideramos son los primeros pasos de una investigacion
del extracto del cactus Trichocereus peruvianus, por lo que se proponen las

siguientes propuestas y/o recomendaciones:

e Realizar determinaciones que evaliuen un perfil del bazo (lipasa, amilasa,
tripsina), corazén (creatinina fosfocinasa), rindn (Fosfatasa alcalina, acida)

lo que indique un estudio mas profundo por medio de estos bio-marcadores.

e Determinar actividades metabdlicas de glucosa, proteinas y grasas.

e Realizar un estudio fitoquimico del extracto acuoso preparado a partir del

cactus en el laboratorio.
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ANEXOS

l.- Resultados NO significativos (p > 0.05) del ensayo agudo

7
p = 0.269
6 1 T i
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° Error
o .
g | Grupos Media tipico
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T Testigo 5.844 | 0.168
8 34
'E .
= T. peruvianus | 6.131 | 0.187
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Testigo Trichocereus peruvianus
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Gréfico 8. Prueba t-Student para indice hepatico no significativo en el tratamiento agudo
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Gréfico 9. Prueba t-Student para indice cardiaco no significativo en el tratamiento agudo
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Gréfico 10. Prueba t-Student para la prueba inmunoldgica de ceruloplasmina no
significativo en el tratamiento agudo

Il. Resultados NO significativos (p > 0.05) del ensayo subcronico

p = 0.601
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Gréafico 11. Prueba t-Student para indice hepatico no significativo en el tratamiento

subcronico.
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p = 0.336
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Gréafico 12. Prueba t-Student para la prueba inmunoldgica de ceruloplasmina no
significativo en el tratamiento subcronico
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Gréfico 13. Prueba t-Student para el conteo de Leucocitos no significativo en el
tratamiento subcronico
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Testigo Trichocereus peruvanus

Grupos

100
80 - T p=0.685
_‘é 60 1
R w0
20 1
0 T
Testigo Trichocereus peruvianus
Grupos
Gréfico 15
25
204 I p=0.790
§ 15 4
3
R 10
5
0 T
Testigo Trichocereus peruvianus
Grupos
Grafico 17
Testigo T. peruvianus
. Error . Error
Media tipico Media tipico
Neutréfilos 0.184 0.061 0.231 0.068
Linfocitos 74.854 5.593 77.433 | 3.310
Monocitos 7.623 2.430 5.945 1.466
Eosindfilos 0.232 0.073 0.305 0.168
Basdfilos 17.238 3.472 16.133 | 2.365

Pagina | 66




#Eritrocitos x 1076 / L

p=0.917

Eritrocitos
4
Grupos Media I,Er_ror
tipico
2 1 Testigo 7.855 0.068
. T. peruvianus | 7.841 0.109
Testigo Trichocereus peruvianus
Grupos
Gréafico 19. Prueba t-Student para el conteo de Eritrocitos no significativo en el
tratamiento subcrénico
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Gréfico 20. Prueba t-Student para la determinacion de Hemoglobina no significativo en el

tratamiento subcrénico
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Gréfico 21. Prueba t-Student para la determinacion de Hematocrito no significativo en el
tratamiento subcronico
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Gréfico 22. Prueba t-Student para la determinacion de VCM no significativo en el
tratamiento subcronico
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Grafico 23. Prueba t-Student para la determinacion de CHCM no significativo en el

tratamiento subcrénico
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Gréfico 24. Prueba t-Student para la determinacion del RDW no significativo en el

tratamiento subcrénico
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Gréfico 25. Prueba t-Student para la determinacion de CHCM no significativo en el
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Perfil Renal
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Gréfico 26. Prueba t-Student para el perfil renal de creatinica, urea y BUN no significativo
en el tratamiento subcronico
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