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I NTRODUCCION



Amaranthus retroflexus, conocido comunmen-
te como quelite rojo, dquelite del ¢erde, hierba del cer-
do, etc., es la planta scbre la cual basamos el presente

estudio (1).

De antabo se tiene conocimiento que cier-
tos vegetales causan daflos, a veces con desenlaces fata-
les, al ganado, a los animales domésticos, a lag aves y

en muchas ocasiones al hombre mismo.

Es comtin atribuir todos los padecimientos
de los animales a enfermedades, por ejemploﬁ cuando hay -
hemorragias internas, con padecimientos que reconocida-—-
mente tienen este cuadro; fendmenps nerviosos se atribu-
yen a virus o pardsitos; cuando en realidad pudiera tra-

tarse de una intoxicacion causada por plantas venenosas,

Plantas Téxicas.- (2) Son aquellas que con

tienen o producen bajo condiciones naturales, substan- -
cias venencsas o fisioldgicamente activas, en suficiente
cantidad para causar efectos dafiinos a los animales e in

cluse al hombre. La naturaleza venenosa de una planta—-
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puede ser debida a la presencia de una o més clases de -
substancias: |

a).- Substancias que de por si son téxicas
al animal, ejemplo los alcaloides {Lobelia berlandieri -

"ojo de vibora")

b) .~ Substancias que scn inofensivas pero
que pueden descomponerse antes o después que se han inge
rido, en productos téxicos, ejemplo algunos glucdsides -
no téxicos que se wmidrolizan formando Acido cianhidrico,

altamente téxico. (Cenchrus pauciflorys "cadillo").

¢) .~ Substancias producidas por la accidn
de microorganismos en las plantas o sus productos, €jem
plo ciertos hohgos due se desarrollan en henos vy ensila-

jes, formando productos de descomposicidén tdéxica.

d) - Substancias absorbidas directamente -
del suelo y que se acumulan en los tejidos de ciertas —-
plantas en cantidades téxicas, (Selenio en ciertas espe-
cies de Astragalus; Nitrato de Potasio en Amaranthus re-

troflexus).

Condiciones de Toxicidad del Amaranthus re
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troflexus. (2) Debido a la seme janza que hay eatre queli

tes no dakinos y el Amaranthus retroflexus existen confu

siones que resultan fatales al ingerirlo el ganado, cer

dos etc.

Esta planta cuando crece en suelos duros,
fertilizados o en tiempo de sequia, almacena altas con--
centraciones de nitraﬁos ern1 las células de sus tejidos,
La cualidad téxica de esta vegetacidn se supone que no =
es debida directamente al nitrato de potasio, sinoc que

cuando el ién nitrato es ingerido, este es reducido por

las bacterias a nitriteo, 2l cual =i es téxico. Cuando

e

los nitritos entran a la sangre el pigmento rojo o hemo-

globina, cambia a un pigmento més oscuto, la metahemoglo

bina, la cual no es capaz de transportar el oxfigenc a .
los tejidos del cuerpo. Esta falta de oxigeno puede cau-
sar la muerte al animal. La reduccidén completa de 2.6 g,
de KNOS'por kg. de la planta a nitrito, en un cerdo de -

30kg. de peso, causd metahemoglobinemia fatal (3),

Los animales que ingieren esta planta pre-

sentan los siguientes sintomas: Depresidén, vomitos, puls
rédpido y débil, movimientos espasmédicos, hipetermia, me

teorismo y por Qltimo paro respiratorio (4). Como algu~-
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nos de los sintomas producidos~se semgjan_a los provoca-
dos por las plantas cianogenéficas se-sugirié equivocada
mente que el Acido cianhidrico era el téxico principal -
(2).

Todas las amarantéceas contienen un pigmen
to rojo no téxico, llamado Amaranto, el cual es usado co
mo indicador en la titulacidén de cloramina T y como sus-
tituto del Bordeaux B en alimentos. Este colorante es em

pleado también en coloraciones de cierto tipo de lanas,

nylons, sedas, etc. (5).

AMARANTHUS RETROFLEXUS.-

Hierba anual, con tallos erectos y firmes

que pueden alcanzar hasta unos dos metros de altura, U~
sualmente velludos, con ramificaciones erectas 0 asCen-—-
dentes; rafz rojiza o rosicea; hojas ovales u oblongo-o-
valadas de tres o diez centimetros de largo, los pecio--
los son de uno a siete centimetros de largo; la inflores
wencia es en densas espigas laterales de uno a cincoe cen
timetros de largo, bracteas ovalares de siete a ocho mi-

limetros; cAdliz dos veces més largos que los sépalos, --

los cuales son en numerc de cihnco y a menudo puntiagudos;
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estambres en numero de cincoj; el fruto es una utricula -
abierta, semillas en forma de lente de color negro, lus-

trosas, de 0.9 a 1.3 milimetros (6). Fig. # 1

CLASIFICACION BOTANICA Segin Engler: (7)

REINO VEGETAL

DIVISION EMBRIOPHYTA SIPHONOGAMA qb

SUB-DIVISION ANGIOSPERMAE

CLASE DICOTYLEDONEAE
ORDEN CENTRO SPERMAE
FAMILIA AMARANTHACEAE
GENERO AMARANTHUS
ESPECIE RETROFLEXUS »LY

Fige # 1 Parte de la Planta (x 1/3) y semillas {(x 9)
del Amaranthus Retroflexus.



B.- RESUMEN
&

En el presente estudio, se efectuaron ex——
tracclones con diversos solventes, de las hojas y tallos,
espigas y semillas, (todas secas y molidas) del "Amaran-
thus retroflexus "L". Se hicieron pruebas para ver cual
de los extractos mostraba toxicidad. Encontradc éste, se
le hicieron estudios quimicos, encontréndose una saponi-

na y cristales de nitrato de potasio.

En el estudio Farmacolégico del principio
activo, se trabajé con dosis letales para observaf la --
sintomatologla, comparédndose con substancias de accién -
posiblemente similar; se dosificéd metahemoglobina y se g
fectuarcn estudics electrocardiogréficos en ratas blan--
cas, utilizadas como animales de experimentacién; ademés,
a manera de comprobacién de los resultados, se efectud un
estudio en el que se registraron; presidn arterial, movi

mientos respiratorios y electrocardiograma en cone jos,

El estudio Anatomo-Patolédgico, se concretéd
a observar las alteraciones producidas en los diferentes

brganos de los animales de experimentacién {ratas blan--

cas).



MATERTIA AL ¥ METODO S



7
Para llevar a cabo nuestro estudio se dividid el trabajo

en secciones:

A) .- Estudio Botémico
B).~ Estudio Quimico
C).- Estudic Farmacolégico

D).~ Estudio Anatomo-~Patolégico

A) .- ESTUDIO BOTANICO ~

Primeramente fué necegario identificar y =
clasificar la planta; la que fu€ recclectada en! Allende,
N. L., Presa "La Boca!" en Villa de Santiago, N.L., ¥ al-
rededores de esta ciudad. Se escogieron las partes impor
tantes para nﬁestro trabaje! talle y hojas por una parte
y espigas vy semillas por otra; las cuales Ffueron separa-
das y puestas a secar, procediéndose despuésg a molerlas;

y de esta manera dejando listo nuestro material para ini

ciar las extracciones,

B) e~ ESTUDIO QUIMICO

10.~ Extraccién. La técnica empleada fué -

+ La identificacidn y clasificacién de la planta estuvo
a cargo del Bidlogo Sr.Profr.Humberto Sanchez Vega, a

quien agradecemos su valiosa cooperacidn.
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la maceracién, la cual consistid en colocar una cantidad
pesada, de las partes de la planta antes mencionadas, en
ul vaso de precipitados de 1,000 c.c., se adicioné el --
éolvente en proporcidn adecuada (200—250 C.C. cada adi--
cién), se cubrid el recipiente con un vidrio de reloj vy
una cubierta de hule ¢on el fin de evitar la evaporacidn
del solvente; se fil;ré en un embudo de filtracidn réapi-
da, se repitieron las adiciones y las filtraciones hasta
que la @ltima porcidén delrsolvente adicionado saliera in
colora. Se destild en un aparato de destilacién simple -~
(QUICKFIT) a bafio mMarfa para separar cada uno de los sol
ventes empleados utilizlndose éstos en posteriores exe -
tracciones. Este procesc se repitid las veces necesarias
hasta obtener la canti&ad de extracto deseado.

SOLVENTES EMPﬂEAﬁOS Y PORCENTAJES DE EXTRACTO OBTENIDOS

AL UTILIZAR MUESTRAS DE 100g. DE LAS DIFERENTES PARTES -
DE "AMARANTHUS RETROFLEXUS",

lorma Solvente T.,Ebullicién®C Rendimiento % Presentacidn

ol

H oy 1 E.P, 27 (20~40°C) 4.15 Aceite amari-
- ’ 1llo oscurc.
Hy T ETOH Vi (25-35°¢C) 17 .9 Poiyo amarillo
. cafe. '
Hy T Metanol 7 (64°C) 13.75 Liquido café

algunos ¢ris—
tales blancos
transparentes




Yy S E.P. (20-40°C)

y S ETOH (25-35°C)

Ey 8 Metanol ({64°C)

Ohservaciones:

Hy T «~ Hojas y tallo

et
!
')
1

E.P. -~ Eter de Petréleoc

ETOH ~ Eter Etilico

Espigas v semillas

€5

12.8

1045
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Aceite amarilloe
claro.

Grasa verde os-
CUTO .

Sustancia semi-
fluida café a--
bundantes cris-
tales transpa--
rentes blancos.

Después de probar en forma preliminar por

el método que posteriormente mencionaremos (Pag.18) se -

observé que el extracto metandlico de las espigas y semi

llas era téxico en nuestros animales de experimentacidn

(ratas blancas).

20, El extracto metandlico tdxico fué - -

fracecionado en dos porciones:

a).— Fraccibén metandélica insoluble en agua

destilada.

b).- Fraccién soluble en agua destilada.

Por el siguiente procedimiento: al extrac-
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to metandlico se le efectud una extraccidén acuosa, se £il

trd; se utilizd carbén activado para adsorber la fraccidn,

que siendo inscluble en agua pasaba a través del filtroj

egta fraccidn se extrajo con metanol y se evapord poste-

riormente el solvente, se juntd esta fraccién con la que

qued$ en el papel f£filtro a) y se le determindé las siguien

tes Propiedades [Pi{sicas

Polvo amarillo café

Punto de fusidn

Solubilidad en:
Agua destilada
Na HCO, al 5%
Eter Etilico
Eter de Petréleo
Benceno
Cloroformo

Acetona

Metanocl

130-135°C

insoluble

insoluble
parcialmente soluble
insoluble

insoluble
varcialmente soluble
soluble

soluble

Hota: Esta porcidén no mostrd ninguna actividad bioclégica

toéxica.

b).- Fraccién soluble en agua destilada.

Se disclvieron leos cristales y parte ae la

Fstancia orgénica, tanto en agua fria como en caliente.
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Se le determinaron las reacciones tipicas de las siguieﬂ
tes substangias: alcaloidés, taninos, saponinas, flavong
les, lactonas insaturadas y 2~desoxiazficares, habiéndose

encontrado positiva la prueba de sagoninagl Las pruebas

el Lewte o A
gse efectuaron en dos lotes de cinco muestras cada uno,

gyocedimiento:

Para Alcaloides:

a) .- Reactive de Mayer. (Mercuriyodurc de potasio). Pro-
duce un precipitado blanco con soluciones al 1% de la ma,
yoria de loslalcaioidés.

b) .~ Reactivo de Wagner. (Solucién de yodo-yodurc de po-
tasio).Fprmaprecipitados café con alcaloides.,

C)'f Reactivo de ﬁraggnforff. ( Solucién de bismutoyodurc
de potasio). ElL reactivo forma precipitados rojos con la
mayorfia de los alcaloides.

En las prﬁebas se empled Sulfato de Quinina‘como testigo
positivo.

Para Taninos:

a) 4 Reactivo'de cloruro férrico (al_1% en agua destilade
Unas gotas del reactivo daré&n coloraciones azules, verde:
0 negras con taninos y fenoles, |

b).- Reactivo de delatina-cloruro de =sodic. Unas gotas -
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del reactivo mezcladas con unas gotas de la soluciédn de
taninos darén un precipitado.

Se empled Acido Téanico como testigo positivo.-

Para Flavonocles:

a)s—- Un ml. de extracto alcohélico (conteniendo 25-50 mg.
de extractﬁ vegetal) se trata con 0.5 ml, de Acido clor-.
hidrico al 10% y luego se agrega unas limaduras de magne
sio amalgamado (reaccién exotérmica)}. El calor producido
va de rojo palide a oscuro. Al aidadir un poco de alcohol
isoamilico ¥ agitar, el coleor pasa a la capa iscamilica.
Para Lactonas insaturadas;

Reaccidén de Legal. A un mg. de sustancia diéuelta en uha
gota de piridina, se le agrega, una gota de solucidn al
5% de nitroprusiato de sodio y después una gota de una -
solucidén 2N de hidrdxido de sodio, si la prueba es posi-
tiva se colorea de rojo.

Para 2-desoxiazicares:

Reaccién de Keller-Killiani,

Solucién I.- 1 ml, de solucién acuosa al 5% de sulfato
férrico vy 99 ml, de &cido acétice glacial.

Solucién IT.- 1 ml. de solucidn acuosa al 5% de sulfato

férrico v 99 ml. de &cido sulflrico concentrado.
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En tubo de unos 5 mm,. de-diametro, se mezclan 0.05-0.1
mg. de sustancia con 20 gotitas (aproximadamente 0.1 ml.)
de solucién I, se_mezclan-Pof agitacibén, entonces se afia
‘de una gotiﬁa de la solucidén IT 'y se agita. En presén—-
cia de un 2-degoxjiazficar, la solucidn se colorea de azfil
o verde azuloso, al cabo de 5 -minutos a 20°C.

Para Saponinas:

Las saponinas destruyen las paredes celulares de los
gldobulos.rojos con dispersién de la hemoglobina, Esta —-—
“accién hemolitica se utiliza para investigar la presen--
cia de'saponinas aln en pequerias cantidades. Muestras
cas de 5 g. de planta son extraidas a reflujo durante
una hora con 50 ml. de efanol al 80%; si las muestras
son hfimedas, se extraen 10 dg. con 50 mi. de etanol al
95%. La.suspensién se,engria-y se £iltra. E1 filtrado se
afora a 30 ml. con etanol, igual al empleado para la ex-
traccién. Un mililitro de ésta solucidn alcohélica se a-
iade a 10 ml, de las suspensidn estandarizada de sangre,
Después de 5 minutos, se observa si hubo © no hemélisis.
La observacidén se puede hacer en un portacbjetos y miran

do al microscopio.

Se empled SBaponina como testigo positivo,.
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Por otra parte se efectud una separacidn meclnica de
los cristales del extracto metandlico y se les determind

las siguientes Propiedades Fisicas:

Cristales transparentes e incolorosgs de 3-5 mm. de lon

gitud

to de fusidn 333.5°C
Spfubilidad en:
Agua destiiada ‘ Scluble
Agua destilada caliente Scluble

A dichos cristales se les hizo un andlisis cualitati-
Vo (9) y dieron positivas las pruebas de potasio y de nj
trato y como por los datos bibliogrﬁficos (2) (3), se tg
nf{a el antecedehte de que la cantidad de KN03 presente -

en la planta es alta, procedimos a su cuantificacién,

30.= Determinaciédn Cuantitativa de KNO

3
FPor el método de Kjeldnal (10) se determi-
né Nitrégeno total (que incluye el nitrégenc de los ni--
tratos), y por otra parte, nitrégeno orgénico y nitrége-
no amoniacal solamente, la diferencia dio el nitrégeno -

procedente del KNDS.
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Cantidad de KNO, obtenida 1-1.3 g de KNO,/100 g de -

3
muestra.

Determinacidn de Nitrédgeno total

Ezste mé&todo sirve para la determinacidédn del Nitrdégeno

total en productos que contienen nitratos,

Procedimiento

Se pesaron y colocaron de 0.7 a 3.5 g de acuerdo con
el contenido de nitrégeno de la muestra en un matraz de
destilacidn Kjeldhal; se adicionaron de 30~35 ml, de Aci
do sulftrico-Acido salicflico (2g de Acido salicflico en
los 30-35 ml. de sulffirico); se agitaron hasta que hubo
una mezcela perfecta con un suave movimiento de rotacidn
durante media hora frecuentemente y con menos frecuencia
en el curso de otra media hora, teniendo cuidado de que

el producto no se adhiriera a las paredes del baldn.
Reduccidn:

Se adicionaron lentamente 2 g. de polvo de zinc, agi-
tando y manteniendo el balén en posicidén vertical para e
vitar. que el material incorporado entrara en contacto -

con el cuello.

Oxidacidén:
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Se calentd al principioc con llama baja, luegc se aumen
té gradualmenfg el ¢alor y se mantuvo la ebullicién has-
ta que ya no escaparon humos blancos del matraz (5-10 mi
nutos). 8e agregé un gramo de Cus80,.5H,0 y se calenté -~

hasta que el liquido estuvo casi incoloro., (casi dos ho-

raS)-
Destilacién:

Luego de enfriarse se diluy8 con 200-25Q ml. de agua: .
degtilada, girando el matraz, se agregd suficiente s0lu-
cién de NaOH para hacer la solucidn fuertemente,alcélina
(50 ﬁl. son generalmente suficientes), manteniehd§ el ma
traz de manera que no se mezclen las dos, capas. (antes -
se habian,adicionado unas piezas de zinc granulade para
controlar la ébullicidn)‘y sin pérdida de fiempo se co--—
necté al aparato teniendo cuidado de que el tubo penetra
ra bienlal frasco colector que contiene un exceso de Adi
do wvalorade, se destiiaron unos 150 ml,. (lLos cuales con-
tienen generalmente todo el NHE). Se tituld con Alcali -

valorado usando rojo de metile como indicador,

Determinacin de Nitrégeno Orgdnico vy Nitrégeno Amo--

niacal.



Procediniento

Se pesaron y colocaron de 0.7 =-3.5 g. de acuerdo con
el contenido de nitrdégeno de la muestra eén un matraz - -
Kjeldhal de destilacidén, se afiadid 20-30 ml. de 4dcido ~-

sul farico (93-96%) y un gramo de CuS0O -5H,C y se colocé

4
el matraz en posicidn inclinada, se calenté a llama baja
hasta gue la espuma cesd (se pueden usar pequefias piezas
de parafina para prevenir la formacidén de espuma). Se in
crementd el calcer y se digerid hasta que la sclucidn es-
tuve casi incolora, aproximadamente dos horas. Se conti-

nudé €l mismo procedimiente descrito anteriormente para -

destilacién (10) (11).

C).— ESTUDIO FARMACOLOGICO DEL PRINCIPIQ -

ACTIVO

Para llevar a cabo nuestro trabajo primero
hubo necesidad de aprender a manejar los animales de ex-
perimentacién (ratas blancas), ya gque nuestros extractos
fueron administrades por via oral para seme jar lo mds po
siblile las condiciones en las cuales los animales ingie-—-—

ren la planta.

T0+— Manejo de los animales de experimentacién,

17



Se toma al animal procurando hacerlo de —.
una manera réapida y segura con el fin de evitar que la -
fata se escabulia ¢ muerda al ejecutor de la maniobra, -
se coloca uﬁ hilo ¢ cordén no cortante con nudo corredi-
zo en el dedo fndice de la mano izquierda, (con el obje-
to de facilitar la introduccidn correcta de la sonda con
la mano dérecha), se le pasa &l cordén por la parte supe
rior de la cabeza, lazando la mandibula superior con dos

vueltas y pasando luego el corddn por el dedo pulgar, re
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greséndolo para lazar la mandibula inferior y con los de

més dedos se procura tener sujetas las extremidades delan

teras del animal. Una vez colcocado elranimal en esta po-
sicién, al extender los dedos indice y pulgar, queda la

rata en una buena posicidén de trabajo, se introduce la -
sonda (la cual es idéntica a las utilizadas en el labora
torio de Andlisis Clinicos para la administracidn de san
gre, plasma, etc.) hasta el estédmago, comprobidndose é&sto
al introducir el extremo libre de ella en un vaso que —=
contiene agua y no observarse la formacién de burbujas;

si éstas se Observan la sonda se encuentra en el pulmdn,
Verificandq este paso se conecta el extremo libre a una

Jeringa a la que previamente le pusimos la muestra con -

el vehiculo adecuado.
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20.,~ Administracién de los extractos y ob-

servacidn de si{intomas.

Para darnos cuenta de cual de todos los ex
tractos del Amaraﬁthus petroflexus era el gue tenfa algu
na accidén téxica, se hicieron primero pruebas "en grue--
so! de la siguiente manera: de'los extractos obtenidos -
con étép de petrdieo, éter etfilico y metanol, se adminis
traron cantidades més o menos grandes (253.5 g?, empleébn
dose dos ratas en condiciones mas o menos similares res-
pecto a peso vy edad en la administracién de cada uno de
los extractos; ¢omo ﬁehitulos en la administraﬁién se u-

tilizaron las siguientes substancias:

Extracto Vehiculo

Eter de Petréleo " No necesario
Eter Etilico Aceite comestible
Metanol | Agua destilada

Después de administrar todos los extractos,
observamocs que solamente el extracto metandlico de .espi-
gas ¥ semillas mostraba actividad téxicaa (Tabla‘No;ﬂ)m

El material observado fué¢ el siguiente:

1)+~ Dos ratas normales testige a las -cua-

les 561¢ se les administré el wvehiculo empleado.
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2).- Dos ratas a las cuales se les adminis
trd 2.9 v 3.0 g.respectivamente, del extracto de éter de

petrdleo de hojas v, tallo.

3)«- Dos ratas a las cuales se les adminig
traron 2.5 y 2.8 g.respectivamente (25 mg. por g.de peso)
del extractc de hojas y tallo con éter etilico,

4).- Dos ratas a las cuales se les adminis
traron.2.5 v 2.21 g. (20 mg. por g. de peso) del extracto
metandlico de hojas y tallo.

5).~ Dos ratas a las cuales se les adminis
traron 3.2 g. del extracto de &ter de petrdlec de espigas
y semillas.

6}.- Dos ratas a las cuales se les adnmninis
traron 3.5 g. (31 mg. por g. de peso) del extracto de &——
ter etilico de espigas y semillas,

7).~ Dos ratas a las cuales se les adminis
traron 2.1 ¥ 1.92 g. (21 v 16 mg. por g. de peso) respec-
tivamente del extracto metandlico de espigas y semillas.

8).~ Dos ratas a las cuales se les adminis
tré 5.5 mg. por g. de peso de Nitrato de Potasio, directa
mente.,

Nota: 8).- Se verificd con el objeto de --

comparar la accidn del extracto con la presentada al admi
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nistrar Nitrato’de-Pptasio directo.

Sintomas observados.

Los sintomas observados en 7) ¥ 8): inmovi-
lidad, espasmo de los misculoes abdominales, depresidn ge-
neral, respiracién con inspiracidn y espiracién profundas

¥y lentas; muerte en un pericdo de 12-25 minutos.

Después ge hicieron pruebas pafa ver en gue
porcidén del extracto metandélico se encontraba €l o los -
principios activos; efectuéndose una extraccién acuosa -

y fueron probadaspor separado las fracciones soluble e i_

insoluble en agua. Se probaron las siguientes ratas: (Ta-

bla No . 2)

a).— Dos ratas a las cuales se les administraron 1 y -
1«5 g réspectivamente (13.6 mg. por Q. de peso) de la =2~
fraccién solublé en agua destilada. Estas ratas murieron
con la misma sintomatologfa de 7) y 8).

b).~ Dos ratas a las cuales se les administré 13.6 mg..
por ¢g. de péso de la fraccidén insoluble en agua destilada.

Esta fraccidn no mostrd ninguna actividad téxica.

£E1 paso siguiente en nuestro trabajo consistid en dar

dosis iguales de KN03 vy extracto metandlico a ratas que -
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previamente habfan sido tratadas con un antibiético de am
plio espectro (Palmitato‘de Cloranfenicol) para efectuar
un "barride" de la flora inteétinal. Ademés, con el obje-
to de dilucidar el mecanisino de accién comﬁarando la sin-
tomatclogfa, se administraron dosis semejantes de NaNo, y
KC1l.

Material Observado (Tabla NO-3)

a).— Cinco ratas tratadas con Cloranfenicol a las cua-~
les Se les administraron 5.5 mg/g de peso de extracto me-

tandlicoe.

b)e- Cinco ratas a alas cuales se les administré 5.5 =

mg/g de peso de extracto metandélico.

C).- Cinco ratas a las cuales se les administrd 3.8 —-—

mg/d de peso de extracto metanélico.

d)e- Cuatro ratas tratadas con Gloranfepiccl a las cua
les se les administré 5.5 mg/g de peso de KNO .
e).__Cincc ratas a las cuales se les administraron 5.5
mg/b de: peso de kNO3.
f)u- Cinco ratas a las cuales se les administréd 3.8 ——

md/g depeso de KNO, .
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g)e- Dos ratas a las cuales se les administfé 3.8 mg/@

de peso de NaNDQ.

h).- Dos ratas a las cuales se les administré 5.5 mg/g
de-peso de KC1l.
| Con el objeto de dosificaﬁ metahemoglobina -
a ¢cinco ratas de las tratadas con el extracto me tanélico,
a las tyatadas y a las sin tratar con Cloranfenicol, a las
tratadas con KNOB, ¥y a las que se les administrd NaN02 ¥y -
KCl respectivamente, poco antes de morir las ratas de les
extrajo sangre con una Jjeringa heparinizada y se hicieron
las determinaciones en el Laboratorio del Hospital Univer-
sitério. ée hizo una prueba "in vitro" con gangre de rata
normal. A un ml. de sangre se le afladieron unos cristales
de Nitritc de Sodio y se observd que répidamente la sangre
tomaba el color oscuro caracteristico del pigmento. Con ==
excepcidén de las ratas tratadas ¢con Nitrito de Sodio, en -
ninguna de las muestras de sangre investigadas se enccntré

el pigmento.

DOSIFICACION DE METAHEMOGLOBINA.

Principio.- El1 % de ﬁetahemoglobina presens
te en una muestra de sangre es medida espectrofotométrica-
mente por determinacién de la densidad éptica a 558 y 523

milimicras, 523 es el punto isobéstico o sea el punto don-



de la oxihemoglobina y la metahemoglobina tienen la misma
densidad éptica, (12), 558 milimicras es el mayor punto -
de absorcién de la metﬁhemoglobina; determinando la rela-
. cibn de 523 y 558 ¥y consultando la curva de calibracidbn,
la concentracifan de metahemoglobina puede ser determinada;
puesto que la curva de calibracibén se aplica sélo a dos -
componentes del sistema, la sangre tiene que ser equilik-
brada con 100% de oxfgeno antes de hacer las determinacio
nes,

Método.- (13) Be recoge la sangre en un tu
bo heparinizadﬁ. S8e diluye la sangre 1:4 con agua destila
da; se adicionan cuatro gotas de solucién de saponina al
30% v se mezcla por agitacidén hasta que se hemolize 1la —-
sangre. Se ponen cuatro ml. de la sangre hemolizada y di-
lufda en un embudo de separacién. Se égita por rotacidn
v aireacién por cerca de 15 minutos; o por 10 minutos si
se 'usa 1004 de oxfgeno. Esto convierte toda la hemoglqbi-'
na reducida a la forma oxigenada. Inmediatamente se colo-
ca en una Jjeringa de tuberculina 0.2 ml. o mis de la san-—
gre oxigenaﬁa, la cual se coloca en la cubeta NaC11 toman
do inmediatamente la lectura de la densidad Sptica a 558
v 523 milimicras (en un Espectrofotémetro Beckman Modelo

DU), llevando al mismo tiempo un blanco de agua destila-
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da. Se divide la lectura cobtenida a 523 milimicras entre
la lectura obtenida a 558 milimicras y se obtiene el % -

de metahemoglobina dela curva de calibracidn.

BEn vista de que esta prueba resnlid nega-
tiva en las ratas muertas por el extracto metandlico, ni-
trato de potasio y cloruro de potasio, se pensd que la ——
muerte de los animales podria deberse a una hiperpotase——
mia por lo que, se escogid un lote de diez ratas hembras
de pesos comprendidos entre 120-140 g. para efectuar estu
dios electrocardiograficos, pues en caso de existirphipei
potasemia las alteraciones electrocardiogré&ficas que expe

rimentan los animales proporcionan datos valicsos para su

demostracibdn. (14) (18).

Material Observado.

a).~ Dos ratas usadas como testigos a las que se les —

administrd agua destilada.

b).~ Dos ratas a las que se les administraron 5.5 mg/g
L

de pesoc de KNOS.

c).; Dos ratas ""barridas' tratadas con 5¢5 mg/g de ex-

tracto metandlico de semillas y espigas.

d).- Dos ratas "barridasy tratadas ¢con una dosis de 5.5
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e}.- Dos ratas a 1as que se les administrd 3.8 mg/g de

md/g de peso de KNO

reso de extracte metandlico,

Nota: las observaciones electrocardiogfificas se hicie

ron hasta la muerte de los animales.

Procedimiento.~ Inicialmente se anestasid

a la rata por via intraperitoneal, con Pentobarbital, - —

(3 mg. por 100 g.-de peso) <¢on objeto de que no interfi.--
riera la actividad eléctrica del misculo, Se insertaron -
3 electrodos de plata de registro electrocardiogréficq; -
unc en la extremidad superior izquierda, el segundo en la
extremidad superior derecha y el tercero eﬁ la extremidad
inferior izquierda; un cuartolelectrodo se conectd a tie-
rra—extremidad inferior deraecha (16).

En un Poligrafo de Grass 5P1, calibrado de tal manera de

que 100 milivolts = 1 cm. ¥ velccidad dél papel = a 100 -
mm. por segundo; se tomaron registros electrocardiogréfis
cos a intérvalos regulares en las tres derivaciones {(las

cuales registran diferencias de potencial entre las difex
rentes extremidades). Se tomé primero un registro control

Y después registros a intérvalos regulares al administrar
por via oral, las substancias t&xicas antes mencionadas,

hasta la muerte del animal.
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Los eleC£rocardiogramas de las ratés (gréw
. fica No.1), sugieren: por aplanamiEHto de la onda P, T a-
cuminada, ritmo ectépico ¥ fibrilacién ventricular, que =~
la intoxicacién es debida a hiperpotasemia, pero como es-—
tog registros son dificiles de interpretar y no hay estu-
dios similares usando estos animales de experiméntaciéh,

se decidié estudiar en dos conejos; adicionando a los re-
gistros electrocardiogr&ficos, registros de presidn v mo-
vimientos respiratoriocs (gréfica No.2) y asi poder ver i
la muerte se debia a paro respiratorio o circulatorio y -

dar, de esta manera, una conclusién definitiva.

Material observado.

Dos conejos de raza indefinida de 2.5 kg.
de peso, a los cuales se les administré 3.8 mg/g. de peso
de principio activo,

Un conejo utilizado como testigo dandole -
solamente agua destilada (12cc), vehficule utilizado en la

administracidn del principio activo.

Procedimiento.

Anestesiado el animal con Pentobarbital -—-
(30 mg/kg. de peso), por via intraperitoneal, se abrif —.-

cuello y se insertd una cénula en T en triquea, uno de cu
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yos extremos estaba parcialmente obstrufdo; el otro extreg
mo se conectd por medio de un tubo de polietileno a un -
transductor de presién, con el objeto de registrar la pre
sién del aire gue entraba y salfa de los pulmones. Una ci
nula de prematurcs fué insertada en la arteria cardétida =
primitiva izquierda, con el objeto de registrar pregién -
arterial y se conectd a un transductor de presién (17)s -
Por medioc de un Poligrafo de Grass 5 P1' se registraron -
movimientos respiratorios, presidén arterial y electrocar-—
diograma; antes y después de administrar por via oral el
extracto (principio activo), a intérvalos rggularesé has—
ta que murié el animal (dos horas). El tiempo ceroc fué ;;
considerado como el momento en que se administréd el prin~

cipio activo,.

D)«— ESTUDIC ANATOMO-~PATOLOGICO

Se practicd la necropsia inmediatamente -
después de morir los animales con el objeto de impedir al
teraciones post-mortem; y el material obtenido se llevd -

a la Facultad de Medicina para su estudio

MATERIAL OBSERVADO,

a).— Dos ratas normales testigo a las cuales no se les

administrd ninguna substancia tdxica.
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b),—~ Cinco ratas a las cuales se les administrd 5.8 -

m&/g de peso, de extracto metanélico.

C)-— Tres ratas tratadas con Cloranfenicoel a las Cug.-—
les se les administré 5.5 mg/g de peso de extracto metand

lico.

d).- Cinco ratas a las cuales se les administrd 3.8 -
mg/g de peso de KNO ;.

e).- Tres ratas tratadas con Cloranfenicol a las cua--
les se les administré 5.5 mg/g de peso de KNOB.

£).- Dos ratas a las cuales se les administrd 3.8 mg/g
de peso de NaNo,, .

Técnica Empleada.

La técnica empleada en el presente estudio

fué la Técnica Histolégica Mé&todo de Parafina: (18)
Toe~ Obtencidén de la piezas Los Organos estudiados fue
ron: Corazén, higado, rifién, bazo, pulmones y cerebro. Se

hicieron cortes de las piezas y se procedibd a su fijacidn,

20.~ Pijacién en Formol al 10% por un periodo de 48 a

72 horas.
304~ Deshidratacidén.- Se lleva a cabo en el aparato dg

nominado Hisﬁokinette, utilizando alcohol etilico de 80 ¥

95% ¥ alcohol isopropflico.
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40.- Aclaracidn e Impregnacibn,- Se llevan a cabo en

el Histokinette, para la aclaracidn se utiliza Xilol (2 -
horas). La impregnacién se hace en-parafina diluida de -

punto ‘de fusién 54-57°C (Tissuemot), (6 horas).

56—~ Inclusién en Bloque,.- Sé colocan laé piezas en u-
nos moldes de papel que se llenan con parafina fundida; =
se colocan en hielo para que se enfrien, Iya endurecida ~
la parafina, se saca del molde ¥y se recorta en forma de —
pir&mide, este bloque de parafina se monta sobre un cubi-

to de fibfa.

60+.— Microtomfa.- Se efectfia en el aparato denominado

Microtomo de Parafina de cuchilla fija. Los cortes se ha-

cen por lo general a seis micras de espesor. Durante la -
microtomfa deben conservarse bien frfas las.cuchillas y -
el block de parafina. Obtenido el nimero deseado de Cor--

tes se extienden en agua caliente (40 a 45°C).

7o+— Montaje del Corte en Portaobjetos.- Los cortes se
montan en portacbjetos, se pegan a estos con alblimina de
Meyer (clara de huevo y dglicerina)}, se dejan secar los --

cortes y se ﬁrocede a la:

80.- Coloracibén.- Se utiliza la técnica de coloracidn

Hematoxilina~Eosina, la cual consiste en <¢olocar la prepa
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racidén de 5-10 minutos en un recipiente que contiene_ﬁi—~
lel, luego en otro recipiente que contiene Xilol-alcohol
etflico de 95° 50/50 otros cinco minutos y durante tres -
minutos consecutivamente en alcohkol isopropilice ¥ solu—-—
ciones alcohblicas de 95° y 85° respectivamente, se lavan
con agua y se mantienen durante cinco minutos en Hematoxi
lina de Harris, se lava con agua y en seguida Ccon una so-
lucién 4cida (10 inmersiones ripidas en 4cido clorhidrico
concentrado), se lava con agua, se neutraliza con amonia-
co concentrado (10 inmersiones répidas) y los restos alca
lincs se retiran lavando con agua destilada. Se mantienen

en Eosina durante tres o cuatro minutos.

S0.~ Deshidratacién y Aclaracién.- Se efectda la deshi
dratacibn sumergiendo la preparacidn en alcohol etflico

de 80, 99 ¥y 100% v la aclaracidén sumergiendo en Xilol.

100.~- Montaje.— Se coloca sobre el Corte un cubreobje-
tos que se fija en la preparacidn por medic de una gota -

de biAlsamo de Canad& o Resina sintética para monthar

En este tipo de coloracidén es posible diferenciar, per

fectamentie, el nGcleo ¥y el protoplasma de las células de

los tejidos.

Nota: - Los frascos con formol al 10%, en 1los que se .-
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guardaron los 4rganos (piezas) se rotularon con: ndmero -

de 1la rata, cantidad de téxice administrado, tipo de téxi

co administrado y fecha de muerte.



RESULTADOS
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ESTUDIO QUIMICO

El extracto activo contiene cCristales de -
nittratec de potasio en alta concentracidn (1—13 g/ﬁOO Gp =
de planta) ¥y una saponina; solubles en agua destilada; -

ademés contiene una substancia orgénica insoluble en agua.

ESTUDIO FARMACOLOGICO

En el estudio "en gruesc" (tabla No.1), en
contramos que solamente el extracto metandlico de espidas
y semillas mostrd actividad téxica en las ratas blancas.-
Por diferencias de solubilidad en agua, se encontraron —-
dos fracciones provenienteé del extracto metandlico {ta--
bla NO.E); una soluble y téxica y otra insoluble y sin ac
tividad nociva para los animales de experimentacidén. Bn -
la fraccidn soluble se enconltraron: una saponina y crista

les de nitrato de potasio,

Se experimentaron en ratas blancas con di-

ferentes dosis letales: (tabla No.3)

1)e= 5.5 ¥y 3.8 mg/g. de peso, de extracto metanélico
2).= 5.5 v 3.8 mg/g de peso, de extracto metanélicao,

a ratas tratadas con Palmitato de Cloranfcnicol.
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3e= D5 v 3.8 mg/g. de peso, de Nitrato de Potasio, a
ratas tratadas con Palmitato de Cloranfenicol.

4.- 5.5 v 3.8 mg/g. de peso,'de Nitrato de Potasic.
54— 5.5_mg/g. de peso de Cloruro de Potasio.
6.— 3.8 mg/g. de Nitrito de Sodioc.

Inmovilidad, espasmo de log miGsculos abdominales, de--
presién y respiracidén honda y profunda hasta la muerte —-
del animal, fueron sintomas comunes a: 1), 2), 3), 4), ¥y
5] .

Inmovilidad, contracciones abdominales, cianosis_(se -
observé color oscuro alrededor del hocico) y metahemoglo-
gina positiva fueron las caracteristicas principales de -
6).

En los electreocardiogramas de ratas, el aplanamiento -~
de P, T acuminada, ritmo ectépico y fibrilacidn ventricu-
lar sugerian hiperpotasemia; pero, por los motivos ante—-
riormente mencionados, se hizo un estudic en conejos con
los siguientes resultados: (grafica No.?2)

Comparando con el control observameg los siguientes —-

cambios:

A los veinte minutos:

Aumento en la frecuencia y dismi.ucidén de la profundi-
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dad de los movimientos respiratorios,., In el electrocardic-
grama s hnotoria T acuminada,., La presidn arterial se con—-

serva mas o menos al nivel del countrol.

A loas cincuenta minutos:

La preofundidad de los movimientos respirateorios estid —-—
aumentada, el ¢1ectrocardiograma yva muegtra graves altera-
ciénes, llama la atencién la onda R que se¢ encuentra ensan
chada y disminuida de voltaje; § profunda, desnivel 8§ T v
T acuminada. La presidn arterial se CcOnsServa mas ¢ imenosg -

al nivel del control.

A los setenta v cinco minutos:

Ligero aumento de la frecuencia regpiratoria. El electro
cardiograma muestra una acentuacidn de lcs fendmenos des—-—
critos anteriormente. Es notoria 1la baja de tensidn arte—-—

rial (a 80 mm. de Hg.)

A Jos cien minutos:

Los movimientos respiratoricos se ven frecuentemente au-
mentados en profundidad. E1 eléctrocardiograma maestra un
franco ritmo ectdpico. El nivel de la presidn arterial ha
disminuidoe a 50 mm. de Hg., con dismirnucidén importante de

la frecuencia cardiaca y francos trastornos del ritmo.



A los ciento veinte minutes:

El electrocardiogrma mue:ztra Ffibrilacién ventricular; -
la presifn arterial se observa practicamente en cerc. Paro -

respiratorio.

ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICC (tabla No.4)

Describiremos en primer Lludar las alteraciones observa-
das en los drganos de las ratas muertas por ingestidn de -

extracto metandélico de esprgas y semillas.

Corazdn.~ En el epicardic hay escaso tejido adiposo; -

él endocardio es de grosor normal, lasgs fibrags musculares -
esfén conservadas en su mayoy parte, logréndose reconoccer

las estrias transversales v nlcleos; no hay zonas de ne—-
crosis v llama la atencién la marcada congestién de los ca

Filares sanguineos.

Rifibn.— Los glomérulos tienen estructura nistoldgdgica ~-
normal, lo mismo que los tiibulos; estos conservan su epite

lio, sclamente existe congestidn de los vases sanguineos,

Pulmdit.~ Se observa tUnicamente congestidén de los sinusoi
des y de los vasos de mediano calibre; el resto del drgano

es de aspecto normal.

Higado.- La arquitectura estd bien conservada, los nfi--
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cleos de los hepatocitos ne muestran signos de degenera-.
cidn celular; en el citoplasma de alguncs de ellos se dig-
tinguen pequeilas vacuolas :le substancias lipidas, con dila
tacidén de venas centrolob.lillares y de sinusgides, los ——

cuales estén llenocos de gldibulos rojos.,.

Bazo.-~ Los foliculos sinfoides son de forma y volumen
normal; los sinusoides estén dilatados, hay hiperplasia de
las células reticulo endoteliales, con aumento de eritroci

tos en la pulpa roja.

Cerebro.~ Los vasos sandguineos que corren por la piama-

dre, asi como los intraparenquimatosos estén dilatados y -
congestionados, las neuronas estin conservadas en su mayo-
ria, sélo algunas de ellas muestran un nlclec al gue no se
le distingue nitidamente la membrana nuclear; la cromatina
estd dispersa. Estas alteraciones son debidas problablemen

te a fendmenos de anoxia.

Diagnéstico.- Congestidén de corazdn, pulmén, bazo, higa

do, rifién y cerebro.

Las alteraciocones encontradas en las ratas muertas por -
ingestién de Nitrato de Potasio en corazédn, pulmdn, bazo,
higado, ri#ién v cerebro indican marcada congestidn, encon-

trandose en algunos sitios=, pequerias zenas de hemorragia.
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En las ratas que ingiriercon Nitrito de Sodio se enccn-

traron las sigulentes alteraciones Anatome-~Patoldgicas:

Cerebro.-~ Las lesiones méas importantes estén localiza
das sobre tcdo en las neuronas, gran parte de ellas mues-
tran en sg.nﬁcleo signos de necrosis celular, llegando in
clusive a desaparecer; en el resto de tejido existe liqui
do intersicial en pequefia cantidad, as! como congestidn —-

vascular.

En el resto de los érganos sélo se observa congestiédn —

vascular marcada.

Diagnéstico.- Por las lesiones encontradas en 1las NSl

ronas del cerebro se pilensa que la muerte del animal se de

—

bid probablemente a asfixia.
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Corte de cerebro que muestra alteraciones celulares
en las neuronas consistentes en cariorrexis y cario
lisis consecutivas a los fenémenos de anoxia. Rata

M (152g). Dosis administrada 3.8 mg/g de peso de —-—
NaNO.. Tiempo de muerte 15 minutos.

2

Corte de cerebro que muestra mneuronas inalteradas

y neuronas con fenémenos de cariorrexis y carioli-
sis en intensidad moderada. Rata H (150g). Dosis -
administrada 3.8 mg/g de peso de extracto metandli
co de espigas y semillas, Tiempo de muerte 1 hora.




Corte de rifién donde se observan 1los glomérulos y
las arteriolas congestionadas. Rata H (150g). Do-

sis administrada 3.8 mg/g de peso de XNO,. Tiempo
. 3
de muerte 1 hora 10 minutose.

Corte de rifién donde se observa congestién de 1a-
artericlas, “=ta 7 427)e Dosis administrada ”
mg/g de peso de racto wetandlico de sspigas
semillas. Tiewpc ~ aesste 50 mipautes,
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Por las referencias bibliograficas nosotros
habiamos pensado que el probable mecanismeo de accidn tdxi-

ca de la planta fuera el siguiente:

El animal ingiere la planta con un alto con-
tenido de nitrato de potasio; en el tracto intestinal se -

efectla la siguiente reaccidn:

Nog Reduccidn No;
Flora intestinal )

los nitritos asi formados, pasan a la sangre y €n su pré--
sencia, se verifica en los gldbulos rojos el siguiente cam

bio:
++

HbrFe ™t oOxidacién MetaHbFe"
NO2
la metahemoglobina asi formada, no es capaz.de transportar

el oxigeno a los tejidos y el animal muere por anoxia.

En «1 presente trabajo observamos que al ad-
ministrar a les animales el extracto que contenia el prin-
cipio actiwvo (KNGS) morfan; pero dio negativa la prueba de
metahemoglobina en sangre. Entonces se pensd ver la accidn
del catién (K) y del anién (NOE), y ver la similitud o di-

ferencia de los sfintomas, compardndolos con los observados

por nosotros desde que se administrd el extracto activo o©
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el XNO hasta la muerte del animal. Administrameg a unas

3’

ratas KCl y a otras NaNO Por los sintomas presentados y

2'
observaciones electrocardiogréficas, la similitud es suge-
rente de que la intoxicacién es debida al potasio, el cual

permaneceria en el liquido extracelular en cantidades lo -

suficientemente altas para provocar la muerte,.
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E1l principio activo de la planta es el Nitra
to de Potasio. El estudic Anatomo-Patolégico no nos propor
ciona datos caractgristicos, debido a que la congestidén de’
los érganos es un fendmeno comiin a cualdquier substancia --
téxica introducida al organismo. Esfcs datos concuerdan --
con lo mencionado por Robbins (19) "Hasta el presente tiem
po no hay datos tUtiles de alteraciones morfoldgicas &n pa-—

cientes que han subumbido por hiperpotasemia,

Por los cambios electrocardicgréaficos. ¥y to-
dos los datos expuesteos en nuestro trabajo, hay evidexcias

que demuestran que: En los animales de experimentacidn em

- pleados en el presente estudio, la intoxicacidn es debida

2 hiperpotasemia. El potasio proviene del ENO almacenado

3!‘

en alta proporcidn en el "Amaranthus retroflexus L".
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