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RESUMEN

Numerosas especies del género Senecio contienen alcaloi-
des pirrolicidinas con diferente toxicidad en distintas_
especies animales, estas plantas abundan en zonas templa
das. Senecio guadalajarensis (clarincillo) causa la _
muerte de bovinos y ocasionalmente de humanos. Para es-
tudiar la dinamica de la intoxicacién se realizd un es-
tudio mediante la-administracidén oral del extracto meta-
nélico, del gue se aislaron 12.08 gr/100 gr de la planta
desecada, este contenia 0.478 % de alcaloides. 25 ratas_
machos Swiss-Wistar se dividieron en 5 grupos de 5 anima
les ; controles de agua destilada y vehiculo (propilen -
glicol-etanol-agua) y experimentales que recibieron dia-
riamente 0.80, 1.61 o 2.41 gr del extracto/kg de peso. A
partir del dfa 16 se duplicéd la dbésis que se suministrd
hasta las primeras muertes de 1los animales que ocurrie -
ron el dia 19, se sacrificaron todas las ratas y se pesa
ron estdmago, intestino delgado, higado y rifiones, y se
obtuvieron muestras para estudic histopatolégico, del _
intestino delgado se selecciond el yeyuno. No hubo dife-
rencias del peso corporalen los primeros 15 dias del es-
tudio, del dia 16 al 19 se redujo el peso corporal en
los 3 grupos experimentales (P« 0.0l1) sin que se encon -
traran diferencias entre el peso de los drganos. Los te-
jidos control no revelaron lesiones, en los experimenta-
les se identificd una relacién directa entre la severi -
dad de las lesiones y la dbésis total acumulada del ex -
tracto, el higado fué el drgano mids afectado, al parecer
sucedieron alteraciones inflamatorias con trastornos vas
culares permanentes, seguidas de tumefaccidn turbia y _
necrosis de extensién variable. Los rifiones sufrieron __
cambios semejantes pero de menor severidad, en el estQ
mago y yeyuno se produjo inflamacibén con respuesta lin-
focitaria en este Gltimo. La ddésis letal acumulada fué_
de 55.568 gr/kg de peso. Las alteraciones tisulares ob-
servadas sugieren intoxicacién progresiva que afectd
principalmente al higado y rifiones sin que se produjera
tolerancia a los tbéxicos circulantes.




INTRODUCCION

Una de las preocupaciones de la ganaderia es la pérdida de a-
nimales por el consumo de plantas tdxicas, las que tienen una am
plia distribucién mundial y en su mayoria pertenecgn a 3 fami -
lias: Boraginaceae, Compositae y leguminosae (1).

El género Senecio , pertenece a la familia Compositae; en és-
te se han enc;ntrado compuestos alcaloides pirrolicidinas (AP),_
son b;ses nitrogenadas esterificadas, altamente hepatotdxicas y-
carcinogénicas (1.2). Los AP se absorben y metabolizan a pirro -
les en la zona centrolobulillar hepitica donde existen enzimas _
especificas para éstos. Los mecanismos de depuracién pueden ser;
hidrélisis, deshidratacidén o N-oxidacién, y en forma secundaria__
hidroxilacién y epoxidacién (1).

Diferentes especieé de Senecio son principalmente téxicas pa-

ra bovinos (3-5) y equinos (6), Senecio jacobaea tiene su habi -

tat en areas templadas, es abundante en Australia, Nueva Zelanda,
América del Sur, Africa, Oeste de Europa Y Norte América; S. vul
garis se encuentra en Canadd y América del Sur; S. brasilensis _
en Brasil y Argentina (1). Ademds existen otras especies de me -

nor importancia que han sido muy poco estudiadas como S. lautus

(7). S. alpinus (8), S. vernalis (9), S. pierotti (10) Y S. con-

gestus (11) entre otras.

De estas especies se han estudiado aspectos bioguimicos como;
aislamiento e identificacidén de diferentes alcaloides pirrolici-
dinas (AP), para su extraccién se han ensayado distintos solven-
tes organicos, el metanol logra concentrar el mayor nimero de AP

(8-13).



Se han realizado estudios histopatoldgicos en diferentes espe-~

cies de animales intoxicados por Senecio jacobaea (especie mds _

estudiada) (6,14-18) y S. lautus (3-7).
Los animales mds afectados, naturalmente expuestos al consumo_

de Senecio jacobaea son los bovinos (4) y equinos (6) y los mis _

resistentes las cabras (14) y ovejas (15). Los animales de labora
torio méds susceptibles a los efectos tdéxicos de los alcaloides
pirrolicidinass (AP) son las ratas (3,16), ratones y hamsters,
mientras que 1los menos afectados son los conejos (3,17), coba -
Yos Y codornices; se ha demostrado que las especies que poseen ma
yor capacidad de sintetizar pirroles son mads susceptibles a la _
toxicidad de los AP, las de baja capacidad muestran mayor resis -
tencia (3).

La dbsis letal de Senecio jacobzea consumida en base himeda/kg

de peso corporal para ratdn es de 1.5 kg (3), rata 0.2 kg en base
seca (20 % del peso corporal) (16), bovinos 0.14 kg (4), cabras _
1.2 kg (14) y para ovejas es mayor de 2.0 kg (15), por lo gue é&s
tas dos Gltimas especies se recomiendan como control biglégico'de
la planta (14-18). .

En la necropsia de bovinos intoxicados por S. jacobaea se ha_
observado fibrosis hepatica, agrandamiento de 1a vesicula biliar_
Y edema del tracto gastrointestinal (4), en ratas se produjo a -
grandamiento dei bazo con hiperplasia linfoide e incremento de 12
actividad hematopoyética, ascitis, hidrotdrax y necrosis hepitica
(16), también aumenta la concentracién hepdtica de cobre y se  _

trastorna el metabolismo del hierro (19). En bovinos intoxicados_

por §. lautus, la principal lesidn consistid de fibrosis y necro-



sis de hepatocitos (7).

Por otra parte, también se han encontrado dafios histopatoldgi-
cos en becerros y ratas experimentales intoxicadas con leche de __
cabras previamente expuestas al consumos de S. jacobaea, sobresa-
liendo la fibrosis y necrosis hepdtica como resultado de la pre -
sencia de alcaloides pirrolicidinas (AP) que conservan la capaci
dad de producir efectos hepatotdxicos (20,21).

En México se ha reportado la pérdida de ganado por la inges -
tién de plantas del génerc Senecio (22); como S. salignus., que se
localiza en 1; zona centro del pais, dicha maleza también resulta
téxica para el hombre, debido a su uso por yerberos-en la medici-
na popular (23). '

Eﬁ el estado de Jalisco, en la Sierra de Manantldn se encuen -
tra una planta principalmente téxica para bovinos, conocida como_

*"clarincillo"® e identificada como Senecio guadalajarensis por B.

L. Rob (24). Esta crece entre los pastos comestibles para el gana
do y es ingerida accidentalmente ;uando mide de 10 a 15 cm (junio
Y julio)., posteriormente es reconocida y evitada por los bovinos_
(25).

Para conocer 10s efectos tdéxicos de la planta §. guadalajaren-
sis, se realizd un estudio tdxicoldgico en ratas que recibieron _
oralmente el hidrolizado a una ddsis total acumulada de 6000 mg/_
kg de peso corporal sin que se produjgran efectos letales, sin em
bargo se pfesentaroh lesiones en higado y rifiones, en el primero;
tumefaccién turbia, necrosis y depdsitos linfocitarios abundan -

tes. En los rifiones se produjo necrosis tubular focal a nivel

proximal y distal. Estas lesiones sugieren una respuesta de hiper



sensibilidad tardia por la presencia de alguna fraccidn &e ca-
da uno de los compuestos tdxicos que pudieron ser alcaloides __
(25).

En base a lo anterior y por la importancia que tiene el es-
tudio de plantas tdxicas. en el presente trabajo se analizaron
1os efectos en rétas po; el extracto obtenido con metanol -

(fraccidén 1iposoluble) de S. guadalajarensis después de la ad-

ministracién oral repetida, con la intencidn de establecer 1los
niveles de toxicidad y el mecanismo de lesidn para estudios tp
xicoldgicos posteriores con esta planta, orientados a evitar _

sus efectos letales.



JUSTIFICACION

-Se ha reportado que la.planta conocida como "Clarincillo",

(Senecio guadalajarensis) es altamente tdxica para los bovinos,

en equinos provoca efectos menos severos. La muerte de estas es
pecies ocasiona una importante pérdida econdémica. Otras espe -
cies de Senecio causan intoxicacidén indirecta en el hombre, so-
bre todo después de exposicidn prolongada por el uso de estas _
plantas para propdsitos medicinales o por el consumo de produc-
tos derivados'de animales gue los hayan ingerido. De?ido a que
en la actualidad son escasos los estudios de la especié S. gua
dalajafenégs, se emprendid el presente trabajo en el gue se rea
1izé un énéiisis quimico cuantitativo de los alcaloides presen-
tes en la planta y un ensayo toxicolégico para identificar los_
efectos en fgtas por la administracidén oral del extracto metand

lico de S. guadalajarensis mediante estudio histopatoldgico del

estdmago, yeyuno, higado y rifiones.



HIPOTESIS

El extracto metanblico de Senecio guadalajarensis contiene al -

caloides que provocan intoxicacién letal en ratas después de 1la ad

ministracién oral repetida.



OBJETIVO GENERAL

Estudiar los cambios histoldgicos en estdmago, yeyuno, higado _
Y rifiones de ratas sometidas a la exposicidn'oral prolongada del _

extracto metandélico de Senecioc guadalajarensis.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.~ Determinar la presencia de alcaloides totales en la planta

(S. guadalajarensis) antes y después del tratamiento de extrac

cidén con metanol.

2.- Realizar necropsia de los animales dosificados con el extrac-

to de S. guadalajarensis muertos durante el experimento y de _

todas las ratas controles y experimentales al finalizar el es-

tudio.

3.- Analizar histopatolégicamente estdémago, yeyuno, higado y rifio~
nes de los animales control y los que recibieron el extracto _

en diferentes ddsis.

4.~ Determinar el porcentaje de mortalidad en cada uno de los gru-

pos experimentales.



MATERIALES Y.-METODOS

Se realizdé la colecta de plantas Senecio guadalajarensis de _
menos de un metro de altura en el mes de Agosto de 1989 en la re

gidn Noroeste de la Sierra de Manantlén Jalisco.

-A) OBTENCION DEL EXTRACTO

1.- La planta fué secada al sol, triturada en un molino Koblenz,
y homogeneizada en molino de cuchillas Willey de 1/4 hp con_
criba de 0.5 mm.

2.~ Se pesaron 2 g de la muestra seca y molida en una balanza a-
nalitica Metler y se introdujo en un cartucho de extracéién.

3.- El cartucho se colocd dentro del condensador de reflujo y se
adiciond el metanol suficiente para mantenerse en ebullicién
en un equipo Soxhlet durante 3 h.

4.~ Se recuperd el solvente y el extracto se almacend en un ma -
traz Erlenmeyer, el que posteriormente fué puesto en una es-
tufa a temperatura de 50°C por 24 h para eliminar por evapo-
racién el egceso de solvente.

5.- Finalmente, el extracto metandlico de consistencia oleosa

fué conservado en congelacidén a -60°C.

B) ANALISIS CUANTITATIVO

ALCALQOIDES TOTALES: Método de Cundiff-Markunas (26)

Reactivos:

a) Solucidén de benceno-cloroformo en volimenes iguales.

b) Solucidn de hidrdxido e sodio (NaOH) al 36 %: se disolvie -
ron 500 g de NaOH en agua y se completd a un litro.

c) Acido acético (CH3COOH) diluido al 5 %; 50 ml de CH3COOH en __



d)

e)

950 ml de agua.

Indicador de cristal violeta; 0.5 ¢ de cristal violeta se di-
solvieron en 100 ml de CH;COOH.

Solucidn estandar de &cido perciédrico (HC104) 0.025 N; 4.7 ml
de HC104 al 72 % y 2.26 kg de CH3COOH se adicionaron a una bg
tella para mezclarse. Titulacibédn de &cido percldrico: se pesa
ron 0.1 g de ftalato de potasio hidrogenado (KH C8H404) en un
matraz Erlenmeyer de 125 ml y se adicionaron 50 ml de CH3COOH
para calentarse y posteriormente disolverse. Se dejs enfriar_
para adicionarle dos gotas de indicador violeta para titular
lo a un punto final azul-yerde. La titulacidén en blanco se
realizd en 50 ml de CH4COOH y dos gotas de solucidén indicado-
ra para corregir el volumen titulado..

N = peso k h ftalato X 4.896
ml HC104

DETERMINACION

Se pesaron 2.5 g de la muestra desecada y triturada, y 2.5 g _

después del arrastre con el solvente. Ambas se colocaron separada

de

mente en un matraz Erlenméyer de 250 ml y se les adiciond 15 ml _

CH3COOH al 5 %, el matraz se agitd hasta que la planta quedd _

impregnada. Posteriormente se pipetearon 100 ml de la solucién

benceno-cloroformo en el matraz, se agregaron 10 ml solucidn NaOH

al

dicionaron 4.5 a S g de celulosa en un embudo Buschner para fil

36 %, se tapd el matraz herméticamente agitdndose 20 min, se a

trarse, repitiéndose la filtracidén con filtro Whatman No 2.

Se pipetearon 25 ml del filtrado en un matraz Erlenmeyer de _
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125 ml, después se oxigend la superficie del matraz durante 5
min, y se adicioﬁaron dos gotas de indicador para titularlo a un_
punto final de color verde con 0:025 N de HC104.

V1 x N x 32.45

peso de la muestra

]

% total de alcaloides

N normalidad

V = volumen titulado
1 -

C) ENSAYO TOXICOLOGICO

Se utilizaron 25 ratas machos de la cepa Swiss-Wistar de 70
dias de edad con peso promedio de 167 + 7 g, mantenidas en condi-
ciones de bioterio con ciclos de 12 h luz - 12 h oscuridad ali -
mentadas con Nutricubos {Purina) y agua a libre acceso. Los anima
les fueron divididos en 5 grupos de 5 ratas cada uno.

Los dos primeros (I,II) fueron el control y control vehiculogque
respectivamente recibieron por via oral y a.través de una cénula_
gastrica, 2 ml de agua destilada o 2 ml del vehiculo (propilengli
col-etanol-agua 1:1:1), diariamente por 15 dias.

A los tres grupos restantes experimentales (III,IV,V) se sumi-

nistrd extracto de Senecio guadalajarensis de la misma forma y

por el mismo periodo de tiempo, disuelto en el vehiculo sefialado_
en un volumen final de 2.5 ml a dbésis de 0.8053, 1.6106 o 2.4160_
g/kg de peso corporal, ésta se ajustd en base al registro del pe-
so diario. Al término del primer periodo de administracidén de 15_
dias se modificdé a 2.5 ml el volumen diario gue recibieron los a-
nimales cont;ol y control vehiculo, mientras que en los tres gru-

pos experimentales restantes se duplicaron las désis originales,_

que se disolvieron en 2.5 ml del vehiculo para alcanzar un volu -
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men no mayor a 3 ml de la mezcla, ésta se suministrd diariamente
hasta que se produjeron las primeras muertes de los animales, en-
tonces se suspendid la administracién de agua destilada y vehicu-
lo en los controles y se sacrificaron por sobreddésis anestésica _
con cloroformo, lo mismo se hizo con las ratas sobrevivientes
del tratamiento con el extracto. Se realizd la necropsia de los
animales control, control vehiculoc y de todos los experimentales_
seleccionando para estudio microscdpico las dreas que mostraron _
lesiones anatomopatoldgicas. En todos los animales se practicd
una lapatotomia media abdominal para separar el estdmago, intesti
no delgado, higado y rifiones. Los érganos fueron peéados antes de
fijarse completos en solucidn Bouin (27) por 24 h para luego obte
ner fragmentos de l'cm3 de cada uno de éstos, se deshidrataron _
en series crecientes de etanol y ﬁezclas de etanol-xilol, se in -
cluyeron en parafina y se obtuvieron cortes de 3 a 5 um de espe -
sor en un Microtomo Américan Optical SL-20. Los cortes se tifieron
con Hematoxilina-Eosina para su estudio descriptive al microsco -
pio de luz (Zeiss) y finalmente se tomaron fotomicrografias de
las dreas mas representativas.

De los pesos corporales y de los 6rganos en cada uno de los re
riodos de administracidn, se realizé un anilisis estadistico de _
covarianza y varianza aleatorizada respectivamente a un nivel de_

significancia P ¢ 0.01 (28).

Nota.- Debido a que no se murié n1ngun animal en los primeros 15_
dias y empezaron a manlfestarse s1gnos de depresidén generalizada_
en el grupo que recibid la midxima d6sis, se decidid duplicar las_
désis y finalizar el estudio hasta que sucedieron las primeras
muertes.
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RESULTADOS

A) CUANTIFICACION DE ALCALOIDES TOTALES

Porcentaje de alcaloides totales de Senecio guadalajarensis por _

cada 100 g de la planta seca:
a) Planta no sometida a:extraceién con metanol
l‘ 0.54 % de alcaloides
b) Planta sometida a extraccién con metanol
0.062 % de alcaloides
De los datos anteriores se concluye que por cada 100 g de la _

planta desecada resultan 12.08 g del extracto metandlico, y en

éste estd presente un 0.478 % de alcaloides

B) PESO CORPORAL Y bE ORGANOS'

El peso promedio inicial de 1os animales al_empezar el experi
mento fué de 167 + 7 g, después de 16 dias se registrdé un aumento
del 30.63 % en los gue recibieron agua destiiada, de 29.74 % en _
el grupo dosificado con el vehiculo y 18.81 % en las ratas con _
la minima désis del extracto. Los-grupos que recibieron las ddsis
media y maxima mostraron un incremento del peso corporal de 18.20
y 16.58 % respectivamente sin que hubiera diferencias significati
vas entre todos estos animales (P )(5.01).

A partir del dia 16 y hasta el dia 19 en que finalizd el estu-
dio el grupo control (I) alcanzd el mayor peso corporal (229.06g)
con un incremento de 2.73 %, el segundo control aumentd un 3.48%.
Por el contrario, todas las ratas experimentales sufrieron reduc-
cidén del peso corporal de 2.77, 3.68 y 6.60 % en los animales que

recibieron las ddsis minima, media y mdxima del extracto de S.gua
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dalajarensis respectivamente,no se encontraron diferencias signi-
ficativas entre ambkos controles, pero éstos difirieron,dé todos __
los experimentales (P(0.01), (Cuadro 1).

.fl menor peso ajustado (*) al finalizar el estudio correspon -
didé al grupo V (191.20 g) vy el mayor al grupo control vehiculo
(210.07 g), (Cuadro 1).

Entre los pesos de drganos de los animales experimentales y
controles no se encontraron diferencias (P> 0.01), (Cuadro 2),con
excepcidn del estbmago, cuya variabilidad se debid al contenido _
presente al momento del sacrificio o de la muerte esponténea de _

los animales.

o) ENSAYO TOXICOLOGICO
Respuesta de los animales durante el estudio:

Las ratas control agua destilada o vehiculo no modificaron el
consumo de alimento, agua, ni su comportamiento a través del estu
dio. Durante los primeros 15 dias, las correspondientes a los gru
pos experimentales III y IV, consumieron alimento y agua en forma
normal, mientras que las del grupo V presentaron astenia e hiﬁorg
xia a partir de los dias 14 y 15. En los Gltimos dfas de dosifica
cién con la concentracidén duplicada del extracto, (Cuadro 3) to -
das las ratas experimentales redujeron su consumo de alimento y __
agua. En el grupo III los animales comenzaron a presentar astenia
e hiporexia a partir del dia 18, las ratas del grupo IV presenta
ron astenia e hiporexia a partir del dia 17 y las del grupo V en

los dias 18 y 19 presentaron adinamia, anorexia total, pérdida de

(#*) Nota.- Peso ajustado; obtenido por un anilisis de covarianza__

mediante la prueba ajuste de promedios.
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peso y finalmente murieron con las siguientes manifestaciones ante
mortem:

- Paostracién

~ Dificultad para respirar {disnea)

- Distensidén abdominal

- Hipotermia absoluta

. Deshidratacién'moderaﬁa

- Extremidades fl&ccidas

Descripcidn anatomopatoldgica en la necropsia de ratas control y _°
experimentales:

" Los brganos examinados provehientes de las ratas control (gru -
pos I y II) revelaron un aspecto normal.

Grupo III experimental

Estbémago; presentd congestidn, material mucoide,pérdida de la mucgo
sa a nivel del cuerpo.

Higado; la superficie externa fué de color rojo vinoso de aparien-
cia granulosa. Al corte se observaron dreas de color hegrusco.
Riflones; la superficie externa fué de color grisdcea,lisa y bri -
llante . Al corté se observaron &reas de color negrusco, la corte-
za y médula sin alteraciones macroscdpicas.

Yeyuno; la serosa fué de color café claro alternando con Areas ama
rillentas. Al corte la mucosa se encontrd conservada.

Grupo IV experimental

Se observaron las mismas lesiones que en el grupo anterior, pe-
. \ .
ro mas notorias por su severidad.

Grupe V experimental

Las lesiones fueron similares a las del grupo III, pero mis seve
ras y abarcando un &rea mayor. En yeyuno se observd congestidn y he
morrdgias peteguiales en la superficie luminal de la pared, placas_

de Peyer aumentadas de tamafio Yy exudado mucoide sanguinolento.



Estudio histopatoldgico:
Animales control

En el estémago se distinguieron claramente 1las diferentes ca -
pas de la pared, asi como la zona glandular bastante desarrollada__
(Fig. 1). El aspecto del yeyuno fué también normal, se muestra una
vellosidad intestinal yeyunal a mediana amplificacién donde pueden
distinguirse 16s elementos que componen la mucosa, asi como las ca
racteristicas distintivas de la poblacidn celular de revestimiento
epitelial en contacto con el lumen intestinal (Fig. 5).

En el higaéo se aprecia el arreglo parenguimatoso del tejido
con definicibén precisa de los limites sihusoidales,.células de Kup
ffer y cordones irregulares dé hepatocitos con niicleos prominentes

"vesiculares. El sistema vascular most;é el endotelio de revesti -
miento de aspecto normal (Fig. 9); La corteza renal reveld gloméru
los abundantes con espacio de Bowman bien delimitado circundando _
el penacho glomerular, asi como tubulos proximales y distales con_
el lumen permeable. En las zonas profundas renales las piramides }
rayoé medulares no revelaron alteraciones (Fig. 13).

En las muestras de los animales que recibieron el vehiculo los_
tejidos estudiados .manifestaron como principales alteraciones con-
gestidén vascular y edema (Figs. 2,6,10,14).

Resultd evidente gue la severidad de las alteraciones aumentd _
en relacibén directa con la dbsis total acumulada al final de los _
experimentos.

En el grupo III observamos en estdmago; congestidén y edema de _
la submucosa, atrofia y pérdida déhla mucosa en algunas dreas,proli

feracidén glandular (Fig. 3). Yeyuno; congestidén y edema de 1la sub
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mucosa e hiperplasia de los folicules linfoides, agregandose pro
ceso linfomatoso (Fig. 7). Higado; congestidn vascular y edema _
sinusoidal, necrosis parcelar, tumefaccién turbia. Rifiones; con-
gestidén vascular y congestidbn iAtercapilar presentando necrosis_
tubular.

En el grupo iv obser;amos en estdmago atrofia y pérdida de 1la
mucoéa en algunas areas,proliferacién glandular (Fig. 4). En ye-
yuno proceso linfomatoso, necrosis hemorrdgica en higado (Fig.
11), en rifiones necrosis hemorragica cortical (Fig. 15), agfegég
dose coagulacibn intravascular en todos los 6rganos examinados.

Los tejidos del grupo V presentaron coagulacidén intravascular
en todos los Organos examinados, proceso linfomatoide en yeyuno_
(Fig. 8), en higado atrofia de las células de Kupffer y necrosis
hemorrégica (Fig. 12), en rifiones necrosis tubular y glomerular_
con pérdida de.la capsula de Bowman (Fig. 16). En este grupo se_
presentd el 100 % de mortalidad al término de la segunda fase ex
perimental. Al momento de concluir los experimentos sobrevivie -
ron los animales experimentales éue recibieron las désis minima,
y media, sin embargo, en éstos se empezaron a manifestar signos_

clinicos semejantes a los de los animales muertos del grupo V.



CUADRD No. 1

CAMBIOS EN EL PESO CORPORAL DE RATAS CONTROL Y EXPERIMENTALES DE 1- 16 DIAS
Y DE 14-19 DIAS DEL ESTWDIO.

"
T
g
¥
d
1
'
1
1
'
1
"
t
"
t
1
'
"
"

't GRUPOS '# PESD INICIAL (g)t # PESQ (g) !PESD FINAL (g} 'PESO AJUSTADG Y!!
LA N ! fer. dla ! l4dlas ! 19dlas ! SIGNIFICRKIA U
i i
 [Cuteal ¢ v ! : :
" ! 170.68 Yo% ! 2906 ! NBa
‘! Agua destilada ! L ! H
o ]

1I Contral ! ! ! !
' ! 168.24 Yooas ! 2830 !o210,07 a
1 Vebiculo ! ! : ! !
" 1
111 Experisental! ¢ ! !
1 ' 163,06 ' I9L74 ! 183 ! 19294 b
' Minisa désis ! ! ! !
LX} 1
IV Experiaental ! ' ! !
' ! .52 t29.8 0 0 20209 to1eat b
't Désis cedia ! ! ! !
i $
1 ¥ Bxperisental ! ! ! !
" ! 160,52 tO1Bn4 . Y 17478 ! 19120 B
1 Mixima dosis ! ! o !
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(P €0.01).
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CUADRD No. 2

PESD DE LOS ORGANGS (g} DE RATAS CONTROL Y EXPERIMENTALES

AL FINALI2AR EL ESTUDID

' ESTOWAGD ! INT. DELGADO HIGADD ' RINONES !

1

GRUPOSn (S} ' X D.E ' K D P ODE ! X DE U
_ "

IControl ! 3.57# 0.895 ! .64 # 1,595 ¢ 13.0% 1,598 ¢ 2,36+ 0.362 !
Aqua destilada ! 4 ' 1
it

Il Control ! 5334233 1 9.00+ LA24 ! 1274 0.717 1 2,15 + 0.07 !
Vehiculo 3 ' ¢ !!
"

11 Experinsntal ! 7,49 + 3.208 ! 7.82 + L7178 ' 1027 + 268 & 2.27 + 0.48 '

Minisa dbsis !

1V Experinental ! 7,57 + 2.33
Désis eedia !

' 7.3 + 2,983

9.76 + 4.25

' 2.06 +0.403 !!

¥

X
i

V Experigental ! 8,02 + 3,542
Mixica dosis !

' 8.26 £ 220

1

10.08 + 2.02

247 + 0.3

n
3
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No hubo diferencias significativas P )0.01
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CUADRD Na. 3

DOSIS ORAL DEL EXTRACTO DE Senecip guadalaisrensig SUMINISTRADA
EN LOS [0S FERI0DOS EXPERIMENTALES,

1{X}) PLANTA BASE SECA/PESD CORPORAL!

i

! BRUPOS ‘g del extracto/ !Primer perfodo! ! Sequndo periodo !Bdsis total !
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! Dosis media ! 1.6108 ! v ! H
! ! e !
!V Experimental ! ! 30 v &0 '# 93.568 ¢
P Méxima désis ! 2,4160 ! i ! !

+ Désis letal acumulada.
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Figura 1

| Se muestra una fotomicrografia a baja amplificacidén de
la porcién glandular del estdmago de una rata sacrificada
del grupo control que recibid agua destilada por via oral
durante todo el estudio. Se distingue la mucosa gastrica_
anNg) . de aspecto columnar ampliamente desarrollada, asi_
como la muscularis mucosae ( +_j con cierto desarreglo pe
ro de aspecto normal, asimismo se observa la submucosa
"(SIYV de caracteristicas normales. En el extremo derecho_
de la imdgen se observa la disposicidn de misculo liso

(IM) que compone la pared géstrica, H/E, 120 x.

Figura‘z

Se muestra una regidén andloga a la anterior pertenecien
te a un corte de rata sacrificada del grupo control vehicu
lo, donde se aprecia edema de la mucosa GEITD,'en la parte
inferior se distingue la submucosa (SIYL y parte de la mus

cular (M), H/E, 130 x.

20






-

Figura 3

' Se muestra un corte del espesor completo de la pared del
estémago de una rata que fué sacrificada 'y pertenecien-
te al grupo dosificado con la menor concentracidén del ex -
tracto, donde se distingue ligero edema submucoso (@S) y _
proliferacidén glandular (W ). En el &ngulo superior‘dere -
cho se observan residuos alimenticios del lumen estomacal _

¢ by, w/E, 110 x.

Figura 4. Grupo suministrado con la dbésis intermedia del

extracto. A mayor amplificacidén se muestra la misma regidn_
anteriormente descrita pertenenciente a una rata sacrifica-
da en donde se observa con mas claridad el edema de la mucg
sa (@YY vy submucosa @ S) ademids de proliferacién glandu -
lar { ¥ ). Estas alteraciones se observaron respectivamente
con mayor intensidad en el grupo dosificado con la dbésis md

xima del extracto, H/E 140 x.
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Figura 5

Fotomicrografia de mediana amplificacién del yeyuno _
de una rata sacrificada‘del grupo agua destilada. Las
vellosidades intestinales (\ri) muestran su aspecto tipi
co Y en las partes mids profundas se distinguen las zonas
proliferativas de las criptas ( C ), en el extremo dere-

cho se observa un arreglo trasversal de misculo liso

(M), H/E, 140 x.

Figura 6

A menor amplificacibén se muestra un segmento de yeyu-
no de un animal sacrificado del grupo control vehiculo,
donde se observa edema de la mucosa @ITV y submucosa

(€é8), H/E, 120 x.
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Figura 7. Grupo que recibid la menor désis del extracto.
Se muestra el espesor de la pared de yeyuno de rata _
sacrificada. Se observa ligero edema de la submucosa
(€@8), asi como proli_feracién abundante de las criptas o
gléndulas de Liberkuhn ( " ). Se distingue también un
proceso linfomatoso bastante evidente en una‘vellosidad_

(€)), H/E, 110 x.

Figura 8

Fotomicrografia del yeyuno de una rata que muridé es -~
pontaneamente pefteneciente al grﬁpo dosificado con 1la
mixima concentracién del extracto. Se observan células
indiferenciadas con nficleos vesiculares prominentes de
aspecto linfomatoide (*). . _Algunos niicleos
del tejido linfoide muestran aspecto neoplasico (Y )
evidente pof la marginacién del nucleolo, la presencia
abundante de heterocromatina y su gran tamafio, H/E,

260 X.
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Figura 9. Grupo cohtrol dosificado con agua destilada.

A Fotomicrografia a mediana amplificacidén del higado de
una rata sacrificada, donde el arreglo parenguimatoso

del‘érgano muestra su aspecto tipico (l|l) y en el cen -
tro se aprecia -la vena centrolobulillar (Y¥C). Los he -
patocitos permiten delinear claramente los espacios sinu
soidales donde se distinguen las éélulas de Kupffer (]),

H/E, 180 x.

Figura 10

Fragmento hépético de un animal sacrificado pertene -~
ciente al grupo control vehiculo, donde se observa dege-
neracidn vacuolarvdel espacio citoplasmdtico de los hepa
tocitos ( f ) que afectd también el espacio sinusoidai._
Se distingue también unaivena centrolobulillar colapsada

( ‘)l H/E, 130 x.
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Figura 11. Grupo que recibié la dbésis media del extracto.

Fotomicrografia del higado de una rata sacrificada,don
de se observa edema intersticial (S€) y necrosis 'parce -
liar (NP). asi como infiltrado inflamatorio de mononuclea

res ( [J) y coagulacién intravascular ( A ), H/E, 120 x.

Figura 12

Imdgen correspondiente a un animal que murid esponta -
neamente perteneciente al grupo dosificado con la concen -
tracién midxima del extracto. Se observa licuefaccidn com -
pleta de organelos ecitoplasmiaticos y hepatocitos en distin
tos estadios degenerativos correspondiéntes a necrosis he-
morragica con pérdida del patrdén histolégico casi en su _

totalidad ('*). En el centro se distingue la vena centro-

lobulillar (VC), H/E., 110 x.
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Figura 13

Fotomicrografia del rifiébn de una rata sacrificada del
grupo control gue recibié agua destilada. Se observa la_
distribucién normal de glomérulos ( ) en la corteza,
‘asi{ como cortes transversales de tébulos proximales (tP) .

y distales (td) de aspecto normal, H/E, 120 x.

Figura 14

Imdgen andloga a la anterior de un tejido proveniente
de una rata sacrificada del grupo control vehiculo, don-
de se observa la presencia de matérial amorfo intratubhu-
lar con pérdida de las células epiteliales absortivas
(e t), el glomérulo muestra aspecto normal ( g ), H/E, _

180 x.






Figura 15. Grupo dosificado con la dbésis media del extracto.

Fotomicrografia del rifion de una rata sacrificada en don
de se observa necrosis tubular (nt), céiulas picnéticas en
algunos tébulos ([ }), ¥ edema intertubular (ei).En el cen
tro se aprecia un glomérulo con pérdida del espacio de Bow-

man y areas de necrosis (@ ). H/E, 230 x.

Figura 16

Fotomicrografia del rifién de una rata gque murid espontanea
mente perteneciente al grupo gue recibid la mayor ca‘ntidad _
del extracto. Se observa necrosis tubular parcial (nt) Yy Gglo
merular con pérdida del espacio dé Bowman (@ )., no se distin

guen los limites entre las diferentes estructuras, H/E, 200 x.
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DISCUSION

Solamente en la segunda etapa experimental, del dia 16 al 19 _
se produjo disminucidn del peso corporal de los animales por el _

e I . L4
tratamiento con el extracto de Senecio guadalajarensis, esta se _

debid principalmente a los efectos tdéxicos provocados por el ex-
tracto, en otros'estudibs también se produjo disminucidn en el pe
so de ratas por efecto de la planta S, jacobaea ofrecida en forma
de pellets a libre acceso. (16), 1o mismo se ha observado con ca-
cabras en las que la misma especie fué ofrecida a libre acceso hg
mogeneizada con otras plantas forrajeras- (15).

A pesar de la reduccidn significativa del peso corporal en po-
co tiempo, no se produjo disminucidén del peso de los Organos por_
la intoxicacibén aguda que se provocd al duplicar la concentra -
cidn. Se ha reportado disminucién en el peso del higado y rifiones
de ratas después de un periodo de administracidén de 6 semanas con
S, jacopaea (16) y después de 4 a 5 meses del consumo de S. lau -
tus por bovinos (7).

En el presente trabajo la pérdida rdpida de peso fué solamente
una manifestacién del cuadro clinico antemortem gue compréndid _
postracién, distensidén abdominal y anoréxia que sucedieron en el_
grupo de animales que recibid la midxima concentracién oral del ex
tracto, estos mismos sintomas se han reportado en ratas (16) y ca
ballos {(6) por el consumo de S. jacobaea.

Se produjeron alteraciones neuroldgicas caracterizadas por de-
presidén en la respuesta a estimulos y movimientos, asi como un im

balance de electrolitos y pardlisis del tubo gastrointestinal jun
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to con la acumulacidén sistémica de toxinas al afectarse la capaci
dad de depuraéién hepdtica y renal.

Esta suposicidédn fué confirmada al practicar la necropsia en los
animales que murieron espontdneamente el dia 19 después de haber _
iniciado el estudio, el higado se observd de color rojo vinoso y
con aspecto granular como se ha descrito en otros trabajos con ra

tas que consumieron Senecio jacobaea, por la accidn de los alcaloi

des pirrolicidinas (AP) (16). Asimismo, en rifiones se observaron _
lobulaciones y areas focales de aspecto necrdtico por su colora -
cién negruzca!en la corteza y en menor proporcidén en la médula,
sin otras alteraciones visiblgg, mientras que en el tubo digestivo
se apreciaron lesiones caracterizadas por pérdida de tejido epite-
lial y areas hemorrigicas que indican inhibicién del transporte
normal a través de la pared intestinal (25,29).

Las alteraciones del tubo digestivo posiblemente se iniciaron __
por la accibn directa del extracto sobre la superficie luminal y _
posteriormente se potencializaron por la excresién de metabolitos_
secundarios téxicos a través de las gldndulas accesorias del tubo_
digestivo (4).

En general, las lesiones observadas en el presente estudio fue-
ron mas severas que las reportadas con el hidrolizado de.§. guada-
lajarensis, esto se debid posiblemente a que en el liofilizado hi-
drosoluble no estaban presentes la totalidad de alcaloides que so-
lamente pueden extraerse por solventes orginicos, sin embargo por_
accién del calor pudieron solubilizarse algunas fracciones de los_
compuestos tdéxicos (25).

Al parecer el higado fué el érgano principalmente lesionado por
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la accién de Senecio como se ha demostrado en ratas (16,21) equi
nos (6) y bovinos (4,7). Las alteraciones han sido variables,
desde necrosis focal hasta hecrosis generalizada; esta Gltima _
sucede después de altas dbsis o periodos prolongados de adminis
tracién. Por el cdntrario, la necrosis focal se resuelve favora-
blemente al suprimir elfestimulo nocivo, por la gran capacidad _
regenerativa del higado (1,16,20). Lo anterior también depende _
de la especie animal y su capacidad intrinseca hepdtica para me-
tabolizar los AP a pirroles (1,16,20).

- Al parecer las lesiones renales resultan de la incapacidad
del animal para eliminar los compuestos tdéxicos circulantes que_
provocan necrosis tubular proximal y distal en ratas (25), en bo

vinos intoxicados por Senecio lautus se observd edema glomeru -

lar y necrosis tubular zonal (7). Estas manifestaciones renales_
sugieren la posibilidad de que se afecten otros Organos de perfu
sién sanguinea (14) -

En el presente estudio no se observaron signos clinicos de in
toxicacidén letal durante los primeros 15 dias de dosificacidén o-
ral del extracto, sin embargo cuando se duplicd la dbsis se pro-
dujo la muerte en los animales que alcanzaron una désis total a-
cumulada equivalente al consumo de 0.46 kg de la planta en base_
seca/ky de peso cprporal al dia 19. Esta cantidad es mayor que _

la reportada en otros estudios con ratas de 0.2 kg/kg de S. jaco

baea que equivale a un 20 % del peso corporal, (Cuadro 3). Las _
diferencias probablemente se deban al esquema de dosificacidn es
tablecido en los diferentes estudios o a la diferente toxicidad_

de la especie de Senecio.

De los resultados obtenidos con nuestra posologia puede infe-
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rirse gque el extracto de S. guadalajarensis provocd un efecto té-

xico progresivo por la acumulacién de pirroles o productos inter-
mediarios_derivados de éstos que posiblemente se unieron a los te
jidos por tiempo prolongado, sin embargo a pesar de que se sumin-
ministrd una désis constante del dia 1 al 15 experimental, los a-
nimales fueron incapaces de desarrollar tolerancia al aumentar la
concentracién de enzimas especificas para depurar los compuestos_
téxicos, este mecanismo es Util para aumentar la capacidad de eli
minacién de metabolitos secundarios facilmente excretables. La in
capacidad se ﬁizo evidente al duplicar la dbésis en los Giltimos

4 dias del experimento.

La'tolerancia al consumo de Senecio ha quedado demostrada para
algunos rumiantes pequeifios como byejas y cabras que son capaces _
de ingerir grandes cantidades de especies de Senecio sin efecto _
letal, esto no sucede con los bovinos, a pesar de que también son
rumiantes, para estos basta con que consuman 0.14 kg/kg de peso
corporal de S. jacobaea para que mueran, sin que necesariamente
se alcance esta proporcidn en corto tiempo, lo que implica un
efecto acumulativo gque se manifiesta como letal cuando se rebasa
el 1limite de tolerancia, de lo que resulta una impresién equivoca
da acerca de la muerte sibita que refieren los ganaderos inmedia
tamente después de la ingestién de la planta, por lo que atribu -
yen a ésta efectos semejantes a los qgue resultan después de 1a in
gestién de compuestos vegetales cianogénicos.

Por todo lo anteriormente seflalado, puede inferirse la posibi-
lidad de identificar clinicamente los signos que indican una into

xicacién moderada en bovinos y que preceden a una respuesta le -



tal, para separar a estos animales de sus sitios habituales de
pastorec e implementar un tratamiento encaminado a reducir la
concentraciédn del téxico circulante y evitar gque progresen las

lesiones en 6rganos. de depuracidn.
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CONCLUSIONES

* Los alcaloides presentes en el extracto metandlico de la _

parte aerea de la planta completa Senecio guadalajarensis pro-

vocaron intoxicacidén letal en ratas a una dodsis total acumula-
da de 55.568 g/kg de peso corporal después de un periodo de ad

ministracidén oral de 19 dias.

* Se produjeron lesiones en higado, rifiones, estémago y yeyu
no solamente en los animales dosificados con el extracto y la_

severidad en las alteraciones. estuvo directamente. relacionada_

con la dbésis suministrada.

* Los cambios anatomopatoldgicos.e histopétolégicos en higa-
do y rifiones sugieren un fendmeno de inflamacidén seguido de
trastornos permanentes vasculares, degeneracidn y necrosis de_
extensidn variable por efecto del tdxico. El estdmago y yeyuno
sufrieron un dafio directo por 1la presencia del extracto segui
do de alteraciones secundarias por la eliminacidén sistémica

del mismo.

* Las lesiones histopatoldgicas observadas indican un efecto
téxico sistémico progresivo sin que se produjera una respuesta
resolutiva, a pesar del estimulo linfocitario provocado por el

extracto.
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RECOMENDACIONES

Con los presentes resultados se demostrd la toxicidad potencial

de la planta inmadura de Senecio guadalajarensis . Para poder uti-

lizar pastizales donde crece esta planta en forma autdctona con me
nor riesgo para el ganaéo bovino, una posibilidad seria la intro -
duccidén de ovejas y/o cabras durante ciclos repetidos de pastoreo_
para disminuir la capacidad de reproduccién de Senecio a través de
sus semillas y afectar su ciclo foliar; de esta forma las especies
seflaladas actuarian como control bioldgico, o bien al permitir _
el pastoreo cuando los animales sean capaces de reconocer la plan-

ta madura, sin embargo se reduciria el potencial de agostadero.
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ING. ADOLFO ESPINGZA DE LOS MONTEROS
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA
PRESENTE

Por -medio de este conducto me permito comunicar a Ud que
la pasante de la Licenciatura en Biologia Maricruz Rivera
Ferndndez, ha concluido satisfactoriamente el trabajo de_
tesis que se titula: ALTERACIONES HISTOPATOLOGIACAS EN_

ESTOMAGO, YEYUNO, HIGADC Y RINONES DE RATAS POR LA ADMI -

NISTRACION ORAL DEL EXTRACTO METANOLICO DE Senecio quada-
dalajarensis.

Asimismo le informo que Aespués de revisar el manuscrito_
-no tengo ningin incoveniente y doy mi aprobacién para su
su encuadernacién. - A

Aprovecho la ocasidn para enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE

1 73 /) T
7L Ll e, B '(£5§i3/>

M.en C. Ma. délYRefugio Mora Navarro.




UNTVERSIDAD DE GUADALAJARA Exvetiant. ... oo

FACULTAD DE CIENCIAS Nimero . 0822/90

SRITA. MARICRUZ RIVERA FERNANDEZ
PRESENTE. -

Por este conducto nos permitimos informar a usted que se autoriza
la modificacion al tema de Tesis "ALTERACIONES HISTOPATOLOGICAS EN DIFEREN--
TES ORGANOS DE RATAS POR LA ADMINISTRACION ORAL DEL EXTRACTO METANOLICO DE -
Senecio guadalajarensis" por "“ALTERACIONES HISTOPATOLOGICAS EN ESTOMAGO, -
YEYUNO, HIGADQ Y RINONES DE RATAS POR LA ADMINISTRACION ORAL DEL EXTRACTQ -
METANOLICO DE Senecio guadalajarensis".

Sin otro particular nos es grato reiterar a usted la expresi6n de
nuestra consideracién més distinguida.

. M. en C. Refugio Mora Navarro
El expediente del alumno

C
evar Gral, Marcelino Garcia Barragdn y Corrcgidora, S, R. Tels, 19-80-54 y 19-82.92 Guadalajara, Jallsco
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UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA
FACULTAD DE CIENCIAS

SRITA. MARICRUZ RIVERA FERNANDEZ
PRESENTE. -

Manifiesto a usted que con esta fecha ha sido -
aprobado el tema de Tesis "ALTERACIONES HISTOPATOLOGICAS EN
DIEERNETEé ORGANOS DE RATAS POR LA ADMINISTRACION ORAL DEL-~
EXTRACTO METANOLICO DE Senecio guadalajarensis" para obte--

ner la Licenciatura en Biologia.

Al mismo tiempo informo a usted que ha sido acep

tada como Directora de dicha Tesis la M.en C, Ma. del Refu

gio Mora Navarro.

ATENTAMEN TE
“"PIENSA Y TRABAJA™

Tesis.~Pte.
c.c.p. El expediente de la Alumna.

_—
M a Tlaquepaque y Corregidora, S. R. »

Cuadalniam Tal

Guadalajara:/2;‘;’-sa;xero 14 de 1989

Teléfonos 19-80-54 y 198262



