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RESUMEN La corteza de Angostura trifoliata (Willd.) T.S Rutaceae, se ha utilizado con fines
terapéuticos en Venezuela. Objetivo: Determinar el uso etnobotdnico de esta planta v estudiar sus efectos
toxicos. Metodologia: Utilizando un protocolo, validado previamente en sector La Florida, Anaco; se rea-
lizo estudio descriptivo, analitico, transversal en muestra de 76 usuarios de la corteza de esta planta, en
mercados populares de: Anaco, Mérida y Bolivar, a personas mavores de 18 anos. Para evaluar toxicidad
aguda, se obtuvo el extracto por Soxhlet, se administro ip., (100 - 850 mg/ kg) a ratones machos INH,
segun Litchfield y Wilcoxon ¢ Irvin para determinar DL DT v efectos toxicos asociados, Resultados:
Usos etnobotinicos: Diabetes mellitus tipo 2 (56%), malaria (26%) v reduccion de peso (18%). Tiem-
po de administracion: 3 meses, Forma de preparacion casera: a) cocido o macerado en agua (64 %)y
b) mezcla de etanol: agua (36 %). Administracion: oral; frecuencia: cada 12 h (46%), sustitulo del agua
diaria (294}, una vez al dia (25%). Efectos toxicos: Hiperglicemia, convulsiones, incoordinacion motora,
sedacion, dificultad respiratoria, prurito, ptosis parpebral, parilisis espastica. DL_; a) diluido en agua:
452 mg/kg y b) etanol: agua 352 mg/kg, asociadas a convulsiones. DT, : a) diluido en agoa 192 mg/kg y
b} etanol: agua 162 mg/kg; efecto: incoordinacion motora. Conclusiones: 1. Uso actual: diabetes tipo 2,
malaria y control de peso, 2. "Toxicidad asociada a convulsiones, mayor en la mezcla hidroalcoholica y
3. Poblacion usuaria en riesgo por alteraciones neurologicas y metabdlicas (hiperglicemia) que podria

llevar a la muerte.
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Introduccion y objetivos _
Venczucla no escapa del uso de plantas en
medicina tradicional como  alternativa terapéu-
tica. La Angostura frifoliata (Willd.) T.S. Elias,
(nombre original Bemplandia trifoliata Willd) de
la [amilia de las Rutaceae, del género Angostura
ha sido usada por la tribu de los Indios Cusparias
(Hokche, 2008). El uso actual de esta planta no
estid determinado; sin embargo, estudios previos
indican que se utilizaba para el tratamiento del
Mycobacterivm tuberculoso en el antiguo y nuevo
mundo en 1900 (Houghton y col., 1999). Estudios
fitoquimicos han demostrado que en su corteza
se encuentran alcaloides actives contra este mi-

croorganismo v la malaria (Fernandez v col, 2007;
Collet y col., 2000; Houghton y col., 1999).

En Venezuela, esta planta se localiza en los
Estados: Delta Amacuro {Sierra de Imataca), Bo-
livar {Ciudad Bolivar, en las adyacencias del Lago
Huri, rio Caroni, rio Caura, rio Cuyuni, Sierra de
Imataca, Upata), Amarvonas, especificamente en
el alto Orinoco  {Steyermark y col,, 2005), Anzoa-
tegui y Sucre (Hokche, Berry y Huber, 2008) v en
el Llano hasta el pie de los Andes (Lindorf, 2001).
Se describe como un darbol de 20 mts de altura, de
hojas trilobuladas, flores campanuladas blancas y
corteza pardo-amarillenta, conocida como quina
de Guayana, quina de Nueva Andalucia, Angostura
verdadera, cusparea, cascarillo, quina, quina blan-
ca, quina amarilla, cuspa, cusparea y pertenece a un
género que no contiene quinina {Uphof, 1968).
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En Latinoamérica ha sido utilizada para el
tratamiento de la malaria, dispepsia, falta de apeti

L0, gastritis, insuficiencia respiratoria, tuberculosis ¥

tratamicnto de la diabetes tipo 11 (Gupta, 1995). En
Europa se ha empleado como anti pirético, antimala-
rico, digestivo, disenteria, diarreas crénicas ¥ tubercu
fosis {1 Toughton vy col, 1999} Daosis altas se asocian
a la aparicion de efectos secundarios relacionados a
emesis, diarrea y cefalea. (Rodriguez, 1985). Los in-
digenas sudamericanos emplean para intoxicar peces
y recogerlos al subir a la superficie ( Steyermark y col,
2005). Dado el amplio uso de plantas en la actualidad,
se realizo esta investigacion con el objetivo de deter-
minar el uso etnobotinico actual y forma de prepara-
cion del extracto de la corteza de Angostura trifoliata
(willd } 1.8, Elias (Rutaceae) (extracto AT) en usuarios
de esta planta que adquieren la corteza en mercados
populares de Anaco, Ciudad Bolivar ¥ Mérida, asi
coma, estudiar su toxicidad aguda en ratones.

Materiales y métodos

Evaluacion del uso actual del extracto

AT en mercados populares

Utilizando un protocolo, validade en el sec.
tor La Florida, Anaco; se realizd un estudio des-
criptivo, analitico, transversal en una muestra de
76 usuarios (ambos géneros, mayores de 18 afos)
de compradores la corteza de Angostura trifoliata
fwilld } T'5, Eligs (Rutaceae) (corteza AT) de plan
tas medicinales, en mercados populares de Anaco,
Mérida v Ciudad Bolivar,

Determinacion de la letalidad ¥y toxici-

dad del extracto AT en ratones.

Las corlezas de AT se compraron en el merca
do principal de Mérida (Venezuela) en Febrero de
2009. El proveedor indicé que el material vegetal fue
recolectado en el rio Cuyuni, Sierra de Imataca Esta-
do Bolivar, suministro hojas y flores de la planta. 1.a
identificacion botanica fue realizada en el Herbario
Ovalles de la Facultad de Farmacia de Ia Universidad
Central de Veneczuela. Se dejo una muestra de refer-
encia bajo ¢l codigo de registro MYF 20936,

La corteza en referencia se deseco a lemperaty
ra ambiente. Una vez molido ¥ sometido a extraccion
continua en la camara de Soxlet con etanol al 95% por
48 h a 80 °C, se obtuvo el extracto, el cyal se filtro, y

O

concentro a presion reducida para obtener el extrac

to AT, mantenido en frasco ambar herméticamente
cerrado para evitar su descomposicidn quimica y con

taminacion. Para su reconstitucion se uso agua desti-
lada y una mezcla de etanol: agua ((L1:0,9). El estudio
de toxicidad se realizo en ratones albinos macho cepa
INH, procedentes del Instituto Nacional de Higiene
Rafael Rangel {Caracas) de cuatro semanas de edad
con un peso entre 20y 25 g, alimentados con Ratarina®
ad libitum.  Los animales fueron mantenidos libres
en jaulas, con ciclos de 12 h de luz ¥ 12 h de oscuri

dad. Su permanencia minima cn el laboratorio antey
de administrar el extracto AT fue de 3 dias. Se aplica
el método descrito por Litchfield ¥ Wilcoxon (1948),
a fin de determinar la dosis de extracto AT adminis

trado ip, capaz de provocar el efecto toxico (DT} o
la muerte (DL ) en el cincuenta por ciento de los ani-
males de experimentacion para determinar la dosis
toxica y letal 50. Para analizar los efectos toxic IS, se
registraron y detallaron los videos obtenidos con una
camara (Handycam Sony- Modelo Der-DVD3S08),
Las alteraciones conductuales fucron comparadas con
el grupo control entre 0-30, 30-60, 60-90 min. Las ob-
servaciones permitieron detallar signos de toxicidad
relacionados a efectos inhibitorios (sedacion, caida del
tren posterior (CTP), incoordinacion Motora v plosis
palpebral) 6 excitatorios (convulsiones) v alteraciones
conductuales incluyendo su inicio y duracion,  Los
animales fueron sacrificados siguiendo los lincamien-
tos bioéticos establecidos por el FONACIT 2002,

Determinacion del evento convulsivo
en dosis letales y alteraciones de a gli-
cemia producidas por el extracto de AT
Algunas convulsiones, como las producidas
por bicuculina cursan con hiperglicemia (Lang,
1995). Algunos autores tales como: Grarcia, Gar
cias y Matfas {2009); Nehlig, Dube ¥ Km:in;; {2002
definen ¢l estatus convulsivo ténico clémico come:
aquellas crisis que duran mas de 30 min,
crisis sin recuperacion del nivel de
cuando las crisis son seguidas y aquellas Jue no ce-

dos o mis
COnclencia o

den en 5 min, caracterizadas por una prolongacion
dela duracion de la convulsion con reduccion o sin
modificacion del periodo interictal entre las cemvul-
stones. A fin de evaluar si el evento convulsivo es
taba asociado a la aparicion de hiperglicemia, se les
retird el alimento 2 h antes de 12 experimentacion,



para tener niveles glicemia iniciales homogéneos.
Se realiz una segunda medicion justo antes de pre
sentarse la convulsion, para lo cual se determind
los signos caracteristicos que indicaban el inicio de
l convulsion {presencia de movimiento anormal).
[.a muestra de sangre fue tomada por venopuncion
de la cola v se registrd la glicemia usando el sistema
comercial Ascencia Entrust (Bayer).

l.os datos se expresaron como la media +
error estandar de la media a un 95% de confianza.
Se someticron andlisis de varianza (ANOVA) con
posterior prueba de t-student de 2 colas. La deter
minacion de la DL_ v DT se realizo siguiendo el
método de Litchheld y Wilcoxon adaptado a un
programa computacional.  Se utiliza el programa
Graph PadPrism version 5.0, Diferencias significa
tivas entre los grupos p< (L05,

Resultados y discusion

Determinacion del uso actual de la cor-

teza AT en mercados populares

la figura 1A nos indica que los usuarios
compradores de la corteza AT la usan para el tra-
tamiento de la diabetes tipo I1 (56 %), malaria (26
")y control o reduccion de peso corporal (18 %),
En cuanto a la forma de preparacion, ver figura 1B,
principalmente utilizan maceracion o coccion con
agua en un 64% de los usuarios y maceracion en
una mezcla hidroalcoholica (etanol: agua) en un
36%. La figura 1C, brinda informacion sobre la fre
cuencia de uso diaria: extraclos AT ingeridos cada
12 horas (48%) de los usuarios, diariamente en un
25% v sustitucion del agua diaria por el consumo
de este extracto {27%) de los usuarios, quienes pue
den ingerir hasta mas de 8 vasos al dia.

En la figura 2, se muestra la preferencia de uso
diario del extracto AT: Sustitucion por agua (hgura
2AY), una vez al dia (figura 2B) v dos veces al dia (figu
ra 20} de los extractos obtenidos por maceracion con
agua o con etanol: agua, segun el género y laedad. La
preferencia de sustitucion por el agua fue mayor en el
género masculino entre 26 y 50 anos (hgura 2A). La
ingestion del extracto una vez al dia es indistintamen-
te usado segun el género v pareciera ser mids frecuente
en mavores de 60 anos en el género masculino (hgura
2B). La preferencia de uso cada 12 h (dos veces al dia)
cs mayor en las mujeres con edades comprendidas
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entre 18 y 25 aios {(hgura 2C), quienes manifestaron
usar el extracto para el control de peso.

Determinacion de letalidad: Dosis letal

cincuenta (DL_ ) del extracto AT en ratones

La causa asociada a la muerte de los ratones
tratados con el extracto de AT fue la aparicién de
convulsiones de tipo ténico clonica. La DL | de ani
males tratados con el extracto restituido en mezcla
de etanol: agua (0,1: 0,9) fue de 354 mg/kg, mien
tras que la reconstitucion con agua fue de 452 mg/
kg. Lafigura 3, muestra que la curva dosis respues
ta se desplaza hacia la izquierda cu ando se adminis-
tra el extracto hidroalcohdlico, (p=0,05) utilizando
la prueba estadistica de Wilcoxon.

Determinacion de toxicidad:  Dosis

toxica cincuenta (DT_ ) del extracto AT

en ratones

La dosis que produjo el 100% de los efectos
toxicos (DT, ) sin muerle en los animales fue dife-
rente en vehiculo hidroalcohdlico 200 mg/kg res
pecto al restituido en agua que fue de 250 mg/kg.

Sl

El efecto toxico presente en el 50 % de los animales
sometidos a experimentacion con mavor reprodu-
cibilidad fue la incoordinacion motora. Cuando el
extracto de AT se reconstituyo en la mezcla hidroal-
cohdlica, la DT_ fue de 162 mg/ky a diferencia de
lo que ocurrid cuando el extracto se restituyo en
agua (DT_= 192 mg/kg) l.a Figura 4 muestra que
la curva dosis respuesta del extracto A1 en vehiculo
hidrealcoholico sigue desplazada hacia la izquierda
respecto al vehiculo acuoso (p<0,05), lo cual mues
tra que el alcohol presente potencia la woxicidad.
Otros efectos toxicos relevantes s¢ muestran
en la Figura 5A y 5B, entre ellos: prurito, piloerec
cion, ptosis palpebral, sedacion, CTP, dificultad
respiratoria y pardlisis espdstica.  Los animales
tratados con el extracto AT hidroalcohdlico pre-
sentaron efectos toxicos mas persislentes que los
observados en los animales con el extracto AT res
tituido en agua. Ambos grupos, presentaron pris
rito (Figura 5A y 5B). Gama y col,, 2009 proponen
que el prurito se produce cuando los terminales
nerviosos localizados en piel son estimulados por
liberacion de histamina v prostaglandinas, con la
consecuente activacion de la via hacia la médu-
la espinal y posterior proyeccion al SNC, especi-

67



m 1l

licamente al Iobulo parietal inferior va la corteza
cingulata anterior, siendo estas dltimas las dreas
responsables de las respuestas nociceptivas que
originan los movimientos como respuesta a estas
sensaciones (Darsow y col., 2000). Es posible que el
extracto en estudio, produzca prurito por un efecto
histamino o prostaglandino similar.

Otro efecto predominante fue la piloereccion
a dosis mayores a 150 mg/kg (Figura 5A y 5B). Este
efecto toxico se ha reportado posterior a la admi-
nistracion de extractos que presentan actividad
catecolaminérgica v neurotéxica (Cambar y col.,
1983} y se ha asaciado a la administracion de dobu-
tamina como un efecto adverso, asociado a la esti-
mulacion de los receptores a adrenérgicos (Vidal,
2009). La ptosis palpebral se evidencic en el 50%
delos animales a la dosis de 200 mg/kg del extracto
AT hidroalcoholico y disminuye a 37% cuando el
extracto se diluyé en agua. No se produjo este efec-
toa 150 mg/ kg del extracto AT en agua.

La sedacion se evidencio a la DT . indepen-
dientemente del vehiculo utilizado. A dosis 120 mg/
kg del extracto AT hidroalcoholico, se evidencio este
electo toxico en un 12,5% de los animales; sin em-
bargo, este no estuvo presente cuando el extracto
s¢ restituyo en agua. La CTP a dosis inferiores de
180 mg/kg se produjo en un 37,5% de los animales
tratados con extracto en vehiculo hidroalcohdélico, a
diferencia del extracto restituido en agua, donde no
se evidencia cste efecto. La dificultad respiratoria y
la pardlisis espastica se produjo en un 12,5% cuando
¢l extracto se administré en mezcla hidroalcohdlica
a dosis por debajo de 200 mg/kg v no se produjo al
ser reconstituirse en agua.

Asociacion entre evento convulsivo en

dosis letales y alteraciones de la glice-

mia inducidas por el extracto AT

La figura 6 relaciona la aparicion de comvulsio-
nes de tipo tonico clénicas 14 segundos después de
administrar del extracto AT en dosis = 400 mg/kg. El
numero de convulsiones dependio de la dosis pero no
del vehiculo utilizado (p=0,05). Las convulsiones se
asociaron a temblor, brincos y cola de Straub con pa-
tron de estatus convulsivo (mas de tres convulsiones),
sin periodo de recuperacion entre cada una de las
convulsiones como las reportadas por Garcia, Garcias
¥ Matias, 2009; Nehlig, Dube v Koning, 2002,

ahs]

Las convulsiones se asociaron a la muerte v
también cursaron con hiperglicemia a dosis meno-
resala DL, en los animales tratados con el extracto
AT diluido en agua (p<0,05). Estos resultados con-
cuerdan con lo descrito por Lang, 1995 quien encon-
tré que el estatus convulsivo producido fa bicuculina
precedia de hiperglicemia debido un aumento ripi-
do de la produccion de glucosa hepatica, por incre-
mento en la glucogénesis y glucogenolisis a partir del
glucogeno hepdtico (Lang, 1994). Adems, ¢l efecto
hiperglicémico que produce la bicuculina también es
directamente proporcional a la dosis convulsiva (Na-
rita, Nishihara y Takahashi 1994; Nonogaki, Iguchi v
Sakamoto, 1998) tal como muestran nuestros resul-
tados al administrar el extracto AT. El mecanismo
proconvulsivante de la bicuculina se debe al antago-
nismo competitivo sobre los receptores GABA | Este
efecto toxicodinamico evita que el neurotransmisor
GABA | ejerza su accién inhibitoria, con la conse-
cuente prolongacion del potencial de accion del ion
calcio y bloqueo los canales de potasio, asociado a
la aparicion de convulsiones (Velsek, 2009; Nowak,
1982; Slmmonds, 1980: Johnston, 1978).

Conclusiones

El uso etnobotinico del extracto AT ¢n usua-
rios habitantes de Anaco, Ciudad Bolivar y Mérida
se emplea para el control de la: Diabetes tipo 2, ma-
laria y reduccion de peso en personas de cualquier
género mayores de 18 afios.

Los estudio de toxicidad aguda en anima-
les indican que la DL,y laDT, del extracto AT
restituido en la mezcla hidroalcoholica es menor
que el diluido en agua, lo que sugiere que ¢l etanol
potencia sus efectos toxicos. La letalidad se asocia
a convulsiones tonico clonicas e hiperglicemia, In
cual descarta un posible efecto beneficioso en ¢l
tratamiento de la diabetes tipo 11,

Dado que un 29% de los usuarios sustituyen
el agua potable de uso diario por consumo del ex-
tracto, y que existe la posibilidad que ingieran mas
de 8 vasos al dia, se sugiere continuar este tipo de
investigacion a fin de determinar el margen de se-
guridad por administracion oral de esta corteza
y de ser necesario, educar a la comunidad en re.
lacion a los riesgos que pudiesen estar asociados
al uso por automedicacion de este tipo de plantas
medicinales,
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Figura 1 A. Usos B. Preparacion y C. Frecuencia de administracian del extracto acuoso 6
hidroalcoholico de la corteza AT usuarios de Anaco, Ciudad Bolivar v Mérida.
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Figura 2. Preferencia de uso del extracto AT segun el género y la edad. A. Sustitucion por agua,
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Figura 3 Curva dosis respuesta de letalidad producida por extracto de AT. Linea segmentada:

“ de letalidad del extracto AT restituido en etanol: agua. Linea continua; % de letalidad del
extracto AT reconstituido en agua, p=< 0,05
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Figura 4. Curva dosis respuesta de toxicidad del extracto AT (mg/kg). Linea segmentada: % de
toxicidad del extracto AT reconstituido en etanol; agua (0,1:0,9). Linea continua: % de toxicidad
del extracto AT reconstituido en agua. {p=< 0,05)
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Figura. 5. Efectos toxicos producidos con dosis aguda del extracto AT en estudio de toxicidad
aguda. Extracto AT: A reconstituideo en etanol: (agua 0.1: 0,9); B (reconstituida en agua).
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Figura. 6. Asociacion entre convulsiones ténico clénicas e hiperglicemia producidas por
extracto AT en ratones. Numero de convulsiones: AT diluido: en agua (—c—); en etanol: agua
(....e...) (p= 0,05). Glicemia: AT diluido en: agua (—c=) ; etanol: agua {....e...) (p<0,05). Grupo

control Etanol. agua (—c—), NaCl 0,9% (....e...)
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