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RESUMEN

Las Cycadales son un pequefio grupo de plantas gimnospermas clasificadas en tres
familias Cycadaceae, Stangeriaceae y Zamiaceae. Respecto a su uso alimentario, se ha
identificado que el genéro Cycas, posee una neurotoxina -N-metilamino-L-alanina (L-
BMAA), asociada a una patologia humana conocida como esclerosis lateral
amiotrofica-demencia compleja parkinsoniana, tras la ingesta de animales
consumidores de sus semillas. Modelos animales, expuestos a la neurotoxina, muestran
alteraciones del comportamiento, rigidez, movimientos involuntarios y dificultad en su
locomocién. En San Luis Potosi se distribuye la especie Dioon edule Lindl. (Zamiaceae)
de uso alimentario. Un estudio etnobotanico, sefala la presencia de toxicidad en
humanos y ganado, tras el consumo de semillas y hojas. Un trabajo previo, corroboré
la capacidad toxica del chamal sobre la locomocion. Tal hallazgo sugiere que las
semillas tienen efectos sobre el sistema nervioso. Se valoré las caracteristicas
electrofisiologicas del potencial de accion compuesto, en el nervio sural de ratas
expuestas con semillas de chamal. Los experimentos se llevaron a cabo con 25 ratas
macho Wistar de 200 gramos de peso al iniciar el experimento, distribuidas
completamente al azar en cada tratamiento. La planta fue administrada por via i.g en
suspensiones acuosas de 0.5 g/kg/dia. Grupos: a) semilla; b) sarcotesta; c) gametofito;
d) agua 0.5ml/kg y e) L-BMAA (2.0 mg/kg-dosis via i.p. inductora de alteraciones en la
locomocion. Al finalizar los 30 dias de exposicion los animales fueron pesados vy
anestesiados con hidrato de cloral para extraer el nervio. Estos se sometieron a los
analisis electrofisiologicos. Los datos obtenidos se analizaron utilizando el software
Stata 8 y para la evaluacion de los tratamientos se realizd un analisis de varianza
usando como prueba post-hoc de Tukey. Considerando una significancia de P<0.05.
Los resultados mostraron que tanto la semilla como los componentes individuales,
sarcotesta y gametofito, a una dosis de 0.5 mg/kg de peso durante 30 dias de
exposicion por via oral, no modificaron las caracteristicas electrofisiolégicas: a) Umbral
de activacion, b) Amplitud y/o area del potencial de accién compuesto PAC); ¢)
Latencia al inicio y al pico del PAC; y d) Velocidad de conduccién de nervios sural de
ratas tratadas y no tratadas, mientras que la toxina L-BMAA a una dosis de 2.0 mg/kg
de peso durante 30 dias de exposicion via intraperitoneal, disminuye significativamente
las caracteristicas electrofisiologicas, previamente sefialadas, de nervios sural de ratas
Wistar.



I. INTRODUCCION

1.1 Generalidades de las Cycadales

El nombre cycada se deriva de la palabra griega koikas, usado por Teofrasto para
una palma egipcia (Hyphane the - baica). Linneo, en el afio 1737, fue el primero en
dar a las cycadas su estatus taxondmico al nombrar uno de los géneros, Cycas
(Norstog y Nicholls, 1997). Junto con Ginkgo, son consideradas como las plantas
vivientes con semilla mas primitivas que se conocen (Arnold, 1953; CONABIO,
2009). Su registro fosil, aln escaso, se puede seguir hasta el periodo Pérmico (hace
unos 280 millones de afios segun Zhifeng-Gao y Thomas, 1989; CONABIO, 2009) y
posiblemente hasta el Carbonifero (hace 345 millones de afios). De acuerdo con
Mamay (1976) estas plantas formaban un componente importante de la vegetacién
del planeta durante la Era Mesozoica (hace unos 160 millones de afos),
comunmente conocida como la “Era de los dinosaurios y las Cycadas” (CONABIO,

20009).

Las cycadales se clasifican en tres familias: Cycadaceae, Stangeriaceae y Zamiaceae
y once géneros (Vovides et al, 2004; Yafiez, 2006, Covarrubias, 2009). En la
actualidad la distribucion de las cycadales esta limitada a las regiones tropicales y
subtropicales del mundo, desde selvas humedas, selvas secas, bosques nublados,
bosques de pino-encino y matorrales (CONABIO, 2009), con un poco mas de 200
especies descritas (Stevenson et al., 1995, CONABIO, 2009).



1.1.1 Usos antropogénicos

Las cycadales conservan un sentido religioso y cultural para muchos pueblos
alrededor del mundo. Segun su forma de uso por el hombre se clasifican en plantas
ornamentales vivas, debido a que poseen hojas coloridas y brillantes, y conos
masculinos gigantescos (Brener et al, 1997; Covarrubias, 2009), medicinales,
insecticidas y comestibles. Actualmente estas plantas se encuentran en peligro de
extincion (IUCN, 2009), debido a la destruccidon de su habitat y al comercio ilegal

de plantas silvestres (CITES, 1997; Pérez et al., 2006).

1.1.2 Toxicidad de las Cycadales

Dentro de su uso alimentario, se han identificado especies que poseen un alto
grado de neurotoxicidad. Marjorie Withing (1963), fue la primera en proponer que
las cycadales, especialmente Cycas micronesica Hill, podria ser la responsable de la
patologia neuroldgica conocida como esclerosis lateral amiotréfica - demencia
compleja parkinsoniana (ELA/DCP), enfermedad que hace algunos afios se
presentaba con muy alta frecuencia (33%) entre los indios Chamorro en Guam, y
que se caracteriza por mostrar signos tipicos de inmovilidad post-encefalica y
paralisis que semeja a la esclerosis lateral amiotrofica, en otros casos, se presenta
una forma progresiva de la enfermedad de Parkinson (Withing, 1963; Spencer et al.,

1987; Pérez y Soto, 2007).

De acuerdo con lo anterior, esta planta ha sido objeto de estudio principalmente
en la busqueda de los metabolitos secundarios responsables de su toxicidad y los
mecanismos de accién (Withing, 1963; Brener et al., 1997; Steward et al., 2006;
Yanez, 2006; Pérez y Soto, 2007).



1.1.3 Metabolitos secundarios

Como muchos otros grupos de plantas, las cycadas producen metabolitos
secundarios que almacenan en altas concentraciones y en diversos tejidos. Estos
compuestos son secundarios, ya que no son vitales para el metabolismo de la
planta, pero en muchos casos cumplen una funcion protectora porque son
desagradables o toxicos para los depredadores y ademas son elementos cruciales
en el desarrollo y mantenimiento del mutualismo (polinizacién) y el parasitismo
(herbivoria) de los herbivoros ligados a estas plantas (Norstog y Nicholls, 1997;

Schneider et al.,, 2002).

Entre los metabolitos identificados en estas plantas (Figura 1), se encuentran el
metilazoxiglucésido, un azicar adherido a Metilazoximetanol (MAM), que se
producen relativamente en altas concentraciones y es sin duda responsable de
algunas enfermedades neurales degenerativas de corto y largo plazo derivadas de
su consumo (Norstog y Nicholls, 1997), éste ha sido identificado en especies del
género de Cycas (Moretti et al., 1983). El azoxiglucésido mas comun es la cycasina,
la cual puede encontrarse en concentraciones de hasta 4% del peso himedo en
algunos tejidos de Cycas. Por otra parte también se han identificado otros dos
grupos conocidos como neocycasina, metabolito que difiere Unicamente en la
estructura de la porcion del carbohidrato, y macrozamina originalmente
encontrado en semillas de Macrozamia, cuya estructura de nuevo se diferencia en
la mitad del carbohidrato, el azlcar primoverosa (un disacarido compuesto de
glucosa y xilosa) en lugar de la simple glucosa en la cycasina (Norstog y Nicholls,

1997).
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Figura 1. Metabolitos secundarios Toxinas de las cicadaceas.

Metilazoxiglucosidos: cycasina, macrozamina, neocycasina A, metilazoximetanol (MAM);
aminoacidos no protéicos: p-N-metilamino-L-alanina (L-BMAA), acido 2,4-diaminobutirico
(DABA) (Traducido de Schneider et al., 2002).

La cycasina y otros azoxiglucosidos por si mismos no presentan caracteristicas
toxicas. Sin embargo, el potencial toxico y carcinogénico de estos metabolitos,
surge como resultado de los procesos de biotransformacion, en especial por la
participacion de la enzima B-glucosidasa, tras el consumo de las semillas (Norstog

y Nicholls, 1997).

Se ha demostrado que la administracion de MAM 6 MAM-acetato causa efectos

agudos a largo plazo en una gran variedad de animales, incluyendo insectos, peces,
6



pollos (los cuales muestran ser mas resistentes a los efectos que los mamiferos).
Frecuentemente los sintomas son acompafiados de dafio neural tales como
paralisis de las extremidades traseras, efectos similares a los observados en vacas y
ovejas que pastan en campos donde las cycadas crecen naturalmente (Norstog y

Nicholls, 1997).

En ratas la dosis letal es de 90 mg/Kg, mientras que en los ratones es solo con 10
mg/Kg. MAM vy su acetato son potencialmente carcinogénicos, los 6rganos mas
afectados son el higado y los rifiones particularmente después de la exposicion

cronica a relativamente altas dosis (Ganote y Rosental, 1968).

En roedores las lesiones cancerosas han sido encontradas en pulmones, colon,
duodeno, el canal auditivo y sistema nervioso periférico (Norstog y Nicholls, 1997).
Estos compuestos ademas son mutagénicos y teratogénicos, probablemente la
interaccién directa de iones de metilcarbono con ADN, puede causar cambios
cromosomicos y varias mutaciones en una gran variedad de células, de bacterias y

otros microorganismos, mamiferos y plantas superiores (Norstog y Nicholls, 2007).

Otro metabolito ampliamente identificado del género cycas, es el aminoacido no
proteico conocido como B-N-metilamino-L-alanina (L-BMAA), el cual ha sido
objeto de estudio en modelos animales debido a que es considerado uno de los
principales componentes neurotoxicos de esta especie distribuida en Guam

(Vardan et al., 2007; Banack y Murch, 2009).

L-BMAA, se destaca por ser la toxina mas estudiada hasta ahora, y que a finales de
la década de los 60 se registr6 como un componente toxico presente en la harina
preparada con la semilla de las cycadas y que era usada como alimento por los

indios chamorros en Guam (Norstog y Nicholls, 1997).



Las manifestaciones toxicas de este metabolito, se asociaron con una alta
incidencia inusual de esclerosis lateral amiotrofica y demencia parkinsoniana
(ELA/DCP) en habitantes de mediana edad de la poblacién nativa en Guam, donde
se consumia Cycas rumphii, durante periodos cortos de la segunda guerra mundial
(Norstog y Nicholls, 1997). Esta enfermedad degenerativa ha ocurrido con
frecuencia de 50-100 veces mas alta que en los EU y la tendencia de edades es
mas temprana en Guam, la exposicion prolongada a bajas dosis de L-BMAA causan
dafios neuronales ocultos que eventualmente se van revelando con el tiempo y
esta relacionada con cambios progresivos degenerativos en el cerebro (Liu et al,
2009). Por otra parte, altas incidencias son encontradas en la peninsula Kii de la isla
de Honshu en Japon y en Irian Jaya (Este de Guinea), y en ambos lugares utilizan la
pulpa de cycas para la preparacién de pasta con propositos medicinales para el

tratamiento de heridas (Liu et al., 2009).

Spencer y colaboradores (1987) describen que la administracion oral diaria de
L-BMAA a primates, induce debilidad muscular, inactividad general y pérdida de la
coordinacién, sintomas que se han relacionado con dafo en la corteza motora del

cerebro y en menor medida a nivel de la médula espinal.

Cultivos celulares de neuronas aisladas de animales, han mostrado que la toxina
L-BMAA en altas concentraciones pueden inducir la muerte neuronal actuando a
través de distintos mecanismos; la activacion de NMDA y receptores mGIuR5, e
induccion de estrés oxidativo, también a través de analisis electrofisiologicos se ha
demostrado que éste actla directamente sobre el receptor NMDA, como un
agonista de los receptores de glutamato (Manzoni et al., 1991; Ross et al., 1987;

Weiss y Choi, 1988, Weiss et al., 1989, Lobner et al., 2007).



Estudios realizados sobre el contenido de la toxina en las semillas de las cycadas,
han mostrado que éste no es considerable como para causar dafios en el cerebro o
la médula espinal (Duncan et al., 1990). Sin embargo, Cox y colaboradores (1997)
demostraron que la toxina L-BMAA se biomagnifica, tras ser consumidas las
semillas por los murciélagos de la fruta, que a su vez son fuente de alimento de los

indios Chamorros (Cox et al.,, 1997).

Por otro lado, se ha demostrado que la toxina L-BMAA puede asociarse a proteinas
(Liu et al, 2009), sugiriendo que, esta propiedad le confiere la capacidad de
acumularse en los tejidos y proporciona un mecanismo de liberacion lento, que se
ha asociado con el retraso en la aparicion de los efectos de la ELA/DCP (Murch et

al., 2004; Ince y Codd, 2005).

1.2 Las Cycadas en México

En México Unicamente se distribuye la familia Zamiaceae, clasificada en los géneros
Dioon con 12 especies, Zamia con 15 especies, y Ceratozamia, con 21 especies. La
abundancia de Zamiaceas representa el 50% en América, distribuidas en las
estribaciones de la Sierra Madre Oriental, Occidental y del Sur, y sus poblaciones en

general estan restringidas o incluso apenas representadas (Vazquez et al., 1989).

Las cycadas se distribuyen en aproximadamente 60% del pais, y las regiones en
donde no se encuentra ninguna especie son la Peninsula de Baja California y La

Mesa del Norte en la Altiplanicie Mexicana (Garcia y Falcon, 1989).



1.3 Dioon edule Lindl. (chamal)

Dioon edule es un taxdn endémico de Meéxico, su distribucién abarca la zona
volcanica subhimeda del centro de Veracruz y el pie de monte de la sierra Madre

Oriental, San Luis Potosi, Hidalgo, Querétaro y Guanajuato. (De Luca et al., 1982).

1.3.1 Descripcion botanica de Dioon edule Lindl.

Son plantas arborescentes con tallo de hasta 4m de alto, 30-50 cm diametro;
50-150 hojas en una corona. Hojas verde palido o brillante o azul-verdes,
semi-lustrosas a opacas, 100-200 cm de largo, planas con 70-150 foliolos; foliolos
basales reducidos a espinas, peciolo inerme por 5 cm; foliolos angostamente
lanceolados, concoloros, no falcados, insertos en el raquis en angulo recto, no
imbricados; margenes planos, enteros; 6-12 cm de largo, 5-10 mm de ancho;
catafilos 20-30 mm de largo, tormentosos. Conos masculinos ovados a fusiformes,
pardo palido, 15-40 cm de largo, 6-10 cm diametro; apice microsporofilo 30 mm de
largo, 20 mm de ancho. Conos femeninos ovados, gris palido, 20-35 cm de largo,
15-20 cm diametro; apice megasporofilo 35 mm de largo, 25 mm de ancho.
Semillas ovadas, 25-45 mm de largo, 20-30 mm de ancho, sarcotesta amarillo

palido (Figura 2), (Norstog y Nicholls, 1997, Vovides et al., 1983, Yafiez, 2006).

Esta planta también es conocida como palma de dolores, palmita, palma de
serrucho, palma de teresita, quiotamal, sotol, tullidora, quiotamal y en la regién de

estudio es conocida principalmente como chamal (Avendafo y Flores, 1999).
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Figura 2. Estrétrobilos de Dioon edule Lindl.
A) femenino. B) masculino. (Fotografia: Erika Garcia Chavez y Laura Yafez Espinosa).

1.3.2 Usos antropogénicos

De acuerdo con la evaluacién del riesgo de extincion de Dioon edule numeral 5.7
de la NOM-059-SEMARNAT-2001, describe que el nombre especifico de la especie
hace alusién a que antiguamente las semillas se empleaban para producir una
harina comestible. Ademas, la testa vacia de las semillas es un material basico para
la elaboracion de “rezumbadores”, un tipo de juguete infantil (Vovides, 1983). La
decoccion de las semillas se reporta como remedio contra la neuralgia (Jones,

1993).

1.3.3 Toxicidad de Dioon edule Lindl.

Gonzalez (1990) realizé el estudio de las caracteristicas de la interaccién bioldgica
entre las plantas de Dioon edule Lindl. y el roedor Peromyscus mexicanus Saussure,
en el Estado de Veracruz. Esta investigacién fue orientada a la determinacion de la
sobrevivencia de los roedores a una dieta a base de D. edule, con el objetivo de

establecer la depredacion de las semillas. La prueba de aceptabilidad de la semilla,
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en especial la sarcotesta por el roedor fue del 100% (n=10), continuando con el
resto de la semilla. Sin embargo la sobrevivencia de los individuos a la dieta a base
de D. edule no excedi6 los 7 dias, ya que se presentd una mortalidad del 100% de

los individuos evaluados.

Por otro lado de acuerdo con un estudio etnobotanico realizado sobre la
distribucién del chamal, se sefala la presencia de toxicidad en ganado bovino por
el consumo de las semillas caracterizada por: diarrea, paralisis de las patas traseras,
dificultad para caminar y en algunos casos la muerte (Yanez et al, 2006). Los
efectos tdxicos son similares a los que producen la cycasina y la macrozamina al
ganado en Australia (Jones, 1993). Por otra parte, se mencionan alteraciones
gastrointestinales como vémito, diarrea y dificultad para caminar en personas
intoxicadas con alimentos preparados con las semillas de chamal.

De acuerdo con lo anterior, la toxicidad generada tras el consumo de semillas de
Dioon edule Lindl., sugiere alteraciones sobre el sistema nervioso central. Este
antecedente proporciona indicios de la posible capacidad téxica de la especie. Un
estudio reciente, corrobord la presencia de alteraciones sobre el patron de la
locomocidén en ratas expuestas a semillas de Dioon edule durante 15 dias

(Covarrubias, 2009).

Tal hallazgo proporciona un antecedente importante sobre la caracterizacion toxica
de Dioon edule, sin embargo aun no es del todo claro el mecanismo por el cual
provoca tal efecto, es por ello que es pertinente realizar estudios enfocados sobre
el efecto del chamal, en el sistema nervioso periférico, por esta razéon y para
proporcionar un mejor entendimiento de esta investigacion, se incluye una breve

descripcion del sistema nervioso periférico (SNP), especialmente en sus
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caracteristicas electrofisiologicas debido a su participacién en la transmisién de

informacién nerviosa tanto sensorial como motora.

1.4 Generalidades del Sistema Nervioso Periférico

Los nervios periféricos estan formados por un conjunto de axones de neuronas
sensitivas y motoras, las cuales tienen la funcién de transmitir informacion
mediante potenciales de accién (PA), desde los receptores sensoriales localizados
en la piel, los musculos y las visceras hasta la medula espinal. Los nervios
periféricos se clasifican de acuerdo a varios criterios; A) de acuerdo a la estructura
que inervan, los axones se clasifican como; a) nervios cutaneos o sensoriales,
cuyos axones (fibras aferentes) provienen de receptores situados en la piel o en las
visceras, asi como de receptores musculares, como los husos musculares (fibras
aferentes Ia y II) y los 6rganos tendinosos de Golgi (fibras aferentes Ib), o de
receptores profundos (de presion) y b) nervios musculares o motores, cuyos
axones provienen de las neuronas motoras de la médula espinal (eferentes) e

inervan a las fibras musculares extrafusales (en el musculo esquelético).

B) Desde el punto de vista histoldgico, los axones periféricos (cutaneos y motores)
han sido clasificados en fibras mielinicas o fibras amielinicas, de acuerdo a la
presencia ausencia de vainas de mielina que circunda los axones nerviosos. La
vaina de mielina, formada por las células de Schwann en el sistema nervioso
periférico, esta constituida por una serie de capas concéntricas de lipidos vy
proteinas que rodean al axon. La mielina esta constituida por aproximadamente un
70% de lipidos (con una concentracion alta de fosfolipidos y colesterol) y un 30%

de proteinas (Rogert y Richie, 1977).
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En el estado inicial de envainamiento, la célula de Schwann envuelve al axdn
dejando un canal (mexason) abierto al espacio extracelular. Después, una
prolongacion del citoplasma de la célula de Schwann se extiende en espiral
alrededor del axon y finalmente, la compactacién de las membranas de las células
de Schwann ocurre cuando el citoplasma se expulsa fuera de la porcion internodal
y permanece como un collar externo que contiene el nlcleo de la célula (Gutiérrez
2000). Por otra parte, la membrana de las fibras que seran mielinizadas (axolema)
se encuentra regionalizada, pues el axolema nodal exhibe caracteristicas diferentes
a las del axolema internodal. Debido a esto, el axon mielinizado se divide en dos
porciones: Porcion internodal, en la que se encuentra la mielina, y porcion nodal
(o nodos de Ranvier), que constituyen las zonas en las que no se ha formado la

mielina (Gutiérrez, 2000).

Cabe sefialar que la mielina es un excelente aislante eléctrico, por lo que la
corriente ionica no puede fluir a través de ella y se propaga Unicamente en los
nodos de Ranvier; esto permite que ocurra la propagacion saltatoria de los PA 'y
que se incremente la velocidad de conduccién de los mismos, es decir la velocidad
en la que se transmiten los impulsos nerviosos encargados de la comunicacion
neuronal. (Rogert y Richie, 1977). Los axones no mielinizados, en cambio, se
caracterizan por una velocidad de conduccién disminuida y una dispersion

temporal de los impulsos (Waxman, 1977).

Como se menciono en el parrafo anterior, los axones de los nervios periféricos son
elementos neuronales excitables, es decir, tienen la propiedad de generar y
transmitir los PA por toda su longitud. Con base en esto, los axones nerviosos
poseen diversas propiedades funcionales, como umbral eléctrico de activacion y

velocidad de conduccion.
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Umbral eléctrico de activacion.

Es la cantidad minima de corriente, capaz de generar un potencial de accion; este
parametro varia en relacién inversa con el diametro de los axones, de manera que
las fibras del grupo Ao y AP tienen un umbral de activacién considerablemente
inferior (entre 10 y 20 veces menor) que el de las fibras C, esta caracteristica
favorece la activacion de manera selectiva, de los distintos grupos de axones

periféricos, que constituyen un nervio (ver cuadro 1; Segura 2003).

Cuadro 1. Clasificacion de las fibras aferentes

FIBRA AFERENTE DIAMETRO VELOCIDAD DE CONDUCION
GRUPO (um) (m/s)
Aa 13-20 72-120
Ap 6-12 24-71
AS 1-5 6-23
C <1 0.5-5

Velocidad de conduccion.

Esta caracteristica esta en funcién del diametro del axén, debido a que las fibras
nerviosas gruesas presentan una menor resistencia al flujo longitudinal de
corriente, es decir, la corriente eléctrica se desplaza con mayor rapidez en las fibras
gruesas que aquellas con diametro pequefo (cuadro 1). Otro factor que influye en
la velocidad de conduccién, es la presencia de vainas de mielina, que como ya se
menciond, favorece la conduccion del impulso nervioso, debido a que este

compuesto actia como un aislante eléctrico que impide la generacion del PA en la
15



membrana axonal que se encuentra por debajo de la region internodal, siendo los
nodos de Ranvier los sitios en donde se puede generar los impulsos nerviosos

(Rogart y Ritchie, 1997; Segura, 2003)

La respuesta de un nervio a la estimulacion eléctrica umbral o supraumbral, se
denomina potencial de accién compuesto (PAC), y es el resultado de la suma de los
potenciales de accion generados en cada una de las fibras nerviosas que
constituyen a dicho nervio. Debido a la presencia de fibras nerviosas con diferente
umbral de excitacion eléctrica y con distinta velocidad de conduccion, el registro

del PAC de un nervio periférico puede presentar varios componentes.

Asi, durante el registro del PAC en un nervio sensitivo es posible observar dos
componentes principales: el primero (componente A), resulta de la activacion de

axones con bajo umbral de excitacién y posee una latencia de aparicion muy breve.

El segundo componente (componente C), es provocado probablemente por la
activaciéon de fibras mielinicas de alto umbral (A8 y C), por lo que solo se registra
cuando el axén es estimulado con pulsos de corriente entre 10 y 20 veces mayor
que la requerida para activar las fibras mas excitables del primer componente
(Figura 3). El componente C presenta una mayor latencia de aparicion, ya que la
velocidad de conduccion de las fibras AS o C es considerablemente menor que la

de las fibras A (Gutierrez, 2000; Segura, 2003).
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Figura 3. Respuesta eléctrica del potencial de accion compuesto en nervios

periféricos, con bajo umbral de excitacion.

La presencia de neuropatias periféricas y/o

y centrales, las cuales se ven reflejadas

consecuente disminucion en la velocidad de conduccion tal alteracion puede

provocar efectos sobre la funcionalidad organica, la conducta y el movimiento de

un organismo
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I1. JUSTIFICACION

Las Cycadales presentan una amplia gama de metabolitos secundarios, que han
sido asociados con los efectos neurotoxicos en el hombre y animales, y Dioon
edule Lindl., no es la excepcion.

En humanos provoca alteraciones gastrointestinales como vémito, diarrea vy
alteraciones motoras caracterizadas por dificultad para caminar. Tales efectos
neurotoxicos fueron identificados de manera similar en ganado bovino que

consumid los brotes tiernos de las plantas.

En México esta especie aun se usa como fuente de alimento para el hombre; tal
hecho nos ha permitido conocer la capacidad téxica de la especie a través de un
estudio etnobotanico, pero éste carecia de respaldo experimental.

Un trabajo reciente demostré que ratas expuestas a semillas, gametofito y
sarcotesta de chamal presentaron alteraciones en la locomocion (Covarrubias,
2009).

Por lo que se considerd conveniente evaluar la capacidad téxica de Dioon edule
Lindl., sobre las propiedades electrofisiolégicas de nervios periféricos sensoriales

de ratas expuestas a las semillas.
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1. HIPOTESIS

El potencial de accion compuesto del nervio periférico sural de ratas expuestas a
semillas de Dioon edule Lindl., presentaran cambios electrofisiologicos en los

parametros de amplitud, area y velocidad de conduccién (maxima y promedio).

IV. OBJETIVO GENERAL

Evaluar las caracteristicas electrofisiologicos del potencial de accion compuesto
(amplitud, area, velocidad promedio y maxima) registradas en el nervio sural de
ratas, tratadas con la semilla completa de Dioon edule Lindl. y los componentes

individuales de ésta (sarcotesta y gametofito).

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto de la administracion de la semilla completa o sus distintas partes
(sarcotesta, gametofito) sobre los parametros electrofisiolégicos del nervio sural

(umbral, area y velocidad de conduccion), asi como con la toxina L-BMAA.

Comparar los efectos de la intoxicacion provocada por la semilla con respecto a

los causados por la toxina L-BMAA.
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VI. MATERIALES Y METODOS

5.1 Recoleccion de material vegetal

Se recolectaron conos femeninos maduros con peso aproximado de 1.9 a 2.1 kg en
el estado de San Luis Potosi, México. (Permiso SEMARNAT -SGPA/DGVS
00507/08).

5.2 Preparacion del material vegetal

La semilla completa, asi como sus componentes individuales (sarcotesta y
gametofito) se sometieron a un proceso de secado a temperatura ambiente
durante 10 dias. Posteriormente el material vegetal se pulverizd en un molino
eléctrico (Osterizer), y el polvo obtenido, se pasé por un tamiz No. 40 (Perfoparts,
S.A. de C.V.), con la finalidad de unificar el tamafio de las particulas de la muestra 'y
llevar a cabo la preparacién de las diferentes soluciones para la evaluacién

toxicoldgica.

5.3 Animales experimentales

Se utilizaron 25 ratas macho adultas, de la cepa Wistar (200-210g de peso corporal,
al inicio del experimento), que fueron proporcionadas por el UPEAL del Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN-Zacatenco. Las ratas fueron tratadas
bajo las especificaciones técnicas de produccion, cuidado y uso de animales de
laboratorio, establecidas en la norma oficial NOM-062-ZO0-1999. Los animales
fueron mantenidos bajo un ciclo de luz/oscuridad de 12/12h a una temperatura de
22 + 1 °Cy una humedad de 50 + 5%, y fueron alimentadas con una dieta estandar

(Rodent laboratory Chow* 5001) y agua ad libitum.
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Todos los animales fueron sometidos a un periodo de adaptacion durante dos

semanas previas a la aplicacién de los tratamientos.

El consumo de agua y alimento se monitoreo diariamente y el peso corporal cada

tercer dia durante 30 dias.

5.4 Tratamientos

Las 25 ratas macho Wistar de 200g-210g de peso, fueron distribuidas
completamente al azar en cinco lotes: A) Control, al cual se le administré 0.5 ml/Kg
de agua durante 30 dias; B) Semilla, C) Sarcotesta, D) Gametofito, a cada uno de
estos grupos se les administraron 0.5 g/Kg/dia de las partes de la semilla sefialadas
en los incisos B,C y D, durante 30 dias; E) A este lote, se le administré el compuesto
L-BMAA (2.0 mg/Kg, via i.p. dosis utilizada previamente para provocar alteraciones
en la locomocion de los animales; Covarrubias, 2009). La administracion de cada
uno de los tratamientos con Dioon edule, se efectlo por via intragastrica y la dosis
aplicada equivale a 0.125 g/ml de solucion acuosa de los componentes de la

semilla.

Al finalizar los 30 dias de exposicion a los tratamientos, las ratas fueron
anestesiadas y se diseccion6 quirargicamente el nervio sural de ambas
extremidades para realizar los estudios electrofisiologicos. Se selecciond el nervio
sural debido a que esta constituido primordialmente por fibras aferentes

sensoriales (Gutiérrez, 2000).
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5.5 Analisis electrofisiologico

Al término del tiempo de exposicion, los animales se pesaron y anestesiaron con
hidrato de cloral (400 mg/Kg de peso; Laboratorios Monterrey S.A.). Cada uno de
los nervios disecados, fue colocado en una camara de registro llena con solucion
de Krebs oxigenada (NaCl 128, KCI 3, NAH,PO,0.5, CaCl; 1.5, MgSO4 1, NaHCO;3, 21,
Glucosa 30 mM; Baker), conservada a 37° C. El nervio en estudio fue succionado de
ambos extremos mediante pipetas, cuya punta tenia un didmetro semejante al de
éste. El PAC fue provocado por la aplicacion de un voltaje conocido, aplicado a
través de una micropipeta de succion rodeada con un alambre aislado, conectada a
un generador de pulsos (Devices Digitimer Type 2533) y a una unidad de
estimulacion (Devices Isolated Stimulator Type2533); mientras que se registro el
PAC con otra micropipeta de succion conectada a un amplificador de alta ganancia
(Grass, modelo P511), que a su vez estaba conectado a un osciloscopio (Tektronix,
modelo TDS 460A) y a una computadora, donde se almacenaron los registros para

su posterior analisis mediante el programa Wavestar.

En todos los casos, el PAC fue provocado mediante la aplicacion de pulsos Unicos,
con una duracién de 0.05 ms y de intensidad graduada y creciente; para ello se
establecio el umbral eléctrico (1xU) de los nervios (intensidad minima necesaria
para activar las fibras mas excitables del nervio) y a partir de ese valor se
incrementé gradualmente la intensidad del estimulo, utilizando multiplos de la
intensidad umbral desde 1.2, 1.4, 1.6, 1.8, 2.0, 2.2, 24, 2.6, 2.8, 3.0 6 4.0 xU hasta
lograr la respuesta maxima, esto es, aquella intensidad de estimulacion con la cual
se logra activar a la mayoria de las fibras con mielina contenidas en el nervio en

estudio.

Con el objeto de establecer si los diferentes tratamientos modifican la excitabilidad

de los axones mielinicos del nervio sural de la rata expuesta, en cada una de las
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intensidades empleadas para generar el PAC, se midio la amplitud (A), la latencia al
inicio (Li), y al pico (Lp), y se calcul¢ el area del componente A del mismo mediante
la siguiente ecuacion: Area= (Lp-Li) x A. Para lograr la activacion de fibras de mayor

umbral se incremento la intensidad de la corriente hasta 3 veces el valor umbral.

5.6 Analisis estadistico

Se calculd el promedio y el error estandar (£EE) de los resultados obtenidos en
cada uno de los parametros medidos en el PAC de los nervios control y de los
tratados con la semilla de chamal y cada una de sus porciones (Semillas completa,
gametofito, sarcotesta), asi como con la toxina BMAA, se utilizo el software Stata
8.0 (Stata, Corp. College Station Tx). Para la evaluacién de mas de dos grupos de
tratamientos se realizd el analisis de varianza (ANOVA) usando como prueba de
post hoc TUKEY, se considerd que cada uno de los tratamientos produjo diferencias
estadisticamente significativas, respecto del control cuando se obtuvo un valor de

p< 0.05.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

Al término de la exposicion a los tratamientos, no se observaron cambios
significativos en el consumo de agua, alimento y ganancia de peso corporal entre
los animales tratados y los del grupo control (Figura 4). Los animales tratados tanto
con la semilla de Dioon edule Lindl. y los componentes individuales de éste, como
los intoxicados con L-BMAA no mostraron cambios o efectos gastrointestinales
asociados a la administracion de estos tratamientos; por lo que los hallazgos de
este estudio estan relacionados Unicamente a la accion del tratamiento y no a

cambios en el estado nutricional de las ratas tratadas.
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Tratamientos

Figura 4 . Peso corporal.

Los valores representan la media + EE; n= 5 animales; *p< 0.05 comparado con el grupo
control (Agua 0.5 ml/kg/dia); SAR: Sarcotesta, 0.5 g/Kg/dia; SEM: Semilla, 0.5 g/Kg/dia;
GAM: Gametofito, 0.5 g/Kg/dia; L-BMAA, 2.0 mg/kg).

De acuerdo con el estudio electrofisioldgico, la aplicaciéon de estimulos eléctricos
en un extremo del nervio sural succionado por el electrodo de estimulacion
provoco la excitacién de los axones, y surgidé como respuesta el PAC, el cual se

registrd a través del electrodo de registro. La amplitud, asi como el area del
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componente A que se logran registrar un PAC, obedece al numero y las
propiedades electrofisiolégicas de las fibras nerviosas que fueron excitadas;
mientras que el umbral de activacion se relaciona con la excitabilidad de las fibras
mas gruesas, en tanto que la velocidad de conduccion del impulso nervioso puede

asociarse con las caracteristicas de la vaina de mielina que rodea a estos axones.

Las respuestas eléctricas fueron generadas por estimulos simples independientes,
pero de distinta intensidad. Con estimulos de baja intensidad (2-3 xU) es factible
generar un componente temprano en el PAC, cuya latencia al inicio es de
aproximadamente 0.1 ms. Es ampliamente aceptado que este componente resulta
de la activacidén de las fibras aferentes del tipo Aa o AP de bajo umbral de

activacién y gran velocidad de conduccidn del potencial de accion (Segura 2001).

Para activar a la mayor parte de los axones contenidos en los nervios en estudio, se
empled un protocolo de estimulacién en el que se utilizd una secuencia de pulsos
individuales y de intensidad creciente (Segura, 2003), tal como se ilustra en la figura
5. En esta figura se observa que la amplitud del PAC fue aumentando
progresivamente a medida que se incrementd la intensidad del estimulo. Esto
muestra que a medida que se incrementa la intensidad del estimulo se van
excitando progresivamente los axones con distinto umbral de activacion, cuyos

potenciales de accion individuales se van reclutando gradualmente al PAC.
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Figura 5. PAC producidos por estimulos eléctricos de intensidad creciente.

La estimulacidn con corrientes de intensidad creciente, aumenta significativamente
la amplitud y el area del PAC registrado en el nervio sural de ratas control (Agua 0.5
ml/kg/dia).

Este procedimiento fue utilizado en todos los experimentos para obtener el PAC de
maxima amplitud y area generado en nervios de animales control y experimentales

con los distintos tratamientos de Dioon edule Lindl. y la toxina (Figura 5).

Con respecto a la amplitud del PAC, no se observaron diferencias significativas
entre los tratamientos con Dioon edule con respecto al grupo control. Sin embargo,
el grupo tratado con la toxina L-BMAA mostré una disminucion significativa

(p<0.05), con respecto a todos los tratamientos (Figura 6).
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Figura 6. Amplitud del PAC.

Los valores representan la media + EE; n=8-10 nervios; * significa p< 0.05 comparado con
el grupo control (Agua 0.5 ml/kg/dia); SAR: Sarcotesta, 0.5 g/Kg/dia; SEM: Semilla, 0.5
g/Kg/dia; GAM: Gametofito, 0.5 g/Kg/dia; L-BMAA, 2.0 mg/kg).

En la figura 6 se observa que la amplitud del PAC de nervios provenientes de
animales de los grupos expuestos con Dioon edule no mostraron cambios
significativos con respecto al control, Unicamente el PAC registrado en animales
intoxicados con la toxina BMAA mostraron una disminucién significativa en su
amplitud. Este comportamiento esta asociado a una disminucién en el nimero de
fibras nerviosas activadas que se reclutaron en el PAC de los nervios tratados con la

toxina.
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Figura 7. Area del PAC.

Los valores representan la media + EE; n=8-10 nervios, * indica p< 0.05 comparado con el
grupo control (Agua 0.5 ml/kg/dia); SAR: Sarcotesta, 0.5 g/Kg/dia; SEM: Semilla, 0.5
g/Kg/dia; GAM: Gametofito, 0.5 g/Kg/dia; L-BMAA, 2.0 mg/kg).

En resumen, las caracteristicas electrofisiolégicas de amplitud y area del PAC en los
grupos tratados con Dioon edule, no mostraron cambios significativos bajo el
régimen de administracion de los distintos componentes de la semilla (Figura 6 y
7). Esto indica electrofisiolégicamente que la capacidad de activacién de los axones
que constituyen el nervio sensorial sural, no es afectada por el tratamiento con

Dioon edule Lindl.,, ya que éste responde adecuadamente a un estimulo dado.

La figura 8 muestra que la velocidad maxima de conduccién del PAC no presento
cambios significativos luego de la administracion de semilla, sarcotesta vy
gametofito de Dioon edule con respecto al control; sin embargo los grupos
tratados con la toxina BMAA mostraron una disminucion significativa en la

velocidad de conduccién con respecto al control.
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Figura 8. Velocidad de maxima de conduccion.

Los valores representan la media + EE; n=8-10 nervios; * indica p< 0.05 comparado con el
grupo control (Agua 0.5 ml/kg/dia); SAR: Sarcotesta, 0.5 g/Kg/dia; SEM: Semilla, 0.5
g/Kg/dia; GAM: Gametofito, 0.5 g/Kg/dia; L-BMAA, 2.0 mg/kg).

Con respecto a la velocidad promedio de conduccién, no se observaron cambios
significativos entre los grupos tratados con Dioon edule con respecto al grupo
control. Unicamente se observé un decremento significativo de la velocidad en el

grupo tratado con la toxina BMAA en comparacion con todos los grupos (Figura 9).

Los resultados del analisis electrofisiolégico nos llevan a considerar varios aspectos
sobre la toxicidad de Dioon edule, asi como la posible relacién entre las
alteraciones electrofisiolégicas reportadas en el presente trabajo con las

alteraciones en la locomocion, reportadas por Covarrubias (2009).
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Figura 9. Velocidad de conduccion promedio.

Los valores representan la media + EE; n=8-10nervios; *p< 0.05 comparado con el grupo
control (Agua 0.5 ml/kg/dia); SAR: Sarcotesta, 0.5 g/Kg/dia; SEM: Semilla, 0.5 g/Kg/dia;
GAM: Gametofito, 0.5 g/Kg/dia; BMAA, 2.0 mg/kg).

Cabe sefalar, que en el proceso de locomocion participan nervios sensoriales y
motores, que transmiten informacién aferente desde los musculos hasta la médula
espinal y el encéfalo y desde estas estructuras centrales hasta los musculos (via
eferente); pero debido a que en el presente estudio se analizaron Unicamente las
alteraciones provocadas por la intoxicacion con Dioon edule, sobre el nervio sural
(aferente) y a que los resultados obtenidos descartan la presencia de alteraciones
en la generacion y conduccion del PA en la via sensitiva, es valido considerar que
posiblemente la exposicion a Dioon edule modifique la actividad funcional de
nervios los motores y esto podria ejercer un efecto sobre las fibras eferentes o

sobre los circuitos que generan la locomocién, pero no de los nervios sensitivos.
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VIII. CONCLUSIONES

Tanto la semilla como los componentes individuales, sarcotesta y gametofito de
Dioon edule Lindl. a una dosis de 0.5 mg/kg de peso durante 30 dias de exposicién
por via oral, no modificaron las caracteristicas electrofisiolégicas de nervio sensorial

sural de ratas Wistar.

La toxina BMAA a una dosis de 2.0 mg/kg de peso durante 30 dias de exposicién
via i.p, disminuye significativamente las caracteristicas electrofisiologicas de nervio

sensorial sural de ratas Wistar.

De acuerdo a los parametros electrofisioloégicos obtenidos y en relacion con la
reduccion de los valores obtenidos para la toxina L-BMAA, es posible proponer que
el decremento provocado por el tratamiento con la toxina L-BMAA en la velocidad
de conduccion, esta relacionada con una disminucidon en el didmetro y/o con
alteraciones de la vaina de mielina que rodea a los axones, y que la disminucion
observada en el area del PAC, asociada con la proporcién de axones que
responden al estimulo supraumbral sugiere la existencia de alteraciones en el
grosor y el grado de compactacion de la vaina de mielina que rodean a los axones;

lo cual conlleva la necesidad de efectuar el analisis histoldgico de los nervios.

Por otro lado, si bien no se encontraron diferencias en las propiedades
electrofisiologicas del nervio sural de los animales tratados con las semillas de
Dioon edule Lindl., no puede descartarse la capacidad toxica del consumo de estas
semillas como fuente de alimento (Yafez, 2006) y los dafios en la locomocion de la

rata (Covarrubias, 2009). Tales efectos registrados, no descarta la posibilidad de
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que sean provocados por dafo sobre los nervios motores o sobre estructuras
centrales del sistema nervioso. Por lo tanto, es importante continuar la
investigacion sobre la relacién que existe entre el consumo de Dioon edule Lindl., y

la aparicion de las patologias neurologicas reportadas en personas y animales.

32



IX. PERSPECTIVAS

Aunque no se encontraron diferencias en las caracteristicas electrofisiologicas en el
nervio sural de los grupos control e intoxicados con la semilla o los componentes
individuales de Dioon edule Lindl. es necesario establecer si ésta modifica la funcion
de los nervios motores y de esta manera concluir el estudio del dafo causado por
esta especie sobre el SNP. Posteriormente podria estudiarse el efecto de Dioon

edule Lindl. sobre el sistema nervioso central.

También es necesario realizar una evaluacién quimica para identificar y cuantificar
los compuestos secundarios que se encuentran presentes en las diferentes partes
de la planta, y asi poder evaluar el potencial toxico que se da tras su consumo por
los diferentes organismos. Esto es de importancia tanto para los grupos humanos
que continlan consumiendo los alimentos preparados con esta semilla, ya que
como se ha mencionado, ésta provoca patologias neuroldgicas, como para el
ganado que come los brotes tiernos de la planta, y que presenta problemas
estomacales y de intoxicacion. Ademas, los dafios provocados al ganado afectan,
directa o indirectamente, a la poblacion humana ya que estos animales tienen gran
importancia econdmica, y como sefiala Jones, (1993), las toxinas se acumulan en el
cuerpo del ganado provocando que los animales se debiliten y mueran. En la Sierra
Madre Oriental los animales intoxicados son sacrificados y la carne es consumida
por la poblacion, lo cual podria inducir al proceso de bioacumulacién y
biomagnificacion del componente toxico, contribuyendo a incrementar los efectos
indirectos de la planta sobre la poblacion humana, tal y como lo describe Cox con

el murciélago de la fruta en Guam.
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Debido a que los datos para el grupo tratado con la toxina L-BMAA mostré una
clara disminucion en los parametros electrofisiolégicos evaluados, es conveniente
la realizacion de un estudio histoldégico para establecer si existe una correlacion
entre los parametros electrofisioldgicos evaluados (area y velocidad de conduccién
del PAC) y las caracteristicas estructurales de los axones presentes en el nervio sural
de los animales intoxicados con BMAA, entre estas el nimero y el diametro de las

fibras nerviosas y el grosor de la vaina de mielina que las rodea).
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