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INTRODUCCION-

La historia del ser humano estd intimamente relucionada con las
plantas. Los frutos, las hojas, las raices, las cortezas o las plantas
enteras hanm sido indispensables para su alimentacion, su vestido y en
forma muy especifica para el tratamiento y prevencion de sus
enfermedades.

Seguramente, a los pueblos primitivos el empleo de las plantas
que hoy conocemos como medicinales les permitié las primeras obser-
vaciones que condujeron al conocimiento de la fisiologia porque su
administracion generaba comparaciones y comprobaciones del tipo
causa-respuesta; en otras palabras, relacionaban los efectos de las
plantas con el funcionamiento de ciertos sistemas y las modificaciones
de determinados fenomenos.

Resultan de interés las plantas medicinales que en muchas po-
blaciones, entre ellas las indigenas, se emplean o se han empleado
tradicional y empiricamente desde tiempos inmemoriales, para tratar
de modificar los fenémenos de la reproduccion. En efecto, son muchas
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las especies vegetales preconizadas como abortivas, esterilizantes, fe-
cundizantes, contraceptivas y antihemorrdgicas uterinas, que la me-
dicina folclérica utiliza. No podemos negar que muchos resultados de
este uso empirico parecen ciertos y valederos y ello hace imperioso su
estudio cientifico.

Las plantas con posible actividad anticoncepcional presentan
caracteristicas de mucho interés y nos ha parecido que la Spondias
cytherea sonner, planta distribuida ampliamente en el territorio
colombiano y utilizada por las indias Tikunas (Amazonas-Colombia),
durante el periodo menstrual, con el fin de controlar la fertilidad,
reine condiciones excepcionales para evaluar experimentalmente su
cupacidad antifertilizante.

Este trabajo pretende comprobar la activided que la planta
presenta en relacion con la fecundacién y reconocer los principios
activos presentes en la corteza de la. misma.

1 — CONTROL FISIOLOGICO DE LA FERTILIDAD

Todas las especies animales, incluyendo al hombre, realizan un
control fisiolégico de su fertilidad, mediante el empleo de mecanismos:
bastante complicados, contribuyendo con ello al mantenimiento de un
equilibrio de sus funciones vitales.

En el hombre existen periodos alternos de fertilidad e infertili-
dad; tanto la ovulacién como la espermatogénesis no ocurren antes
de la pubertad y en la mujer la ovulacién se presenta durante cada
ciclo menstrual, se suspende enteramente durante la prefiez y apare-
ce, eventualmente, durante la lactancia.

Durante el periodo reproductivo cada individuo presenta un
balance equilibrado de produccion de células germinativas, de asper-
mia o de anovulacién y luego retorna a la produccién normal. En caso
de que se lleve a cabo la reproduccion, se pueden presentar cambios
especificos y secuenciales a nivel de la pituitaria, del ovario, del tes-
ticulo, de los oviductos, del ttero y de la vagina.

2— CONTROL DE LA FERTILIDAD

Los agentes y/o métodos que se aprovechan para el control de la
fertilidad pueden agruparse, en términos generales, como sigue: hor-
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monas, antihormonas, antienzimas, cuerpos inmunes, medios modifi-
cados, organismos simbiéticos, factores dietéticos, agentes especiales,
estimulos nerviosos, método del ritmo (detecci6on de la ovulacién) y
métodos quirirgicos y no quirdrgicos. (1, 2, 3, 4, 5).

2.1 Hormonas.

La administracion de agentes hormonales puede controlar la fer-
tilidad ya que ellos actian inhibiendo la secrecion de gonadotropinas
hipofisiarias, bloqueando el crecimiento folicular, la ovulacién o la
espermatogénesis (1, 6, 7, 8, 9)..

Parece que los efectos de los estrégenos y de la progesterona son
aditivos con respecto a la inhibicién de la secrecién de la hormona
gonadotrdpica, ya que se requieren muy pequefias cantidades de estos
agentes para lograr el efecto deseado (10, 11, 12, 13).

Los estrégenos acttian en forma esencialmente fisiolégica, supri-
miendo la fase luteinica del ciclo e induciendo la otra fase, lo cual
no es anormal para el desarrollo del embrién. Se ha demostrado que
cada proceso que ocurre durante el ciclo menstrual de los primates,
concuerda con el control hormonal y es probable que los factores que
gobiernan la implantacién del huevo fertilizado sean similares en la
mujer y en los animales inferiores (14, 15, 16, 17).

Los estudios de los efectos de los estrégenos sobre la citologia
de la pituitaria y sobre su funcién muestran una reduccién en el con-
tenido gonadotrépico de la misma; ademaés, el porcentaje de basoéfilos
se incrementa en relacion directa a la concentracion de estrégeno.
Esto evidencia la funcién de dichas células para la secrecién de gona-
dotropinas (18, 19, 20).

Los experimentos realizados con animales de diferentes especies,
a los cuales se les ha administrado progesterona en diferentes etapas
de su ciclo estral, muestran que ésta inhibe la liberacién de la LH,
previene la implantacién, el calor y la ovulacién y produce una supre-
8ién marcada de la fertilidad. En la especie humana previene la
menstruaciéon y provoca ciclos anovulatorios (21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31).

Las combinaciones de progestiné-estrégeno se emplean con mu-
cha frecuencia para impedir la concepcién y su empleo ha tenido
éxito notable (6, 14, 15, 32, 33).
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2.2 Antihormonas.

Las hormonas de la hipéfisis anterior por ser de naturaleza
protéica, cuando son de especies distintas (heterélogas) actiian como
antigenos. La formacién de antihormonas constituye un grave incon-
veniente en la terapia hormonal, pues las hormonas van perdiendo
efectividad con las inyecciones repetidas (34, 35, 36, 37).

2.8 Antienzimas.

Se han realizado estudios tratando de establecer la relacion
existente entre las hormonas y las enzimas; los cambios en la concen-
traciéon de enzimas, que ocurren en los tejidos y los 6rganos bajo la
influencia de las hormonas y de los valores enzimaticos de 6rganos y
organelos, podrian interpretarse en funcién de los niveles enzimaticos
de los mismos (88).

En el proceso reproductivo estdn incluidas muchas enzimas y
como es sabido pueden desarrollarse antienzimas que romperian la
cadena reproductiva; de esta forma actiia la hialuronidasa, enzima
protéica que tiene la propiedad de hidrolizar los mucopolisaciridos
¥y que se encuentra en los tejidos de los mamiferos (testiculo, bazo y
piel) y en las bacterias.

2.4 Cuerpos immnunes.

Se han ensayado varios métodos de inmunidad pasiva y activa
para controlar la fertilidad. La informacién corresponde a las anti-
hormonas mencionadas anteriormente; es evidente que los cuerpos
inmunes pueden actuar antagonizando las gonadotropinas, pero su
aplicacién constante podria producir una secrecion hipofisiaria que
no seria aplicable desde ningtin punto de vista (1).

La mayoria de los trabajos relacionados con el control de la
fertilidad, han utilizado los principios de la inmunidad activa. Cerca
de la mitad de los estudios se han realizado en humanos y se han
desarrollado técnicas inmunolégicas con machos, tratando de reducir
la efectividad del esperma (39).

2.5 Modificacién del medio.

El fluido uterino es complejo y sus requerimientos para la repro-
duccién son especificos; favorece el transporte del esperma y man-
tiene el blastocisto por un periodo limitado.

— 8 ——



REVISTA COLOMBIANA DE CIENCIAS QUIMICO—FARMACEUTICAS

Se ha observado que hacia la mitad del ciclo humano aumenta el
mucus cervical incrementiandose la cantidad de células, el contenido
de agua y la fluidez; al mismo tiempo hay un aporte de carbohidratos
¥y particularmente de aminoacidos; debido a estas condiciones, el
esperma depositado en la vagina encuentra un medio propicio para
su nutriciéon y migracion a través del mucus cervical. Estas condi-
ciones son consecuencia de la accion estrogénica (40).

Las posibilidades de modificacion del mucus cervical para el
control de la fertilidad son muy grandes y los cambios producidos en
este complejo fisiologico pueden reducirla (41).

2.6 Organismos simbiéticos.

Los estudios bacteriolégicos de la vagina y del titero muestran
que estos organismos pueden ser responsables de la infertilidad. El
tratamiento con antibiéticos trae como consecuencia la prefiez por eli-
minacion de ciertas especies bacterianas. Estas observaciones sugieren
la posibilidad de que estos organismos puedan ser transmitidos de un
organismo a otro, con el propésito de prevenir la concepcién (1).

2.7 Factores dietéticos.

La reproduccién se ve afectada por factores dietéticos especificos.
Sin embargo, es dificil identificar el sitio de accién ya que la presen-
cia o ausencia de los mismos puede producir modificaciones en dife-
rentes sitios.

Se han estudiado las consecuencias de la inanicién en ratas,
ratones y humanos encontradndose una reducciéon de la fertilidad
debida, aparentemente, a una simple carencia nutricional (42, 43, 44,
45).

2.8 Agentes especiales.

Existe un gran nimero de compuestos no esteroidales ttiles en
la contracepcién, los cuales son potencialmente aplicables para el
desarrollo de la segunda generacién de contraceptivos.

A mediados de 1950 se iniciaron investigaciones para regular los
procesos reproductivos mediante la utilizacién de sustancias no este-
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roidales, las cuales inhibien la fertilidad antagonizando la respuesta
del cuerpo a las hormonas estrogénicas. Una caracteristica notable
de estos compuestos, a nivel biolégico, es que previenen la liberacién
de estradiol en los tejidos y bloquean la respuesta inducida por las
hormonas, sin llegar a producir ningiin efecto a nivel uterino (39).

Dentro de estos agentes especiales se encuentran también las
prostaglandinas. Desde su descubrimiento (1930) estuvieron vincu-
ladas a la reproduccién humana; a finales de 1960 aparecieron los
primeros - informes que indicaban que la inyeccién intravenosa de
prostaglandinas podria utilizarse para inducir el parto en pacientes
embarazadas o para interrumpir el embarazo en su comienzo. Fue
en este momento cuando se les dio empleo clinico. Diez afios mas tar-
de se intensificaron los estudios demostrandose que podrian llenar
los requisitos establecidos como medio ideal para el control de la
natalidad (39, 46, 47, 48, 49).

2.9 Efecto antifertilizante de algunas plantas.

Se conocen muchisimas plantas que han sido utilizadas desde
tiempos histéricos, en forma de infusiones, con el objeto de controlar
la fertilidad. Los trabajos realizados se han basado en la informacién
suministrada por gentes primitivas en lo concerniente a su uso, para
el control de la misma. Dicha informacién no se ha comprobado total-
mente ya que se refiere a su empleo folclérico, que se reporta como
medicina popular. De todas formas, esta informacién se utiliza para
la investigacion de las sustancias responsables de la actividad atri-
buida. Entre estas plantas podemos mencionar las siguientes: Lithos-
permum ruderale, Mallotus philippinensis, Stevia rebanonana Bertoni,
Poligonum hyoropiper L., Olimum sanctum, Butea monosperma, etc.,
(50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65).

2.10 Estimulacion nerviosa.

Muchas observaciones clinicas y experimentales indican que los
estados emocionales u otros estimulos nerviosos producen cambios en
el tracto genital femenino. En ciertas especies se han encontrado fac.
tores que actiian por via nerviosa, induciendo la secrecién gonado-
trépica e influyendo en la reproduccién (1).
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2.11 Método del ritmo.

Uno de los métodos més interesantes para controlar la fertilidad
es el de la ocurrencia ritmica de la ovulacién; en la mujer la ovulacion
ocurre en la mitad del ciclo menstrual y estadisticamente se ha com-
Jprobado que la concepcion se reduce si el coito no se lleva a cabo entre
el noveno y decimoséptimo dia, después de iniciada la menstrua-
cién (1, 5).

2.12. Métodos quirirgicos y mo quirirgicos.

Entre estos se pueden citar: esterilizacion masculina, esteriliza-
ci6n femenina (ligamento de los tdbulos con sus modificaciones), his-
terectomia, oporoctomia, empleo de anillos intrauterinos, abstinencia
y sus variaciones, interrupcion del coito, métodos oclusivos, castra-
cién por irradiacién y otros (3).

MATERIALES Y METODOS

1 — ESTUDIO BOTANICO

La planta objeto de nuestro estudio fue recolectada en Puerto
Narifio (Amazonas, Colombia) e identificada como Spondias cytherea
sonner. El ejemplar se encuentra depositado en el Herbario Nacional
Colombiano, I. Cabrera 3017.

El material botédnico se clasific6 teniendo en cuenta los conceptos
de Engler (66) y Cronquist (67).

Las especies de este género son conocidas con el nombre vulgar
de “hubo’” o “jobo” (Cundinamarca, Valle, Atlantico, Trapecio ama-
zonico, ete.), “jobo de Castilla” (Bolivar), “jobo colorado” y “jobo
arisco”’ (Narifio y Tumaco).

2-— ESTUDIO FITOQUIMICO

La corteza de la Spondias cytherea sonner se subdividi6 en
pequeiios trozos que fueron secados en una estufa con corriente de
aire, a 45°C durante 48 horas; posteriormente se sometié a un pro-
ceso de molienda en un molino de bolas y se tamiz6 (tamiz nimero

20).
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2.1. Estudio farmacognésico.

Una vez obtenido el polvo determinamos sus caracteristicas fisi-
cas y realizamos el examen microscopico del mismo.

PRINCIPIOS ACTIVOS SOLUBLES EN AGUA

Veinte gramos del material vegetal molido se sometieron a extrac-
cioén en caliente, con 100 ml de agua destilada pH = 7.0 durante 15
minutos. Una vez filtrado se realizaron las siguientes pruebas: accién
del cloruro férrico, del reactivo de Felhing, del reactivo de Tollens, del
acetato y subacetato de plomo, de los reactivos de alcaloides y ensayos
para mucilagos, pectinas y gomas.

2.3. Marcha fitoquimica sistemdtica.

Para la realizacién de esta marcha seguimos las técnicas utiliza-
das por M. E. Wall y col. y L. Floriani (69).

2.4. Hidrdolisis, aislamiento y reconocimiento de sapogeninds.

El procedimiento seguido para la extraccion de las saponinas se
basé en las técnicas empleadas por M. E. Wall y col. Una vez ex-
trafdas en forma de acetato, se procedié a su reconocimiento emplean-
do las reacciones con el Acido sulfiirico y la de Lafon, las cuales se
utilizan para la investigacion cualitativa de los saponésidos en
general. Luego para establecer diferenciacion entre sapogeninas
triterpénicas y esteroidales, se utilizé la reaccion propuesta por
Rosenthaler (69).

3 — ESTUDIO FARMACOLOGICO

3.1. Seleccion de los animales de experimentacion.

Para la realizacién de este estudio utilizamos ratones albinos de
cepa I.C.R., procedentes del Instituto Nacional de Salud y de la
Empresa Colombiana de Productos Veterinarios S. A.;, VECOL, con
una edad de 8-12 semanas y un peso promedio de 25 g. Los primeros
eran virgenes y los segundos de fertilidad comprobada, con un prome-
dio de 8-12 crias por parto.
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El mantenimiento de estos animales requiere de ciertas condi-
ciones especiales: la temperatura debe mantenerse entre 21 y 23°C
controlandose la humedad, la luz y el ruido.

Ademés, empleamos cerdas provenientes del Instituto Colombia-
no Agropecuario, ICA-Tibaitata, de raza LANDREX, con 4 meses
de edad y un peso promedio de 70 kg. Es importante anotar que antes
de ser tratados, habian transcurride dos ciclos estrales.

3.2. Preparacién de los decoctos de la planta.

Preparamos un extracto acuoso de los principios solubles de la
corteza en una concentracion del 20% (P/V) y a partir de éste obtu-
vimos soluciones ponderales de las siguientes concentraciones: 0.5,
1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 6.0, 8.0 y 10.0%. El extracto inicial se preparé
por tres métodos diferentes: percolacién, maceracién y decoccion.

3.8. Distribucién y tratamiento de los animales de experimentacién.

Distribuimos los ratones colocando 5 hembras en cada jaula;
durante una semana se adaptaron a las condiciones ambientales del
laboratorio, al régimen alimenticio, familiarizacién en cada jaula y
al mismo tiempo se determiné el volumen promedio de agua ingesta
por jaula. Posteriormente iniciamos el tratamiento administrdndoles
el extracto acuoso (obtenido por maceracién y por percolacién) como
agua de bebida, por un periodo de 19 dias. Al término de este tiempo
se aparearon (colocando dos machos por jaula) cambiéndoles el agua
de bebida cada tercer dia, por la solucién acuosa del extracto. Trans-
curridos 10 dias se separaron los machos y se suspendi6 el tratamien-
to; las hembras prefiadas fueron separadas en jaulas independientes.

Con un segundo grupo de animales realizamos una prueba cruza-
da: los animales que sirven de control en la primera parte de la
experiencia, reciben el tratamiento en la segunda y viceversa. Para
este procedimiento utilizamos ratones de ambas cepas (VECOL: 4
hembras por jaula e Instituto Nacional de Salud: 5 hembras por
jaula). Una vez terminado el tratamiento y asegurada la preiiez, se
practicaron autopsias (en la segunda parte del ensayo) para precisar
el nimero exacto de crias y observar el estado de los fetos.

La metodologia empleada con las cerdas fue similar a la de los
ratones, una vez se adaptaron a las condiciones ambientales detecta-
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mos el momento en que entraron en calor y transcurridos 5 dias de
su. comienzo, les administramos durante 11 dias consecutivos el ex-
tracto acuoso de la planta, en concentracién del 20%, como parte del
agua de bebida. Entre el segundo y el tercer dia del nuevo calor,
fueron inseminadas artificialmente y al ciclo siguiente se sacrificaron
para observar las posibles variaciones en los 6rganos reproductores.
Para este ensayo utilizamos 6 hembras, dos de las cuales se sometie-
ron a tratamiento.

3.4. Estudio histopatolégico.

En esta parie del estudio, trabajamos con los ratones provenien-
tes del Instituto Nacional de Salud con el objeto de observar los
posibles efectos téxicos, oxitdcicos, teratogénicos y los cambios efec-
tuados en los 6rganos sexuales de los animales en tratamiento.

Igualmente aprovechamos las cerdas tratadas para realizar el
estudio histopatolégico comparativo con una de las hembras controles
que también fue sacrificada.

3.6. Estudio toxicolégico.

El estudio toxicolégico lo llevamos a cabo simultidneamente a
través de todas las experiencias anteriores; para ello, realizamos el
ensaye utilizando el extracto acuoso obtenido por decoccién, en con-
centraciones del 5.0 y 10.0%, administrandolo por via oral a grupos
de 10 ratones, durante un periodo de 15 dias. Dos semanas después
del tratamiento se observaron los posibles efectos toxicos.

‘Ademés, procedimos a determinar la DLs, usando el mismo
extracto y administrandolo por via intraperitoneal (i.p.).

RESULTADOS Y DISCUSION

1—ESTUDIO FARMACOGNOSICO Y FITOQUIMICO

Aunque el presente trabajo corresponde esencialmente al estudio
farmacolégico de la Spondias cytherea sonner, consideramos de im-
portancia conocer los principios quimicos presentes en la corteza de
la planta, que podrian ser los responsables de la actividad bioldgica.
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El polvo de la corteza de la planta en estudio, es de color marrén
oscuro, de olor casi imperceptible y sabor astringente; produce cierta
irritacién en las mucosas nasales.

Los elementos que lo caracterizan (observados al microscopio)
son los siguientes: granulos de-almidon, cristales de oxalato de calcio,
grasas en pequefia cantidad, fibras cristalinas, fibras en general,
abundantes células pétreas, parénquima esponjoso, tejido lignificado
abundante. y taninos.

Los ensayos preliminares realizados con el polvo de la corteza
nos dieron una idea sobre las posibles sustancias que estaban presen-
tes en ella y mediante las marchas fitoquimicas de Wall y de Floriani
confirmamos la presencia de taninos, fenoles, saponinas y esteroles
insaturados.

Siendo las saponinas uno de los principios quimicos que se encon-
traron en mayor proporcién en la corteza de la planta y debido a que
posiblemente posean cierta actividad antifertilizante (70), procedi-
mos a su extraccién, purifieacién y diferenciacién, sin orientacion
suficiente sobre el grupo al cual podrian pertenecer ya que hasta el
momento no tenemos conocimiento de algiin estudio quimico realizado
con esta planta.

Basados en las técnicas empleadas por M. E. Wall y col. (69), a
partir de 50 g. del polvo de la corteza, obtuvimos 150 mg. de sapoge-
ninas (en forma de acetato) y las reacciones de diferenciacion nos
indicaron que no eran esteroidales sino triterpénicas.

2 — ESTUDIO FARMACOLOGICO

Con este estudio pretendemos demostrar los efectos de la corteza
de la Spondias cytherea sonner sobre la tasa de reproduccién y la
ovulacion ; ademés, deseamos conocer cuén téxica y teratogénica es la
planta.

Determinamos el volumen promedio de agua ingerida diaria-
mente por los roedores, para calcular las dosis de polvo seco admi-
mistradas.

Realizamos un primer ensayo utilizando el extracto de la corteza
de la planta obtenido por maceracién, para observar los efectos del
mismo sobre la tasa de reproduccién (ver resultados en la Tabla
ntimero I).
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TABLA NUMERO 1

TASA DE REPRODUCCION EN ROEDORES

(Primer ensayo)

Ratén Cone. del Crias Ratén Cone. del Crias
Ne Exto. % Nv Ne Exto. % Ne¢
1 0.0 6 16 4.0 7
2 0.0 12 17 4.0 12
3 0.0 12 18 4.0 11
4 0.0 7 19 4.0 12
b 0.0 9 20 4.0 11
6 0.0 9 21 6.0 11
7 0.0 11 22 6.0 11
8 0.0 13 23 6.0 9
9 0.0 11 24 6.0 7
10 0.0 13 26 6.0 10
11 4.0 10 26 6.0 11
12 4.0 9 27 6.0 12
13 4.0 12 28 6.0 16
14 4.0 12 29 6.0 7
15 4.0 10 30 6.0 156

El extracto obtenido por este método no provocé ningtn cambio
en la tasa de reproducclon de los animales de experlmentaclon estos
resultados nos sugieren la posibilidad de que los principios activos
responsables de la accién, no estin presentes en él, ya que el tiempo
de extraccién (24 horas) es muy corto. Es por esto que decidimos
ensayar otros métodos de extraccién, donde el tiempo de contacto
fuese mayor favoreciendo de esta forma la solubilizacién de dichos
principios. Asi, llevamos a cabo las siguientes pruebas empleando los
extractos obtenidos por decoccién y por percolacién. Los resultados
sobre la tasa de reproduccién de los animales utilizados aparecen en
las Tablas nimeros II y III.
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TABLA NUMERO II

TASA DE REPRODUCCION EN RATONES
(Extracto obtenido por decoccién)

Ratén Conc. del Crias Ratén Conc. del Crfas
Ne Exto. % No Ne Exto. % No
1 0.0 14 17 6.0 0
2 0.0 14 18 6.0 11
3 0.0 9 19 6.0 11
4 0.0 13 20 6.0 (]
§ 0.0 12 21 6.0 16
6 0.0 18 22 6.0 9
7 0.0 11 23 6.0 11
8 2.0 10 24 8.0 10
9 2.0 9 25 8.0 14
10 2.0 11 26 8.0 (]
11 2.0 9 27 8.0 1]
12 4.0 12 28 10.0 13
13 4.0 0 29 10.0 12
14 4.0 11 30 10.0 0
15 4.0 9 an 10.0 0
16 6.0 (4
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TABLA NUMERO 1III

TASA DE REPRODUCCION EN RATONES
(Extracto obtenido por percolacién)

Ratén Cone. del Crias- _Ratén Conc. del Crias
Ne Exto. % Ne¢ Ne Exto. % Ne
1 0.0 12 26 1.0 5
2 0.0 9 27 1.0 0
3 0.0 ‘8 28 2.0 3
4 0.0 6 29 2.0 9
53 0.0 6 30 2.0 12
6 0.0 9 31 2.0 3
7 0.0 10 32 2.0 3
8 0.0 11 33 2.0 6
9 0.0 10 34 2.0 0
10 0.0 10 356 2.0 10
11 0.0 6 36 2.0 9
12 0.5 10 37 2.0 9
13 0.5 10 38 2.0 12
14 0.5 0 39 2.0 12
15 0.5 12 40 2.0 12
16 0.5 9 41 3.0 8
17 0.5 8 42 3.0 4
18 0.5 10 43 3.0 10
19 0.5 0 44 3.0 3
20 1.0 10 45 3.0 7
21 1.0 10 46 4.0 0
22 1.0 8 47 4.0 0
23 1.0 11 48 4.0 0
24 1.0 10 49 4.0 0
25 1.0 11 50 4.0 8

La gran variabilidad de los datos obtenidos en los primeros ensa-
yos (Tablas II y III) fue interpretada por nosotros como debida a
factores de ambientacion, de nutricién (dieta diferente), de canibalis-
mo de las madres sobre sus crias y al hecho de que la fertilidad se
compara contra la de animales diferentes, mas que a la poca efectivi-
dad de los principios de la planta.

Para dilucidar el efecto de los factores anteriores (principalmen-
te el Gltimo) pensamos en la conveniencia de efectuar una prueba
cruzada, proporcionando la misma alimentacién que en el criadero
de origen y sacrificando los animales en la segunda parte del ensayo,
para determinar con exactitud el niimero de fetos. Los resultados de
esta experiencia se observan en la Tabla niimero IV. E] extracto utili-
zado fue obtenido por decoccién.

— 18 —



REVISTA COLOMBIANA DE CIENCIAS QUIMICO—FARMACEUTICAS

TABLA NUMERO 1V
TASA DE REPRODUCCION EN ROEDORES

(Prueba cruzada)

PRIMERA PARTE SEGUNDA PARTE
Ratén Conc. del Crias Ratén Cone. del Fetos
Ne Exto. % Ne¢ N¢ Exto. % Ne
1 0.0 7 1 1.0 3
2 0.0 10 2 1.0 6
3 0.0 6 3 1.0 .
4 0.0 7 4 2.0 0
b 0.0 6 b 2.0 .
6 0.0 11 6 2.0 13
1 0.0 8 7 2.0 0
8 0.0 8 8 2.0 14
9 0.0 11 9 2.0 0
10 0.0 6 10 3.0 10
11 0.0 10 11 3.0 4
12 0.0 9 12 3.0 .
13 0.0 9 13 3.0 =
14 0.0 13 14 4.0 7
16 0.0 12 15 4.0 13
16 0.0 14 16 4.0 1
17 0.0 17 17 4.0 0
18 0.0 11 18 4.0 .
19 0.0 10 19 4.0 .
20 1.0 8 20 0.0 .
21 1.0 0 21 0.0 .
22 1.0 8 22 0.0 12
23 1.0 10 23 0.0 12
24 2.0 6 24 0.0 9
26 2.0 b 26 0.0 11
26 2.0 10 26 0.0 .
27 2.0 4 27 0.0 10
28 2.0 6 28 0.0 .
29 2.0 8 29 0.0 12
30 3.0 7 30 0.0 11
31 3.0 12 31 0.0 10
32 3.0 9 32 0.0 11
33 3.0 12 33 0.0 16
34 3.0 11 34 0.0 9
36 4.0 7 35 0.0 .
36 4.0 3 36 0.0 13
317 4.0 4 37 0.0 14
38 4.0 4 38 0.0 10
39 4.0 11 39 0.0 .
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En cuanto a las muertes observadas durante este ensayo, es
importante anotar que la mayoria de ellas se presentaron en hembras
control, que si bien habia ingerido la droga en la primera parte del
tratamiento, la muerte sobrevino dos meses después del mismo por lo
que descartamos su influencia en tal hecho.

Esta observacién se confirma por el diagnésiico post morten,
dado por el médico veterinario, en el cual se atribuye al timpanismo
(distensién por gases, especialmente a nivel abdominal) como la
causa de la muerte de los ratones.

Los resultados de esta experiencia, aunque no son desalentadores,
no nos satisfacen del todo e insistimos en estudiar otros parédmetros
que, a nuestro juicio, podrian ser la causa de esta variabilidad. Por
ello realizamos la misma prueba cruzada en las instalaciones del bio-
terio de origen, VECOL. En la Tabla niimero V mostramos los resul-
tados de esta experiencia.

TABLA NUMERO V

TASA DE REPRODUCCION EN ROEDORES

(Prueba cruzada realizada en las instalaciones de VECOL)

PRIMERA PARTE SEGUNDA PARTE

Ratén Conc. del Crias Ratén Cone. del Fetos
Ne Exto. % Ne Ne Exto. % Ne
1 0.0 6 1 1.0 7
2 0.0 10 2 1.0 12
8 0.0 3 1.0 14
4 0.0 7 4 1.0 1
5 0.0 10 5 2.0 13
6 0.0 10 6 2.0 18
7 0.0 10 7 2.0 0
8 0.0 10 8 2.0 ,
9 0.0 '8 9 8.0 9
10 0.0 10 3.0 6
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PRIMERA PARTE SEGUNDA PARTE
Ratén Comnc. del Crias Ratén Cone. del Fetos
Ne¢ Exto. % Ne Ne Exto. % Ne
11 0.0 10 11 3.0 12
12 0.0 13 12 3.0 0
13 0.0 8 13 4.0 10
14 0.0 9 14 4.0 10
16 0.0 6 15 4.0 0
16 0.0 11 16 4.0 .
17 1.0 0 17 0.0 11
18 1.0 6 18 0.0 9

19 1.0 12 19 0.0 10 i
20 1.0 12 20 0.0 9
21 1.0 b 21 0.0 .
22 1.0 5 22 0.0 14
23 1.0 7 23 0.0 12
24 1.0 6 24 0.0 15
25 2.0 10 25 0.0 11
26 2.0 9 26 0.0 9
27 2.0 6 27 0.0 15
28 2.0 2 28 0.0 11
29 2.0 4 29 0.0 13
30 2.0 2 30 0.0 14
31 2.0 0 31 0.0 14
32 2.0 0 32 0.0 14
33 3.0 10 33 0.0 12
34 3.0 10 34 0.0 12
35 3.0 10 36 0.0 13
36 3.0 9 36 0.0 9
37 3.0 10 37 0.0 12
38 3.0 10 38 0.0 14
39 3.0 7 39 0.0 b
40 3.0 11 40 0.0

41 4.0 5 41 0.0

42 4.0 6 42 0.0 12
43 4.0 5 43 0.0 10
44 4.0 b 44 0.0 11
45 4.0 5 45 - 0.0 11
46 4.0 0 46 0.0 9
47 4.0 0 47 0.0 &

maerta.
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Las autopsias de las hembras que murieron durante la prueba
fueron practicadas en el mismo momento de la muerte; al igual que
en la prueba anterior presentaban el fenémeno del timpanismo, no
observandose lesién en ninguno de los 6rganos.

Las pruebas realizadas hasta el momento nos indican que aunque
no hay una inhibicién completa de la fertilidad, si hay reduccién de
la misma pareciéndonos muy significativo el hecho de que muchos
animales tratados no concibieron, teniendo en cuenta que esto no
se presenté con ninguno de los animales empleados como controles.

Sin embargo, debemos anotar que la prueba cruzada no nos per-
mite controlar el canibalismo sino en la segunda parte de la experien.
cia y que, por otra parte, no podemos descartar un posible efecto de
rebote.

El analisis de los resultados anteriores y de la metodologia em-
pleada, nos hace pensar que existe un pardmetro que no hemos podido
controlar y que bien podria ser, en definitiva, la razén de la inconsis-
tencia aparente de los datos. Nos referimos al ciclo estral y el momen-
to de éste en que debe administrarse la droga. De acuerdo a nuestros
conocimientos sobre la fisiologia reproductiva, el mecanismo de accién
de los anticonceptivos mas conocidos y el uso empirico dado a la
planta por las indias Tikunas (Amazonas, Colombia) es indiscutible
que el periodo en que se inicie el tratamiento es de fundamental im-
portancia para la eficacia del mismo. Esta consideracién fue la razén
principal para dejar a los animales tomando la droga, en forma con-
tinua, durante un tiempo relativamente largo, previo al apareamiento
y aln en forma discontinua durante el mismo, con el objeto de locali-
zar al azar el momento 6ptimo de su ciclo estral para iniciar el
tratamiento.

Creemos que para obtener buenos resultados debe coincidir la
época critica del ciclo estral con la administracién de los extractos de
la planta para lograr los efectos deseados.

Este hecho lo fundamentamos en la observacion de nuestros
resultados experimentales, la cual nos permite establecer, en forma
aproximada, la actividad de la planta en tres valores generales: inhi-
bicién total de la fertilidad en el 20% de los animales, reduccién
variable de la misma en el 509, y ausencia de efecto en el resto de
los animales tratados (prueba cruzada).

Las consideraciones anteriores nos impulsan a la biisqueda de un
reactivo biolégico con el cual podamos determinar, en forma precisa,
las diversas etapas de su ciclo reproductivo; nos parecié que la cerda,

—_22 —



REVISTA COLOMBIANA DE CIENCIAS QUIMICO—-—FARMACEUTICAS

por tener un ciclo similar al de la mujer y facilitarse la localizacién
de su periodo de ovulacién, seria el animal més indicado para conti-
nuar nuestro- estudio.

Efectivamente los resnltados obtenidos (ver Tabla niimero VI),
aunque en un pequefio nimero de animales, son estimulantes por
lograrse en ellos una inhibicién completa de la concepciéon.

Es de anotar que todas las hembras que sirvieron como controles
quedaron prefiadas, pero solo una de ellas fue sacrificada para realizar
las observaciones correspondientes.

TABLA NUMERO VI

TASA DE REPRODUCCION EN PORCINOS

Hembra Ne Conc. del Extracto % Fetés Neo
1 0.0 8
2 20.0 0
3 20.0 0

Cabe mencionar que la concentraciéon del extracto no es un factor
definitivo ya que la usada con los cerdos corresponde al 1.0% emplea-
‘do con los ratones y los resultados no son los mismos, lo que nos
confirma lo dicho acerca del ciclo estral y el tratamiento.

Ademas, los diferentes métodos de extraccion (percolaciéon y
decoccién) no influyen en la actividad de la droga, pues los extractos
obtenidos por ambos métodos poseen acciones similares.

= 2.1. Estudio histolégico.

Observamos las variaciones ocasionadas en los 6rganos involu-
= erados en la reproduccién, para tratar de establecer el mecanismo de
- secién de la planta.

Los resultados de las observaciones, tanto macroscépicas como
microscépicas de los ratones y de las cerdas, aparecen en las Tablas
m@meros VII, VIIT, IX, X y XL



TABLA NUMERO VII

ESTUDIO HISTOLOGICO EN RATONES

(Grupo A)
Concentracién Observaciones o . . .
Extracto % Mncrosc6picu bservaciones Mlcroscéplcss
0.0 Ovarios y ttero normales. Gléndulas uterinas poco dilatadas; oviductos normales; abun-
dantes 6vulos y vestigios de mesonefros; ovulacién normal.
2.0 Ovarios congestionados. Utero normal. Utero quistico con glandulas muy desarrolladas; foliculos pri-
marios y secundarios bastante desarrollados; oviductos nor-

males.

Hiperplasia glandular; ovario con foliculos primarios; vascula-

4.0 Ovarios y ttero congestionados.
rizacién marcada.

Utero congestionado con tejido cavernoso; abundantes cuerpos

6.0 Ovarios y itero normales.
amarillos y escasos foliculos.
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TABLA NUMERO VII

ESTUDIO HISTOLOGICO EN RATONES

(Grupo B)

Concentracién Observaciones Ob: s Mi Spi

Extracto % Macroscépicas servaciones Hlicroscopicas
0.0 Prefiadas; vascularizacién uterina; Gran cantidad de cuerpos amarillos y escasos folicules en los

ovarios congestionados. ovarios; gestacién normal.
2.0 Prefiadas; ttero y ovarios normales. Hiperplasia glandular; gestacion normal y desarrollada.
4.0 Prefiadas; ttero y ovarios normales. Gestacién adelantada; ovario con cuerpos amarillos funciona-
les, foliculos primarios; glindulas uterinas desarrolladas.

6.0 No prefiadas; ttero y ovarios normales. Pocos 6vulos; foliculos secundarios; escasos foliculos de Graff;

hiperplasia glandular.




TABLA NUMERO IX

ESTUDIO HISTOLOGICO EN RATONES

(Grupo C)
Concentracién Observaciones . R
Extracto % Macroscopicas Observaciones Microscépicas
0.0 Vascularizacién marcada en el ttero; Utero normal; glandulas normales; ovarios funcionales..

6.0

8.0

10.0

6vario normal.

Vascularizacién en el itero.

Utero y ovarios congestionados.

Vascularizacién marcada en el ttero;
ovario normal. :

Dilataciéon glandular; glandulas uterinas con abundante moco;
hiperemia en el ovario.

Hiperemia en el ovario, especialmente a nivel de los cuerpos
amarillos; hiperplasia quistica con dilatacién de gldndulas y
producciéon de moco.

Dilataciéon glandular y quistica; glandulas uterinas llenas de
moco; ovario congestionado; oviductos normales.




TABLA NUMERO X

ESTUDIO HISTOLOGICO EN RATONES

(Grupo D)
Concentracién Observaciones . ) .
Extracto % Macroscépicas Observaciones Microsc6picas
19 - , . S . 9
= 0.0 Prefiadas; utero y ovarios normales. Gestacién normal; vascularizacién marcada en el ttero; ovario
| normal.
6.0 Prefiadas; utero y ovarios normales. Prefiez normal; abundantes cuerpos amarillos bien desarrolla-
dos; dilatacién casi quistica.
8.0° Prenadas; ttero y ovarios normales. Prefiez normal; gliandulas uterinas dilatadas; cuerpos amarillos

normales.

10.0 Prefiadas; ttero y ovarios normales. ' Prefiez normal; cuerpos amarillos normales; dilatacién glandular.




TABLA NUMERO XI

ESTUDIO HISTOLOGICO EN CERDAS

Hembras Observaciones Macroscépicas

Observaciones Microscépicas

Control Prefiada; todos los érganos se encuentran en
perfecto estado; no hay parasitos.

Tratadas No prefiadas; no hay lesién en ninguno de
los érganos; no hay parasitos; ttero vacio sin
lesién aparente; ovarios con cuerpos amarillos
préximos a funcionar.

Utero con placentacién normal (ver figura ntimero 11); trom-
pas de Falopio normales; pocos lipidos en la glindula supra-
rrenal (normal); ovario funcional con cuerpos amarillos bien
desarrollados; cuerpos liteos normales y escasos foliculos de
Graff.

Utero normal, en anestro; oviductos normales; foliculos he-
morréagicos, atrésicos y degenerados con desprendimiento de
epitelio; posee cavidades casi quisticas (foliculos quisticos).

Corteza suprarrenal mas desarrollada, en comparacién al con-
trol; zona reticular cortical mas desarrollada que la medular.
Hipoéfisis normal. Glindula mamaria normal. Hay pocos lipidos
en la corteza suprarrenal.
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Los cambios observados en los ratones, especialmente la excesiva
dilatacion glandular y la gran cantidad de moco presente al igual que
la disminucién en el nimero de glandulas comparado con el control
nos indiean que, debido a estas condiciones, puede prevenirse la im-
plantacién y que uno de los posibles mecanismos de accién es la modi-
ficacion de las condiciones uterinas, lo cual impide la implantacién del
huevo.

Sin embargo, en los cerdos no se presentan estas modificaciones
y las observaciones realizadas nos muestran que el extracto de la
corteza inhibe la ovulacién y previene el calor, accién similar a la de
la progesterona (21, 22, 23, 24, 25).

Resultan de interés las observaciones de los cortes seriados de
los ovarios de las cerdas tratadas: se encuentran células luteinicas,
algunas de ellas hemorragicas y verdaderos quistes foliculares; llama
la atencion que no se present6 la dehiscencia (no hay rompimiento del
foliculo y por lo tanto no hay liberacion de hormona luteinizante LH)
por lo que no es extrafio que el extracto actiie directamente sobre la
hipéfisis y el sistema nervioso, desequilibrando el proceso hormonal.
Ademas de estos cambios se presenta una disminucién en el nitmero
de glandulas no siendo tan marcada como en los ratones, aunque
corrobora el mecanismo de accién propuesto anteriormente. Teniendo
en cuenta estas observaciones, creemos que éste pueda ser otro de los
mecanismos de accién de la corteza de la Spondias cytherea sonner.

2.2. Estudio to.xicolégico.

El hecho de que en las informaciones folcléricas no se mencionen
casos de intoxicacién o malestares producidos por la ingesta de infu-
siones de la Spondias cytherea sonmner y que a través de nuestros
ensayos no observamos acciones téxicas a las dosis empleadas, nos
permite pensar que la planta no es téxica.

Sin embargo y dado el caso que durante la prueba cruzada, con
principios obtenidos por decoccién, se presentaron algunas muertes
atribuidas al timpanismo (segin diagnéstico de patologia) y no a una
accién evidente debida a la droga, hemos creido conveniente estudiar
la accién de concentraciones ain superiores del extracto obtenido por
decoccion, asi como realizar el estudio histopatolégico y teratogénico
de los animales tratados (ratones), con el objeto de confirmar la
atoxicidad de la planta a las dasis empleadas.

Antes de realizar el estudio histologico de los 6rganos involuera-
dos en la reproduccién, algunce de los animales (roedores) fueron
sometidos a un tratamiento continue durante 30 y 45 dias, no obser-
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vandose a través de éste ningin efecto téxico (no se presentaron
muertes) lo cual se comprobé al practicar las autopsias correspon-
dientes pues no habia lesion en ninguno de los érganos.

Para corroborar dichos resultados decidimos llevar a cabo un
ensayo adicional, trabajando con el extracto obtenido por decoccién,
en concentraciones del 5.0 y 10.0%, administrado por via oral. El
tratamiento (15 dias) no provocé muertes y después de 15 dias de
observacién (posteriores a la administracién de la droga) se noté
completa normalidad en todos los animales.

Para comprobar el efecto téxico de los extractos utilizados sobre
la prefiez (poder oxitécico) realizamos una experiencia en donde a la
vez observamos los efectos sobre los érganos reproductores, no pre-
sentandose abortos ni nacimientos a destiempo.

Respecto a los posibles cambios que pudieran operarse en los teji-
dos embrionarios y en el desarrollo de los fetos de las hembras en
tratamiento, debemos anotar que en ninguno de los casos se presenta-
ron malformaciones en sus crias, al igual que la gestacién se llevé a
cabo normalmente, por lo que comprobamos que los extractos utiliza-
dos no tienen poder teratogénico, en las condiciones de nuestros
ensayos.

A pesar de que la droga a las concentraciones méximas emplea-
das por via oral no mostré toxicidad, procedimos a determinar la
DLy, por via intraperitoneal (en dosis tnica). Los resultados apare.
cen en la Tabla nimero XII.

TABLA NUMERO XII
PORCENTAJES DE MORTALIDAD EN ROEDORES

(Toxicidad por via I.P.)

Dosis Muertos Mortalidaa Dosis Muertos Mortalidad
(g/Kg) N¢ % (g/Kg) Ne %
1.0 0 0.0 8.0 0 0.0
.0 0 0.0 9.0 1 *o11.1
3.0 0 0.0 10.0 1 11.1
4.0 0 0.0 16.0 2 22.2
5.0 0 0.0 20.4 3 33.3
6.0 0 0.0 32.0 6 66.6
7.0 0 0. 40.0 8 88.8

DOSIS: g de polvo seco de la droga por Kg de peso.
Nota: Para cada una de las dosis empleadas utilizamos 9 ratones, en base a
los cuales. obtuvimos el porcentaje de mortalidad.
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Con los datos que se observan en el cuadro anterior construimos

la curva “Dosis-Respuesta” y por interpolacién en ella encontramos
la DLgo que corresponde a 26.0 g/Kg.

CONCLUSIONES

. La _f)lantb., objeto de nuestro estudio, conocida con el nombre vul-

gar de “hubo” o0 “jobo” corresponde a la Spondias cytherea sonner
y estd incluida en el Herbario Nacional Colombiano, coleccién 1.
Cabrera 3017,

. Los principios qulmlcos que caracterlzan la corteza de.la planta

son: taninos, fenoles, saponinas triterpénicas y esteroles in-
saturados.

. Los extractos acuosos de la planta reducen la fertilidad en los

roedores, en proporciones del 20 al 50% y en los porcinos en el
100% de los animales utilizados.

. Los extractos acuosos de la corteza de la planta no son téxicos a

las concentraciones utilizadas por via oral.

La DL; en dosis tinica por via intraperitoneal es de 26 g/Kg.

6. En ninguna de las experiencias se observan malformaciones en

las crias de las hembras tratadas (accion teratogénica negativa).’

. A las dosis utilizadas, los extractos acuosos de la planta no pre-

sentan accion oxitdcica (no se observan abortos ni nacimientos a
destiempo).

La reduccién de la fertilidad, en los roedores, es un fenémeno re-
versible. ya que una vez suspendido el tratamiento los animales
tratados retornaron a la normalidad reproductiva.

La sctividad antifertilizante de la planfa podria justificarse bajo
dos puntos de vista: modificacién del medio de nidacién lo cual
dificultaria la implantacién en los ‘roedores y una pomble accién
anovulatoria en el caso de nuestras experiencias con porciros (se-

-_gan el estudio histolégico).

_ Consideramos que nuestros resultados son estimulantes para la

eontinuacion del estudio de esta planta, con miras a dilucidar con

za el mecanismo de accién.y encontrar los pnnclplos quimicos

" a los que se debe la actividad biolégica.
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RESUMEN

La Spondias cytherea sonner, planta distribuida ampliamente en
e] territorio colombiano y utilizada como anticonceptivo por las indias
Tikunas, ha sido estudiada en forma preliminar en los aspectos fito-
quimico y farmacolégico.

En la corteza de la planta se encuentran presentes: taninos, feno-
les, saponinas triterpénicas y esteroles insaturados.

Los extractos acuosos de la corteza reducen la fertilidad en los
ratones de experimentacién entre un 20 y un 50% cuando se les admi-
nistran por via oral. A las concentraciones empleadas no se observan
efectos téxicos.

SUMMARY

The plant Spondias cytherea sonner, which is largely distributed
in Colombia is used as an anticonceptive by the Tikunas indians. This
plant was subjected to preliminary phitochemical and pharmacolo-
gical studies.

The bark of the plant contains tannins, phenols, saponins and
insaturated sterols.

The water extracts from the bark reduced in 20-50% the fertility
of the mice when the extract was administered orally. The extract
did not show toxicity.
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