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Introduccion

INTRODUCCION

Desde la antigiiedad, el hombre ha empleado las plantas no sélo come fuente
de alimente, ropa ¥ cobijo, sino como el medio para obtener y conservar su salud; en
el dltimo caso, esta tendencia no ha cambiado tanto en ciertos medios sociales, entre
otras razones, porque el costo de los medicamentos sintéticos queda fuera del alcance
de muchas personas, mientras que las plantas estdn disponibles y, en algunos casos,
por la tendencia actual de Ia sociedad de volver hacia lo natural, que supuestamente es
mas saludable y menos peliéroso.

Por esta razén las f:lantas medicinales estdn siendo estudiadas exahustivamente
en todas partes del munde. La riqueza floristica de México y su antigua herencia
cultural, dan como resultade una lista de plantas con use etnomédico tan larga, <que
ofrecen practicamente una fuente inagotable para el estudio tanto fitoquimice, como
farmacolégico.

La importancia de que las plantas medicinales mexicanas sean estudiadas en
México se debe principalmente a que los disefios experimentales que se elaboren,
tengan la capacidad de satisfacer necesidades médicas que tinicamente se presentan
en nuestro pals ¥ que no necesariamente son de interés en otros sitios,

A modo ;ie ejemplo, s¢ puede mencionar el caso de las picaduras de alacrin,
pues en México, actualmente se producen 300 mil casos cada afio (1000 de ellos
terminan en defunciones); el Uinico medicamento que se emplea oficialmente para su
tratamiento, es el suerc equino antiveneno de alacrdn, que se obtiene por un
procedimiento large que lo hace caro y que ademas requiere de condiciones de
almacenaje y transporte especiales, haciende muy dificil su presencia en algunas
zonas de la reptblica (DGCS, UNAM, 2001). Por otro lado, su administracién puede
provocar reactiones alérgicas.

Tradicionalmente las plantas de la familia Aristolochiaceae han sido empleadas
para curar la picadura de alacrdn; el estudio de plantas con estas caracteristicas
constifuye una fuente de gran interés en el desarrollo de nuevos productos que no sélo
permitan tratar y curar este tipo de padecimientos exitosamente, sino que sean ficiles

de obtener, transpottar, almacenar y administrar.



Introduccion

En el presente trabajo, se informan los estudios sobre los extractos metandlicos
de dos especies de aristologuias mexicanas: Aristolochia foetida y Aristolochia
faliscana, que resultaron en el aislamiento de cinco compuestos puros, asi como en la
determinacién de la actividad antiveneno que poseen los exiractos y algunos de sus

componentes, contra venenocs de serpiente y alacrdn,
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

Contribuir a los estudios fitoquimicos que se han realizado scobre las

aristoloquias mexicanas.

Validar la actividad anticrotilica y zlexitere de los extractos y fracciones
obtenidas a partir de dog plantas de la familia Aristolochiaceae nativas de México:

Aristolochia foetida v A. taliscana.

OBJETIVOS PARTICULARES

Aislar ¢ identificar compuestos nitrogenados presentes en lag aristoloquias
mexicanas: Aristolochia foetida y A. laliscana, empleando técnicas de extraceidn dcido-

base, cromatogréficas y espectroscdpicas convencionales.

Determinar en un modelo in vivo, la eficacia de los extractos metanélicos de las
plantas estudiadas contra los venenos de. Bothrops asper (hauyaca), Crotalus durissus

(serpiente de cascabel) y Centruroides spp (alacrin).

Determinar, mediante pmebas in vitro el posible mecanismo de accién
anticrotdlica y alexitere de los extractos y fracciones obtenidas a partir de las plantas

estudiadas.
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1. ANTECEDENTES

1.1 FAMILIA ARISTOLOCHIACEAE

1.1.1 Generalidades. La familia Aristolochiaceae, perteriece al grupo de las
dicotiledéneas, esta constituida por aproximadamente 700 especies que se agrupan en
tres géneros: Asarum, Bragantia y Aristolochia. Este fltimo, esti conformado por
enredaderas perennes herbiceas lefiosas o semilefiosas (lianas) -algunas son arbustos
o pequefios drboles-, que presentan en sus tallos ndédulos protuberantes de los que
brotan las hojas; éstas casi siempre se disponen en forma alternada y en espiral, son
reniformes, ovales o palmeadas, planas y su color varia desde el verde claro hasta el
verde grisdceo (Pleifer, 1966; Watson y Dallwitz, 2000).

Las flores son axilares, hermafroditas, solitarias, de forma irregular y carecen
de pétalos, algunas de ellas poseen un aroma desagradable, que atrae a los insectos
polinizadores (entoméfilas). Los sépalos se encuentran fusionados formande una
lengiieta, por su parte, los estambres también estin fusionados para formar un
ginostemo, que tiene las anteras separadas. El fruto es una ¢épsula y alberga semillas
con un contenido elevado de albumen y un embrién pequefio aclorofilico. Las rajces
" son aromaticas y de sabor amargo; poseen c¢élulas secretoras de aceite (Martinez,
© 1944; Pleifer, 1966; Watson y Dallwitz, 2000).

Existen alrededor de 500 especies de aristologuias, que se distribuyen
amptiamente en el mundo desde Norte y Sudamérica, Europa, Asia, Africa excluyendo
Australia, en donde no se han enconfrade. Predominan en clima tropical, subtropical y
ain se pueden encontrar en clima témplado, su abundancia disminuye conforme
desciende la temperatura. Las dreas geograficas mas ricas en especies endémicas son
Brasil y la isla de La Espafiola (Pfeifer, 1966; Watson y Dallwitz, 2000).

Estas plantas tienen una gran importancia ecorémica, ya que alunas son usadas
c¢omo plantas de ornate (por la belleza de los colores de sus hojas y flores), y por sus
propiedades medicinales. Los usos tradicionales que se les dan a las aristoloquias son
casl los mismos independientemente de la régién donde se empleen (tabla I); éstos
son principalmente:

* Antitumorales. .
¥ Antiinfecciosas en disenteria, vaginitis v enfermedades de la piel.

* Abortivas y en otros frastornes reproductivos.

TESIS CON
' FALLA DE ORIGEN |




Antecedentes 3

* Contra la mordedura de serpientes y la picadura de alacranes.

Tabla I. Usos medicinales de algunas Aristocloguias (Duke, 1989)

Nombre cientifico Lugar de empleo Uscs medicinales
Aristolochia chilensis - Chile Disminucién de logquios, emenagoego
Aristolochia clematitis Europa Cdncer de pecho v de nariz, pélipos

(nariz}, tumores
Abortifaciente, anticrotdlico,

Aristolochia gigantea . Brastl emenagogo, enfermedades de la piel
Abortifaciente, antiartritico, céncer,
Arislolochia indica India célera, dispepsia, emenagogo,
estomaquico, fiebre, vermifugoe
Arislalochia kankauensis Tajwan Analgésico, antiasmatico, anticrotélico,
expectorante
- Amenorrea, analgésico, anticrotalico,
Aristolochia serpentaria Estados Unidos malaria, neurmonia, tifo, vermifugo
Aristolochia pelersiana - Africa Alexitere, disenteria, fiebre

La palabra Aristolochia quiere decir “qué ayuda al nacimiento”, v estd formada
por dos términos: aristos Sptimo, excelente y lochia, parte, alumbramiento, que
describe uno de sus usos principales, que es el de favorecer el parto y contribuir a la
expulsién de la placenta {(abortifaciente). Esta propiedad tal vez haya sido descubierta
en la antigiiedad, por la semejanza que presenta el botén de la flor, con el feto
humano, en concordancia con la teoria de !a signatura, en la que el uso medicinal de la
planta correspondia con la forma que ésta tiene (Gl‘edhill, 1989).

En México, existen alrededor de 40 especies de .aristoloquias, distribuidas -
arnpliamente por todo el pais, varias de ellas son endémicas. Su caracteristica comin
es que la mayoria posee 5 estambres en sus flores (especies pentandras). El nombre
nahuatl que recibez} estas plantas es tlacopatli y proviene de las palabras: {lacot], vara
y pathi, medicina, lo que describe tanto el uso que se le daba a la planta, como su
aspecto fisico; en concordancia con el sistema de nomenclatura usado por este pueblo,
ent el que en una sola palabra se encuentran las propiedades esenciales del cuerpo al
que se refiere. Actualmente este nombre sélo se aplica a Arstolochia mexicana Moc y
‘Sees, ¥a ¢que en general, se les llama raiz de guaco (Pefiffer, 1966; Martinez, M., 1944).

Précticamente todas presentan alguna aplicacién etnomeédica en la regién
geogréfica donde se localizan, entre los usos mas recurrentes se pueden mencionar su
erﬁpIeo contra la diarrea y parasitosis, meordeduras de vibora, trastornos de la

menstruacidén y para facilitar el parto. Pocas de estas plantas se han esfudiado y los
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publican, casi dnicamente se refieren al contenide quimico, sin llegar a ninguna.
conclusion sobre su actividad biolégica,

Las plantas constituyen la mayor parte de los tratamientos usados por los
curanderos en muchas sociedades, por lo que no resulta sorprendente que muchas
plantas tengan reputacién como utiles conira serpientes y su mordedura (Houghton y
Osibogun, 1993).

1.1.2 Arvistolochia faliscana Hook et Arn. Es una‘ planta trepadora

.glabrescente, que puede medir enfre dos y tres metros de largo. Sus hojas son
cordato-ovadas, redondeadas a emarginadas y su base presenta la caracteristica de
estar intensamente cordato-auriculada; miden 2.5 a 6.0 cm de ancho, por 2.5 a 7.0 cm
de iargo (Martinez, 1944; Pieifer, 1966).

Las fiores son solitarias, de color café a amarillo y se ubican en la axila de la
hoja; su forma inicial es ligeramente arcuada, para volverse geniculada de manera
abrupta; poseen un utriculo obcénico que mide unos 8 mm, unido a un tubo largo v
recto de 2-3 em. El limbo es erecto y puede encontrarse densa o ligermante
fimbriado-verrugose, las fimbrias son numerosas, carecen de apéndices ysonde dos a
cuatro e¢m de largo (figura [). Su ginostemio posée seis tdbulos de 2.5 a 3.5 mm de alto
por dos a cuatro milimetros de ancho, asf como seis anteras equidistantes (Pfeifer,
19686}.

Figural

Cinostemio (1); distribucién (2) y flores (3) de Aristolochia taliscana (Pfeifer, 19686).

El frute de esta planta es de forma cilindrica y mide unos 3.5 cm de largo por
2.0 a 2,8 em de ancho, presenta un hipanto ligeramente curvado de cuatro milimetros

de largo; su dehiscencia es acrépeta y septifraga. Contiene numerocsas semillas
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pianas, de seis milimetros de largo, nueve milimetros de large y 0.5 mm de es\pesor
(Pieifer, 1966).

Habita tanto en regiones con maleza densa, como en areas abiertas. Se
distribuye en los estados de Colima, Jalisco, Michoacdn, Nayarit y Sinaloa. Recibe el
nombre de canastilla, guaco, patito, zapatitc en el estado de Sinaloa y de huaco y
matanene de mar en el estado de Nayarit. Se usa principalmente para tratar las
mordeduras de serpiente y las picaduras de alacran, asi como por sus propiedades
antidiarréicas. Respecto de su nombre cientifico, cabe mencionar que criginalmente,
esta especie fue bautizada con el nombre del estado en que se descubridé (Jalisco),
pero por errer, el nombre publicado fue faliscana (Martinez, 1944; Pleifer, 1966).

Se ha reportado el aislamiente de la aristolactama BII o taliscanina (figura Ify del
extracto bencénico de la raiz de esta planta, asi como una serie de lignanos
(eupomatencides), de diferentes extractos de la planta (tablas Il y HI). La (£} licarina-A
resulid inactiva ¢omo antitumoral, al ser probada contra células de leucemia linfocitica
P-388 (Enriquez y Chavez, 1984; Ionescu, ef al, 1977; Maldonado, et al, 1966).

Figura IL.
0

MeQ
T w
MeQ
I OMe
Taliscanina

Tabla II. Eupomatencides aislados de Arstolochia laliscana (Enriquez y Chavez, 1984)

OR;
OMe
Nombre R, R; Parte de ]la que se aislé
() licarina-A Me H Exto. etanol-acuose de tallos, hojas, flores y frutos
Exto. hexdnico de corteza y tallos :

—) licarina-B —CHy— Exto. hexédnico de corteza y tallos
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Tabla l[I. Eupomatenoides aislados de Arstolochia taliscana (Enriquez y Chévez, 1984)

e
SO
o]
OMe ORy

Nombre R, R: Parte de la que se aislé
Eupomatenoide-T Me H Exto. hexdnico de corteza v tallos
Eupomateno - —CHs— Exto. hexdnico de corteza y tallos

1.1.3 Arisfolochia foetida H.B.XX. Es una planta frepadora, aunque algunas
veces se encuentra directamente sobre el suelo, con una raiz de color café que posee
un fuerte olor aromético, que explica el nombre cientifico de esta planta, Las hojas son
anchamente ovadas, agudas, cordadas en la base, presentan cinco nervaduras
principales (figura II), su superdficie hirsuta y miden unos 12 cm de largo por .5 cm de
ancho (INAH, 2000; Maldonado, et al, 1966; Martinez, 1944).

' Figura Iil.

Aristolochia foetida (Diaz, 197T)

TESIS CON
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La floracidn ocurre entre septiembre y octubre, que produce flores de color
violeta, con el centro arnarillo ¥ presentan un pedinculo largo. Su forma recuerdaala
cresta de un gallo, lo que explica varios de los nombres comunes que recibe esta
planta (INAH, 2000; Maldonado, et al, 1968; Martinez, 1944).

En las poblaciones de Copalillo y Temalac, Gro., recibe el nombre de
chiquiliztli (del nahua chiquilitl, que significa cresta), hueyecpactli, gallito, cresta de
pello, corona de galle y guaco, mientras que en la de Zumpango del Rio, Gro., es
cohocida como gallinitas, garcitaé ipeca y patite. Otros nombres comunes que recibe
esta planta son: hierba del indio, pipilos, raiz del indio, tacopaxtle, tlacopatli v
tlacopaxte (INAH, 2000; Martinez, 1944).

Para tratar la picadura de alacrdn y la mordedura de serpiente, se emplean las
raices de esta planta, ya sea como infusién (té} o en forma de tintura, cualquiera de
estos dos remedios se administran al momento de sufrir la picadura, administrandelos
oralmente cada quince minutos durante una o dos horas. También se usa en el
tratamiento del dolor de cabéza; para lo cual, la tintura de la rafz se aplica como locién
-en las noches; también se recomienda colocar emplastos de raiz directamente sobre
las sienes del paéiente (INAH, 2000).

No existen reportes cientificos sobre la composicién o la actividad biolégica de

esta planta.

1.2 ALACRANES

1.2.1 Generalidades. Los escorpiones o alacranes, como se les denomina en
México, son artrépodos &e ocho patas, que pertenecen a la. clase Arachnida {orden
Scorpinida) y cuyo tamafie varia desde los dos hasta los diez centimetros; su cola esta
formada por c¢inco segmentos; &ésta, termina en una estructura bulbosa provista a su
vez, de un gran aguijon curve. Se caleula que existen unas 1400 especies de alacranes
en el mundo, clasificados en las 8 familias que se observan en la tabla IV (Coddard,
1993; Hutt y Houghton, 1998; Tu, 1877).

La familia Buthidae es la @nica que incluye especies que pueden considerarse
capaces de producir intoxicaciones clinicamente importantes; en la tabla IV se indican
algunos de los géneros més téxicos de esta familia (Hutt y Houghton, 1998).

Lios alacranes se diétn‘.buyen en las regiones tropicales y templadas de todo el

mundo, pudiendo ser encontrados en bosques, sabanas y desiertos; incluse, también
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existen especies que habitan en regiones montafiosas. Sin importar en donde habiten,
todos presentan habitos nocturnes, por lo que se esconden durante el dia bajo rocas,
troncos, cortezas de arboles y hasta en nidos de termitas; algunos de elles, pueden
hibernar (Goddard, 1983; Hutt y Houghton, 1988).

Tabla IV, Clasificacién de los alacranes {Goddard, 1983, Tu, 1977).

Pamilia "Género
Androctonus, Buthotfus, Buthus,
Buthidae Centruroides, Leiurus, Parabuthus,
Tityus
Buthriuridae
Chactidae Euscorpius
Chaerilidae
Diplocentridae Nebo
Ischauridae
Turidae
Scorpionidae Scorpio, Opisthophthalmus
Vaejovidae Vejovis

En México pueden encontrarse siete de las 9 familias de alacranes que existen,
representadas por 23 géneros, distribuides en unas 221 especies y subespecies; sin
embargo-, s6lo ocho de ellas resultan peligrosas para el hombre y todas ellas
pertenecen al género Centfrurcides. Se dice que éstos habitan en Ia regidn de la Sierra
Madre Occidental y sus colindancias, 1o que involucra once estados: Colima, Durango,
Guerrero, Michoacan, Morelos, Nayarit, OCaxaca, Sinalca, Sonora y otros colindantes
con las costas del Pacifico (Dehesa-Davila y Posani, DGCS, 2001; 1994, Goddard, 1893;
Mata, 1994; Osnay‘a-Romero, et al, 2001).

Las especies peligrosas son: Cenfrurcides pallidiceps, C. elegans (alacrin
“giliero” de la costa), C. infamatus infamatus (alacran de bandas), C. impidus Jimpidus,
C. 1 tecomanus (alacran de Tecomdn), C. Suffusus suffusus, C. noxus (slacran rojizo) y
C. sculpturafus, Estos animales pueden inyectar, en promedio, 0.075 mg de venheno
(Dehesa-Davila y Posani, 1994; Goddard, 1993; Mata, et al 1984; Osnaya-Romero, et al,
2001).

Aungue los datos epidemiolégicos sobre el nimero exacto de picaduras de
alacran que ocurren en México cada afic son incompletos, la Organizacién Mundial de
la Salud estima que se presentan cerca de 300 000 casos, de los cuales, entre 1000 y
2000 son fatales. Tomando como ejemplos el nimero de accidentes registrados entre
1©81 y 1986 en el Hospital de la Cruz Roja de la ciudad de Leén, Cto., que fue de 38 068
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(310 terminaron en decesos) ¥ de 29 830 en el estado de Morelos durante 1996 (8 con
consecuencias fatales), puede considerarse que la intoxicacion por picadura de
alacran o alacranismo, constituye un problema de salud piblica de importancia en
nuestro pais (Dehesa-Davila y Posani, 1994; Hutt y Houghton, 1998; Osnaya-Romero, ef
al, 2001).

1.2.2 Veneno. Los alacranes producen su veneno en glandulas que se localizan en
el extremo de su cola. Este consiste en una solucién de diferentes tipos de sustancias:
pro;(einas', péptidos, aminodcides libres, histamina, serotonina, nucledtidos, lipidos,
glicosaminoglicanes y sulfato de heparina, entre otras (Hutt y Houhgton, 1998; Osnaya-
Romero, ef &, 2001; Tu, 1977). ’

Desde el punto de vista farmacolégico, las proteinas y péptidos constituyen el
elemento principal de los venenos de alacrén, pues de ellas, dependen log efectos
téxicos que se observan tanto en humanos como en animales de laboratorie. La mayor
parte de las proteinas son enzimas, entre las gue se pueden contar: fosfolipasa A;
(comin en log venenos de alacrdn), acetilcolinesterasa (Hadrurus arizonensis v
Heterometrus scaber), hyaluronidasa (Scorpio maurus palmatus y H. scaber),
fosfomoncesterasa y 5'-nucleotidasa (H scaber), fosfodiesterasa, amilasa (Vejovis
spinigerus) v gelatinasa (Scorpio marus palmatus) (Inisan, ef al, 1995; Tu, 1977).

Los péptidos, también denominados toxin-as, estdn formados por unos 30-8¢
residuos de aminodcidos. Poseen un caracter basico; presentan puntos isosléctricos
{pl) de ocho a nueve, contienen 4 puentes disulfurc y son moderadamente estables a
los tratamientos con calor. En general, los venenes de alacrdn poseen un contenido de
toxinas mas elevado que el de serpiente y no existe cruza inmunolégica entre ambos
tipos de proteinas, debido a gue no son muy similares unas a las otras. Por ofro lado,
entre mas cercanos filogenéticamente hablando se encuentren dos especies de
alacranes, mas similares son las propiedades inmunolégicas de sus venenos (Osnaya-
Romero, ef al, 2001; Tu, 1977).

En el venenc de los alacranes que pertenecen a la farmnilia Cenirureides, se
encuentran dos tipes de péptidos similares: de cadena larga (60-70 aminoécidos) v de
cadena corta (31-37 amincdcidos). Los péptidos de cadena larga pueden interactuar
con log canales de sodio, lo que modifica sus mecanismos de aperfura y cierre, en
tanto que los de cadena corta, afectan los canales de potasio, bloqueando el poro; esta

unién a canales idnicos altera la conductancia de los iones, trastomando la
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excitabilidad celular, lo que constituye el mecanismo de accidn del veneno (Hutt v
Houghton, 1998; Inisan, ef al, 1985; Osnaya-Romero, ef al, 2001).

1.2.3 Efectos del veneno. Dependiendo del tipe de células excitables que
afecten las toxinas del veneno, serén los sintomas clinicos que se oﬁserven. Los
sistemas del organismo mds afectados son (Osnaya-Romero, ef al, 2001):

I} Sistema Nerviosos Central y Periférico.

2} Sistema Cardiovascular,

3) Sistema Respiratorio.

4y Metabolismo.

B8) Misculo liso.

1} Sisterna Nervioses Central y Periférico. Cuande las toxinas bloquean la transmisién
de impulsos nerviosoz en los sitios presindpticos de los nervios colinérgicos vy
édrenérgicos, se liberan acetilcolina y catecolaminas respectivamente (Tu, 1977).

La liberacién continua de acetilcolina en la placa neuromuscular, por las
neuronas postgangliénicas y presindpticas del cerebro y otros tejides, impide la
transmisién normal de impulsos al miscule, lo que provoca un efecto tetanizante.
Cuande se administra d-tubocurarina a una preparacidn de miseculo estriado de rana
estimulado por el veneno de Androcfonus australis, el efecto fetanizante es
antagonizado (Casali, ef al, 1995; Tu, 1977).

Tanto la despolarizacidn de la placa neuromuscular, como los cambios en el
contenide de las vesiculas, son dos alteraciones patolégicas que normalmente
acompafian al dafic a los tejidos que produce, de manera tfpica, el veneno de alacran.
Ademads, se ha detectado degeneracién en los axones cerca de las terminales
nerviosas afectadas, lo que indica que el veneno no sdlo altera las membranas
celulares, sino lag estructuras nerviosas (Tu, 1877).

La liberacién repentina de catecolaminas es responsable de varios de los
sintomas clinicos observados en casos de alacranismo, tales como hipertensidn,
taquicardia y edema pulmonar (Guieu, ef af, 1998; Tu, 1977). '

Algunos de los sintomas debidos a la estimulacién del sistema nervioso son:
hiperexitabilidad {agitacién, ansiedad y confusién), hipertermia, tacuicardia,
sudoracién profusa, midriasis, ndusea, ¥omito, diarrea, lagrimmeo, salivacién, nistagmo,

secrecién nasal, sensacién de obstruccidn de la garganta, fos, edema pulmonar,
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debilidad muscular, convulsiones, ataxia; fasciculaciones y coma (Dehesa-Davila v
Posani, 1994; Tu, 1977).

2) Sistema Cardiovascular. Los efectos cardiovasculares de los venenos de alacran se
deben a la estimulacidén de ambas ramas del sistema nerviosoc autdénomo, con
predominancia de la estimulacién simpatica, producida por la liberacién de
catecolaminas. De hecho, existe una gran semejanza entre los cambios histolégicos
observados después de una intoxicacién con veneno de alacrin (necrosis focales del -
miocardie, infiltracién con monocites y linfocites, asi como deposicién.de gotas de
grasa) vy los que producen un exceso de noradrenalina y epirefrina (Ismail, 1995; Tu,
1977).

De esta manera, es posible explicar la observacion de que todos los venenos de
alacrdn producen hipertensién; este efecto es tan pronunciade y dura tanto tiempo,
gue se considera como el factor etiolégice responsable del desarrollo de la falla
cardiaca y el edema pulmonar caracterfsticos de la intoxicacién. Sin embargo, a la
falla cardiaca también contribuye un desequilibrio electrolitico, producido igualmente
por el veneno; observandose hiponatremia, hiperkalemia y disminucién de los niveles
séricos del calcio; esta Gltima producida por una alteracién de la permeabhilidad de las
membranas de las células cardiacas (Ismail, 1995; Tu, 1977).

Las picaduras de alacrin producen la aparicién de sangre en ligrimas y orina,
hemorragia intraperitoneal vy priapismo; tode lo cual, sugiere que puede ocurrir una
hemorragia mayor. Ademéis del efecto hemorragico, algunos venenos de alacrin

tarnbién son hernoliticos y anticoagulantes (Tu, 1977).

3) Sistermna Respiratorjio. Como ya s& menciond todos los venenos de alacran producen
edema pulmonar, sin embargo, la liberacién masiva de catecolaminas (que provoca
iﬁpertensién) no es el dnico factor que contribuye a la aparicidn de este fendmeno, ya
que también existe un factor humoral, debide a la liberacién de sustancias vasoactivag,
gue rumentan la permeabilidad vascular pulmonar (Ismail, 1995).

Ademas, los venenos de zlacran producen arritmias respiratorias complejas,
que incluyen: taguipnea, hiperpnea y respiracién periédica, incluyéndo respiracién de
Cheyne-Stokes (Ismail, 1998; Tu, 1877).
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4) Metabolismo. El veneno de alacrin puede afectar la actividad enzimatica de varios
tejidos, algunas de las enzimas afectadas son: la succinate deshidrogenasa, la lactato
deshidrogenasa ¥y la acetilcolinesterasa. También se puede presentar hiperglicemia;

este efecto parece deberse a la presencia de serotonina en el venene (Tu, 1977),

5) Misculo  lise. Los venenos de alacran producen hiperemia wisceral e

hiperdistensién géstrica, que pﬁeden producir calambres abdominales. En el ileon de
cobayo, produce un aumento de su motilidad, ésta se produce por la liberacién
conjunta tanto de acetilcolina, como de sustancia P, lo que comprueba que la
despolarizacién de las membranas neuronales, ademds de liberar acetileoling vy
catecolaminas, también libera neuropéptidos (Matos, ef al, 1998; Tu, 1877).

La contraceidén del Gtero de rata inducida por el veneno de alacrin, se debe a
acciones en las terminales postganglionares del sistema nervioso auténomo, que
produce la liberacién de acetilcolina y la estimulacién de receptores muscarinicos

{Mendoga, et al, 1995).

1.2.4 Tratamiento de la picadura. La forma mds comin de tratamiento para la
intoxicacién con veneno de alacrin es la administracién del antiveneno, acompafiado,
cuando asi lo amerite de otros farmacos, como: vasodilatadores (hidralazina,
prazosina, nifedipina y captopril), anticolinérgicos (atropina), anticonvulsivos
(barbituratos y diacepam), antieméticos (metoclopramida) y antipiréticos
(paracetamol). En México, se ha comercializade un antiveneno de alacrin
denominado de “tercera generacién”, ya que contiene fragmentos [F(ab’)z] puros ~ver
glosario- (comercialmente, Alacramin), en lugar del suere total (primera generacién) o
las inmunoglobulinas purificadas (segunda generacién). Sin embargo, este antiveneno
no ha sido estandarizado para evaluar los riesgos del uso de dosis miltiples de éste;
cen todo, 1o que resulia atn mids preocupante son los resultados de un estudio clinico
realizado en Turquia, en e] que no encontraron beneficios con la administracion de los
sueros, en el tratamiento de pacientes de intoxicacién con veneno de alacrin,
independientemente de la severidad de los sintomas que presentaron los pacientes
(Abroug, 1999; Ismail, 1995; Osnaya-Romero, ef al, 2001).

1.2.5 Tratamientos tradicionales. A pesar de su amplia difusién, ol

tratamiento con antiveneno no es el Gnico que se aplica, ya que de acuerdoe con la
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tradicién me=xicana, la picadura de alacrarn es producto del castigo de los dioses hacia
aquellas personas que infringen las leyes sociales establecidas, por lo que el
tratamiento proporcionade tendrd como objetive reconciliar a los dicses con esta
persona (Mata, ef al, 1994).

En la tabla V, pueden observarse algunas de las plantas medicinales mas
empleadas en México para curar la mordedura de alacrdn. Algunos de los
tratamientos tradicionales que se emplean con este fin son: cauterizacién de la herida
con una brasa (empleado en ciertas poblaciones de Durango), en la Huasteca potosina
v Papantla, Ver., se frota la herida con ajo masticado ¢on orégano o tabaco, En
Moreles, se sugiere que comer las colas del alacran aminora los efectos del veneno;
con este fin también se recomienda tomar café cargado o jugo de limén con clara de
huevo o refresco, o bien, colocar un forniquete entre la lesién y el corazén; también se
recomienda tomar tecuila o rociar pélvora sobre la picadura. En Huitziltepec, Gro., los
curanderos aplican iodo, ocote hervide o manteca de tején scbre la herida y
acompafian la curacién con misica de guitarra; en otras poblaciones del mismo
estado, el paciente debe comer manteca de tején o beber un cocimiento elaborado
con cascabeles de vibora v una oreja de gato negro o café amargo (Aguilar, ef al, 1994;
DGCS, 2001; Mata, ef al, 1994),

Tabla V. Plantas medicinales nsadas en México contra la picadura de alacran
(Aguilar, ef al, 1994; INAH, 2000; Mata, ef al, 1994).

Nombre cientifico Nombre comiin  Parte empleada Lugar de nso
Allium sativum Ajo Bulbo Papantla, Ver.
Aristolochia argenefea Tlacopatli Cuerrero, Morelos
Aristolochia asclepiadifolia  Guace, Rafz Veracruz

. Raiz de guaco
Aristolochia foetida Cacalayo, guaco Raiz ) Copalillo, Temalac, Gro.
Aristolochia grandifiora Flor de pato, Guace  Partes aéreas  D.F., Chiapas, Veracruz
ABristolochia Iittoralis Patito Guerrero, Veracruz
Aristolochia pringlei Guaco, flacopatli Morelos
Chenopodium ambrosigides Epazote Ramas Alpoyeca, Cro.
Citrus limon Limén Hojas Temixco, Mor.
Coffea arabica Café . Fruto Slpoyeca, Gro.
Ipomea wolcotfiana Casahuate rasposo Hojas Temixco, Mor.
Plumbago scandens Cela de iguana, Planta Tetlama, Ternixco, Mor.

Hierba del rayo :

Aungque hasta la fecha no existen reportes cientificos sobre estudios clinicos o

farmacologicos que comprueben la eficiencia del empleo de plantas contra los efectos
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de los venenos de alacran, un buen indicativo de su eficiencia estd dado por el uso de
las mismas especies (o especies de la misma familia), en diferentes culturas y dreas

geograficas; en la tabla Vi se rﬁuestran algunes ejemplos (Hutt y Houghton, 1998).

Tabla V1. Plantas usadas tradicionalmente coma alexitere (Hutt y Houghton, 1998).

Familia Especie Ereas geograficas de uso
Amaranthaceae Achyranthes aspera L. Ceildn, India, Arabia, Africa oriental
_Aristolochia bracfeata Retz. Ghana

Aristolockia cucurbitifolia Sieb, et Sureste de Asia
Aristolochiaceae Zuce,

Arstolochiaindicak. __  CellanThet "
Aristolochia grandiflora Swartz América central, México, Trinidad
Aristolochia sp. Noroeste del Amazonas
Asclepiadaceae Calofropis giganfea Dryand Nepal, India, Ceildn
Clotropis procera (Aiton) Aiton Ghana :
Caricaceae Carica papaya L. India, Ceildn, Trinidad, Indias
orientales
: Mikania cordata (Burm.) B.L. Robinson Ghana
Compositae Mikania cordifolia Willd, Indias orientales
Mikania micrantha HBK Trinidad, Indias orientales
Cyperaceae Cyperus rotundus .. Ceilén, India, norte de Africa
Lillaceae Allium cepa L. Filipinas
Allium sativum L, Malasia, Filipinas, Cuba
Solanum indicum L. India
Solanaceae Solanum pectinatum Dun. Amazonas
Solapum sessiliflorim Dun. Amazonas

A pesar de que no se han realizade estudios farmacolégicos de extractos de
plantas a los que se les atribuye actividad alexitere, se han propuesto algunes posibles
mecanismos de accion; algunos de ellos son (Hutt y Houghton, 1998):

- El veneno de alacran produce una fuerte reaccién inflamatoria, por lo cque no es
sorprendente encontrar que muchas plantas que tienen uso alexitere, pertenecen a
géneros que incluyen plantas que poseen propiedades anfiinflamatorias. De hecho,
se ha encontrado que algunos compuestos presentes cominmente en algunas
plantas empleadas en Brasil para tratar la mordedura de serpiente, como algunos
flavonoides (quercetina) son los agentes antiinflamatorios responsables de aliviar
los efectos de la mordedura de serpiente.

w~ Una actividad alexitere mdas directa, congiste en la formacién de complejos con los

diferentes componentes del veneno.
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- Las catecolaminas liberadas como resultado de la interaccién del veneno y los
receptores, pueden ser antagonizadas por los principios activos de la planta, o
inducir un metabolismo mas rdpido de éstas.

= La reduccién de la intensidad de los efectos de la intoxicacién puede también
legrarse por una estimulacion inespecifica del sistema inmune, gue preduciria

fagocitosis y una consecuente neutralizacidn de los péptidos del veneno.

1.3 SERPIENTES

1.3.1 Generalidades. Las serpientes pertenecen a la clase Reptilia v se clasifican
bajo el orden Ophidia, El términe serpiente se emplea normalmente para nombrar sin
distincién tanto a culebras, como a viboras; en general, la palabra culebra se asocia a
organismos inofensivos (aunque existen algunas especies venenosas), en tanto que las
viboras zon, sin excepcidn, venenosas y su mordedura s potencialmente téxica para
el ser humano (Pérez, ef al, 2001; Selvanayagan, ef al, 1994).

Las serpientes pueden encontrarse en una gran variedad de hébitats,
distribuidos en las dreas tropicales y subtropicales de todo el mundo. De acuerdo con
el tipo de denticidén, las serpientes se clasifican en cuatro grupos (Pérez, ef al, 2001;
Selvanayagan, ef al, 1994):
< Aglifas (sin colmillos inoculadores) géneros: Boidae, Leptotiflopidae, Tiflopidae.
= Opistoglifas (un par de colmillos acanaladoes v fijos situados en la parte trasera de

la maxila) su veneno es de baja toxicidad, ez;.cepto el de algunas especies
africanas. Géneros: Golubridae.

4 .Proteroglifas (un par de colmilles fijes, acanalados o huecos, situados en la parte
delantera de la maxila) su veneno es altamente peligroso. Géneros: Elapidae,
Hidrofidae. _

< Solenoglifas (un par de colmillos inoculadores de wveneno, méviles, huecos,
situados en la parie delantera de la maxila) su veneno es altamente peligroso.
Viperidae y Crotalidae,

De las casi 3000 especies de serpiéntes que existen, unas 375 (19%) son
venenosas y perfenecen primordialmente a cuatre familias: Atractaspididae (1%},
Colubridae (1%), Elapidae (10%) y Viperidae (8%). En la tabla VI, se mencionan
algunas serpientes venenosas reconocidas mundialmente (Houghton y Osibogun,
1993; Pérez, ef al, 2001; Selvanayagan, et al, 1994).
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Tabla Vil. Serpientes venencsas (Houghton y Osibogun, 1993; Péreg, et al, 2001),

Familia Especie Distribocién

Colubridae Dispkolidus typus (boomslang) Africa
Thelotornis kirtlandi (twig snake) )
Aglastrodon spp. (cantil, mocasin, zolcuate)
Bothrops spp. (nauyaca, cuatro narices, terciopelo)

Crotalidae  Crotalus spp. (cascabel) América
Ophryacus spp. (torito, cuernito, cachito) Bsia
Porthidium spp. (hocico de puerco)
Dendroaspis spp. (mamba negra)

Elapidae Echis carinatus (carpet viper) Africa
Naja spp. (cobras) ' América
Oxyuranus spp. {taipan) Asia
Emydocephalus spp. . Océanos

Hidrofidae Hpdrophis spp. (serpientes marinas) Pacifico e
Laticauda spp- fndico
Pelamis spp.
Bitis spp. (bufadora, vibora de ariete, gabérica) Africa

Viperidae Cerastes spp. (cornuda del desierto) Asia
Vipera spp. (vibora europea) - Europa

Las serpientes venenosas que habitan en el ferritoric mexicano pertenecen a

una de las cuatro siguientes familias (Mata, ef al, 1994; Péreé, ef al, 2001):

a)

b)

HIDROFIDAE: Sus fosas nasales se localizan sobre el hocico, poseen una pupila
redondeada, los colmillos conductores de veneno se¢ encuentran fijos a los lados
del maxilar y son ligeramente mayores al resto de los dientes; estas viboras miden
entre 15 y 70 cm de longitud; habitan en las areas tropicales del pacifico, sobre
todo, nadando en aguas poco profundas. Pertenecen al género Pelamis,

ELAPIDAE: Estas viboras son de cuerpo delgadoe, cabeza ligeramente aplanada v
ojos pequefios; miden 12 a 80 ¢ y tienen dos colmillos fijos, mucho mas pequefios
que los de la familia Crotalidae, habitan en los desiertos y selvas tropicales de todo
el pais; poseen hdbitos nocturnos ¥ viven bajo hojarascas o troncos podridos. Su

principal representante son las serpientes de coralillo, de los géneros Micruroides

' v Micrurus.

o)

CROTALIDAE: De cuerpo robusto, cola y cuello bruscamente adelgazados, cabeza
triangular y dos grandes colmillo méviles, estas viboras presentan una foseta entre
el ojo y la nariz, que constituye la entrada de un érgane senserial que les permite
detectar presas de sangre caliente, por esta razén, reciben el nombre de cuatro

narices. Miden de 15 cm a 1.5 m y viven en hidbitats muy variados (selvas,
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subdesiertos y bosques de todo el pais); algunas viboras que forman parte de esta
familia son: cascabeles, nauyacas, palancas, zZoicuates, cantiles y sordas {takla VII).

d) COLUBRIDAE: Sélo pecas especies son venenosas, por lo que sk mordedura, aungue
puede causar grandes molestias, no ocasiona la muerte. Las chirrioneras son un
ejemplo de serpientes que pertenecen a esta familia.

En México, el primer lugar de accidentes causados por animales venosos lo
ocupan las picaduras de alacran {de hec'ho, es el primer lugar a nivel mi.mdial), en
tanto que el segundo lugar, corresponde a las mordeduras de serpientes,
principalimente las provocadas por cascabeles, cantiles y coraliflos. Aungue, al igual
que en el alacranismo las estadisticas' no son del todo confiables, debido a que muchos
de estos accidentes no se reportan; segin el registro de morbilidad del IMSS, entre
1994 y 1998, se registraron 2620 casos de mordeduras de serpiente, 23 de las cuales
terminaron en defunciones (DGCS, 2001).

1.3.2 Veneno, El veneno de serpiente se produce en una glandula sero-mucosa
especializada ¥ es inoculado a la victima por un aparato adaptado especificamente,
cuyo principal compeonente son los dientes modificados (colmilles) que inyectan el
venero a presion en los tejidos de la victima (Chippaux y Goyifon, 1998).

Los venenos de serpientes son de dos tipos: neurotéxico o proteclitico, el
primero es un neurobloqueador que trabaja sobre el sistema nervioso central
inhibiendo principalmente impulsos respiraforios y cardiacos. El segundo tiene la
funcién de destruir tejides, como piel, sangre, hueso, misculo y pelo. Generalmente
en los miembros de las familias Viperidae y Crotalidae predomina el veneno con
propiedades proteoliticas; mientras que en las Elapidae e Hidrofidae, es més comin el
de tipo neurotéxico (Houghton y Osibogun, 1893; Pérez, ef al, 2001).

Al igual que el veneno de alacrén, el veneno de vibora consiste de una solucién
acuosa cuyo principal componente son proteinas (casi un 77% del peso seco), el resto
consiste de lipidos, nucléotidos, aminas con actividad biologica y componentes
inorganivos. El veneno de una sola especie puede contener entre cinco y quince
enzimas (de tipo proteolitico), asl como de tres a doce proteinas y péptidos no
enziméticos (toxinas); la texicidad del veneno depende de la presencia de estos
componentes (CGuieu, ef al, 1998; Russell, ef al, 1997; Selvanayagan, ef al, 1984).

Ejemplos de enzimas de tipo proteolitico de los venenes de serpientes, son
(Braui, et él, 2000; DNWUSM, 2001; Guieu, et al, 1998):
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% Las endo- vy exo-peptidasas, que pueden transformar el fibrindgene en fibrina y
activar la coagulacién sanguinea.

x  Algunos tipos de fosfolipasas Bz pueden inducir un deterioro irreversible de las
membranas de las células rojas ¥, por ende, hemdlisis, mientras que otras atacan a
las plaquetas, induciendo su lisis y la consecuente liberacién del factor de
agregacién plaquetario, lo que acelera la coagulacion.

x  Otro grupo de fosfolipasas Ag, con Dlsy>1mg/ kg, son miotéxicas, pues provocan
lisis de las fibras musculares.

¥  Muchas metaloproteinasas degradan factores de coagulacidn sanguineos o
proteinas de las células endoteliales, alterando la hemdstasis.

Las neurctoxinas son sustancias que actiian sobre los receptores de acetilcolina
(pre y postsinapticos), por lo.que no provocan cambios morfolégicos a los misculos u
otros tejidos. Las neurctoxinas presindpticas inhiben la liberacidén de la acetilcolina y
normalmente, poseen actividad de fosfolipasa; entre las més estudiadas, se encuentran
las dendrotoxinas, la crotoxiﬁa la arabutoxina y la B-bungarotoxina. Las toxinas que
actilan en la membrana postsindptica, como la a-bungarotoxina v la toxina o de cobra,
son proteinas curarizantes con gran afinidad por el receptor nicotinico de la
acetilcolina; de hecho, la primera se une de manera irreversible a éste (Chippaux y
Goylfon, 1988; DNWUSM, 2001 ; Guieu, ef al, 1998).

Ctras toxinas afectan la placa neuromuscular mediante otros mecanismos, como
la crotamina, que es un poderosc agente liberador de histamnina, provocando
alteraciones en la concentracién intracelular de calcio, probablemente por la aperiura
de canales iénicos (Guieu, ef al, 1898).

La mordedura de serpiente provoca la aparicidon de sintomas locales y
sistémicos; entre los locales estan: la huella de la herida de los colmillos, la presencia
de edema alrededor de la huella, dolor intenso y aparicién de flictenas o pequefias
bolsas de tejide necrético (sangre morada). Algunos de los signos sistémicos son:
nauseas, vomitos, taquicardia, hipotensién, sangrado, convulsiones, coma y muerte

(DGCS, 2001).

1.3.3 Crotfalus durissuys L. Conocida comiinmente como serpiente de cascabel o
neotropical rattlesnake, son serpientes que miden menos de 1.6 m de longitud; existen
mas de 12 subespecies, distribuidas desde el sur de EEUU hasta Argentina,

preferentemente a menos de 1000 m de altitud, aunque pueden encontrarse hasta los
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2500 m, generalmente en areas secas, pastizales y bosques secos a muy secos. El
color de su dorso varia desde el café, hasta el oliviceo o verdoso, el vientre es blanco
¢ color crema; sin embargo, su caracteristica més reconocida es la estructura que
pfesentan en el extremo de su cuerpo; el cascabel (Russell, et al, 1997).

La mordedura de esta serpiente priacticamente carece de sintomas localizados,
por lo que el tratamiente no siempre se administra inmediatamente después de
ocurrido el accidente. El veneno es sumamente neurotdxico, debido a la presencia dé
la crotoxina, una fosfolipasa As, que actilia sobre las terminales nerviosas presindpticas,
lo que provoca la aparicién de sintomas como diplopia v anisocoria; sin embargo,
estos efectos normalmente se revierten sin presentar secuelas cuando se aplica un
tratamiento adecuade. También posee actividad nefrotdxica, provocando oliguria,
anuria y falla renal aguda; ademdas presenta un efecto coagulante ¢ induce
desfibrinacién in vivo. (DNWUSM, 2001; Russell, et al, 1987; Sannanaik y Verabasappa,
1987).

Otro efecto importante del veneneo de Crotfalus durissus, es la necrosis muscular,
que ocurre tanto local {en el sitic de la mordedura), como sistémicamente, El primero
estd mediado por la accién de la crotamina, en tanto que el segundo depende de la
crotoxina; de hecho la accidn de esta toxina es selectiva, ya que tlinicamente afecta a
las fibras musculares de tipo I (presenian una elevada densidad de mioglobina,
mitocondrias y capilares, asi como una capacidad oxidativa alta) vy tipo IiA, cuya

capacidad oxidativa es menor a la de las de tipo I (Salvini, et al, 2001).

1.3.4 Bothrops asper Garman. Algunocs de los nombres comunes que se le dan
a esta vibora son nauyaca, terciopelo, barba amarilla y lancehead; generalmente
miden menos de 2.6 m de longitud. Esta especie presenta gran variacién en cuanto a
sus colores y marcas en el cuerpo, por lo que sus manchas pueden ser verde oliva,
grises o cafés, separadas entre sf por bordes de color més claro, algunas de ellas en
forma de tridngulos; también posée una franja de color oscuro, que corre
posteriormente, desde el ojo, hasta el angulo del hocico. El dorso de la cabeza es
usualmente mds oscuro que el resto del cuerpo y, generalmente, no presenta marcas,
en tanto que el vientre varia del color crema al amarillo (Russell, et al, 1997),

Este tipo de serpiente se distribuye desde el norte de México, hasta las
regiones bajas de Colombia y Ecuador, pudiendo ser encontrada en gran variedad de

habitats, especialmente los montafiosos, bosques himedos y templados, pero también
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puede localizarse en areas cultivadas, cerca de corrientes de agua o lagos e incluso

cerca de asentamientos humanos. Generalmente es nocturna, ¥ es poco activa durante

el dia: a pesar de su relativo gran tamafie, se mueve rapidamente y puede cambiar de

direccién a gran velocidad (Borkow, ef al, 1995; Russell, ef al, 1997).

El veneno de esta serpiente produce efectos locales (hemorragia, mionecrosis y
edema) y sistémicos ' (hemorragia, desordenes de la c¢oagulacion y choque
cardiovascular). La hemorragia es uno de los efectos mas relevantes y se desarrolla
ripidamente tras la inyeccidn del wveneno, causando grandes dafics a la
microvasculatura y pérdida sanguinea que culminan con degeneracién muscular y de
otros tejidos (Borkow, et al, 1995).

Dada la importancia del efecto hemorrdgico de este veneno, se han estudiado
profusamente tanto las toxinas gue intervienien en el proceso, como su mecanismo de
accién. Asi, se han identificado varios factores hemorragicos: BaH!, BHZ2 y BH3, que en
combinacion, constituyen el 55% de la actividad hemorrigica total del veneno. Las
tres son proteinas con cardcter dcido cuya actividad depende de la presencia de iones
metdlicos (Borkow, ef al, 1983).

Respecio del mecanismo de accién, los capilares sanguineos parecen ser el
principal punto de accién de las toxinas hemorrdgicas y su actividad resulta en una
alteracién de la permeabilidad capilar y extravasacién. La principal proteina
hemorrigica del veneno de B. asper es la BaHl, que parece actuar por la separacidn
de las células del sustrato que las sostiene ya que no es citotoxica per se (Borkow, ef al,
1998).

A pesar de que el efecto hemorragico es el de mayor relevancia producido por
el veneno de B. asper, otros efectos han sido estudiados, asi como las sustancias
responsables; algunos de ellos son:

4 El edema producido por el venenc de esta serpiente estd mediado por
metaloproteinasas (como la BaPl), fosfolipasa Az, productos ;ie la degradacién de
los eicosanoides y activacién de los receptores adrenérgicos o; ¥ oz (Chaves, et
al, 1995; Gutiérrez, ef al, 1998).

4 Se ban identificado cuatro componentes miotéxicos en el veneno de B, asper,
denominados miotoxinas I, II, {ll v IV; se ha observade que la inyeccién de
miofoxina III al tejido muscular, produce cambios celulares degenerativos, con

fibras musculares agrupadas y necrosis eventual, asi como una relacién dosis-
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dependiente en la liberacién de creatinin-cinasa del misculo gastrocnemius del
ratén; por otro lado, la miotoxina IV, ademds de inducir dafioc muscular agudo,
posee un leve efecto anticoagulante (Diaz, 1995; Russell, et aJ,I 1997y,

A El veneno también posee un potente efecto citotoxico; ademas de que-induce
alteraciones hematoldégicas e inmunolégicas tempranas en las victimas (Goni, ef al,

1992; Lomonte, ef al, 1893).

1.3.5 Tratamiento de la mordedura. Al igual que en el caso de la picadura
de alacrin, el tratamiento més comin para la mordedura de serpiente es la
administracién del antiveneno especifico, terapia desarrollada en 1824 por Calmette;
el producto disponible en México también contiene fragmentos [F(ab”);] puros (Alan y
Gomes, 1997; DGCS, 2001).

Edemas de la administracién del antivenene correspondiente para tratar la
mordedura de serpiente de cascabel, se recomienda suministrar solucién salina por
via intravenosa, para evitar la falla renal; mientras que con el fin de inducir la diuresis,
se emplea manitol al 20%, finalmente, s¢ hace uso de bicarbonato para alcalinizar la
orina y evitar los desérdenes renales que produce el pH 4cido en la orind. El
tratamiento adicional que se suministra a los pacientes que sufrieron una mordida por
nailyaca, consiste en la administracién de toxoide tetdnico en caso de presentarse
areas necroticas grandes, estas zonas también deben ser lavadas con antisépticos,
como permanganato de potasio, asi como antibidticos y analgésicos. (DNWUSM, 2001;
Russell, et al, 1997; Sannanaik y Verabasappa, 1887).

Be considera que al remover la porcién Fe a las inmunoglobulinas del suero, el
producto resultante producird menores efectos secundarios, ademdis de poseer un
mejor perfil farmacocinético que los sueros de “segunda generacién”, pues como sus
componentes son mas pequefios su volumen de distribucién es mucho mayor y
aleanzan las concentraciones maximas mas rapidamente que las moléculas integras de
igG. Cons-iderando esto, resulta 1ogice suponer que el suero constituide por los
fragmentos de IgG sera mds eficaz para neutralizar las toxinas responsables de dafio
local de tejidos, como mionecrosis, hemorragia y edema, sintomas caracteristicos de
la intoxicacién con venenos de serpientes de la familia Crotalidae ¥ que son muy
dificileg de eliminar con los sueros de segunda generacién. Sin embargo, los estudios
realizados por Ledén y cols., no encontraron diferencias en }a habilidad de los

antivenenos que contienen IgG integros o fracciones [F(ab®)g], para neutralizar la
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hemorragia, la mionecrosis y el edema producidos por el veneno de Bothrops asper
(Leon, et al, 1987).

Por otro lado, es un hecho que la terapia con sueros resulta cara y no siempre
esta disponible en las dreas rurales en las que ocurren los accidentes, no sélo porque
los hospitales se encuentran alejades de estas regiones, sino porque la seroterapia
fuera de un hospital no es muy recomendable (Martz, 1992; Selvanayagan, et al, 1994).

Debido a esto, resulta clara la necesidad de desarrollar terapias efectivas para
el tratamiento de la mordedura de serpiente, las plantas medicinales constituyen un
excelente punto de partida, debido al gran uso que se les da en diversas partes del
mundo, pues de acuerdo con un estudio realizade en 1991, unas 578 especies de
plantas superiores, pertenecientes a unas 94 familias, han side citadas en la literatura
como activas contra la mordedura de serpiente; en la tabla VIII, se incluyen algunas de
ellas. Ademads, aunque las preparaciones de plantas no logren la neutralizacién total
del veneno, permiten ganar tiempo valioso para acceder al hospital mas cercano

(Martz, 1992).

Pabla VIl Plantas usadas tradicionalmente come anticrotilicos
(Houghton y Osibogun, 1993).

" Familia Especie Arcas geogrificas de uso
Apocynum androsaemifolium L. Norteamérica
Apocynaceae Nerium oleander L. Medio oriente
Rauwoifia tetraphyila L. Armérica central
Tabernaemon{ana sralensis Pierre ex Pitard Sureste de Asia
Aristolochia barbata Jacd. Brasil
Aristolochiaceae Aristolochia maxima L. México, América central
Bragantia corymbosa Indonesia
Gentlana andrewsi Criseb Norteamérica
Gentianaceae Gentiana lutea L. - Eurcpa
Sebaea crassulaefolia Schlecht, Sur de Africa
Hoslundia opposita Vah, Este de Africa
Labiatae Qcirnum basiicum L. Europa
Scutellaria laterifolia L. México, Norteamérica
Piperaceae Piper befel L. Asia
Piper medium Jacy. Costa Rica
Rufaceae Ruta graveolens L. China, Europa

El uso de plantas contra los efectes de la mordedura de serpiente ha sido objeto
de estudios cientificos serios inicamente durante los tltimos veinte afios, razén por la
cual, a. pesar .de la gran variedad de plantas consideradas antidoto contra las

mordeduras de serpientes, el nimero de investigaciones farmacolégicas y clinicas
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resulta tan pequefio. A continuacién se mencionan los compuestos cuya actividad ha
sido cormprobada experimentalmente (Mors, ef al, 2000; Selvanayagan, ef al, 1994):

# Curcumineoides: El extracto de los rizomas de la clircuma (Curcuma Jonga),
inactiva casi completamente Ja neurctoxina del veneno de cobra {Naja naja
siamensis), en ensayos in wilro; el pigmente amarillo de esta planta estd
constituido principalmente por curcumina (figura IV), desmetoxicurcumina, bis-
desmetoxicurcumina y ar-turmerona (figura IV), sustancias con milltiples
propiedades' (antioxidante, anticancerigeno, etc.), por lo que se presume que
constituyen los principios activos del extracto. De hecho, la ar-turmerona puede
inhibir la accidn letal del veneno de la serpiente de cascabel sudamericana
{Crotalus durissus terrificus) al ser inyectado a ratonés, asi come reducir el efecto
hemorragico producido por el veneno de Bothrops jararaca en ratones (Houghteon

v Osibogun, 1993; Mors, ef al, 2000),

Figura IV.

Curcumina . Ar-turmerona

* Cumarinas: A pesar de los estudios a que han sido sometides varios
compuesfos que pertenecen a este grupo, hasta el momento se desconoce su
mecanismo de accidn; como ejemplos, se puede mencionar que la cumarina
(figura V), ejerce un efecto protector del 40% contra el veneno de Bothirops
jararaca, en tanto que para el bergapteno (figura V) es del 20%, cuando se

inyectan a ratones (Mors, ef al, 2000).

Figura V.
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* Flavonwoides: De todos los metabolitos secundarios, que poseen capacidad de

formar complejos, los flavonoides son probablemente los més versétiles de
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iodos, pues a pesar de poseer esqueletos pequef!os; presentan muchos sitios
para la formacién de puentes de hidrégeno. La quercetina (figura VI), por
ejemplo, ejerce un 40-80% de proteccién contra el veneno de Bothrops jararaca
en ratones; mientras que el 3-O-rutdsido (figura VI) demostrd un 20-80% de
proteccion, en uﬁ ensayo con las mismas condiciones, ademas de que posee la
prepiedad de inhibir enzimas del tipo de las fosfolipasas Az; en tanto que la
apigenina y la derricidina (figura VI) demostraron un 40% vy un 70% de
proteccién respectivémente, frente al veneno de Bothrops jararaca, en ratones;
otros flavonoides, como Ia morina, son capaces de interactuar con iohes
metilicos, como el zinc y el aluminico (muchas enzimas presentes en los venenos
de serpientes son metaloproteinasas que contienen zine)., Ademds, muchos
flavonoides que carecen de actividad, cuando se ingieren, son degradados por
la microflora ihtestinal, produciendo metabolitos activos (Houghton y Osibogun,

1993; Mors, ef al, 2000; Selvanayagan, ef al, 1994),
Figura V1.
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* Acidos hidroxibenzoicos y sus éteres metilicos: La capacidad de

este tipo de compuestos de unirse a proteinas ha sido estudiada ampliamente,
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por ello, se. sabe que las interacciones entre unos y otras son tan fuertes, que
provocan cambios conformacionales en la proteina. Entre los que han sido
sujetos a estudios se pueden mencionar al: acido 2,4-dihidroxibenzoico, con una
capacidad de ofrecer un 83% de proteccién confra el veneno de Boithops
Jararaca en ratones; el acido protocatéquico ¥ el dcido clorogénico (figura VII),
que presentan un 80% y un 60% de proteccién respectivamente también en
ratones, conira el mismo veneno, en tanto que el acido 2-hidroxi-4-metoxi
benzoico (figura VII}, aislado de la corteza de la raiz de Hemidesmus indicus, que
es capaz de neutralizar los efectos letales y hemorragicos del veneno de Vipers
russellii, ademds de que posee actividad de adyuvante en la produccién de
sueros anticrotélicos (Alam y Gomes, 1998; Mors, ef al, 2000; Selvénayagan, et al,
1294).

Figura VII.
0 OH
COOH o7 T~ OH
CCCH OH
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MeQ Ok OH OH OH
2-hidroxi-4-metoxi-benzeico  Acido Protocatéquice . Acido Clorogénico

*¥ Taninos; Los taninos constituyen el grupo de compuestos polifenélicos cuya
capacidad para unirse a proteinas es la mejor conocida, El tanino del pérsimo
(Diospyros virginiana) posee uﬁ fuerte efecte detoxificante del veneno de varias
serpientes, como la habu (Trimereswus flavoviridis), la mamushi (Agkz'strddon
halys), la cobra taiwanesa (Naja naja atra), la cobra filipina (N. n. philippinensis),
la cobra india (N. n. naja), la cobra siamesa (N. n. kaouthia) v la serplente marina
erabu (Laticauda semifasciata); ese compuesto también inhibe la inflamacién
producida por el veneno de la serpiente erabu (Houghton y Osibogun, 1993;
Selvanayagan, ef al, 1994).

* Esteroles y triterpenos: Los esteroides como el dcido ¢dlico, son sustanciag
capaces de formar compuesios de adicién estables con muchas moléculas
erganicas, conocidos como dcidos coléicos, que permiten convertir grasas y
icidos grasos en compuestos emulsificables, que facilitan su absorcién intestinal,

su hidrélisis vy la absorcién de las vitaminas liposolubles; esta propiedad podria
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explicar la razén por la que compuestos como el sitosterol (comiin en casi todas
las especies de plantas), poseen propiedades anticrotdlicas, por ejemplo, el
sitosterol (figura VIII) concede un 70% de proteccién contra el veneno de
Bothfrops jarsraca a ratones, ademds de que puede unirse a la lisolecitina,
compuesto hemolitico que se produce per la hidrélisis de la leciting sérica,
evitando efectos hemoliticos de ciertos venenos; el acido dehidrocdlico (figura
VII) un 80% de proteccién contra el mismo veneno yel coiesterol (figura VIII) un
60% de proteccidén; mientras que el estigmasterol puede neutralizar tres a cuatro
DLsp de! veneno de la serpiente de cascabel sudamericana (Crofalus durissus
terrificus), asi como inhibir el efecto miotdxico de los venenos de serpientes del
género Botrhops. Finalmente, el lupeol (figura VIII) es capaz de proteger en un
20% contra el veneno de B. jararaca, asf como la friedelina ¥ 1a betulina, que
ejercen un 40% de proteccidn de ratones contra este venene (Mors, ef &, 2000,
Selvanayagan, ef al, 1994).
Figura VIIL

Sitosterol

RPN
BOS
Sl

Colesterol lupeol

* Glicésidos triterpenoides: lLa enzima Na'/K'-adenosin irifosfatasa
(ATPasa) del veneno de serpiente produce un "‘shock” en la victima al hidrolizar
repentinamente el ATP de ésta; el dcido gymnénico (figura IX) aislado de la rajz
de Gymnema silvesire, es capaz de inhibir, in vilro, a esta enzima, proveniente del

veneno de Naja naja. Por otro lado, el bredeyemerdsido B (figura IX), aislado de
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la planta brasilefia Bredemeyera floribunda, demostré ofrecer un 80% de
proteccion contra el veneno de Bothrops jararaca a ratones (Daros, ef al, 1296;
Houghton y Osibogun, 1983; Mors, ef al, 2000; Selvanayagan, et al, 1994).

Figura IX.

Acido gymnémico

Bredemeyerdside B

* Acidos aristoléquicos: La raiz de las plantas que pertenecen al género
Aristolochia son remedios famosos contra la mordedura de serpiente, y el dcido
aristoléquico I (figura X) es considerado como el agente rmarcader
quimiotaxonémice de la familia Aristolochiaceae, ya que se ha aislade en
diversas especies de los tres géneros que componen a esta familia. Este
compuesto presenta la caracteristica inusual de poseer un grupe nitre vecino a
un atomo de hidrégenoc acido, lo que le permite formar un puente de hidrégeno
intramolecular; esta clase de moléculas poseen propiedades quelantes bien
conocidas. Asf, se ha encontrado que el dcido aristeléquico forma, in vitro, un
complejo 1:1 con la fosfolipasa A, (PLAz) del veneno de Vipera russelli, mismo
que provoca un cambio significative en la estructura secundaria de la proteina,
actuando como un inhibidor no competitive de la enzima; esta inhibicién anula la
hemdlisis directa e indirecta, asi como el edema que esta enzima produce, Este
compuesto también es un inhibidor competitivo de tres enzimas PLA; del veneno
de Trimeresurus flavoviridis, gracias a que se une al sitio catalitico de la enzima,

Adicionalmente, el dcido aristoléquico produce un incremento no-especifico de
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Ia respuesta inmune, que fambién puede tener inﬂﬁencia en el proceso de
recuperacién de la intoxicacién. Por tanto, compuestos que se relacionan
quimicamente con el dcido aristoléquico, también pueden tener actividad
antiveneno (Houghton y Osibogun, 1993; Martz, 1992; Mors, ef al, 2000;
Sannanaik, 1987).

Acido aristoléquico I

* Alecaloides: La atropina {(figura X[}, en experimentos in vivo {ratones) ha
demostrado ofrecer proteccidn contra los efectos t6xicos de la combinacién de la
toxina Fy, aislada del veneno de la mamba verde (Déndroaspis angusticeps) v la
toxina I del veneno de la mamba negra (D. polylepis polylepis). Cabe mencionar,
que los efectos individuales de estos péptidos son aditivos; ademas, la atropina
constituye el tinico compuesto cuya efectividad confra los efectos letales y
toxicolégicos de! veneno de alacrdn ha sido comprobada en animales de
laboratorio. Por otro lado, recientemente se aisld un alcaloide cuaternario a parir
del extracto etandlico de la corteza de raiz de la planta Tabernaemontana
catharinensis, denominado l2-metoxi-4-metilvoachalotina (figura XI); éste, es
capaz de inhibir en ratones, los efectos letales y miotéxicos del veneno de la
serpiente de cascabel sudamericana. Firalmente, también se pueden incluir
glucésidos alcaloideos dentro de este grupo, ya que el schumanniofésido (figura
X1), aislado a partir de la corteza de Schumanniophyton magnificurn demostrd
poseer una fuerte actividad contra el veneno de la cobra negra (Naja
melanoleuca) y sus toxinas (Batina, et al, 2000; Ismail, 1995; Houghton y
Osibogun, 1993; Martz, 1992; Selvanayagan, et al, 1994).
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#* Pterocarpanos fenéblicos: Los compuestos mas conocidos en este grupo
son las cabenegrinas A-l y A-ll (figura XIiI), aisladas a partir de un remedio confra
el veneno de serpiente que se comercializa en Brasil con el nombre de
“Especifico Pessca” que consiste del extracto acuoso de una raiz denominada
Cabega de negro, pero io pudo ser identificada botdnicamente. Ambas
resultaron ser capaces de revertir los efectos del veneno de Bothrops atrox en
perros anestesiados; sin embarge, no son los uinicos compuestos pertenecientes
a este grupo que presentan esta actividad, pues el edunol (figura X1I), aislado de
}a planta mexicana Brongniartia podalyrioides también puede neutralizar la
accién del veneno de esa serpiente, en ratenes (Houghton y Osibogun, 1993;
Reyes-Chilpa, ef al, 1994; Selvanayagan, et al, 1994).

Figura XiL
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Figura XII. Continuacién.
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# Cumestanos: Estin relacionados estructuralmente con las cabenegrinas, por
lo que no resulta extrafio que también posean actividad anticrotalica, como la
“wedelolactona (figura XIII), ademas de sus propiedades antimiotdxicas,
antihemorridgicas, antiproteoliticas y antifosfolipasicas, de inhibicién de la
lipooxigenasa, es capaz de neutralizar tres a c¢uatro Dhsy del veneno de la
serpiente de cascabel sudamericana, asf como ofrecer un 40% proteccién contra
el veneno letdl del veneno de Bothrops jararaca, inhibiendo su efecto miotéxico.
Este compuesto se ajslé del extracto etanélico-acucso de la planta Eclipfa
prostata (Mors, ef al, 2000; Selvanayagan, ef &/, 1984).
Figura XIIL

Wedelolactona

* Péptidos: Un compuesto responsable de parte de la actividad anticardiotéxica
que posee el extracto de Schumanniophyton magnificum es un péptido con un
peso molecular de unos 6000 daltons; este compuesto demostré poseer mayor
actividad en modelos in vitre que in vivo (Houghton y dsibogun, 1893).

* Otros: La ehretianona (figura XIV) es una quinona aislada de la corteza de la raiz
de Ehretia bugifolia, que posee varias propiedades antiveneno: neufraliza in vitro
la toxicidad del veneno de Echis carinafus; protege a ratones cuando se

' ‘adrniz}istra después de que se inoculd el veneno y también reduce la mortalidad
de los animales de experimentacién cuando se administra 30 minufos antes que
el veneno, Por su parte, la alantoina ha demostrado poseer actividad contra
#enenos de varias especies de serpientes que pertenecen al género Elapidae, en

ensavyos in vivo (Selvanayagam, ef al, 1994 y 1996).
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Figura XIV,
Lo o
HO\// . ,c\f ~ FoNCNH. N\f e
LI } B
>\/‘ o] Alantoina

Ehretianona

1.3.6 Tratamientos tradicionales. En Meéxico, gran variedad de plantas son
usadas en el tratamiento de las mordeduras de serpiente. De forma andloga que en el
¢aso de las picaduras de alacran, algunos grupos étnicos sostienen que el ser mordido
por una serpiente constituye un castigo en case de transgredir las nermas sociales o
religiosas establecidas, cuando el individue se encuentra poseido por sentimientos
negatives o “malos pensamientos en el corazén”. Este castige puede ser enviado por
seres sobrenaturales como el chaneque, dioses diversos o santos (Mata, et al, 1934).

Por ejemnplo, los pueblos nahuas ¥ popolucas de Veracruz, piensan que el
castigo es enviado por el chaneque, quien esta encargado de vigilar la conducta de los
humanos; para lograrlo, sus serpientes tienen diferentes jerarquias: policias,
presidentes y abogados. Los kikapies conside_ranrque es el dios Kitzihiat el encargado
de impartir los castigos, en tanto que para los habitantes de Santa Ana Tlacotenco,
Santas Marta, San Bartolo o Nuestra Seficra de la Concepeién mandan a las viboras
(Mata, ef al, 1984). '

Los tratamientos son realizados por los culebreros y consisten, en general, de la
incisién de los orificios dejados por los colmillos de la vibora, extraccidn del veneno
por medio. de- ventosas o chupando la herida, aplicar emplastos y/o ingerir
cocimientos de diferentes plantas; Ia tabla IX muestra una relacién de algunas de jas
mas usadas. En algunos casos, se pide al paciente ¢que permanegzca recluido en un
temazcal durante tres dias. Estos tratamientos no son muy diferentes a los aplicados en

otras regiones del mundo (Houghton y Osibogun, 1983; Mata, ef al, 1894).
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Tabla IX. Plantas medicinales usadas en México como anticrotéalicos
(Rguilar, ef al, 1994; INAH, 2000; Mata, et al, 1994),

Nombre cientifico Nombre comitn Parte empleada Lugar de uso
Abelmoschus moschatus Hierba de la culebra, Semillas Misantla, Ver.,
Semillas de la culebra Cuahtapanaloyan, Pue.
Allium sativum Ajo Bulbo Veracruz
Aristolochia asclepiadifolia _Guace Rafz Veracruz
Aristolochia elegans © Guaco Raiz Cuernavaca, Mor,
Arisfolochia foetida Cacalaye, guaco Raiz Copatille, Temalac,
Sro.
Arisfolochia grandifiora Fior de pato, guaco Raiz, tallo, hoja  Tabasco, Veracruz,
grande Yucatdn
Aristolochia odoratissima  Cocoba, cococoba Raiz Colima, Veracruz
Aristolochia ovalifolia Cachananque de Guerrero
pastor
Arisfolochia pentandra Campotillo, guaco Toda la plania Veracruz, Morelos
Aristolochia schipii Sa’utsai : Veracruz
Ascleplias curassavica Hierba de la culebra  Hojas, flores y Misantla, Ver.
semillas
Bouvardia ternifolia Trompetilla Toda la planta Mecapalapa, Pue,
Chiococca alba K'anchakche, ttunche Rafz Quintana Reo
Cissampelos pareira Guaco Raiz Tenampulco, Pue.
Crotalaria incana Cascabel hediondo, Hojas Reforma, Sn. Mateo del
xoobcoy ‘ Mar, Qax,
Darstenia contrajerva Conirahierba Culiacén, Sin.
Dicliptera peduncularis Hierba de la vibora Toda la planta Linares, N.L.
Heliconia latispatha Bijagua, platanillo Raiz La Providencia, Chis.
Ipomoea stans Camote Raiz Aguascalientes
Manfreda brunea Guaco Hojas Durango
Mikania micranfha Guaco Puebla
Randia pefenensis Limén cruceto FPruto Coxquihui, Ver.
Stachytarpheta jamaicensis Cola de armadille Toda la planta
Urechites andrieuxi Hierba mala, xiu kaan Tankuché, Camp.

Como ejemplos de la forma en que se emplean las plantas medicinales para
curar las mordeduras de vibora se puede mencionar: en Misantla, después de extraer
el veneno se administra una.copa del macerado en aguardiente preparado con hojas,
flores y semillas de la hierba de la culebra (Asclepias curassavica) o bien, con semillas
de la culebra (Abelmoschus moschafus); estas semillas también pueden administrarse
directamente; por su parte, los popelucas de Veracruz, administran al paciente un
preparade de coyolillo, maiz viejo, rafz de itameo, rama de capulin y guaco (Aristolochia
sp.), tostados, molidos y mezclados con agua tibia, En Durango, suelen raspar las
hojas de guaco (Manfreda brunea) y colocarlas después sobre la lesién, mientras que
en el Estado de México, los matlatzingas de Temazealtepec hierven ocote con una

moneda de cobre ¥ beben el cocimiento dos o tres veces (Mata, ét al, 1994).
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El tratamiento que se emplea en el estado de Aguascalientes consiste en cubrir
la herida con lienzos empapados con el cocimiento del camote ([pomoea stans); por
otro lado, en Morelos se coloca grasa hervida de vibora o un pedazo de ajo sego sobre
la mordedura o se corta y chupa ésta, después de lo cual, se aplican hojas masticadas

de cinco negritos (Mata, ef al, 1994).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.1 PaRTE QuimIca

Los puntos de fusién fueron obtenides en un equipo FisherJohns y no estin

corregidos.

2.1.1 Constantes espectroscdpicas. Los especitros en el infrarrojo se
determinaron en un espedtrofotémetro de FTIR, modelo 1606 Peridn Elmer, en pastillas
‘de KBr.

Los espectros de resonancia magnética proténica fueron obtenidos en un
equipo Varian Unity-Inova a 300 MHz; para los de **C, se emples el mismo equipo a 75
WiHz; en ambos casos se utilizd tetrametilsilane (TMS) como referencia intetna.

Los espectros de masas, se deter_minaron en un aparsto Jeol, modelo SX-1024,
la muestra se introdujo de manera directa, ton una velocidad de calentamiento de

18°C/ min y un voltaje de ionizacién de 70 eV.

2.1.2 Cromatografia. Las cromatografias en columna (C.C.) se realizaron
siguiendo las técnicas convencionales, empleando' gel de silice 70-2330 mesh,
producida por Merck como fase estacionaria y columnas de vidrio de diferentes
capacidades,

Para las cromatograffas en capa fina, se emplearon placas de vidrio de 20x20
¢m, recubiertas de gel de sflice Merck 60 Fzsq, de 0.25 mum de espesor (cromatografia
analitica) y de 2.00 mm de espesor (cromatografia préparat_iva). Los sistemas de

elicidn empleados se enlizstan en la tabla X.

Tabla X. Sistemas de elucién

Sisfema Disolventes Proporcidén
I CHCl:-MeOH 895:5
I CHCl;-MeOH 82
1 CH:Cl,-EtOH-benceno 95:5:1
v CHCl-MeOH-benceno 90:10:1
v Benceno-acetona-gcido férmico 100;10:1
Vi CHCIL-EtOH 935:5
Vil CH;Cl-MeOH 95:8
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2.1.2 Material vegetal. Los 1461 g de raices de Aristolochia taliscana con que se
trabajd, se colectaron en los alrededores de jalapa, Veracruz existe un ejemplar de
herbario en el Instituto de ‘Ecologia ubicado en esta ciudad. Por otro lado, las raives de
A. foetida (1128.58 g) fueron tolectadas en el estado de Guerrero, por el Dr. Paul
Hersch Martinez; una rmuestra fue depositada en el Herbario Medicinz] del IMSS,

Por separado, las rafces se secaron a temperatura ambiente, se molieron en un
moline Willey de cuchillas, modelo 4, usando mallas de | mm y se maceraron en
metanol (MeOH) a temperatura ambiente hasta el agotamiento, Los extractos

obtenidos se concentraron al vacio y se pesaron.

2.1.4 Fyaccionamiento del extracto de Arisfolochia faliscana. Se
obtuvieron 224.1 g de extracto de esta planta, mismo que se redisclvid en una mezela
de cloroformo (CHCls) e hidréxido de amonio (NH,OH) al 1%, separindose dos fases:
la cloroférmica, denominada Fase Orgénica 1 (FOI} v otra acucsa. Esta iltima, se
acidificé con 4cido clorhidrice (HCD al 3.8% ¥ se exirajo con cuatro porciones de
CHCl3; a ésta se denominéd Fase Orgénica I1 (FOII). El método experimental puede
verse esquematizado e la ﬁgﬁra XV,
Figura XV,

Material Vegetal

Extraer con MeCH
Concentrar
Fraccionar CHCl/ NHOH | %

Acidificar HC 3.5 % Org

Extraer CHCI, x3

Fase Organica Il Fase Orgénical

C.C. gel de sflice,
CHCl,/ MeOH

Acido Aristoléquico IV

Fraccionamiento del extracto de Arisfolochia taliscana.

Tante FOI como FOII se sometieren a cromatografia en capa fina (cef), que

reveld la presencia de compuestos con fluorescencia amarilla y verde, caracteristicos
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de los acidos aristoldéquicos y aristelactamas en ambas fracciones. Como revelador se
utilizé reactive de Draggendorif, para detectar la presencia de alcaloides, sin

embargo, no se obtuvieron resultados positivos,

Fraccionamiento de la Fase Orgéanica iI: El residuoc obtenido de la FOII, se sometié a
cromatografia en columna; para lo cual, se ermpleé gel de silice en una proporcién de
1:50, usando cloroformo con porciones crecientes de metanol, como fase mévil, Las
fracciones obtenidas se cromatografiaron con sistema I (revelando con sol. etandlica
de Hz80, 5%), reuniéndose las que resultaron semejantes.

De esta manera, la fraccién que corresponde a una proporcién de 88:12
CHCly/MeOH, revelé mediante ccf (sistema IV x83), la presencia de un compuesto de
color anaranjado cuyas caracteristicas de fluorescencia corresponden con lag de los
icidos aristoléquicos. Para aislarlo, utilizaron placas cromatogrificas preparativas,
usando como fase mévi]', el sisterma ya mencionado. De esta forma, se separd una
. banda eon un rf=0.21 (¥ mg), que todavia se encontraba contaminada, por lo cual se
empled una placa cromatogrifica analitica, usando el sistema III (x3), logrando el
aislamiento de un 8 mg de un sélido de color rojeo, que se identificd como el dcido
aristoléquice IV, mediante el analisis de sus propiedades espectroscépicas, mismas
que s¢ mencionan a continuacién:

> IR (KBr)vaa e} (Espectro 1): 3410, que corresponde a COO-H, 2908, C-H
de éteres metilicos; 1465, que corresponde a la unidén C-C en un anillo
aromatico; 1818 y 1343, bandas del grupo nitre y 1044 que corresponde a
la unién C-O-C.

> RMN'H (DMSO-ds) (Espectro 2} 5: 3.92, sefial simple que integra para 3H
(6-OMe); 4,03, sefial simple que integra para 3H (8-OMe); 6.48, sefial
simple que integra para 2H (O-CHz-0); 6.83, sefial doble que integra para
1H (= 2Hz; H-1); 1.76, sefial simple que integra para 1H (H-2); 8.11, sefial
doble que integra para |H (J= 2Hz; H-5), 8.49, sefial simple que integra
para 1H (H-9).

> IEMS m/z (intensidad relativa) (Espectro 3): 3T1[M]" (4), 357 (14), 325 (11,
312 (100), 296 (37), 281 {2T), 268 (18), 253 (12), 44 (13).

2.1.5 Fraccionamiento del extracto de Arisfolochia foetida. Se

obtuvieron 155 g de extracto de esta planta, al que se adicionaron 500 mL de HCI al
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3.5%, formandose 50 mg de un precipitado fino, mismo que se filtré. El filtrado se
llevé a pH basico (8) con NH;OH al 1% y se extrajo con cuatro porciones de CHCl;; fa
fase organica se denomind Fraccién A. El método experimental puede observarse, en
forma de esquema, en la figura XVI.

Las fracciones obtenidas, se sometieron a ccf, revelando la presencia de
compuestos con fluorescencia amarilla, caracteristica de los acidos aristoléquicos en el
precipitado. Las placas correspondientes a la fraccién A revelaren la presencia de un

alcaloide, cuando se revelaron con reactivo de Dragendorff.

Figura XVI
Material Vegetal
) Extraer con MeOH
Concentrar
ABdicionar HCI1 3.5 %
Filtrado Filtrar Precipitado
Basificar NH,OH 3.5 %
Extraer CHCI; x3
Aq Org ,
Acidificar BCl 3.5% pp. Acidos aristolécuicos
S Safurada dc. Pierico C.C. gel de silice
& CHCly/ MeOH
Desechar Fraccién A
9-metoxi-tariacupirona Acido aristoloquico I

Fraccionamiento del extracto de Arisfolochia foetida.

Fraccignamiento del precipitadoe: El prec@pitado obtenido se sometié a cromatograffa
en columna, empleando gel de silice en una proporcién de 1:80 y cloroformo con
porciones-crecientes de metanel (hasta alcanzar un 30%), ¢omo fase mévil. lLas
fracciones se reunieron, segin los perfiles cromatograficos obtenidos al realizar ccf
(sistema II, revelando con una solucién al 5% de Ha80, en etanol).

De la fraccién que se obtuve eluyendo dnicamente con c_Ioroformo, se formaron
espontdneamente cristales en forma de agujas, de color amatillo (20 mg), que se

recrisializaron de cloroformo; este compuesto presenta un punto de fusién de 220-



Desarrollo experimental 38

225°C y se identificé como la 9-metoxi-tariacupirona, mediante el anilisis de sus
propiedades espectroscépicas, mismas que se mencionan a continuacion:

> IR (KBD)Vmaxr cm” (Espectiro 4): 1748, carbonilo de lactona de seis
miembros; 1624, corresponde a la unién C-C en un anillo aromatico; 1519
vy 1349, son bandas del grupo nitro.

» RMN'SC (CDCls) (Espectro 8) 8: 56.13 (Q-OMe); 101.24 (C-10), 108.58 (C-
4a), 117.88 (C-3), 122.90 (C-6), 123.57 (C-B), 128.71 (C-Ba), 127.16 (C-10a),
131.36 (C-7), 139.96 (C-4), 140.27 (C-5), 151.13 (C-10b), 159.01 (C-2),
161.88 (C-9). '

» RMN'H (CDCl3) (Especire 6) 8: 4.01, sefial simple que integra para 3H (9-
OMe); 6.66, sefial doble que integra para 1H (= 10 Hz; H-3); 7.41, sefial
doble de dobles que integra para 1H (J= 9, 2.7 Hz; H-8); 7.82, sefial doble
que integra para 1H (= 2.7 Hz; H-10); 7.93, sefial doble que integra para
lH (J= 9 Hz; H-7): 8.54, sefial simple queintegra para 1H (H-6) v 8.73, sefial
doble que integra para 1H (J= 10 Hz; H-4).

> IEMS m/z (intensidad relativa) (Espectro T): 271[M]" (100), 258 (2), 243
(21), 225 (33), 213 (26), 197 (82), 182 (27), 170 (10), 154 (22), 1423 (9), 126
(81), 114 (7).

A partir de la fraccién que corresponde al sistema CHCly/MeOH 8:2, se
obtuvieron por recristalizacion 11.1 mg de agujas amarillas con un punte de fusién de
285-286°C, que se identificd como el dcido aristoléquico 1, mediante el andlisis de sus
propiedades espectroscédpicas, mismas que se mencionan a continuacién:

> IR (KBr)vmax cm’' (Espectro 8): 3431.18, que corresponde a COO-H;
2919.40, C-H de ¢teres metilicos; 2919.40, C-H de éteres metilicos;
1715.08, carbonilo de &cido en compuesto aromético; 1593.48, cque
corresponde a la unién C-C en un anillo aromatice; 1520.82 y 1342.46,
bandas del grupo nitro y 1269.36 que corresponde a la unién C-0O-C,

> RMN'H (DMSO-dg) (Espectro 9) & 4.65, sefial simple que integra para 3H
(8-OMe); 6.49, sefial simple que integra para 2H (O-CHz-Q); 7.36 sefial
doble que integra para 1H (J= 8.4 Hz; H-T); 7.81, sefial simple que integra
para IH (H-3); 7.86, sefial triple que integra para 1H (= 8.4 Hz; H-6); 8.58,
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sefial simple, que integra para ‘]'H (H-9) v 8.67 sefial doble que integra
para 1H (J= 8.4 Hz; H-5).

> IEMS m/z (intensidad relativa) (Espectro 10): 341{M]" (28), 325 (9), 295
(100, 293 (43), 278 (34).

2.2 PARTE BIOLOCGICR

Los extractos y fracciones obtenidas como se indica en la parte quimica, se
probaron para demostrar su actividad como antidotos contra el veneno de alacran

(Centruroides spp.), ser}ﬁiente de cascabel (Crofalus durissus) y nauyaca (Bothrops
asper).

2.2.1 Animales. Para la evaluacién de la eficacia antiveneno y la determinacién de
la Dligg de los extractos, se utilizaron ratones mache cepa CFW de un peso de entre 18
v 25 ¢, con al menos una semana de adaptacidn a las condicicnes de laboratorio;
mientras que en log ensayos in vifro sobre nervio frénico, se emplearon ratas macho y
hembra, cepa Wistar, con un peso de entre 280 y 300 g.

“En general, los animales empleados se mantuvieron en cajas de acrilico

fransparentes, con libre acceso al agua y alimento (Purina Rat Chow),

2.2.2 Determinacién de la dosis letal media (Dlso) de los extractos.
Se determind la dosis letal media (Dlso) aguda de los extractos, de acuerdo con la
metodologia propuesta por Lorke (1983). La prueba se lleva a cabo en dos paties, en
la primera, se determina el rango aproximado en que se ubica la DLgg; para ello, se
administran, por la-via elegida, dosis de 10, 100 y 1000 mg/Kg del compuesto en
grupos de 3 ratones. En la segunda etapa, una vez determinade el rango para la D,
de acuerdo al nimero de animales gue murieron en la primera parte de la prueba
(tabla XI), se prueban 3 o 4 dosis (un ratén por dosis) dentro de este rangoe, para
obtener el valor de la DLy, el cual corresponde a la media geométrica entre el par de
dosis para las cuales el ratén no muere y si rﬁuere, respectivamente. En ambos casos,

las observaciones se llevan a cabo durante 48 hr.
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Tahla X1. Dosis que se prueban en la 2" parte de la prueba (Lorke, 1983).

Animales que murieron en la 1* etapa Dosis a probar
10 mg/Kg 160 mg/Kg 1000 mg/Kg (mg/ Kq)
/8 0/3 /3 1600 2900 5000
0/3 0/3 1/3 600 1000 1600 2800
0/3 0/3 2/3 200 400 800 1600
0/3 0/3 3/3 140 288 370 6800
/3 1/3 3/3 50 100 200 400
0/3 a3 3/3 20 40 80 160
06/3 3/3 3/3 15 25 40 80
1/3 3/3 3/3 5 10 20 40
273 3/3 3/3 2 4 8 16
373 3/3 3/3 1 2 4 8

Para administrar los extractos metandlicos de Aristolochia taliscana y A. foefida,
se prepararen soluciones stock acuosas, con concenfracidn de 5 myg/ mbL y, para
mejorar su solubilidad, se emplearon 5 mbL de dimetilsulféxide (DMSO) como
cosolvente, considerando que la Dlig de este disolvente en ratones es de 12.9 ml/ Kg.I
Las soluciones se administraron por via intraperitoneal (Farnsworth, 1982).

Al concluir 1a primera fase del experimento, ninguno de los ratones habfa
muerto, por lo que de acuerde con la tabla XI, se probaren las dosis de 1600, 2800 y
5000 myg/Kg de cada extracto, con los resuliados ebtenidos (tabla XII), se determiné
que la DLgp del extracto de A, faliscana es superior a los 5000 mg/Kg, en tanfo que la de

A. foetida, es de 3800 mg/Kg.

Tabla XII. Resultados de la determinacién de la DLy, de los extractos.

Aristolochia foetida

Aristelochia taliscana

Dosis Sobrevivientes/ Dosis Sobrevivientes/
(mg/Keg) adminisfrados (mg/Kqg) administrados

1600 /1 1600 1/1

2800 171 2800 171

5000 1/1 5000 0/1

2.2.3 Venenos. Los venenos empleados fueron suministrados por Laboratorics
Biocldn, la informacién referente a la toxicidad y al lote del que provienen los mismos
gque proporciond dicho laboratorio, puede observarse en la tabla XlIl. Con el fin de
comprobar que los venenos poseen la misma letalidad que 1a reportada, se realizé una
prueba confirmatoria, para ello, se procedié ¢como en el punto 2.2.2, administrando,

por via intraperitoneal, diluciones del veneno preparadas en solucién salina isoténica.
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Los resultados obtenidos con dicha prueba también aparecen en la tabla XIII. Los .

venenos se conservaron a —4°C hasta que se emplearon en los ensayos.

Tabla XIII. DLg, de los venenos.

Veneno Lote DLsy reportada 51.:59 determinada
: (mg/Ke) (myg/Kg)
Alacran BSKO1 5.36 5.66
Bothrops asper B6G14 1.09 1.41
Crotalus durissus B5MO5 2.51 2.83

2.2.4 Pruebas de eficacia antiveneno. Para evaluar la actividad alexitere de
los extractos, se siguid la metodologia propuesta por Mors ef al (1989). Se formaron
cinco grupos con seis ratones. A cada grupo, se les administré, via intraperitoneat (0.1
mL por cada 10 g de pese), una mezcla preparada con 1 mb de la dilucién del extracto
a la dosis correspondiente (tablas XIV y XV) vy ImL de una solucién equivalente a 2
DLso de veneno de alacran, dicha mezcla se incubé previamente durante 10 minutos, a
37°C. Los ratones asi tratados, se mantuvieron en observacién durante 48 horas.

A los seis animales que confermaron el grupe control, se les administré también
por la via intraperitoneal (0.1 mL por cada 10 g de peso), una mezcla preparada con
ImL de solucién salina isoténica y una solucién equivalente a 2 Disy del veneno; al
igual que en los grupos de prueba, la mezcia se habfa incubado durante 10 minutos a
37°C.

Tabla XIV. Dosis del extracto MeOH de Aristolochia faliscana
empleadas en la prueba in vivo.

Para veneno de Para veneno de Para veneno de
Alacran (myg/Kq) Bothrops asper {myg/Kqg) | Crotalus durissus (mg/Kq)
0.50 250 0.025
1.00 500 0.050
2.50 1750 0.100
5.00 2500 0.250
10.00 3000 0,500

La evaluacién de la capacidad de los extractos para neutralizar los venenos de
Crotalus durissus y Bothrops asper, se llevd a cabo de manera similar a la descrita para
el veneno de Cenfrurcides spp., administrando 2 DLgp del veneno correspondiente, y

las dosis de extracto que se indican en las tablas XVIy XV,
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Tabla XV. Dosis del extracte MeCOH de Aristolochia foetida
empleadas en la prueba in vivo,

Para veneno de Para veneno de Para veneno de
Alacran (my/Kq) Bothrops asper (mg/Kg) | Crotalus durissus (tag/Kg)
250 250 0.008
500 500 0.010
1750 1750 0.025
2500 2500 0.050
3000 3000 ) 0.100

NOTA: Para seleccionar los rangos de dosis en los ensayos, se llevé a cabo una
prueba preliminar que, de manera general, se describe a continuacién: se formaron 3
grupos con 3 ratones cada uno; a los miembros del primer grupo, se les administré, via
intraperitoneal (0.1 mL por cada 10 g de peso), una mezcla, en proporcién 1:1 del
extracto a una dosis de 1000 mg/Kqg y 2 DLg del veneno correspondiente; esta mezcla
se incubé previamente durante 10 minutos, 2 37°C. Los grupos restantes recibieron un
tratamiento similar, con la Unica variante de que al segundo grupo se le administré una
dosis de extracto de 100 mg/Kqg, mientras que la dosis que recibid el tercer grupo fue
de 10 mg/Kg. Los ratones asi tratados, se mantuvieron én observacién durante 48

horas.

2.2.4 Ensayos de actividad neuromuscular. Para llevar a cabo esta
prueba, se empled la preparacién de nervio frénico-hemidiafragma, cuya preparacién
v montaje se realizd como se describe a continuacién (Perry, 1970).

La rata se sacrificé por decapitacidn y se dejé sangrar lo més posible, para
después colocarla en posicion supina sobre la mesa de trabajo. Se abrié el pecho
cortande las costillas a lo large del esternén, para localizar tanto el nervio frénico
(ubicadeo entre los pulmones ¥ el corazén), como el diafragma. Bsi, se cortd un
segmento de este misculo, con forma.de abanico y el nervio unido a él se separé de la
membrana que lo rodea y se ¢ortd hasta el timo.

A la base del miisculo se até un hilo de algodon, para fijarlo al fonde de una
camara para tejido aislado, en tanto que en el extremo opuesto del nervio, se colocé
otro hilo, mismo que fue conectado al transductor de fuerza (Grass, modela TSD 105A)
de un equipo BIOPAC sistema MP100. La preparacién se suspendié en el interiorde la
cdmara y se llend con 20 mL de solucién Ringer (composicién en mM: NaCl, 120; KCl,
4.6; KHoPOyu, 1.2; MgSQyq, 1.2; NaHCOs3, 20; Glucosa, 11 y CaClp, 1.8) a 37°C £ 1°C y se
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burbujeé carbégeno (8% COz y 95% Op) aplicando una presidon suave, En la figura
XV1l, se muestra un esquerna de la preparacton,

La tensidn que soportd el misculo se ajustd a 2 gramos, mientras que el nervio
se hizo pasar a través del aro formado por des electrodos de plata y se estimuld con un
pulso de onda cuadrada de 0.2 milisequndos de duracién, a una frecuencia de 0.1 Hz,
con un voltaje supramdaximo, usando un estimulador marca Grass, modelo S88, con una
unidad de aislamiento Grass PSIU 6. .Bajo estas condiciones, se estabilizd el tejido
durante media hora.

Figura XVIL

Al transductor

Electrodo

Electrodo +————

Nervio
frénico

Carbdgeno

Montaje de la preparacién, El tejido se sujeta a una argolla ubicada en la base de la cdmara,
por medio de un hilo; en su ofro extremo, &l hilo se amarra al transductor del equipo, El nervio
se hace pasar a través del aro que forma el electrodo de plata v se estimula con un pulso de
onda cuadrada de 0.2 milisegundos de duracién, a una frecuencia de 0.1 Hz, con voltaje
supramdximo. La cdmara estd llena de solucién ringer a 37°C & 1°C, a la que se le hurbujea
carbégenc con una presién suave.

Las so]uciohés de los compuestos evaluados se prepararen empleando agua
destilada y 0.25 ul, de DMSO como coselvente ya que se comprobé que la adicién de
esta cantidad de disolvente no afecta Ia actividad del tejide (figura XVIII).
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Figura XVIIL,

MUAPRI -

Actividad de la preparacién de nervio frénico-hemidiafragma, tras
la adicién de 0.25 ul de DMSO.

Una vez estabilizada la preparacién, se procedid a realizar los ensayos de la

siguiente manera:

a)

b)

d)

Con el fin de evaluar el efecto que produce la adicidn del extracto metandlico
de A. taliscana sobre el tejido, se adicionaron a la preparacion 50 ug/mL de
éste, registrando la actividad durante 45 minutos. Este ensayo se repitié tres
veces. La actividad producida por la adicién del extracto metandlico de A.
taliscana sobre el tejido, se determiné midiendo la intensidad de las
contracciones musculares antes y después de la adicién de éste. Para
determinar si existe diferencia entre las respuestas producidas antes y después
de la adicidn del extracto, se aplicd la p'rueba de {-Btudent para datos pareados,
con una o= 0.05.

Con el fin de evaluar el efecto que produce la adicién de la fase orgdnica I (FOI)
sobre el tejido, se adicionaron a la preparacién 20 ug/mbl de ésta, registrando
la actividad durante 45 minutos, Este ensayo se repitid tres veces. La actividad
producida por la adicién de la FOI sobre el tejido, se deferminé midiendo la
intensidad de las coniracciones musculares antes y después de la adicidén de
ésta. Para determinar si existe diferencia entre las respuestas producidas antes
vy después de la adicién de la FOI, se aplico la prueba de {-Student para datos
pareados, con una = 0,05,

Para determinar el efecto del veneno de Cenfrurcides spp. sobre el fejido, se
adicionaron al tejido 50 ng de dicho veneno, en solucién salina isotdnica,
registrando la actividad durante 45 minutos, Este ensayo se repitid tres veces.
En el ensayo de actividad antineurotéxica, se adicioné al tejide una mezcla de

una de las sustancias de prueba (tabla XVI) v 50 ug del veneno de Cenfruroides
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spp., registrando la actividad durante 45 minutos. Este ensayo se repitié tres
veces. La actividad antineurotéxica se determiné midiendo el tiempo en que se
produce el bloqueo total de las contracciones musculares (Houghton y Harvey,
1888).

Con el fin de determinar si existen diferencias entre las respuestas producidas
por el veneno de Centruroides spp. (incise ¢) v los compuestes bajo estudio (inciso d),

se aplicd la prueba de -Student, con una o= 0.08.

Tabla XVI. Concentraciones empleadas en la prueba de neurotoxicidad.

Sustancia de prueba Concentracién (ug/ml)

Extracto metandlico de A. faliscana 50
Fase Orgdnica 20




Resultadosy Discusién 46

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 PARTE QUIMICA.
3.1.1 Componentes de Aristolochia taliscana.

3.1.1.1 Caracterizacién del dcido aristoléquico IV. Como se puede
observar en los espectros de masas (espectro 3) y de RMN'H (espectro 2) obtenidos,
este compueste, se encuentra c¢ontaminado, probablemente por otre Acide
aristoléquico, sin embargo, con base en los antecedentes ﬁtgquimicos de la especie.
estudiada, se presenta la siguiente elucidacién estructural, ‘

En el espectro de masas generado por este compuesto (espectro 3), se observa
que el ién molecular (m/z 371), presenta una pérdida de [M* -46], consistente con un
grupo nitro; la presencia de este grupo se confirma con las bandas de absorcidn a
1518 y 1343 cm’, en el espectro de infrarrojo (espectro 1). A 8y 3.92, 4.03 v 6.48 ée
observan tres sefiales simples que pueden interpretarse como dos grupos metoxilos y
un grupo metilendioxi, respectivamente. Todas estas sefiales son caracterfsticas de los
acidos aristoloquicos (Chen v Zhu, 1987; De Pascual, ef al, 19'8.3; Eckhardt, 1983; Mix, ef
al, 1982; Priestap, 1986).

El ién molecular del compuesto en cuestién, corresponde a una férmula
molecular C)gH;sNOs, que es congruente con un acidoe aristoléquico que presenta dos
metoxilos en el anillo C (figura XIX).

Figura XIX.
O

1)
5

MeD OMe

En la regién aromatica del espectro 2 aparecen dos seftales simples: 84 7.76 y
8.49; considerande la esfructura fenantrénica del compuesto (figura XIX), estas sefiales
pueden ser asignadas a los protones de los anillos A y B, légicamente, el protén mas

desplazado serd el que se encuentra bajo la influencia del grupo més electroatractor, ¢
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sea, el nitro, que se localiza en el anillo B, mientras que el que se ubica en un campo
més alto, sera el del anillo &, por el efecto protector del grupo metilendioxi.

Finalmente, en la regidn aromatica del misme espectro pueden observarse dos
sefiales dobles, asignables a los dos protones del anille C (figura XIX) y que presentan
una constante de acoplamiento de 2 Hz, indicando que los prbtoneé se encuentran en
posicién me‘fa, por lo tanto, los metoxilos se encuentran aiternados, ya sea en las
posiciones 5y 766y 8,

Para determinar las posiciones de los metoxilos, se tiene como sefial
diagnéstica la que aparece en &y 8.11 ppm, congruente con la posicion 5 de los
compuestos aporfinicos; asi, los metoxilos se encuentran en las posiciones 6 y 8, como

se muestra en la figura XX.

Kcido aristoléquico TV

El aristoléquico IV, constituye el primer acide aristoléquico reportade en
Aristolochia faliscana; sin embargo, este compuesto ha sido descrito preﬁameﬁté como
compenente de las raices de &. argentina, de esta forma, en la tablé XV, pueden
compararse las constantes espectroscopicas reportadas, con las obtenidas en el

presente trabajo (Priestap, 1987).

Tabla XV. Comparacion de los desplazamientos quimicos de los protones del
Acido aristoléquice IV observados y los reportados (Priestap, 1987).

Protén 8 observado (ppmy} | & reportado (ppm)
H-2 1.76° 1.75
H-5 8.11 8.13
H-T £.88 6.87
H-9 8.49 8.42
CH,O, 6.48 6.43
B8-OMe 3.82 3.94
8-OMe 4.02 4.03
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3.1.2 Componentes de Arisfolochia foetida.

3.1.2.1 Caracterizacién de la 9=metoxi-tariacupirona. El espectro. de
fnasas de este compuesto (especiro 7), presenta un ion molecular de m/z 271,
correspondiente a una férmula condensada de Ci:HgNOs v gque también es el pico
base. Entre este pico v el que le sigue en abundaneia (n/z 197), existe una pérdida de
M* -74], que sugiere la pérdida de un grupo nitro y un carbonilo; la presencia de
estos grupos se confirma al examinar el espectro en el infrarrojo (espectro 4), con las
bandas de absorcién a 1748 (carboenile), 1519 y 1348 em’, del nitro, La naturaleza del
carbonile queda definida al observar la sefial en &¢ 159.01 ppm en el espectro de
RMN'®C (espectro 8), que corresponde a una lactona conjugada, como se muestra en la

figura XXI (Pretsch, ef al, 1889).

Figura XXI.
O
o a
dy ‘ b

A partir de la sefial que aparece en 8z 4.01 ppm del espectro de RMN'H
(espectro B), se puede deducir la existencia de un rﬁetom‘!o. También se observa una
sefial doble centrada en &y 6.66 ppm, con una ¢onstante de acoplamiento de 10 Hz, lo
que corresponde a una doble ligadura, por su posicién, se puede inferir que
corresponde al protén a de la figura XXI. Esta sefial se encuentra acoplada con la sefial
doble centrada en 0y 8.73 ppm, mas no se observan otros. acoplamientos con los
protones ¢ y d, lo que implica que €stos se encuentran sustituides, considerando que
en ¢l espectro de RMN'C sélo se observan sefiales de carbonos aromiticos, estos
protones han sido sustituidos por un grupo de este tipo. La sefial en 8y 8.73 ppm se
encuentra desplazada a carﬁpo mucho mas bajo del que cabria esperar, debido a la
vecindad con el grupo nitro, quedando la estructura parcial que se muestra en la fiqura
XX (Pretsch, et al, 1989).

Figura XXiI.
Q



Resultados y Discusién 49

Por otro lado, en la regién de protones aromaticos, se observan las siguientes
sefiales: 6y 7.41 doble de dobles (J= 9, 2.7 Hz); 7.82 doble (j= 2.7 Hz) y 7.93 doble (J=9
Hz? congruentes con un benceno 1,3,4-frisustituido, en el que la posicién 4 estd
ocupada por un metoxilo, tal y como lo sugiere la sefial que aparece en dy 4.01 ppm.
Este anillo se encuentra fusionado con la cumarina que se muestra en la figura XXII.
Para determinar el sitio de la fusién, se considera el desblazamiento de la sefial en 8y
8.54 ppm, que indica que se¢ encuentra en posicién orte al grupo nitro, pér'lo que la
fusion de los anillos ocurre entre los carbonos 2 y 3, de tal manera que la estructura de
este compuesto queda come se muesira en la figura XXl (Pretsch, ef al, 1889).

La de 9-metoxi-tariacupirona ya habia sido aislada con anterioridad, por lo que

en las tablas XVIII y XIX pueden observarse las constantes espectroscopicas que se

han reportado para este compuesto (Achenbach, ef al, 1992).
Figura XXIH,

7 S NO,

9-metoxi-tariacupirona

El hecho de que la $-metoxi-tariacupirona se ha encontrado en otra aristoloquia,
A. brevipes, planta endémica de los esfados de Michoacdn y Colima, resulta muy
interesante, ya que por la distribucién de ambas plantas, es posible pensar que este
compuesto es un marcador quimicéd de las aristoloquias que crecen en los estados de
Micheacadn y Colima, pues la produccion de metabolitos secundarios esta regulada por

factores como el clima v la ubicacién geografica en la que las plantas crecen.

Takla XVIH. Comparacién de los desplazamientos quimicos de los protones de la
9-metoxi-tariacupirona observados y los reportados (Achenbach, 19982).

Protén 8 observado (ppin) | 8 reportado (ppm)

H-3 6,66 6.68
H-4 8.73 8.74
H-6 8.54 8.85
H-T 7.93 : 7.4
H-8 7.41 1.42
H-10 ‘1.82 7.84
g-OMe 4.01 4.05

TESIS COX

DATT & TNT 70

Y
Y



Resultados y Discusion 80

También resulta interesante que la S-metoxi-tariacupirona sea un compuesto
nitrado, ya que este tipo de sustancias son raras en la naturaleza, ademas de gque este
grupo les confiere a los compuestos que o presentan, una actividad bioldgica notable,
como en el caso del cloranfenicol v la azomicina (aislados de actinomicetos del género
Streptomyces), que son antibidticos contra un amplic espectro de micreorganismos, la
miserotoxina (aislada del Astragalus miser), responsable de intoxicaciones del ganado
vacuno y otros rumiantes o el propio dcide aristoléquico I (figura X), que no sélo es
capaz de inactivar la los venenos de varias especies de cobras, sino también, resulta
citotéxico contra células de leucemia linfocitica P-388 y NSCLNE (carcinoma
epidermoide bronquial de origen humane}, es antibacteriano, produce contraccién del
litero aislado de ratas prefiadas, estimula el {leon de cobayo, asi como la fagocitosis de

lencocites {Carreras, 1873; El Tahir, 1991).

Tabla XIX. Comparacién de los desplazamientes quimicos de los carbonos de ia
9-metoxi-tariacupirona observados y los reportados (Achenbach, ef al, 1982).

Carbono & ohservado (ppm) | & reportado (ppm)
C-2 159.01 159.03
Cc-3 117.59 117.62
C-4 139,96 139.99
C-4a 108.58 108.63
C-5 140.27 140.34

- C-8 122.90 122.92

- C-Ba 126.71 126.76
C-7 131.36 131.39
C-8 123.57 123.60
Cc-9 161.88 161.92
C-10 101.24 101.3}
C-10a 127.16 127.21
C-10b 151.13 151.20
9-CMe 56.13 56.14

3.1.2.2 Caracterizacién del dcido aristoléguico 1. Este compuesto
también presenta sefiales caracteristicas de los 4cidos aristoléquices, a saber: una
pérdida de [M' -46] entre el ién molecular (m/z 341) v el pico base (m/z 295),
correspeondiente a un grupo nitro, en ¢l espectro de masas {espectro 10); la presencia
del nitro se confirma con las bandas de absorcién 1521 y 1348 cm™, del espectro en el
infrarrojo (espectro 8), ademas de la sefial de carbonilo de acido en 1715 cm, que se
observa en el mismo espectro; asi como de un par se sefiales simples en el espectro 9:

una que aparece en 5y 4.05 ppm v que puede interpretarse como un grupo metoxilo y
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la otra, en 8y 6.48 ppm ¥ que puede asignarse a un grupe metilendioxi (Chen v Zhu,
1987; De Pascual, ef al, 1983; Eckhardt, G.; Mix, ef al, 1982; Priestap, 1986).

Cabe hacer menciSn que en el espectro en el infrarrojo del acido aristoléquico
IV (espectro 1) no se aprecia la sefial del grupo carbonilo, debido a la presencia de
una banda ancha en 1561 cm™, que parece contener varias sefiales mas, entre ellas,
muy posiblemente la del carbonile de icido. _

El ién molecular de este compuesto, presenta una relacién de masa carga (m/z)

de 341, que corresponde a una férmula molecular de Cy7H; | NO7, esto significa que se

trata de un acido aristoléquico con un solo metoxilo en el anille C (figura XXIV).
Figura XXIV.

La determinacién de la posicién del metoxilo depende del anilisis de la regién
arorndtica del espectro de RMN'H, en la que se observan dos sefiales simples, una
sefial triple y dos sefiales dobles, Las dos sefiales simples pueden asignarse a los
protones de los anillos A y B, considerande que el compuesto presenta una estructura
fenantrénica. Una de las sefiales simples aparece en 8y 8.58 ppm, en tanto que Iz otra
se encuentra a un campo mucho mas alto, 8y 7.81 ppm, légicamente, el prot.c'm mas
desplazado a Bajo campo serd el que se encuentra bajo la influencia del grupo mds
electroatractor, o sea, el nitro, que se localiza en el anillo B, mientras que el que se
ubica en un campo mas bajo, serd el del anillo B, por el efecto protector del grupo
metilendioxi.

La sefial triple centrada en §g 7.86 ppm presenta una constante de acoplamiento
de 8.4 Hz, lo que indica que los dos protones que interactdan con éste se encuentran
en posicidn orto, por tanto, el metoxilo puede localizarse en posicion cinco u ocho
(figura XXVI); para determinarlo, es necesario tomar en cuenta el desplazamiente de
lag sefiales dobles: una a 7.36 ppm ¥ la ofra a 8.67 ppm, esta ultima, aparece a un

campe muy bajo, congruente con la posicién 5 de los compuestos aporfinices, ya que
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los protones localizados en posicién 8, normalmente aparecerian entre 7.8 y 8.1 ppm
(Chen y Zhu, 1987; Mix, et al, 1982; Priestap, 1986). De esta manera, la estructura del
compuesto B queda definida como el dcido aristolécuico I (Mix, et al, 1982), cuya

estructura se muestra a continuacion:

Figura XXV,
Q

H OMe

Acido aristolécuice

3.2 PARTE BIOLOGICA

3.2.1 Determinacion de la toxicidad de extractos y venenos, El 'célculo
de las DLy de los extractos no sélo permite determinar el rango de dosis que resulta
. segureo manejar en la prueba in vivo para confirmar las propiedades antiveneno de

€stos, sino también proporciona informacion sobre los efectos preducidos duranfe una
intoxicacién aguda con estas plantas. '

De acuerdo con los resultados obtenidos con la prueba aplicada, el valor de la
Dl del extracto de Aristolochia taliscana es superior a los 5000 mg/Kg, lo que indica
que éste es muy poco toéxico al ser administrado por la via intraperitoneal, esto mismo
puede decirse del exfracto de A. foefida, pues su Dlgo resulté ser de 3800 mg/Kg;
adicjionalmente, no se observaron efectos téxicos en ninguno de los dos grupos de
animales tratados, ya que su comportamiento tras la inyeccién no sufrié alteraciones, a
excepcién del ratén al que se administré Ia dosis de 5000 mg/Kg de extracto de A.
foetida, que murid dentro de los primeros cinco minutos del periodo de observacion y
presentaba un leve sangrado en el sitio de Ia inyeccion.

8in embargo, no hay que perder de vista, que estos resultados corresponden a
un modelo de toxicidad aguda, congruente con la utilizacién terapéutica de las plantas,
va que en su calidad de antivenenocs, se administran durante un periodo de dos a tres
dias, después de ocurride el accidente, con Ia recomendacién de que no se empleen

durante mucho tiempo, lo cual sugiere que la administracién crénica de estas plantas

puede resultar toxica INAH, 2000; Martinez, 1944). :
TESIS CON

1 PALLA DI ORIGEN



Resullados y Discusién 53

Respecto de los venenos, la determinacion de las Dlsp ademds de confirmar el

titulo reportado por el proveedor, permitié observar los efectos toxicos que producen

éstos en los animales de experimentacién (tabla XX).

Tabla X¥. Efectos téxicos de los venencs
(% de animales que presentaron el efecte).

Centruroides spp- Crotalus durissus Bothrops asper

=y betargia, falta de apetito |2 Letargia, falta de apetito |50 Letargia, falta de apetito
(100%). (92%). {100%¢).

s Hemorragia nasal (17%). 7> Pardlisis del tren trasero|soParalisis de ura o ambasg

#> Sangre en ldgrimas (25%). (67%). patas traseras {75%).

% Disminucién de la actividad | %> Respiracién agitada | %> Dificultad respiratoria
motriz  sin  Hegar =a (100%). intensa: los flancos del
presentarse pardlisis | s> Hipersensibilidad al tacto: animal se hunden cuando
{83%). cuando los animales se| respira y lo hace sbriendo

s> Hipersecrecién de saliva tocaban entre ellos o se el hocico (83%).

(17%). rozaban con la caja, | Los ratones administrados

s Tres a cuatro ataques presentaban leves ataques con dosis subletales del

convulsivos (83%c).

convulsivos (75%).

veneno, presentan necrosis

#o» Dificultad respiratoria: los | s Muerte por parélisis en el sitic de inyeccién
flancos del animal se respiratoria (83%%). aproximadamente  cuafro
hunden levemente al horas después de ésta
inspirar (82%). (17%).

# La muerte sobreviene por a2 Muerte por parilisis
un atague  convulsive respiratoria {(83%).

(83%).

3.2.2 Efecto de los extractos sobre la toxicidad del veneno de
Cenfrurcoides spp. De acuerdo con los resultados anotados en la tabla XX, se
observa que la administracién de uha dosis de 10 h'\g/Kg de extracto metandlice de
Aristolochia de

sobrevivencia) la toxicidad esperada de 2 DLgy de veneno de alacrin. Considerando

faliscana es capaz de confrarrestar completamente (100%
la metodologia empleada, esto es, la administracion de una meszcla del exiracto y el
veneno que se han incubado a 37°C, es posible afirmar que una dosis de 10 mg/Kg del
extracto, puede inactivar algunos o todos los componentes téxicos del veneno.
Mediante andlisis PROBIT de los datos (tabla XX1), se puede determinar que la
dosis efectiva media (DEsy) del extracto metandlico de A. faliscana contra la

intoxicacién producida por el veneno de alacran es de 1.569 + 0.942 mg/Kg.
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Tabla XXI. Actividad alexitere del extracto metandlico de Aristolochia taliscana.

Dosis (mg/Kg) | Animales sobrevivientes/ | % Sobrevivientes
animales administrados

0.0 0/6 0

0.5 0/6 0

1.0 2/6 33.33

2.5 2/6 33.33

5.0 3/6 50.00
10.0 6/6 100.00

Los animales que no murieron y atin los que murieron, no presentaron todos los
_efectos téxicos del veneno, en tanto que los del grupo control si; entre los efectos que
aparecieron puede mencionarse la letargia, ¢on una duracién aproximada de cuatro
horas. Los ratones que murieron presentaron uno a dos ataques convulsivos; a
excepcién del atagque que provocs la muerte, 1os que se presentaron fueron maés leves,

pues duraron menos tiempo y las convulsiones fueron de menor intensidad,

Figura XXVI.
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Inhibicion del efecto letal del veneno de alacrdn por
el extracto metanélico de Aristolochia taliscana (£ = 0.920).

De acuerde con la tabla XX, los principales efectos téxicos del veneno de
alacran se producen a nivel del sistema nervioso, por tanto, para determinar si el

efecto protector que ejerce el extracto metandlico de A. laliscana puede atribuirse a
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una actividad antineurotdxica, se llevarqn a cabo ensayos in vitro, en preparaciones de
nervio frénico-hemidiafragma de rata. '

Cuando se adiciona una concentracién de 20 pg/mk de fase orgsnica I a la
preparacion, la intensidad de la contraccién muscular sufre una disminucién transitoria
estadisticamente significativa (o= 0.08), mientras que la adicién del extracto

metanélico de A. faliscana, no produce ¢cambios significativos sobre la intensidad de la

contraccién (Bgura XXVID.
Figura XXVIL
' } ; : | e
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Efectos que sobre el nervic frénico-hemidiafragma estimulade con un pulso de onda
cuadrada de 0.2 milisequndos de duracién, a una frecuencia de 0.1 Hz, con un voltaje
supramdximo, producen: 1. el extracto metanélico de A. faliscana (50 pg/ mi) v

. Fase orgénica I {20 pg/ mb).

Como puede observarse en la figura XXVIII, la adicién de 50 pg de venenc ala
preparacién produce bloequeo neuromuscular total aproximadamente 20 minutos
después de la adicién de éste (tabla XXI). Este efecto es consistente con el
mecanismo de accién propuesto para el veneno de alacrdn, ya que es un agente
despolarizante de las membranas postsindpticas cuye efecto prolongade ileva al
bloqueo de la transmisién neuromusdulai' y produce pardlisis fliccida (Hutt y
Houghton, 1998; Inisan, ef al, 1995; Korolkovas, 1989; Osnaya-Romero, et al, 2001;
Tayler, 1886).
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Tabla XXII. Actividad antineurotdxica de los componentes
del extracto metandlico de A. faliscana.

Sustancia de prueba Tiempo en que se produjo el blogueo n
neuromuscular total + §,D, (min)

Veneno de Centruroides spp. 20.85 + 0,654 3

Extracte metandlice de A. taliscana 28.15 £ 1.861 3

Fase orgénica ] 48.88 % 2,257 3

Tanto el extracto metandlico de A. faliscana, compo la fase orgénica I poseen un
efecto protector contra el veneno de alacrén, ya que ambas sustancias prolongaron
significativamente (a= 0.05) el tiempo en el que se produce el efecto téxico maximo
(tabla XXII, fiqura XXVIII); de hecho, en el caso de la fase organica I ¢l bloqueo total de
las confracciones musculares se produce en el doble de tiempo que cuando se actia
inicamente el veneno.

Por otro lado, considerando que la adicién de extracto no provoca cambios
sobre la actividad contrictil de la preparacién (figura XVII), pero si posee actividad
antineurotdxica, se puede suponer gue este efecto se debe a la interaccidén de los
componentes del extracte con alguna o algunas de las toxinas presentes en el veneno.

Tomando en consideracién que en la prueba in vivo se observd que el extracto
es capaz de confrarrestar completamente la letalidad del veneno, cabria esperar que
fas sustancias probadas pudieran evitar el bloqueo neuromuscular total producidoe por
el veneno; sin embarge, ninguna de las sustancias fue capaz de revertir totalmente el
blogueo neuromuscular. Esta discrepancia puede encontrar varias explicaciones: no
existla una relacién equimolar entre el antidoto y el veneno, provocando la
prevalencia del efecto de este dltimo, en un tiempo mayor; por otro lado, es posible
que. efectivamente las sustancias probadas no antagonizan totalmente los efectos
neurotéxicos del venene (lo cual explicaria la aparicidn de algunos sintomas en los
ratones tratados con el extracto}, pero que sf resultan titiles para anular algunos otros

efectos toxicos de éste, la suma de todos estos beneficios, se traduce en la capacidad
del extracto y sus derivados de servir como sustancias alexiteres.

Otra observacién importante que puede hacerse respecto de los resultados
obtenidos, es que la fase organica 1 retrasé mas el bloqueo neuromuscular que el
extracto metanélico, lo cual puede deberse al hecho de cue al realizar la separacién
de la fase organica I, los componentes activos se concentran o a que algunos de los

compenentes del extracto antagonizan la actividad de las sustancias activas.
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Figura XXVIIL.
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Actividad antineurotéxica de: B. Extracto metandlico de A. taliscana (50 ug/ ml + 50 pg de
veneno de alacrdn) y C. Fase organica I (20 pg/ mb + 50 ug de veneno de alacridn); actividad
neurotéxica del veneno de Centrurcides spp. (A, 50 ug), en preparaciones de nervio frénico-

hemidiafragma, estimulade con un pulso de onda cuadrada de 0.2 milisegqundos de duracién, a
una frecuencia de 0.1 Hz, con un voltaje supraméximo.

Respecto del extracto de A. foetida, de acuerdo a los resultados obtenidos (tabla
XXIH), éste carece de una actividad alexitere de importancia, ya que a ninguna
concentracién probada se observs un efecto protector 100% efectivo; con todo, si fue
posibie a;;reciar un cierto grade de proteccion, ya que el extracto retrasé la muerte de
ios ratones aproximadamente unas seis horas con respecto al control; no se probaron
dosis mayores, debido a que la dosis mas alta que se administrdé (3000 mg/Kg) se
. acerca mucho a la Dle del extracto: 3950 mg/ml, con lo cual se hace muy dificil
discernir si la muerte del animal ocurre por el efecto del veneno, por intoxicacién con
el extracto o por la accidn conjunta de ambos. Por esta razén, no se realizaron

experimentos in vitro con este extracto ¢ sus componeantes,

~ TESIS CON
FALLA DF ORICFN
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Tabla X301, Actividad alexitere del extracto de Aristolochia fostida.

Dosis (mg/Kg) | Animales sobrevivientes/ | % Sobrevivientes
animales administrados

0 0/6 0

250 0/6 0

500 ' 0/6 0

1750 0/6 0

2500 0/6 )

3000 0/6 0

La busqueda de compuestos capaces de revertir los efectos téxicos de las
toxinas del veneno de alacrin se ve justificada por multiples razones: en México, el
primer lugar de accidentes producides por aﬁimales ponzofiosos lo ocupan las
picaduras de alacrdn; la produccién de los sueros antialacrdn sigue siendo lenta v
costosa, haclendo caro al producto terapéutico y finalmente, se ha creado gran
polémica respecto a la eficacia real del uso de la terapia sérica en el tratamiento de
intoxicacién producida por veneno de alacran, debido a los resultados contradictorios
que se reportan en varios estudios clinicos recientes (Abroug, ef al, 1999; Osnaya-
Romero, et al, 2001). '

3.2.2 Efecto de los extractos sobre la toxicidad del veneno de
Crofalus durissus. Como puede observarse en los resultados registrados en la
tabla XXIV, una dosis de 0.5 mg/Kg de extracto metandlico de A. faliscana, es capaz de
contrarrestar completamente (100% de scbrevivencia), la toxicidad esperada de 2
DLz de veneno de serpiente de cascabel, en tanto que para lograr ¢l mismo efecto con
extracto metandlice de A. foelida, es necesario administrar una dosis de 0.1 mg/Kg

(tabla (XXID).

Tabla XXIV, Actividad anticrotdlica del extracto metandlice de Arisfolochia taliscana.

Dosis (mg/Kg) | Animales sobrevivientes/ | % Sobrevivientes
animales administrados

0.000 0/6 0
0.025 0/6 0
0.050 /6 33.33
0.100 5/86 83.33
0.250 3/6 . £0.00

0.500 6/8 100.00
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Considerando la metodeclogia embleada, esto es, la administracién de una
mezcla del extracto y el veneno que se han incubado a 37°C, es posible afirmar que
una dosis de 0.5 mg/Kg de extracto metandlico de A. taliscana o de 0.1 mg/Kg de
extracto metandlico de A. foetida, son capaces de inactivar algunos o todoes les
compenentes téxicos del veneno de serpiente de cascabel. Mediante andlisis PROBIT
de los datos (tablas XXI y XXII), es posible determinar las DEgy de los extractos: 0.367
0.855 mg/Kyg, para el extracto de A, faliscana y 0,158 £0.912 mg/Kg, para el extracto de
A. foelida.

Tabla X¥XV. Actividad anficrotdlica del extracte metandlico de Aristolochia foetida.

Dosis (mg/Kg) | Animales sobrevivientes/ j % Sobrevivientes
animales admirzistrados
0.000 0/6 0
0.008 0/6 4]
0.010 4/6 66.66
0.028 5/6 83.33
(.080 B/§ 83.33
0.100 6/6 100.00

En el andlisis de la figura XXIX, se observa que el extracto de & foetida es mids
activo que el de A. faliscana, la magnitud de esta diferencia gueda definida al
comparar las DEgy de los extractos, de tal suerte que el extracto de la primera es casi-
tres veces mas activo que ¢l de la segunda. Considerando lo bajas que resultaron las
dosis efectivas de los extractos, es posible pensar que éstos son capaces de neutralizar
un nimerc mucho mayor de DLse del veneno de Crotalus durissus, tal vez 10 6 18, lo
cual es un indicativo de que pos.een una potencia mayor. '

En el caso del uso de extracto de A. faliscana como antidoto, se observaron
algunos efectos téxicos del veneno, como letargia y ligera dificultad respiratoria; sin
embargo, algunos de los animales que presentaban sintomas de intoxicacién intensa
(letargia, falta de apetito, dificultad respiratoria), se recuperaron totalmente al cabo de
unas doce horas.

Respecto de los resultados obtfenidos con el extracto de A foetida, cabe
mencionar que el inico efecto téxico observado fue dificultad respirateria, misma que
resultod ser la causa del failecimiento de los animales.

Aunque la eficacia del uso de suerc anticrotalico en el tratamiento de
intoxicaciones por veneno de Crofalus durissus no ha sido cuestionada como en el caso

de los sueros antialacran, la busqueda de compuestos que sean capaces de neutralizar
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los efectos téxicos producidos por el vereno de estas serpientes también resulta util
desde varios puntos de vista, pues se ha demostrade que aundque el suero evita la
muerte del paciente, no es capaz de revertir otros efectos téxicos del veneno, como la
necrosis muscular, que puede incapacitar al paciente al hacerle perder algin miembro
afectado por ésta (Baiina, et al, 2000; Ledn, et al, 1997); por otro lado, se puede
mencionar que el estudic de los mecanismos de accién de muchas de las enzimas
presentes en los venenos de serpiente, se ve facilitado en gran medida por el uso de

antagonistas, capaces de interactuar con diferentes sitios activos de éstas.

Figura XXIX.
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Inhibicién del efecto letal del veneno de Crofalus durissus, por los
extractos metandlicos de Aristclochia taliscana (r2 = 0.8458)
v A foetida (rf = 0.889).
3.2.2 Efecto de los extractos sobre el veneno de Bothrops asper. Al
realizar la prueba entre este veneno y el extracto de A. faliscana, se obtuvieron los
resultados cque se anotan en la tabla XXVI. Como puede observarse, este extracto
carece de acfividad antibotrépica, ya que los ratones tratados con la mezcla del
extracto y el veneno, presentaron los mismos sintomas de intoxicacion letal que los

integrantes del grupo control, este envenenamiento provocé la muerte en ambos

grupos.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Pabla XXVi. Actividad antiveneno del extracto metanélico de Arisfolochia taliscana.

Dosis (mg/Kg) | Animales sobrevivientes/ | % Sobrevivientes
animales administrados

0 0/6 0
aso 0/6 0
500 0/6 0
1750 0/6 0
2500 /8 Q
3000 0/6 )

Por otra parte, los resultados que esta prueba arrojd al emplear el extracto de
A. foetida se presentan en la tabla XXVII. Al igual que en el caso de A. fafiscana, el
extracto probado no protegié a los animales contra el veneneo de Bothrops asper, sin
embargo, se observé una diferencia notable entre el grupo control vy los grupos
tratados: los animales que recibieron alguna dosis del extracto, presentaron sintomas
de intoxicacién mas graves que ios del grupo control, esta tendencia se conservd
también en el tiempo en que ocurrié la muerte del animal, ya que los de los grupos
tratados con extracto vivieron menos tiempo que los del grupo confrol, lo que sugiere

que se produjo sinergia entre el veneno v el extracto.

Tabla XXVII. Actividad antiveneno del extracto metanédlico de Aristolochia foetida.

Dosis (mg/Kg) | Animales sobrevivientes/ | % Sobrevivientes
arimales administrados

0 0/6 0

250 0/8 0

500 0/8 0

1750 0/8 0

2500 0/6 0

3000 0/6 0

Para comprobar si efectivamente existe sinergia entre el veneno de B. asper y ¢l
extracto de A. foefida, se realizé el siguiente experimento: a cinco grupos de seis
ratones cada uno, se les administrd, via intraperitoneal (0.1 mbL por cada 10 g de peso),
una mezcla preparada con 1 mb de la dilucién del extracte a la dosis correspondiente
(tabla Z{VIIL} y 1ml de una solucién equivalente a una dosis de 0.25 mg/Kg de veneno
(la DLso es de 1.41 mg/Kg), dicha mezcla se incubd previamente durante 10 minutos, a
37°C. Los ratones asi tratados, se¢ mantuvieron en observacién durante 48 horas.

A los seis animales que conformaren el grupe contrel, se les administré también

por la via intraperitoneal (0.1 mL por cada 10 g de peso), una mezcla preparada con
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1mL de solucién salina isoténica y una solucién equivalente a 0.25 mg/Kg de veneno; al
igual gque en los grupos de prueba, la mezcla se habia incubado durante 10 minutos a
37°C. Los resultados que se obtuvieron en esta prueba se encuentran en la tabla
LXVIIL

Tabla XXVIII. Actividad conjunta del extracto de Aristolochia foetida
vy el veneno de B. asper.

Dosis (mg/Kg) | Animales sobrevivientes/ | % Sobrevivientes
animales administrados

0 §/6 100.60
5 8/6 100.60
10 5/6 83.33

26 4/6 66.67

50 : 5/6 §3.33

100 0/6 0

De acuerdo con los datos registrados en la tabla XXVIII, existe sinergia entre el
veneno y €l extracto, considerando que la administracién de una dosis de 0.28 mg/Kg
de veneno de B. asper no causé la muerte en ninguno de los animales control y las
dosis de extracto metandlico de A. foetida que se administraron, se encuentran muy
por debajo de la DLsg del extracto (3800 mg/Kg). ‘

El efecto sinérgico que existe entre el veneno de nauyaca y el extracto
metandlico de A. foetida alcanza $u nivel maximo al administrar una dosis de 100
mg/Kyg de este ultimo (0% de sobrevivencia). Adicionalmente, se observé que entre
mayor la concentracién de extracte que se empled, la muerte ocurria mas
ripidamente, esta aseveracién también se cumple a la inversa, ya que tanto los ratenes
del grupe control, como los de los grupos a los que se les administraron dosis mas
bajas sobrevivieron, presentando algunos efectos téxicos, como necrosis en el sitio de
la administracion y letargia. .

Mediante analisis PROBIT de los datos {tabla ZXVIII), es posible determinar que
la dosis efectiva media (DEsp) para producir sinergia entre el extracto metandlico de A.

fostida y el veneno de nauyaca, es de 4.880 & 1.000 mg/Kg.
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Figura XXX,
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Actividad conjunta de los extractos de Aristolochia foetida
y el veneno de Bothrops asper.

El hecho de que el extracto de A. foetida sea efectivo contra el veneno de
serpiente de -cascabel, pero que aumente la toxicidad del de nauyaca, permite
suponer que el mecanismo de accidn de ambos venenocs es diferente, aungue los dos
ofidios pertenecen a la misma familia. Considerando la composicién de los venenos,
es muy posible que el aumento de la toxicidad del venenc de nauyaca por mediacién
del extracto se deba a una interaccidén con las miotoxinas que contiene el primero, ya
que los componentes miotéxicos del veneno de serpiente de cascabel (crotoxina,
crotamina) debieron ser neutralizados por el extracto, un ejemplo puede verse en la
crotoxina, que ademas de sus efectos miotéxices, también posee una potente actividad
neurotéxica, misma cue resultd ser revertida eficazmente por el extracto, lo cual
implica la neutralizacion total de la enzima (Guieu, ef al, 1998; Salvini, ef al, 2001).

Adema&s, aunque los dos tipos de veneno producen sintomas similares, como
alteraciones en la coagulacidn ¢ miotoxicidad, lo hacen por mecanismos diferentes,
per lo que la sustancia que evita la hemorragia o la necrosis inducida por un veneno,
no necesariamente evitara la que produce otro veneno (Borkow, ef al, 1993; Borkow, ef
al, 1995; Chaves, et al, 1995; Diaz, 1995; Guieu, et al, 1988; Gutiérrez, ef al, 1995;
Russell, et al, 1997; Salvini, et al, 2001).
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Finalmente, estd el hecho de que la severidad de los efectos es diferente entre
ambos venenos, asi tenemos que la neurotoxicidad y la nefrotoxicidad son los dos
efectos principales del veneno de serpiente de cascabel, mientras que el incremento
en ¢} tiempo de coagulacién es el efecto mds jmportante que' produce el veneno de
nauyaca (DNWUSM, 2001; Russell, et al, 1997; Sannanaik y Verabasappa, 1987).

La existenéia de un efecto sinérgico entre el veneno de nhauyaca y el exiracto
metanglico de A, foetida, resulta revelador desde varios puntos de vista, clinicamente,
permite establecer contraindicaciones al uso de ant{dotos derivados de 4. taliscana y
A. foetida, esto es, que pueden usarse en el tratamiento intoxicaciones producidas por
mordeduras de serpientes de cascabel, pero no de nauyaca.

Desde el punto de vista ecolégico, puede indicar gue una planta con
propiedades alexitere, sdlo serd efectiva al ser empleada contra animales ponzoficsos
que se encuentren en el mismo habitat que ésta, asi, resulta 16gico que ninguno de los
extractos resultara efectivo contra el veneno de nauyacar. ¥4 que esta serpienfe se
encuentra en habitats hiimedos y templados del sureste de México, mientras que las
plantas se distribuyen en regiones mas templadas, localizadas en la regién ceste del

. pais (Martinez, 1944; Pfeifer, 1966; Russell, ef al, 1997).

TESIS CON
FALLA DE CRIGEN
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CONCLUSIONES

E) compuesto fenantrénico icido aristoléquico IV es componente del extracto
metandlico de las rajces de Aristolochia faliscana; no se logrd el aislamiento de la
taliscanina, iinica aristolactama reportada previamente en esta planta.

Por otro lado, se aislaron la 8-metoxi-tariacupirona y el acido aristoléguice I, a
partir del extracte metanélico de las raices de Arnstolochia foetida, compuestos que
constituyen el primer estudio fitoquimico realizado sobre esta planta de origen
mexicano.

La 9-metoxi-tariacupirona constituye un compuesto de gran interés desde el
punto de vista fitoquimico, ya que sélo se habia reportado previamente en otra
Aristolochiaceae mexicana, A. brevipes.

El extracto metandlico de las raices de A. faliscana presenta actividad alexitere .
contra el veneno de alacran, en ratones, con una DEsp de 1.569 £ 0.942 mg/Kg esta
actividad puede atribuirse a la inactivacién de los componentes téxicos del veneno por
parte de uno o varios de los compuestos presentes en el extracto, mismos que
corresponden a la fraccién basica del éste.

Los extractoé metandlicos de A faliscana y A. foefida, poseen actividad
anticrotilica, en ratones, frente al veneno de serpiente de cascabel, siendo casi tres
veces mas potente el extracto de la segunda cue el de la primera; el efecto de antidoto
de estas plantas es tan eficiente, que en varios casos, fueron capaces de contrarrestar
los sintomas de intoxicacién grave.

Respecte del veneno de nauyaca, €l extracto de A. faliscana no posee capacidad
de neutralizarlo, mientras que el de A, foetida ejerce un efecto sinérgico respecto de la
toxicidad del veneno; este hecho resulta interesante desde el punto de vista clinico, ya
que permite establecer con ¢laridad contraindicaciones al uso de productos de origen
natural, ademas de que desde el punto de vista ecoldgico, puede indicar gue una
planta con propiedades alexitere, sdlo serd efectiva al ser empleada contra animales

ponzofiosos que se encuentren en el mismo hdbitat que ésta.
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PERSPECTIVAS

Llevar a cabo el aislamiento y elucidacién estructural de otros compuestos
nitregenados y no nitrogenados, de fracciones que no fueron estudiadas en el presente
trabaje. ‘

Realizar e] estudio fitoquimico de otras Aristolochiaceae nativas de la regién de
Michoacén y Jalisco, para determinar si éstas también contienen tariacupironas.

Determinar la actividad anticrotdlica y alexitere de los extractos empleando &l
siguiente protocolo de investigacion: administrar el venenc y, después de transcurrido ’
cierfo tiempo, el extracto, variande justamente, el tiempo al que se administra el
exfracto.

Realizar estudios més especificos, tanto in vifro, comeo In vivo, para determinar el
posible mecanismo de accidén de extractos, fracciones y compuestos aislados, contra el

veheno de serpiente de cascabel,
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. Espectro 1: IR del Acido aristoléquico IV,
Espectro 2: RMNH del Acido aristoléquico IV.
Espectro 3: IEMS del Acido aristoléguico IV.
Espectro 4: IR de la 9-metoxi-tariacupirona,

Espectro 5: RMN'3C de la 9-metoxi-tariacupirona.

Espectro 6: RMN'H de la §-metoxi-tariacupirona.
Espectro T: JEMS de la 9-metoxi-tariacupirona.
Espectro 8: IR del Acido aristoléquico 1.
Espectro 9: RMN'H- del Acido aristoléquico 1.
Espectro 10: JEMS del Acido aristoloquico I,
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Glosario de Términos

Acrépeta;

Adyavante:

Alexitere:

Anisocoria;
HArcuada:
Ataxia:

~Auricula:

Cordato:

Dehiscencia:

Diplopia:

Emarginada:

Fasciculacion:

GLOSARIO DE TERMINOS

Dicese de lo que se desarrolla desde la base hacia el dpice.

Cualquier sustancia que intensifica de manera inespecifica la

respuesta inmunitaria frente a un antigeno.

Agente que combate los efectos de las mordeduras de animales

ponzofiosos {principalmente alacranes).

Diferencia de tamafio entre las dos pupilas.

“Curvada a manera de arco,

Fallo de coordinacidén muscular, accién muscular irregular
Apéndice pequefio situado en El peciclo o en la base de la
limina de las hojas; por su forma, recuerda una orejita. Suelen
ser dos en cada hoja y ubicarse a cada lado de ésta.

Con figura de corazén.

Fenémenc en el que un drgane wvegetal se abre

espontdneamente.

Trastorno visual en virtud del cual se percibe una imagen doble

de un objeto.
Con una muesca poco profunda, generalmente en el dpice.
Breve reaccién vcontrictii de un misculo esquelético,

desencadenada por una tnica descarga mdxima en las neuronas

motoras que lo inervan.
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Closario de Términos

Fimbrxia:

Fragmentos
[F(ab).1:

Geniculado:

Glabrescente:

Hipanto:

Hiperemia:

Hiperpnea:

Limbo:

Loquios:

Porcién de un oérgano dividida en segmentos muy finos,

angostos y de ipice agudo.

.Cuando moléculas de IgG son tratadas con pepsina, se obtiene

un gran fragmento con un pesc molecular (PM) de 100 000 y

muchos fragmentos pequeiios. El fragmento mayor se denomina

[F{ab”)z], posee la habilidad de unirse al antigeno y, como
contiene ambos sitios de unién del anticuerpo, es capaz de
producir una reaccién serolégica visible, esto es, que forma
precipitados al reaccienar con el antigeno. Al degradar este
fragmento, se obtienen dos fragmentos idénticos, denominados
Fab', similares a los producidos cuande la molécula de IgG se
trata con papaina (Fab), que, aungque poseen la capacidad de

unirse al antigene, ne producen una reaccién serélégica visible.

Calificativo que se refiere al cambio de direccién del érgano,

primero tendido y luego levantado verticalinente,
Aplicase a los érganoes casi sin vello.

Parte axial de una Bor soldada al ovario de la misma.
Exceso de sangre en una parte, congestién.

Rumento anormal de la profundidad y frecuencia de los

movimientos respiratorios.

En las corolas, es la parte libre de los pétalos, que forma como

una oria en el extremo detl tubo.

Secreciones genitales producidas durante los primeros dias

después del parto.

¥



V0

Glosario de Términos

Nistagmo:

Obcodnico;

Pedinculo

Priapismo:

Respiraciém de

Cheyne-Stokes:

Septifrago:

Utriculo:

Movimiento ritmice, ripido, involuntario de los globos oculares,

que puede ser horizontal, vertical, rotatorio o mixto.

De forma cénica invertida, o sea, con la bage en la parte

superior.
Cabillo o rabillo de una flor o inflorescencia.

Ereccién anormal persistent'e del pene, por lo general sin deseo

sexual y que se acompafia de dolor e hipersensibilidad.

Respiracién caracterizada por intensificacién v disminucién de
la profundidad respiratoria, con periodos de apnea gque
recurren con regularidad. Se observa especialmente en caso ce

coma resultante de afeccién de los centros nerviosos.

Dicese de la dehiscencia en que interviene la fractura de las
l&minas que dividen la cavidad del fruto {disepimento) segin
plancs paralelos al eje del mistno. De esta forma, las porciohes
internas de los disepimentos quedan unidas a una columna

axial.

Pequeiia vesicula constituida por una hoja o segmento foliar.



