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Prefacio

La idea de este proyecto comenzo cuando asisti a una charla sobre venenos impartida por
Msc. Daniel Ariano. En ese momento me quedé impactado, asombrado y sobre todo fascinado
por el tema impartido al punto de decir que queria trabajar en ello. En el afio 2015, estando en
cuarto afo de la carrera; investigando un poco llegué a una idea de trabajo y gracias a la catedra
de Msc. Daniel Ariano y el apoyo de Msc Lucia Nitsch y Dra. Dalia Lau pude generar una idea

innovadora y de uso potencial en el pais.

La primera propuesta de investigacion consistia en determinar la inhibicion del veneno de
la serpiente Atropoides mexicanus (la cual se selecciond por ser una de las causantes de
accidente ofidico menos estudiado en el pais) mediante unas plantas utilizadas en Brasil; pero
claro esto no era aplicable para Guatemala, puesto que las plantas no se cultivaban en el pais. Por
ello, hablando una tarde con la Lic. Maria René Alvarez llegamos al consenso de trabajar con
plantas de uso folcl6rico de la cultura guatemalteca y por ello decidi trabajar con Tradescantia

spathacea y Sanseveira trifasciata.

El siguiente paso consistio en la busqueda activa de literatura con el propdsito de
encontrar que se habia investigado a la fecha sobre el tema, ¢quiénes lo realizaban? Y sobre todo
que podia hacer. Con ello se lleg6 a una idea mas clara de investigacion, la cual apoyo desde el

inicio y el todo momento la Dra. Krisztina Rios.

Por Gltimo quiero agradecer a todas aquellas personas que me ayudaron durante la

realizacion de esta investigacion:
A mis padres por su apoyo incondicional a lo largo de toda mi carrera universitaria.

A Msc. Lucia Nitsch por creer en mi desde el inicio y sobre todo por apoyarme en todo

momento.

A Carlo Martinez, Cristian Ruiz, Daniela Aparicio, Alicia Valdez, Melissa Villatoro y

Alejandro Suchite por ayudarme en la fase experimental y por no dejar que me rindiera.



A la Dra Dalia Lau por siempre creer en mi y por ayudarme en todo lo que necesité.
A Licda Ana Luisa Mendizabal por su asesoria y apoyo.

A la Dra. Krisztina Rios por ser la persona que nunca perdié la fe en mi, en esta

investigacion y sobre todo por ser una guia profesional y en mi desarrollo como persona.

Al Lic. José Miguel Morales por ser una guia durante la investigacion y por donarme

material de trabajo.

A Sergio Sanchez por ser vital en la extraccion de alcaloides de ambas plantas y por su
ayuda en la manipulacion de plantas e implementacion de distintos métodos de extraccion de

alcaloides.

A Msc. Daniel Ariano por la donacion de material de trabajo y por ensefiarme las técnicas

y manejo para manipulacion de serpientes y su veneno.

Al laboratorio de microbiologia del departamento de Bioquimica y Microbiologia de la

Universidad del Valle de Guatemala por los materiales y equipo que me brindaron.

A zootropic por la donacion de veneno.

<<Nuestra gloria més grande no consiste en no haberse caido nunca
Sino en haberse levantado después de cada caida >>
Confucio
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Resumen

En Guatemala se reportaron alrededor de 500 accidentes ofidicos por serpientes
de las familias Viperidae y Elapidae, dentro de las cuales podemos encontrar especies
como Atropoides mexicanus (familia Viperidae) y Micrurus browni (familia Elapidae) ,
segun informes del Instituto Clodomido Picado en el 2012. Guatemala no cuenta con
tratamientos propios para tratar el envenenamiento causado por mordeduras de
serpientes; por ello todos los sueros utilizados en el tratamiento provienen de institutos
costarricenses, mexicanos 0 brasilefios. La importancia del estudio radica en que la
alternativa del uso de alcaloides de plantas medicinales permitird que el pais implemente
Sus propios recursos para el tratamiento de envenenamiento por serpientes de la familia
Viperidae ; asi mismo, esta investigacion generard0 una opcién econdémica para la
produccion de antiofidicos; ya que las farmacéuticas del pais no consideran viable la
elaboracion de antiofidicos convencionales por su alto costo de produccion. El objetivo
general del estudio fue evaluar si existe inhibicion del efecto hemolitico del veneno de
A. mexicanus por parte de extractos de alcaloides de Sansevieria trifasciata y
Tradescantia spathacea. Por ello se extrajeron los alcaloides de las plantas analisadas,
comprobando la presencia de alcaloides con andlisis de Dragendorff; luego se realizaron
bioensayos de microscopia para hemdlisis y andlisis de UV para comprobacion de
hemolisis. Como resultados se encontrd una inhibicion posiblemente causada por los
alcaloides de las plantas analizadas sobre los componentes hemoliticos del veneno de la
serpiente mano de piedra, sobre todo por parte de los alcaloides de Sanseveira trifasciata
los cuales segun el analisis de Kruskal Wallis (hecho en paquete estadistico R, version

3.1.2) son mas eficientes que el uso de un antiofidico comercial pentavalente..



I. Introduccion

Guatemala, pais rico en flora y fauna debido a su ubicacion geografica. Dentro de su fauna,
destacan organismos venenosos como Atropoides mexicanum, mejor conocida como mano de
piedra. Pero, esta misma riqueza ha proporcionado organismos vegetales para usos medicinales.
Por ello se plantea la hipdtesis que los alcaloides de Sansevieria trifasciata y Tradescantia
spathacea poseeran un efecto inhibitorio en la accion hemotdxica del veneno de Atropoides

mexicanum.

Segln datos de la OMS 240,000 personas son afectadas mundialmente por
el envenenamiento causado por la mordedura de serpientes ; de éstas se estima que unas 20,000
mueren por los efectos de las toxinas(WHO,2010). En Guatemala se reportaron 7,377
envenenamientos entre el 2001 y el 2010 (Centro Nacional de Epidemiologia 2016). En
Guatemala el dnico tratamiento contra mordeduras de serpientes son los antiofidicos
proporcionados por el Instituto Clodomido Picado de Costa Rica; por ello es importante
encontrar nuevos tratamiento contra el envenenamiento causado por mordedura de serpiente. El
uso de plantas medicinales, contra el envenenamiento, se hace presente desde el uso de
Tradescantia spathacea por parte de los mayas. Por ello el presente trabajo pretende evaluar la
capacidad inhibitoria en el efecto hemolitico del veneno de Atropoides mexicanum mediante

bioensayos y en pruebas in vitro.

Para evaluar la capacidad neutralizante de los alcaloides primero se realizaron extracciones
de alcaloides de las plantas, purificAndolos mediante acidificacion y basificacion del medio
donde se encuentran; finalmente se evalud la presencia de los alcaloides mediante pruebas de
Dragendorff en tubos de ensayo y en cromatografias de capa fina. Para la evaluacion de los
ensayos in vitro se realizé un ensayo de microscopia, en el cual se visualizé la hemolisis de los
eritrocitos, se realizaron curvas de hemolisis en UV-vis midiendo la hemolisis de los eritrocitos a
una abosrbancia de 700 nm. Por ltimo, se realiz6 un SDS PAGE como un experimento preliinar

para visualizar el corrimiento de los componentes del veneno en cada tratamiento realizado.



I1. Objetivos

A. General
1. Evaluar si existe inhibicién in vitro del efecto hemolitico del veneno de A. mexicanus

por parte de extractos de alcaloides de Sansevieria trifasciata y Tradescantia spathacea.

B. Especificos
1. Obtener extractos que contengan alcaloides de Sanseveira trifasciata y Tradescantia

spathacea.

2. Evaluar la actividad hemotoxica del veneno de Atropoides mexicanus para su
implementacién en ensayos inhibitorios con placas de agar sangre, microscopia y

técnicas espectrofotométricas.

3. Evaluar la accion inhibitoria de los alcaloides de Sanseveira trifasciata y Tradescantia

spathacea sobre el efecto hemolitico del veneno de Atropoides mexicanus

4. Generar informacion para las bases de un tratamiento alternativo por uso de extractos

vegetales de Sanseveira trifasciata y Tradescanthia spathacea



I11. Justificacion

En Guatemala se reportan alrededor de 500 accidentes ofidicos por serpientes de la
familia Viperidae y Elapidae, segn informes del Instituto Clodomido Picado en 2012. Esto se
debe a la distribucion tan amplia de serpientes de estas familias; sobre todo con el caso de
Atropoides mexicanus la cual se puede encontrar desde los O metros sobre el nivel del mar hasta
los 2700 metros sobre el nivel del mar. Esto ocasiona que poblaciones agricolas del pais se
encuentren susceptibles a mordeduras de esta serpiente; la cual se estima que, segin informes del

mismo Clodomido Picado, ocasiona 5 muertes al afio (Instituto clodomido picado, 2009)

Atropoides mexicanus posee un veneno mayormente hemolitico y miotoxico, debido a su
concentracion de Fosfolipasa A,. Esto genera que las personas presenten eritemas y en
ocasiones necrosis. Las consecuencias de esto puede variar segin la disponibilidad de
tratamientos de los centros de salud en el interior del pais; la variacién puede ser desde unos dias
de recuperacion, hasta la pérdida de la parte afectada por la mordida. El tratamiento
convencional en el pais es la aplicacion de 5 dosis de antiofidico (como dosis minima),
aplicacion de antibiético de amplio espectro y aplicacion de vacuna tetanica y antirrdbica (en
algunos casos). Los antiofidicos obtenidos provenienen en su mayoria del instituto Clodomido
Picado (Costa Rica), el instituto Butantan (Brazil) y el MYN (México); estos son preparaciones
de inmunoglobulinas en general para serpientes de la familia Viperidae y serpientes de la familia

Elapidae, segun reporta Morales 2012 y Lomonte 2012.

La alternativa del uso de alcaloides de plantas medicinales permitira que el pais implemente
sus propios recursos para el tratamiento de envenenamiento por serpientes de la familia
Viperidae. Puesto que el pais no cuenta con tratamientos propios para tratar las mordeduras de
serpientes; por ello todos los sueros utilizados pertenecen a institutos costaricenses, mexicanos o
brasilefios. Asi mismo, esta investigacion generaria una opcion econémica para la produccion de
antiofidicos; ya que las farmacéuticas del pais no consideran viable la elaboracion de
antiofidicos convensionales por su alto costo de produccion. Finalmente, el conocimiento que

genere esta investigacion serviria de piloto para educar al interior del pais con respecto a la



conservacion de herpetofauna; sobre todo permitiria que las personas le pierdan el miedo a las

especies que ocasionan accidentes ofidicos en el pais.



IVV. Marco teorico

A. Toxinologia

Accidentes ofidicos en Guatemala: Los accidentes ofidicos son aquellos ocasionados
por la mordedura de alguna serpiente. En Guatemala se registran anualmente de 600 a 700
mordeduras de serpientes y cerca de 10 muertes. EI 50% de los accidentes ofidicos son
ocasionados por viperidos, dentro de los cuales la barba amarilla (Bothrops asper) es la principal
causante (Hardy,1994).

Segun informacion del SIGSA (Sistema de Informacion Gerencial de Salud) del
Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social (MSPAS), se registraron en promedio 526
ataques ocasionados por serpientes pertenecientes a la familia Viperidae y Elapidae , en
promedio, entre los afios 2011-2015. Los departamentos mas afectados por accidentes ofidicos

son Alta Verapaz y Peten (Sigsa 2016).

Impacto del accidente ofidico: Los accidentes ofidicos comunmente se dan en
poblaciones agricultoras, esto se debe a que estas comunidades se encuentran expuestas en
campo abierto y perturban el nicho ecologico de las Viperidae. Mas especificamente las
poblaciones més afectadas son las que se encuentran entre los 0-2700 metros sobre nivel del mar

que, son las altitudes en las cuales se puede encontrar la serpiente A.mexicanus (Guerra 2015).

Dentro de las poblaciones, afectadas por accidentes ofidicos resultantes en mortalidad,
podemos encontrar que un 55.85% son hombres, 44.15 % son mujeres, para el area sur de
Guatemala; se reportd un total de 66.67% de hombres afectados, con un 33.3% de mujeres
afectadas, para el &rea del Progreso; se encontrd un total del 100% de los hombres afectados,
para el area de Chimaltenango; un total de 54% de hombres afectados y 38% de mujeres
afectadas, para el area de Escuintla; un total del 50% de los hombres afectados y un 50% de las
mujeres afectadas para el area de Santa Rosa; un total de 35.29% de los hombres afectados con
un 64.71% de las mujeres afectadas para el area de Huehutenango; un total de 46.67% de
afectados hombres con un 53.33% de mujeres afectadas para Quiche; un total del 100% de
afectados hombres para Totonicapan; un total de 50% de los hombres afectados y un 50% de las
mujeres afectadas para el area de Solola; un total de 25% de afectados hombres y un 75% de

mujeres afectadas para Quetzaltenango ; un total de 75% de afectados hombres y un 25% de



mujeres afectadas para San Marcos; dentro de los departamentos mas afectados
(Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, 2007)

Politica nacional sobre el manejo de accidentes ofidicos: Al momento del ataque primero
que nada se lava la herida con jabdén y agua, para luego vendarla o cubrirla; mientras se realiza el
traslado de la persona, hacia un centro médico, se puede hidratar a la persona y se le toma los
signos vitales periddicamente; finalmente se debe de quitar cualquier prenda que genere presion

0 que afecte la presion sanguinea (Morales, 2012)

Al momento de socorrer a una persona que fue afectada por un accidente ofidico, lo
mejor es identificar la especie que genero el ataque o bien recordar las caracteristicas del animal,

como su color, tamafio, forma de la cabeza, lugar donde ocurrié el ataque, etc (Morales, 2012)
Nacionalmente se trata a todos los afectados por accidente ofidico de la siguiente manera:

« Se administra suero antiofidico polivalente de 5mL, como Unico tratamiento (la dosis

minima es de 5 aplicaciones, es decir 5 dosis de 5mL)

« Se administra antibiotico de amplio espectro para evitar infecciones por bacterias

oportunistas
« Se administran analgésicos
« Se administra la vacuna contra el tétanos y contra la rabia
(Guerra 2015)

B. Herpetofauna mesoamericana.

En 1963 Ryan propuso dividir a Centro America en diez provincias bioticas: Yucatan,
Altos de Chiapas-Guatamala, Escuintla-Usulutan, Lempira-Tegucigalpa,Mosquito, Chinandega,
Montafias de Nicaragua, Punta Arena-Chiriqui, Guatuso-Tafiamanca y Col6n-Darién como se

ilustra en la Figura 1.



Figura 1. Distribucion de la herpetofauna en Centro América,
segun la clasificacion de Ryan (1963)
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Este analisis se realizé en base a la distribucion de la herpetofauna centroamericana, la
cual definié a la region neotropical de acuerdo a lo descrito por Sclater (1982) y Wallace(1876).
De acuerdo con Bousquets (2005) la herpetofauna centroamericana se compone principalmente
por grupos de géneros con uno o dos patrones principales de distribucion. Un grupo incluye
géneros con distribucion mesoamericana, predominante en todas las elevaciones de América
Central, desde el istmo de Tehuantepec hasta el centro de Panama vy en las tierras bajas de ambas
costas de México hasta los limites de las condiciones tropicales al norte; el otro grupo se

compone de los generos distribuidos en la region sudamericana (Bousquets, 2005).

1. Distribucion en Guatemala. Guatemala presenta la herpetofauna restringida a nichos

frios y humedos,representada por 26 géneros distribuidos ampliamente por todo el pais.



Epidemiologicamente se han reportado entre 500 a 600 accidentes ofidicos por afio a
causa de Viperidae, siendo mayor la frecuencia de afectados durante la época lluviosa, que
corresponde a la época activa para la agricultura. Dentro de los casos reportados, un 50% de
los afectados fueron mordidos en el pie, un 30% en la mano y un 20% en otras areas del cuerpo
(Mackessy, 2009).

Localmente el envenenamiento genera edema y dolor causado por la accién directa de
los componentes del veneno en la red microvascular, y la generacion y liberacion de mediadores
de inflamacion, como histamina, eicosanoides, Oxido nitrico y citosinas, los cuales acttan
directamente o indirectamente en el incremento de la permeabilidad vascular. El edema causa
dos consecuencias pato-fisioldgicas, (1) el movimiento neto de fluido de compartimientos
vasculares hacia el compartimiento intersticial, lo que resulta en hipovolemia y (2) la induccion
de un incremento en la presion intersticial en los compartimientos del musculo, o sindrome

compartimental (Mackessy, 2009).

Ademas, el veneno puede generar hemorragias, sobre todo en el caso de A. mexicanus la
cual posee un alto nivel de hemotoxicidad. El efecto se ocasiona por las metalloproteinasas
dependientes de zinc. En el caso de hemorragia estas enzimas inducen una hidrolisis selectiva en
la estabilidad de la pared de los capilares y membranas de los glébulos rojos. Como
consecuencia se genera una presion hemodinamica forzada en comparacion a la presion normal
(Mackessy, 2009).

Los efectos sistémicos relacionados con la hemotoxicidad son causados especialmente por
metaloproteinasas de la clase P-Ill, las cuales inducen dafio microvascular sistémico,
desencadenando hemorragias en el sistema. Muchos venenos de vipéridos son ricos en agonistas
de trombina como las serina proteinasas, activadores de protrombina y factor X, las cuales son
metaloproteinasas en el veneno. Esto resulta en la formacion de micro coédgulos en el torrente
sanguineo, lo que repercute en la falta de fibrinégeno al momento de activar la casacada de
coagulacién, generando hemorragias sin control (Mackessy, 2009). Esto se puede apreciar en la

figura 2.



Figura 2. Cascada de coagulacién y los agonistas que acttan sobre la cascada
(vistos en color rojo)
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(Adaptada de Tripathi, 2008)

C. Atropoides mexicanus

A. mexicanus es una serpiente de la familia Viperidae clasificada dentro del género
Agkistrodon. Se distribuyen en diversos habitats, siendo particularmente abundantes en el
bosque tropical lluvioso y en areas tropicales alteradas para el desarrollo de la agricultura. Esta
serpiente en particular no posee crétalo (como las cascabel), pero si presentan una dentadura
solenoglifa caracteristica de la familia Viperidae; la cual se ubica al frente de la mandibula y
posee un orificio de salida del veneno en el centro del colmillo (Figura 3) (Mackessy, 2009). Esta
posee un comportamiento agresivo y por su coloracion se le confunde con facilidad con el area
donde se encuentra. Al verse bajo amenaza lanza pequefias mordidas, las cuales la levantan del

suelo, lo que genera que se vea como si saltara (Lopez, 2014).
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Los adultos de A.mexicanus pueden llegar a medir entre 400-600 mm de largo, pero hay
adultos que han llegado a los 800 mm de largo. El dorso de su cabeza posee una coloracion entre
café claro y oscuro, con o sin marcas negras. Una marca negra se extiende desde su 0jo hasta su
mandibula; aproximandamente de 15 a 20 rombos café oscuro se extienden a lo largo de su
cuerpo hasta su cola; algunos se funden para formar un patron de zig-zag. Los especimenes de
Guatemala cominmente poseen rombos cafés con un tono morado, rosado o rojo ; esto se puede

observar en la Figura 5 (Campbell and Lamar, 2004)

Las serpientes con la edad tienden a poseer una coloracién méas oscura y se convierten
totalmente melanistica en algunas partes; ademas, posee de 7 a 12 intersupraoculares y los
supraoculares son frecuentemente fragmentados pequefios; posee de 9-12 supralabiales, de 10-
14 infralabiales, 23-31 filas dorsales, 114-135 ventrales y de 22-39 subcaudales sin division
(Campbell and Lamar, 2004)

La distribucion de A. mexicanus puede variar entre la cual se puede encontrar desde los O
metros sobre nivel del mar hasta los 2700 metros sobre nivel del mar. Mas especificamente su
mayor distribucion se encuentra en los departamentos de Petén, Baja Verapaz, Alta Verapaz,
Quetzaltenango, Huehuetenengo e lzabal; como se ilustra en la Figura 4 (Campbell and Lamar,
2004)

Figura 3. Dentadura solegnoglifa de serpientes pertenecientes a la familia Viperidae,
caracterizada por tener los colmillos al frente de la mandibula;

ademas, los colmillos poseen un orificio de salida del veneno en el centro del mismo

(Adaptada de Mackessy 2010)
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Figura 4. Distribucién de A.mexicanus en Guatemala segln estudios de Lopez en el 2014. El
area roja muestra los departamentos de Petén, Baja Verapaz, Quetzaltenando,
Huehuetenango e Izabal.

Figura 5. Fotografia de A.mexicanus proveniente de zootropic ciudad capital.

(Tomada por Jorge Chang,2015)

1. Composicion del veneno de Atropoides mexicanus En general la composicién del
veneno de los vipéridos son fosfodiesterasas (con un peso de 94 a 140 KDa), las cuales son
enzimas encargadas de la hidrolisis de acidos nucleicos y nucleétidos -5 -nucleotidasas (52-82
KDa)- las cuales liberan nucledsidos y hialuronidasas (73 KDa) que hidrolizan el acido
hialuronico, entre otros componentes (Cuadro 1).. El veneno de las serpientes del género
Atropoides se compone en su mayoria por fosfolipasas A2 y metalloproteinasas dependientes de
Zn, lo que explica el alto nivel hemolitico del veneno de Atropoides mexicanus (Mackessy,
2009).



Cuadro 1. Componentes enzimaticos del veneno de las serpientes de la familia Viperidae,
con su masa esperada (kDa)

Componente del veneno Masa aproximada (kDa) Funcion
Fosfodiesterasas 94-140 Cataliza la ruptura de
enlace fosfodiester
5-nucleotidasa 53-82 Degrada nucleotidos
Fosfomonosterasa alcalina 90-110 Encargada de la
mineralizacion  del
fosfato
Hialuronidasa 73 Encargada de la
degradacon de acido
hialurénico
L-amino oxidasa 85-150 Encargada de la
roptura de
aminoacidos
Metaloproteinasas: Encargada de Ia
roptura de capitalres
M12 repolisina P-I11 43-85 Encargada de Ia
roptura de capitalres
M12 repolisina P-II 25-30 Encargada de la
roptura de capitalres
M12 repolisina P-I 20-24 Encargada de la
roptura de capitalres
Fosfolipasa A2 13-15 Encargada de Ia
roptura de menmrana
celular y uniones de
fosfolipidos
Arginina estereasa 25-36 Funcion de hidrolasa

(Informacion obtenida de Mackessy 2009)
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Cuadro 2. Componentes comunes de bajo peso molecular en el veneno de la familia Viperidae

Componente del veneno Masa aproximada (kDa)
Fosfolipasa A2 basada en neurotoxicidad 24
presinaptica

Lectinas del tipo C | 27-29
Myotoxinas-no del tipo PLA2 | 4-5.3

Informacion obtenida de (Mackessy 2009)

El analisis en HPLC muestra los componentes enzimaticos del 1| veneno del

género Atropoides , esto se muestran en el cuadro 3.

Cuadro 3. Componentes hemoliticos del veneno del género Atropoides identificados por HPLC
con una columna RP100 Cyg de 250 x 4mm, con 5um de tamafio de particula;
siendo eluido a ImL/min

Familia de proteina Masa aproximada Fraccion en HPCL
Desintegrina de tamafio medio 7710.3 (g/mol) 11
PLAZ2 sv VEGF 14 409 (g/mol) 19
PLA2 34-16 kDa 20
PLA2 miotoxina 13 751 (g/mol) 21
Preteinasa PLA2 38 kDa 24
Proteinasa 30-3 kDa 26
Pl metaloproteinasa 26kDa 32
M12 metaloproteinasa P-111 110 kDa/ 42kDa 40

(Informacion obtenida de Angulo et al, 2008)

D. Tratamiento del accidente ofidico

1. Antiofidicos comerciales El principio del tratamiento con antiofidicos se mantiene
desde el siglo XIX. Este método se basa en el aislamiento de inmunoglobulinas IgM a partir de
animales inmunizados con uno 0 mas venenos, y que desarrollan una respuesta inmune

adaptativa contra la mezcla del veneno (Lomonte-Vigliotti, 2012).

Los principios de la fabricacion de suero antiofidico fueron descritos a finales del siglo
XIX, estos se mantienen vigentes a la fecha. Estos sueros se preparan a partir del plasma de

animales inmunizados con uno 0 mas venenos, que desarrollan una respuesta inmune humoral



14

contra los componentes del veneno. Los anticuerpos son aislados del plasma completo,

purificados y liofililizados para la elaboracion del producto médico (Lomonte-Vigliotti, 2012).

Algo importante es que los sueros antiofidicos que se preparen deben de ser
representativos para las especies endémicas del area y poblacion objetivo, esto ya que no se
fabricaria un suero contra Dendroaspis polylepis (mamba negra) —familia Elapide- para utilizarlo
en Guatemala, ya que esta serpiente se distribuye (nicamente en Africa. Para Guatemala, la
serpiente de la familia Elapidae de interés es la coral (Micrurus sp). Las serpientes que se
ordefian para obtencion de veneno deben de permanecer al menos dos meses en un cuarto
especial, el cual se localiza lo mas lejos posible del cuarto de produccion, con el fin de no
estresar al animal. En este cuarto las serpientes se almacenan en jaulas separadas, las cuales

deben proveerles el espacio suficiente para movilizase (WHO, 2010).

2. Tratamientos no tradicionales A lo largo de la historia las culturas han utilizado sus
creencias para la medicina, dentro de las cuales muchas veces se han utilizado deidades, energia,
plantas y sustancias a las cuales se les confiere el caracter medicinal. Para las mordeduras de
serpientes hay varios métodos folcldricos utilizados, como por ejemplo el uso de las llamadas *
piedras serpiente” las cuales han sido utilizadas en el folclore britanico contra la mordedura de
serpientes; a estas piedras se les atribuye el caracter de absorcion de veneno. Otro método
implementado en la cultura britanica es el remedio fabricado de leche de vaca de color con
mantequilla; esta bebida se dice que absorbe el veneno (Hatfield, 2004). Sin lugar a duda el
método mas visto a lo largo de todas las culturas es el uso de plantas medicinales, las cuales han
tomado un papel protagdnico a lo largo de la historia.

a. Uso de plantas medicinales. La etnobotanica para el tratamiento de accidentes

ofidicos ha sido una alternativa de tratamiento que muchas comunidades utilizan.

Estas comunidades utilizan sus propios ritos, habitos y especies vegetales. Dentro de estas

especies encontramos a Abrus precatorius en la India, Sansevieria trifasciata y Tradescantia
spathacea en Guatemala (Vyas et al 2013 y Poll 2010).

Dentro de las propiedades que poseen las plantas medicinales en las culturas se puede
encontrar actividad antioxidante como es el caso del uso de cafeina o el té; ademas, se ha

encontrado el uso de plantas medicinales con acciones anti-inflamatorias como es el caso de Bixa
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Orellana, Brownea rosa de monte, Dracontium croatii, etc; por otra parte, ciertas plantas cono
Pleopeltis percussa y Heliconia curtispatha poseen actividad anti hemorrégica y anti coagulante;
cabe mencionar que ciertas plantas se han usado para inhibir actividades enzimaticas, como es el
caso de las plantas usadas contra mordedura de diversas serpientes, dentro de las cuales
Masypianthes chamaedrys ha mostrado un gran impacto en la neutralizacion de enzimas
provenientes de Bothrops jararacd; finalmente cuertas plantas como Mikania laevigata poseen
actividades antimicrobianas (Gupta and Peshin, 2012)

Figura 6. Planta Sanseveira trifasciata cuyo extracto es utilizado para el tratamiento de
accidentes ofidicos en el folclore guatemalteco

(Poll y Alvarez, 2010)

b. Planta A Sanseveira trifasciata (Oreja de burro). Descripcion boténica: Esta planta es

usada comunmente con fines ornamentales; su distribucion varia desde elevaciones
medias hasta elevaciones altas. Sus hojas son lanceoladas-lineales, concavas de 50-140 cm de
largo y de 5-9 cm de ancho, de color verde oscuro, sus flores blancas forman una panicula
estrecha ). Sus hojas maduras presentan un bandeado verde claro y oscuro, los cuales se cruzan a
lo largo de la hoja; estos poseen de 70-90 cm de largo y de 5-6 centimetros de ancho (Standley
and Steyermark, 1946;Ighodaro et al., 2015)
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Sanseveira trifasciata posee varias sustancias quimicas a lo largo de sus hojas y raices, dentro
de los cuales podemos encontrar taninos, saponinas, alcaloides, flavonoides, fenoles y aceites
volatiles; los cuales pueden ser extraidos en fase etérea y etandlica mediante la implementacion
de un aparato de soxhlet (Ighodaro et al., 2015)

El listado de alcaloides se presenta en el siguiente cuadro, el mismo muestra la separacion

de los compuestos por cromatografia de gases.

Cuadro 4. Alcaloides presentes en plantas del género Sanseveira

Componente Tiempo de retencion Composicion Peso Composicion
(min) hdmedo (mg/kg). Peso seco
(mg/kg).

9-Octadecenamida 10.741 4.39 12.59
Dihidro-oxo- 12.175 3.65 10.46
demetoxihaemantamina

Augustamina 13.625 8.98 25.73
Oxaoassoamina 15.086 3.44 9.85
Crinina-3a-ol 16.473 6.06 17.36
Bufanidrina 17.357 9.24 26.46
Powelina 18.532 0.39 1.12
Undulatinaa 19.338 0.80 2.30
Ambelina 20.349 9.11 26.09
6-hidroxibufanidrina 21.008 2.18 6.24
6-hidroxipowelina 22.191 3.64 10.43
Crinamidina 23.044 7.22 20.68
6-hidroxiundulatina 23.735 6.28 17.99
1p,2-Epoxiambelina 24.802 4.06 11.64
Epoxi-3,4-dimetoxicrinano- 25.825 24.74 70.90
11-ona

6-Hidroxicrinamidina 26.810 0.75 2.15
Mitrafilina 27.757 1.43 4.09
Componentes sin identificar 2.619 14.43 41.36

(Ikewuchi et al 2014)

La importancia de la composicion de Sanseveira trifasciata se debe a su actividad
antiofidica contra otros venenos de la familia Viperidae, como lo reportado por Saravia en el
2015, la composicion de Sanseveira trifasciata posee una actividad neutralizante sobre la
fosfolipasa A2 y efectos proteoliticos en el veneno de Bothrops asper (Saravia et al., 2015).
Ademas, se ha visto que la composicion de la planta posee efectos antipiréticos (disminuyen la

fiebre) y efectos analgesicos, por lo cual esta planta es también utilizada en el folclore medicinal
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de otras regiones del mundo como Malasia (Anbu et al., 2009). Actualmente se estudia el

potencial antidiabético de esta planta en la India (Dey et al., 2014)

Figura 7. Tradescantia spathacea

(PO6ll and Alvarez, 2010)

c. Planta B. Tradescantia spathacea. Descripcion boténica: Antiguamente conocida
como Rhoeo discolor. Es una planta de origen americano y en Cuba se le considera como
una hierba silvestre. Es comun en patios y jardines. Crece en las Antillas mayores, menores, en la

Florida, Bahamas y México (Gupta et al., 1995)

Es una hierba de poca altura, se le considera carnosa y algo pilosa en las vainas de las
hojas. Posee tallos robustos de 0.7 a 2 cm de alturay de 1 a 5 cm de grueso. Posee hojas escasas
casi rectas, lanceolado-oblongas, de 2 a 3.5 cm de longitud y de 3.5 cm de ancho. Sus hojas son
verde oscuras en la cara superior y purpureas en la parte inferior. Sus flores estan casi ocultas
dentro de sus bracteas y poseen una umbela multiflorar, pedicelos de 1 cm de largo, sépalos de 5
cm y pétalos libres (agrupados en 3 unidades) de 5 a 6 mm de largo, de color blanco (Gupta et

al., 1995). La composicion quimica de esta especie se resume en el cuadro 5.

La decoccidn de las hojas y flores de la planta se han utilizado en tratamientos contra la
gripe, asma, tos y ronquera. Posee actividad astringente, por lo que se utiliza contra hemorragias
y en trastornos menstruales. En Haiti se le utiliza como un método abortivo y contra la
amenorrea (Gupta et al., 1995). En Guatemala, especificamente en Petén, se ha descrito el uso de
la infusion de la planta contra accidentes ofidicos; actividad que se cree utilizaban los Mayas al

momento de curar ataques de serpientes.



Cuadro 5. Composicién quimica de T. spathacea de acuerdo a dos métodos de extraccion
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Clase de Decoccidn Control de Infusién Control de Extracto
molécula/ decoccion infusion metandlico
método

Taninos Presente Presente Presente Presente Presente
Terpenos Presente Presente Presente Presente Presente
Alcaloides Presente Ausente Presente Ausente Presente
Glicosidos Presente Presente Presente Presente Presente
Saponinas Presente Presente Presente Presente Presente
Antocianinas Presente Presente Presente Presente Presente




V. Métodos

A. HIPOTESIS

Hipdtesis de trabajo Existe presencia de inhibicion en el efecto hemolitico del veneno de
A. mexicanus mediante la implementacion de una infusion de alcaloides de Sanseveira
trifasciata y Tradescantia spathacea. .

Hipdtesis nula: No existe presencia de inhibicion en el efecto hemolitico del veneno de
A. mexicanus mediante la implementacion de una infusion de alcaloides de Sanseveire

trifasciata y Tradescantia spathacea. .

B. PROCEDIMIENTO

Colecta y secado de material vegetal: Las plantas fueron donadas por el MSc.
Daniel Ariano, asesor de este trabajo. Las cuales se colectaron en la zona 6 de la
Ciudad de Guatemala a unaLatitud del4.65 o y una Longitud de -90.50. La colecta
consistio en 40 g de Sansevieria trifasciata y 24 g Tradescantia spathacea. Previo a su
utilizacion las plantas se guardaron en una desecadora durante 1 mes, envueltas en papel

periddico hasta que estas pierdan su composicion de agua.

Fuente de veneno: El veneno se obtuvo de especimenes de Atropoides nunmifer
provenientes de la fundacion Zootropic ubicada en la Ciudad de Guatemala. Las
serpientes fueron manipuladas por el MSc. Daniel Ariano quién colecté 1.5 mL de
veneno. Previo a su utilizacion el veneno se almaceno a -20 oC

Extraccion de alcaloides: Para la extraccion se siguid el siguiente procedimiento:

e Se triturd 24 g (peso seco) de material vegetal, con un mortero.

e Serealiz6 una infusién del material vegetal con 500 mL de solucion de metanol-
agua destilada (50:50) en un beaker de 1 L. La infusion fue de aproximadamente
20 minutos.

e Sefiltr6 con gasa (4 capas) a un nuevo beaker de 500 mL.

e Se evaporO el solvente hasta que queden aproximadamente 25 mL, colocando el
beaker en una estufa dentro de la campana de extraccion.

e Seafiadié HCI al 10 % (v/v) hasta que alcance un pH = 3 (aproximadamente 5 —
10 mL).

19
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Se agregaron 10 mL de éter, mezclar suavemente y se utiliz0 una ampolla de
decantacion para separar las fases. Se utilizd un Beakers de 50 mL. Repetir 2

veces mas. Los alcaloides permaneceran en la fase acuosa.

Se afiadi6 NH,OH 10% (v/v) a la fase acuosa de alcaloides hasta que alcance un

pH = 8 (aproximadamente 5 — 10 mL).

Se agregd 10 mL de éter y utilizd una ampolla de decantacion para separar las

fases realizando una extraccion liquido/liquido.. Repetir 2 veces més.

La capa acuosa contiene los alcaloides y por lo tanto debe ser almacenada.
(Morales et al 2015)

Nota: la planta A representa a Sansevieria trifasciata y la planta B representa la planta
Tradescantia spathacea

Prueba de Dragendorff: Para realizar el ensayo se colocaron 5 mL del ex -
tracto de planta, seguido se colocaron unas gotas de HCI cocentrado con-
centrado (lo suficiente para llegar a un pH de 2-2.5); finalmente se agrego
2 mL del reactivo de Dragendorf. Un precipitado naranja demuestra un re-
sultado positivo para alcaloides.

(Marcano and Hasegawa, 2002)

Cromatografia de capa fina para analisis de alcaloides:

o En una capa de silica gel se colocd unas gotas del material vegetal
(colocar unas gotas con un capilar), se dejo secar el material y se colocd
la placa en un beaker con una mezcla de cloroformo y etanol a 19:1 (a una
altura donde el éter cubra 1 cm de la placa)

o Se dejo correr la cromatografia hasta que el frente de la fase movil
alcance el final de la placa. Se rocié la placa con el reactivo de
Dragendorff.

o Un resultado positivo se verd como una mancha café en el lugar donde
haya alcaloides entre los componentes que se separaron de la muestra
vegetal.

(Marcano and Hasegawa, 2002)
Bioensayos de hemotoxicidad:

o Ensayo hemolitico —microscopia

o Se colocaron gotas de sangre de carnero (8pL) en portaobjetos.

o Rapidamente agregar 10 uL de veneno a uno de los portaobjetos.
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o Utilizando un palillo de madera se agitd la mezcla y se observaron los
cambios.

o hubiera coagulacion registrar el tiempo en el que sucede.

o Se observd en un microscopio la lisis de eritrocitos

o Se repitié la preparacion con 10 puL de veneno y 100 uL del extracto de
alcaloides, o de la sustancia que se analizara.

o Como control positivo se utilizé 100 pL de suero antiofidico.

o Se realizaron 5 mediciones por tratamiento.

Nota: La distribucion se realizara en base a la Figura 8.

Figura 8. Montaje en porta objeto para bioensayos cualitativos

En la Figura 8 se muestra la distribucion de gotas de sangre para las pruebas de
coagulacion y de microscopia. En la imagen el nimero 1 representa la muestra que solo contiene
sangre, el numero 2 la muestra de sangre con veneno, el nimero 3 la muestra de sangre + veneno
+ planta A, el numero 4 la muestra de sangre + veneno + planta B, el niUmero 5 la muestra de

sangre + veneno+ antiofidico y el nimero 6 la muestra de sangre y agua.

e Ensayo de hemolisis por espectrofotometria

o Para la medicion se utilizo un espectrometro UV-VIS (Agilent, modelo 8453)
con precision de 0.0001 nm. Para llevar a cabo el experimento se colocaron en
una celda 270 pL de sangre de carnero, la cual servira como blanco, luego de

medir el blanco se agregaron los siguientes reactivos para cada curva:

e Curva de hemolisis positiva: 20 pL de veneno puro



22

e Curva de inhibicion de hemolisis control: 20 pL de veneno y 50 pL de antiofidico

polivalente comercial

e Curva de muestra 1: 20 puL de veneno y 50 pL de extracto planta Sansiveira

trifasciata

e Curva de muestra 2: 20 pL de veneno y 50 pL de extracto planta Tradescantia

S"pathacea
e Curva de hemolisis negativa: 50 puL de sangre.
(Ayres et al., 2015)

e Se tomo las absorbancias a 700 nm por 15 min, realizando mediciones cada
minuto. Al final se graficardn las absorbancias y se medira la inhibicion de

hemodlisis con la siguiente ecuacion:

1

1 e ey P t2control x100
Inhibicion de hemdlisis : 100 - —————
timuestra

172

En la ecuacion, t™“ control indica el tiempo en el que la absorbancia llegé a la

1/2

mitad de la absorbancia méaxima, para la curva de hemolisis positiva, y la t”° muestra es el

tiempo en que la absorbancia maxima decayo a la mitad de su valor para las curvas de muestra.
Nota: se realizaron cinco réplicas para cada curva

(Ayres et al., 2015)

e Electroforesis SDS PAGE para separacién de proteinas contenidas en el veneno

de A, mexicanus , contenidas en una dilucion 1:125 del veneno puro.

Para la realizacion del SDS PAGE se prepard6 10 mL de gel de separacién con los
siguientes reactivos:

= 4.1 mL de agua destilada

= 3.3 mL de solucidn de acrilamida al 30%
= 2.5 mL de buffer de tris HCI (pH =8.8)

= 90 pL de persulfato de amonio al 10%

= 10 uL de TEMED
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Para la preparacion de 5 mL del gel de concentracion se colocaron los siguientes

reactivos:

= 2.95 mL de agua destilada

= (0.75 mL de solucion de acrilamida al 30%

= 1,25 mL de buffer tris-HCI (pH=6.8)
= 45pL de persulfato de amonio al 10%
» 5uL de TEMED

Luego se prepararon los geles vertiendo los reactivos en las placas de electroforesis para

que estos polimerizaran. Ya con el gel polimerizado, las muestras se prepararon colocando 50uL

de buffer de laemli, calentandolas por 5 min a 100 °C y colocandolas en los pozos del gel.

Finalmente se corri6 el gel por 18 min a 70 voltios y por 50 min a 100 voltios.

C. Estadistica

(Ariano, 2003)

Los resultados se analizaron con una prueba de Kruskal Wallis de dos factores en el cual

se evaluo la capacidad neutralizante de los alcaloides de las plantas contra la capacidad

neutralizante de un antiofidico convencional. Ademas se realizaron cuadros de contingencia para

luego graficarlos (resultado Figura 11). El andlisis se realizd en el paquete estadistico R, version

3.1.2.
e Plan de analisis de datos.
Cuadro 7. Plan de analisis de datos
Anélisis Medicion
Prueba de Dragendorff para deteccion de | Se espera encontrar un precipitado en los

alcaloides

Hemolisis por microscopia

Hemolisis por UV-VIS

extractos de alcaloides y un barrido en la
cromatografia de capa fina, en la cual al
momento de agregar el reactivo de
Dragendorf coloree de negro los alcaloides
presentes. Sera una medicion puramente
cualitativa, presencia y ausencia de alcaloides.
Conteo de globulos rojos lisados y no lisados,
en un campo definido, visto en el microscopio
Conteo de globulos rojos lisados, medido a
700 nm por 15 min en un espectrofotometro
UV-VIS. Con los datos de absorbancia se
obtendra el tiempo en el que la mitad de la
poblacion de eritrocitos fue lisada y asi se



Continuaciéon Cuadro 7

Andlisis

Ensayo de coagulacion cualitativo

SDS PAGE
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Medicion
verificard la posible inhibicion de hemolisis.
Para ello se obtendrda una curva de
absorbancia en la cual se graficard la

absorbancia vs el tiempo. La inhibicion de
hemolisis se medira con la siguiente ecuacion

Inhibicion de hemdlisis

1
tzcontrol x100
: 100 —

5 muestra

t2
Presencia 0 ausencia de coagulacion en
sangre sin fibrina

Visualizacion de corrida para cada pozo
segun el tratamiento dado. Serd una prueba
cualitativa en la cual solo se espera ver
diferencia entre el corrimiento de los
tratamientos. Para ello se visualizara si las
proteinas del veneno sufrieron de alguna
alteracion al momento de ser tratadas con los
extractos de alcaloides.
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Figura 9. Esquema de la metodologia realizada en la investigacion
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V1. Resultados

A. Prueba de Dragendorf para presencia de alcaloides

Se logré corroborar la presencia de alcaloides para ambas plantas como se puede observar
en el Cuadro 8. Como se puede observar la mayor concentracién de alcaloides se encontro en la
extracto 4cida, medio acuoso, para S. trifasciata, y en la extraccion basica medio acuoso para

ambas plantas. Asi mismo, no se encontraron alcaloides en la fraccion basica medio organico.

Cuadro 8.Cuantificacion de alcaloides para Sanseveira trifasciata y Tradescanthia spathacea
segun cada fase de extraccion.

Planta/Medio Sanseveira trifasciata Tradescanthia spathacea

Extraccién acida medio ++++++++ +
acuoso
Extraccion acida medio ++ +
organico
Extraccion basica medio +++++++++ A4+
acuoso
Extraccion basica medio | = —eemeeee-

organico

Los signos de “+” indican la intensidad para un resultado positivo (mientras mas signos posea la

fraccidn mas intenso fue el resultado en la presencia de alcaloide) y los signos “-* indican un

resultado negativo en la presencia de alcaloides.

En la figura 10 se puede ver el resultado de TLC para la deteccion de alcaloides; en ello
la columna izquierda pertenece a S. trifasciatay y la columna derecha a T. spathacea. Como se

puede observar donde mas alcaloides se encontraron fue en la tercera fila, la cual pertenece a la

extraccionacida, medio organico.
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Figura 10. Ensayo cualitativo de Dragendor en TLC para evaluar la presencia de alcaloides
dependiendo de la fase de extraccion

S. T. spathacea
trifanninta
Extraccion 5.7, R R ]
acida/fase acuosa , '
| =
& o/ N |
Extraccion f
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., L . A A A/
Extraccion  4cida/fase N i
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o Ay Lnlhe
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Como se puede ver en los Cuadros 9 y 10 la mayoria de compuestos poseen un anillo
aromatico o un heterociclo a base de nitrégeno. Se repiten mucho el tipo de compuesto al que se

sospecha, esto se debe a la gran variedad de alcaloides que posee la planta.

En el Cuadro 9 se puede ver la base quimica de cada fragmento analizado por el equipo.
No se pudo determinar un compuesto directo puesto que la biblioteca del equipo no cuenta con
datos de alcaloides. Ademas, se ve el tiempo de retencion vy el area de cada pico lo que puede ser

proporcional a la concentracidn del mismo. ¢ Tiene algun control?

En el Cuadro 10 no se puede ver ningiin compuesto a base de nitrégeno. Esto puede que
se deba a contaminacion en la muestra por exceso de solventes o una fragmentacion en los
alcaloides. Ademas, los ciclos tan largos encontrados puede que sean residuos de los alcaloides.

Los resultados originales se encuentran en anexos figuras 20-21

En el Cuadro 12 se puede ver la base quimica de cada fragmento analizado por el equipo.
No se llegé a un compuesto directo puesto que la biblioteca del equipo no cuenta con datos de
alcaloides. Ademas se ve el tiempo de retencion vy el area de cada pico lo que puede ser
proporcional a la concentracion del mismo.
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Cuadro 9. Resultado de GC- masas para en analisis de alcaloides de S. trifasciata, en él se ven
las &reas de cada pico y el compuesto que se sospecha.

Numero Tiempo de retencién Area (%) Compuesto que se sospecha
de pico (min)
2 46.111 15.40 Heterociclo de Nitrégeno
3 51.028 14.03 Acido benzoico, compuesto
nitrogenado o ciclopentil
4 55.362 14.38 Compuesto aromético
5 59.411 13.94 Compuesto aromatico y
acido mercaptoacético
6 63.668 15.70 Compuesto nitrogenado

Cuadro 10. Resultado de GC-masas para el andlisis de alcaloides de T. spathacea, en él se ven
las areas de cada pico y el compuesto que se sospecha.

Numero Tiempo de retencién Area Compuesto que se sospecha
de pico (min) (%)
1 55.340 41.16 Compuesto de 6 carbonos y
compuesto a base de
ciclohexano
2 55.645 23.16 Pentametileno, ciclopenteno
58.501 27.72  Heptadecanol y nonadecanol
4 67.380 7.97 Compuestode 6y 8

carbonos
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B. Bioensayos para inhibicion del efecto hemolitico
Figura 11. Diagrama de caja y bigote para la dispersion de datos de cada tratamiento segun las

absorbancias medidas.

Dispersion de los distintos tratamientos

Tratamiento

\Veneno Antiofidico S. T snathace

Se puede ver la dispersion de los datos a lo largo del tercer y primer cuartil segin la
distribucion, se puede ver que los datos que se distribuyen de una manera mas homogénea son

los datos de S. trifasciata, uno de los datos mas dispersos son los del tratamiento de solo veneno.

En la Figura 11 se puede ver la eficiencia inhibitoria de cada tratamiento. En ello
podemos ver que el tratamiento que logré una mejor inhibiciéon fue el tratamiento con los
alcaloides de S. trifasciata, el cual pertenece al tratamiento realizado con los alcaloides de S.
trifasciata. A su vez, se puede observar que no hay diferencia significativa entre el tratamiento
con T. spathacea y el tratamiento con antiofidico comercial (Kruskal Wallis, p<0.05); esto se

puede ver en la prueba de kruskal wallis realizada (ver Cuadro 12 y Figura 26 de anexos).
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Figura 12. Resultado de bioensayos cualitativos para controles negativos,positivos y la
evaluacién de la inhibicion del efecto hemolitico del veneno de A. mexicanus mediante cada
tratamiento realizado

Veneno Veneno desnaturalizado

A
Sin inhibicién

Antiofidico
comercial del
Clodomiro
picado

Inhibicion con
S.trifasciata

Inhibiciéon con
T.spathacea
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En la Figura 12 se ve el resultado para cada tratamiento. La parte A denota una hemadlisis
positiva ocasionada Unicamente por el tratamiento con veneno (los circulos rojos denotan los
eritrocitos lisados); la parte B,D,E,F denota un control negativo vista de sangre con los mismos
tratamientos pero con la diferencia de que se inhibio el veneno calentandolo por 25 min; en la
parte C se denota una inhibicion positiva ocasionada del tratamiento con veneno y antiofidico
comercial: en la parte E se denota una inhibicion positiva ocasionada del tratamiento con veneno
y alcaloides de S. trifasciata; en la parte G se denota una inhibicidn positiva ocasionada del
tratamiento con veneno y T. spathacea. Las partes B,D,E,F,H se visualizaron en un aumento de
1000X; las partes A,C,G se visualizaron en un aumento de 100X-.Para los tratamientos de

alcaloides se utilizo la fase acuosa en la extraccion basica.

La Figura 12 corrobora los datos cuantitativos obtenidos. Como se puede ver en la parte
A los eritrocitos estdn amorfos y la mayoria fue lisada; ademas, en la parte B,D,F,H podemos
ver eritrocitos integros y practicamente todos poseen una forma simétrica. En la parte C se ven
eritrocitos lisados y no lisados; viendo la mayor parte de la poblacion lisada.La parte E
demuestra eritrocitos lisados y no lisados; en ello marcado en rojo podemos ver un eritrocito que
acaba de sufrir de lisis y en azul uno que no fue lisado; la mayor parte de la poblacién no sufrio

de lisis. La parte G se puede ver eritrocitos lisados y no lisados

Figura 13. Curva de hemolisis para control negativo y positivo del efecto hemolitico del veneno
de A. mexicanus. Lisis eritrocitica medida por medio de espectofotometria. En la curva roja
se ve el control positivo con antiofidico comercial (va) y en azul el control negativo del
tratamiento de sangre y veneno.
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En la Figura 13 se muestra la curva de hemolisis positiva (tratamiento solo con veneno en
azul) y la curva de inhibicion en la que se observa reduccion de la tasa de hemdlisis (curva en
rojo llamada “va”). Los datos se obtuvieron al realizar 5 réplicas de 16 mediciones en los
bioensayos de espectrofotometria. Para los tratamientos de alcaloides se utilizo la fase acuosa en

la extraccion bésica.

Como podemos observar en la Figura 13 la curva de hemdlisis positiva muestra una
pendiente negativa bastante pronunciada. La linea no es recta debido al efecto de acumulacion de
biomasa ocasionado por el veneno. La curva de inhibicion positiva muestra una pendiente mas
positiva, lo que indica una integridad mayor en los eritrocitos; a su vez esto se corrobora con las

Figura 12.

Figura 14. Curva de hemolisis para control positivo del efecto hemolitico del veneno de A.
mexicanus (azul) e inhibicion mediante tratamiento con T. spathacea (rojo).
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La figura muestra curva de inhibicion positiva (curva en azul llamada “va”) y la curva de
inhibicion con el tratamiento de alcaloides de T. spathacea (curva roja llamada “ts”) Los datos se
obtuvieron al realizar 5 réplicas de 16 mediciones en los bioensayos de espectrofotometria. Para

los tratamientos de alcaloides se utilizé la fase acuosa en la extraccion basica.
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En la Figura 14 se puede ver la diferencia entre el tratamiento de inhibicion vy el tratamiento
con T. spathacea. En ello se puede ver que ambas pendientes son casi iguales en cuanto a

comportamiento, por lo mismo no se puede deducir una diferencia entre tratamientos.

Figura 15. Curva de hemdlisis para control de inhibicién  del efecto hemolitico del veneno de
A. mexicanus con un antisuero comercial (azul) e inhibicion mediante tratamiento con S.
trifasciata(rojo).
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La curva de inhibicion positiva (curva en azul llamada “va”) y la curva de inhibicion con
el tratamiento de alcaloides de S. trifasciata (curva roja llamada “st”) Los datos se obtuvieron al
realizar 5 réplicas de 16 mediciones en los bioensayos de espectrofotometria. Para los

tratamientos de alcaloides se utiliz6 la fase acuosa en la extraccion basica.

En la Figura 15 se puede ver la comparacion entre el tratamiento de inhibicidn positiva y
el tratamiento con S. trifasciata, en ello se ve una gran diferencia en cuanto a la tendencia y
comportamiento, siendo la curva del tratamiento con S. trifasciata la que se comportd casi como

una constante, deduciendo que la poblacién se mantuvo casi igual a lo largo de la corrida.
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Figura 16. SDS PAGE para experimento preliminar de proteinas del veneno de
Atropoides mexicanus, asi como el anlisis del efecto del tratamiento con antiofidico comercial,

alcaloides de S. trifasciata y alcaloides de T. spathacea.

==

Carril 1 la separacién de proteinas del veneno de A. mexicanus, en ello se ven 5 bandas
obtenidas; en el carril dos se encuentra el tratamiento de veneno y antiofidico comercial del
Clodomiro picado; en el carril 3 se puede ver el tratamiento de veneno y alcaloides de S.
trifasciata y en el carril 4 se ve el tratamiento de veneno y alcalodes de T.spathacea,. El gel
contiene un porcentaje 10% de Acrilamida/Bisacrilamida, se corri6 a 100 V y se tifi6 con una

solucion colorante de Commasie Blue (segun protocolo de Ariano 2003).

En el carril uno se puede ver el corrimiento de veneno, para el cual se ven 5 bandas separadas
y un agrupamiento proteico al fondo de la corrida. En el carril de antiofidico se ven bandas
anchas y bastante intensas. En el carril de S. trifasciata se ven 5 bandas de separacién y un
agrupamiento de proteinas al final de la corrida (no se ve diferencia con el carril 1). Finalmente
en el carril de T. spathacea se ve que la intensidad de la tincion disminuyé y la banda 1 casi

desaparecio en comparacion con el carril de veneno.



VIIl. Discusion

A. Pruebas para identificacion de alcaloides

El objetivo de esta parte del estudio fue obtener un extracto con los alcaloides de las
plantas analizadas. Se buscd un extracto vegetal porque esto abarca un campo alternativo en el
tratamiento del accidente ofidico, puesto que permite un modo de accion mas econémico para los
gobiernos y las instituciones de salud. Actualmente se estd apoyando mucho este tipo de
investigacion, sobre todo en paises que sufren de un alto porcentaje de accidentes ofidicos
(Brazil, Costa Rica, etc) (De Moura et al., 2014; Yarlequé et al., 2012)

Folcléricamente se ha visto el uso de plantas medicinales contra la mordedura de
serpientes, esto bajo muchas creencias. En Guatemala se reporta mucho el uso de Sanseveira
trifasciata contra la accion del veneno de diversas serpientes, pero no se ha realizado un estudio
sobre la existencia de un efecto inhibitorio de los metabolitos secundarios, en las enzimas del
veneno de Viperidos; asi como el uso de Tradescantia spathacea en la cultura maya contra
ataque de serpientes (P6ll and Alvarez, 2010)

Se eligid el reactivo de Dragendorff para detectar alcaloides por su eficiencia y facilidad
de uso. Este método protona la amina del alcaloide, produciendo un par de iones que forman
especies de [BiL4]- y [HNR3]+; esto genera que los alcaloides precipiten con una coloracion

naranja (Waksmundzka-Hajnos et al., 2008)

Para reducir la presencia de otros metabolitos secundarios se realizaron dos extracciones,
una bésica y una &cida. La finalidad del cambio de pH es que en un medio acido el nitrégeno del
heterociclo de los alcaloides se encuentre protonado, ocasionando que tenga una carga positiva y
por ende que pueda migrar a una capa polar. Por ello al momento de realizar los lavados con el
solvente, los alcaloides podian migrar a una fase acuosa (como se ve en el Cuadro 10 y en la
figura 18 de anexos). Asi mismo, la segunda extraccion desprotond el nitrogeno del heterociclo y
al llegar a un pH bastante bésico, afectd el grupo hidroxilo (OH) de la estructura de algunos
alcaloides; esto ocasiond que los alcaloides migraran a una fase organica. Al ver los resultados

del cuadro 10 se puede observar que esto no ocurrio para la extraccion basica, por lo que se cree
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que no se llegd al pk del alcaloide y por ende se necesitaba un pH ain mas basico (mayor de 13);
este es el motivo por el cual la mayor presencia se encontré en la fase acuosa (anexo figura 19)
(Deyl, 2000; Hasselman 2016)

El anélisis de GC-masas indica la presencia de posibles alcaloides, puesto que la base
molecular de estos es un anillo a base de nitrogeno (el cromatograma y estructura de los
alcaloides se encuentran en anexos Figura 19, 20 y 21). Ademas, un tiempo de retencion y un
area mayor en cada pico puede indicar una concentracién mayor de los alcaloides, los tiempos de
retencién son mayores a los encontrados en la literatura ya que no se conté con la columna
especifica para corrida, ni con un equipo de HPLC-masas. El analisis de masas mostré hallazgos
interesantes, primero que nada podemaos ver un gran pico con poco tiempo de retencion, el cual
pertenece a una mezcla de solventes (agua, metanol, trasas de éter, etc). Asi mismo, podemos ver
en el Cuadro 10 el andlisis para S. trifasciata muestra una amplia gama de compuestos
nitrogenados, lo que confirma la extraccion de alcaloides para esta planta. Algo curioso es que
podemos observar trasas de compuestos aromaticos, lo cual puede pertenecer a ciertos alcaloides
de S. trifasciata; se sospecha de la presencia de agustamina e hidroxicrimanidima. EI motivo por
el cual el tiempo de retencién fue mayor al encontrado en la literatura se debe a contaminantes en
el extracto, a un posible uso de una columna poco eficiente para separar alcaloides y a una baja

concentracion del mismo (Dey et al., 2014; Ikewuchi et al., 2014)

El Cuadro 10 muestra el analisis de masas para T. spathacea. En él se puede observar que
puede haber compuestos pertenecientes a alcaloides, pero debido a una baja concentracién y

posiblemente a contaminaciones en el medio, estos no pudieron ser identificados.

B. Bioensayos para evaluacion del efecto hemolitico

Para esta parte se trabajo con el objetivo de evaluar la capacidad hemotdxica del veneno;
esto ya esta documentado, pero la evaluacion ayudé como un control negativo en todos los
experimento. El efecto se midio de manera cualitativa y cuantitativa. En los métodos cualitativos,
se observo el efecto de lisis en eritrocitos mediante microscopia; como se puede apreciar en la
Figura 11 los eritrocitos sometidos a tratamiento con veneno fueron lisados, esto se debe a las

diversas enzimas de caracter hemolitico del veneno, dentro de las cuales la fosfolipasa A2 es una
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de las encargadas de separar la union de membranas lipidicas(Burke and Dennis, 2009). Ademas
la accién de metaloproteinasas dependientes de zinc también ocasioné la lisis de los eritrocitos
(Burke and Dennis, 2009)

El mejor control negativo se puede ver en la Figura 12, ya que esta contiene veneno
inhibido y alcaloides activos. La importancia de tener los alcaloides activos es que con ello se
comprobd que estos no afectan la integridad de los eritrocitos y que la presencia del exceso de
solvente en los extractos no es representativo para crear un medio hipoténico. A su vez, la
importancia de tener el veneno inhibido se debe a que con ello se corrobord que el veneno fue el

responsable de la lisis en los eritrocitos (Mackessy, 2009)

En la Figura 12 se observa la poblacion lisada y no lisada para cada tratamiento. Como se
puede observar que no hay una diferencia entre la implementacion del antiofidico comercial y el
uso de alcaloides de T. spathacea; esto se corrobora con la prueba de kruskal wallis realizada
(ver anexo Cuadro 13); asi mismo, al ver el analisis de kruskal wallis se ve que el uso de
alcaloides de S. trifasciata fue mas efectivo para inhibir la accién de efecto hemolitico del
veneno de A. mexicanus (mismo efecto se ve en la Figura 12). Esto es posible que se debe a que
los alcaloides ocupen el sitio activo de la enzima ocasionando que esta no pueda efectuar su
accion de lipasa. La alta eficiencia de los alcaloides de S. trifasciata en comparacion con T.
spathacea , se puede deber a la concentracion de los mismos y a una mejor integridad en los

alcaloides del mismo (De Moura et al., 2014).

La Figura 12 corrobora este resultado ya que muestran la forma en que los eritrocitos
mantuvieron su integridad a pesar de ser sometidas a un tratamiento con veneno.
Los tratamientos Ginicamente contenian 10 uL de veneno en 270 pL de sangre; esta proporcion
pudo ser favorable para la accion del alcaloide o el anticuerpo, ya que la realcion de estos no era
1:1, sino que llegd a ser de 5:1. Por lo mismo se recomienda realizar un experimento
confirmatorio que evalUe diversas concentraciones de los alcaloides y su accion sobre el efecto
hemolitico. El motivo por el cual se ven eritrocitos deformes en la figura 12 a pesar de la buena
accion del alcaloide se debe a que algunos fueron lisados antes de que el alcaloide actuara, o bien
a que estos no se lisaran por completo por accion tardia del alcaloide. Por ello se tiene la

hipdtesis de una posible inhibicion competitiva entre el alcaloide y el eritrocito por el sitio
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activo de la enzima; esto no se comprobd y es una recomendacion para investigaciones futuras,
realizando experimentos de interaccién entre enzimas y alcaloides usando como sustrato
fosfolipidos purificados, para evitar la contaminacion por componentes celulares, y lipasas como
control positivo (Voet and Voet, 2006).

Las gréaficas presentadas (figuras 13-15) muestran como el veneno afecto a los eritrocitos
durante un tiempo determinado y como los alcaloides o tratamientos contribuyeron a que estos
mantuvieran integridad. En la figura 14 se ven el control positivo y negativo (los cuales
corresponden al tratamiento de solo veneno y el tratamiento de veneno con antiofidico comercial
pentavalente del Clodomiro picado). Uno de los motivos por el cual las graficas no muestran una
linea recta es porque el veneno coaguld la sangre de carnero, a pesar que esta no posee fibrina.
Con ello se deduce que el veneno posee agonistas de la cascada de coagulacion, mas
especificamente posee reptilasa; a su vez puede que los microcoagulos encontrados se formaran
por la acumulacién de biomasa proveniente de los eritrocitos. Los microcoagulos que formé el
veneno en la sangre ocasiond que la luz del espectrofotometro tuviera menos transmitancia y por
ello las curvas poseen distorsion ( Mackessy, 2009). A su vez se puede estimar el porcentaje de
inhibicion, para el cual la planta S. trifasciata posee el porcentaje méas alto con un 80% (ver
Cuadro 14 de anexos).

La Figura 14 muestra la diferencia entre el control positivo y el tratamiento con T.
spathacea. En ambos se ve una constante con casi la misma pendiente, esto corrobora el analisis
de kruskal wallis (Cuadro 13 de anexos) y muestra que no hay diferencia entre cada tratamiento.
Bajo el mismo andlisis la Figura 15 muestra la comparacion con la inhibicién realizada por los
alcaloides de S. trifasciata, para los cuales se ve claramente la eficiencia de los alcaloides de la
misma. El motivo por el cual la absorbancia esta negativa puede deberse a que en ese momento
ocurrid mas transmitancia que absorbancia, lo cual corrobora que ciertos eritrocitos fueron

lisados (ya que el blanco utilizado fue sangre) (Skoog et al., 1997)

Finalmente la Figura 16 muestra el comportamiento proteico para cada tratamiento. El
tratamiento con antiofidico comercial muestra una alta concentracion proteica debido a que el
antiofidico contiene anticuerpos contra las proteinas del veneno y se puede observar claramente

que estos afectan todas las proteinas separadas. Asi mismo se puede ver gque el pozo 4 fue el que
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contiene una menor carga proteica, en comparacion con el control negativo (pozo 1); esto hace
que se hipotétice que los alcaloides de T. spathacea degradan las proteinas del veneno de A.
mexicanus. Por lo mismo se recomienda que para futuros estudios se evalle la accion inhibitoria

de los alcaloides T. spathacea en una mayor concentracion y purificacion.



VIIl. Conclusiones

Se encontré que posiblemente el extracto de alcaloides de S. trifasciata disminuye la

actividad hemotéxica del veneno de A. mexicanus.

Se corrobord el efecto hemolitico del veneno de A. mexicanus en ausencia de otros

compuestos

El andlisis de GC-masas muestra la presencia de compuestos nitrogenados para el
extracto de S. trifasciata, lo cual sugiere la presencia de alcaloides.

La prueba de Dragendorff muestra un resultado positivo para ambas plantas, sobre todo

en la fase acuosa , extraccion basica.

El analisis de Kruskal Wallis, para las pruebas realizadas, muestra una mayor eficiencia
en el uso de alcaloides de S.trifasciata en comparacion con el uso de antisuero
comercial; asi mismo, el analisis de Kruskal Wallis muestra que no hay diferencia
significativa entre el uso de alcaloides de T. spathacea y el uso de un antiofidico

comercial
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IX. Recomendaciones

Aislar los alcaloides individuales para cada planta y repetir los bioensayos.

Realizar un analisis del efecto inhibitorio de los alcaloides de S.trifasciata y T. spathacea

en linea celular

Analizar la dosis minima de alcaloides para la accion inhibitoria del efecto hemolitico del

veneno de A. mexicanus

Se recomienda realizar experimentos de interaccidn entre enzimas y alcaloides usando
como sustrato fosfolipidos purificados, para evitar la contaminacion por componentes

celulares, y lipasas como control positivo.
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XI. Anexos

A. Comportamiento de alcaloides a diferente pH

Figura 19. Comportamiento de los alcaloides a diferentes pH,
perdiendo o ganando electrones.

iy =~  Desproto
nacion de
N
nH
Carga
nH
nH

La Figura 19 muestra el comportamiento de la ambelina (R1= OCHy), esta se comporta

ganando o perdiendo electrones lo que le confiere una carga a lo largo de la curva.
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B. Andlisis estadistico

Cuadro 11. Analisis de Shaphiro Wilk para evaluar supuesto de normalidad en los datos de
absorbancia para curvas de hemdlisis. Datos analizados en paquete estadistico R version

3.1.2
Tratamiento P teorico P experimental Conclusién

Veneno 0.05 0.001719 Se rechaza Ho
concluyendo que el
tratamiento no
cumple con el
supuesto de

normalidad
Antiofidico 0.05 0.0003801 Se rechaza Ho
concluyendo que el
tratamiento no
cumple con el
supuesto de

normalidad
Tradescantia 0.05 1.003x10™* Se rechaza Ho
spathacea concluyendo que el
tratamiento no
cumple con el
supuesto de

normalidad
Sanseveira trifasciata 0.05 1.003x10** Se rechaza Ho
concluyendo que el
tratamiento no
cumple con el
supuesto de

normalidad

Se muestra el valor P tedrico y experimental para cada tratamiento realizado,
la conclusion acepta o rechaza la Ho para cada tratamiento realizado.

Como se puede ver en el cuadro ningun tratamiento sigue una distribucion normal por lo que
no cumple con los supuestos para implementar pruebas paramétricas. Esto ya que la Ho en el
supuesto es que la tendencia de los datos no es normal y como se ve todos los tratamientos
poseen un valor p experimental< al valor p critico; por lo que Ho se rechaza.
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Cuadro 12. Andlisis estadistico de la prueba Kruskal Wallis para evaluacién de varianza para la
comparacion entre tratamientos inhibitorios (planta vs antiofidico)

Relacion P critico P experimental Conclusién

Antiofidico vs | 0.05 0.4788 Como el wvalor p
Tradescantia experimental es
spathacea mayor que el p critico

no se rechaza Ho y se
concluye que los
tratamientos no son

diferentes
Antiofidico vs | 0.05 2.486x10*° Como el valor p
Sanseveira trifasciata experimental es

menor que el p critico
se rechaza Ho y se
concluye que los
tratamientos son
diferentes

Se muestra la conclusion para cada resultado del valor p en la comparaciéon de tratamientos

inhibitorios segun la prueba de Kruskal Wallis realizada en el paquete estadistico R version
3.1.2.



C. Resultados para el anélisis de GC-masas y Dragendorff

Figura 20. Cromatograma de GC-masas para analisis de alcaloides de S. trifasciata
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Figura 21. Resultado de lectura para el cromatograma de GC-masas para S. trifasciata
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En la figura 21 se muestra el analisis realizado con un cromatografo marca agilent modelo

6850 para el analisis del extracto de S. trifasciata.

Figura 22. Cromatograma de GC-masas para analisis de alcaloides de T. spathacea
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Figura 23. Resultado de lectura para el GC- masas para T.spathacea
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Se muestra el anélisis realizado con un cromatografo marca agilent modelo 6850 para el analisis

del extracto de T.spathacea
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Figura 24. Resultado de Dragendorf para evaluar la presencia de alcaloides de S.trifasciata

En la imagen se muestra un precipitado naranja/marron el cual indica la presencia
positiva de alcaloides. La prueba se realizd para la extraccion basica fase acudsa de la planta S.
trifasciata.

Cuadro 13. Porcentaje de inhibicion en el efecto hemolitico del veneno de A. mexicanus segln
cada tratamiento realizado

Tratamiento Inhibicion

(%)
Veneno 0
Antiofidico 66.7
Sanseveira 80
trifasciata
Tradescantia 55.6
spathacea
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Se muestra el porcentaje de inhibicion en el efecto hemolitico segun cada tratamiento inhibitorio
realizado, se puede ver que los alcaloides de S. trifasciata son los que mas inhibicion lograron.
Receta reactivo de Dragendorf
Para el ensayo de Dragendorff se prepararon los siguientes reactivos :

Se disolvieron 0.8 g de nitrato de bismuto pentahidratado en 40 mL de agua con 10 mL de &acido

acético glacial
Se disolvio 8 g de ioduro de potasio en 20 mL de agua destilada.
Finalmente mezclar ambas soluciones para obtener el reactivo de Dragendorff

(Marcano and Hasegawa, 2002)



D. Manejo de riesgos
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Cuadro 14. Manejo de material biolégico y como manejar un laboratorio segin cada riesgo

potencial  de
causar
enfermedades
letales;
potencial por
transmision de
aerosoles

controlado en todo momento,
descontaminacion de ropa
después de entrar al
laboratorio y desinfeccion de
todo lo que lo necesite.

equipo para
descontaminacion
y Se necesita

proteccion de
sistema
respiratorio.

No Riesgo o ruta Practica Barrera primaria Facilidades
de transmision y equipo de (barreras

seguridad secundarias)

1 Agentes que Poseer estandares para el Se requieren las Cuidado  de
causan cuidado y mantenimiento de normas de animales
enfermedades  animales cuidado normales estdndar : no
en humanos (bata,  guatnes, recirculacion

lentes) necesarias de aire, flujo
para el cuidado de aire directo
de ambas ideal, lavado
especies de manos
antes de
manipular al
animal.

2 Agentes 1. Acceso restringido Se necesita Necesidad de
asociados con 2. Letreros de peligro equipo para autoclave
enfermedades bioldgico descontaminaciéon Lavado de
humanas, 3. Descontaminacién de (etanol, cloro,etc) manos
heridas todo material que constante
percutaneas, tenga contacto. Se necesita
ingestion y guantes,
exposicion de mascarilla, bata,
membranas lentes
mucosas

3 Agentes con El laboratorio posee acceso Se requiere de Se  necesita

una separacion
entre el
laboratorio 'y
el exterior.
Doble puerta
necesaria,
ropa especial,
ventanas
selladas,
autoclave
disponible.

(CDC, 2009)



Cuadro 15. Toxicidad y propiedades fisico-quimicas de los reactivos mas utilizado
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Nombre Formula P.M. PF.°C P.Eb Solub Densidad  Apariencia  toxicidad Que hacer Desecho
(g/mol) °C (g/mL)
Acrilamida C3H5NO/CH2CHCON 71.8 84.5 300 Agua 1.04 Sélido Excesivamente Llevar a emergencia Si esta polimerizada
H2 blanco toxico si estd en  jnmediatamente. se desecha en el
polvo. Puede basurero. De lo
absorberse por la contrario  descartes
piel. Neurotoxico. L .
organicos, especiales.
Bisacrilamida | C7H10N, O2 N/S N/S Agua 1.2 Soélido Téxico si se LlLevaral médico. Orgénico especial
blanco ingiere, nocivo si
se inhala,
irritante por
contacto
SDS C2H5CI 64,52 -138 12,3 Leve en agua Liquido Inflamable. Lavar érea afectada. Orgénico
por hidrolisis incoloro. Toxico por  No inducir vémito.
lenta ingestion.
Irritante por
inhalacion.
agua H,O 18.014 0 100 1 liquido nula nula lavado
8
Acido acético | C,H40, 60.05 17 118 organico 1.049 liquido Dolor de Lavar con agua, llevar  Organico
glacial g/mol garganta, vomito, a un lugar ventilado.
dificultad
respiratoria,
irritacion
Hidréxido de | NaOH 54.49 48.72 - Agua Solido irritante neutralizar acuoso
sodio 17.14 blanco
Eter dietilico C4H100 74.12 34.6 -116.3 0.71 Orgéanico Xing:  No  Frasco de desechos.
afecta.
Xinh:
Irritacion en
la nariz.
Xabs:  No
) tiene afecto.
Acido sulfurico H2S04 98.08 10 337 Acuoso 1.8 liquido Altamente toxico Especial
Corrosivo
irritante
Etanol C,HsO 46.07 -114 78 organico 0.789 liquido Envenenamiento Llamar emergencia organico
T 3Icohé|ica,
H ermatitis,
"\ /\C/o irritacion
y /c\ \H
H
Cloroformo CHCl; 119.38 -64 61 organico 1.483 liquido Irritante y nocivo Llevar a un lugar orgéanico

ventilado


http://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
http://es.wikipedia.org/wiki/Gramo
http://es.wikipedia.org/wiki/Mol
http://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
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Figura 25. Disefio experimental para continuacién futura del anélisis de inhibicion de los
alcaloides de S.trifasciata sobre el efecto hemolitico del veneno de A.mexicanus

[ Realizaruna extraccion ypurificacion de alcaloides mas precisa ]

Realizar una extraccion en reflujo, calentando el sistema re flujo con el condensador frio. La extraccién de realiza con una mezcla de etanol acuoso al 80 % y HCl al 0.5%.
Luego se realiza una extraccion ultrasdénica, la cual se realiza con los mismo reactivos en un bafio ultrasénico por 30 minutos. La metodologia se realiza dos veces.

esperaria contar con un extracto m
uro de los alcaloides, lo cual se observe
en el andlisis de HPLC-masas

No

Si

Corroborar la
concentracion de
alcaloides en los

extractos

Realizar una curva de calibracién con
estandares de alcaloides para corroborar
la concentracién. Para corroborar la
concentracion se realizard una
cromatografia de HPLC-Masas usando una
columna ACQUITY UPLC BEH Cis (1.7Mm; con
un radio de 0.2 mLmin?)

No

e esperarl’a contarcon un

romatograma mas preciso a lo
ncontrado en literatura




Realizar pruebas

en modelo vivo
Otero et al

2000

El efecto hemorragico se determinard usando el método de
Kondo et al 1960. Los grupos de ratones seran inyectados
en el abdomen con dosis variable del veneno de
A.mexicanus ,disolviéndolo en 0.1mL de buffer de
fosfatos (pH=7.2). El grupo control recibird inicamente
inyecciones de buffer de fosfatos.Y como muestra se
analizara el efecto de ratones inyectados con venenoy
extracto de alcalides, variando la cantidad de extracto
inyectado para encontrar una dosis ideal. Finalmente
se sacrifica alos ratoes y se mide el efecto hemorragico
en el abdomen.

peraria encontrar que los ratones

inyectados con el veneno yel alcaloide de
as plantas analizadas sufran de un efecto
hemorragico menor a los ratones que
contengan solo veneno

No

Si

Realizacion de un
SDS PAGE en dos
dimensiones (Ha mes,

1998)

Fin
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Con ello se visualizara una
interaccion entre los alcaloides y
los componentes del veneno. Lo

cual apoyaria el resultado del

experimento anterior. En ello se
correra el page usando los
tratamientos de alcaloides,
antiofidicoy solo veneno.

No

veneno

Realizacion de

experimento de

actividad .

. (Pulido
enzimdtica

I_l 2014)

Se realizara un experimento de actividad
enzimdtica con las enzimas mds fuertes en el
efecto hemotoxico (fosfolipasa A2ylas
enzimas del grupo de metaloproteinasas),
usando como sustrato estandares de

fosfolipidos y como agente inhibitorio el
extracto de alcaloides. Como control
enzimatico se usard un estandarde
fosfolipasa o de lipasa y como control
inhibitorio se usara siempre suero
antiofidico comercial.

(FHames, 1998)

No

Fin
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Resultado

Inhibician
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Figura 26 Grafico de barras para evaluar el porcentaje de inhibicion en el efecto hemolitico del

T. spathacea S. Antiofidico Veneno crudo
fcAnecAVIATFA Comercial

veneno de A. mexicanus mediante cada tratamiento realizado.

33.33%

-

Tratamiento

En la imagen los datos ubicados en el “0”, color rojo, indica la poblacion de eritrocitos
que sufrieron de lisis, los datos ubicados en el “1”, color verde, indica la poblacion de eritrocitos
que no fueron lisados. La columna nimero 1 indica el tratamiento con Tradescantia spathacea,
la columna niimero 2” indica el tratamiento con Sanseveira trifasciata, la columna de veneno es
el tratamiento de lisis positiva (solo veneno) y la columna de antiofidico indica el tratamiento
con el antiofidico comercial. Los datos se obtuvieron al realizar 5 réplicas de 16 mediciones en
los bioensayos de espectrofotometria. Los porcentajes indican la lisis de los eritrocitos para cada

tratamiento. Para los tratamientos de alcaloides se utiliz6 la fase acuosa en la extraccion basica.



