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RESUMEN

En México, el envenenamiento por alacrán se considera un problema de

Salud Pública, cuyo tratamiento es la administración de suero hiperinmune. Sin

embargo, en la medicina tradicional mexicana diferentes especies de plantas han

sido ampliamente utilizadas como un remedio para el tratamiento de la

intoxicación por alacranes. El objetivo de este trabajo fue analizar el efecto de los

extractos hexánicos y metanólicos Bouvardia ternifolia y Aritolochia elegans en

diferentes modelos animales experimentales que permiten evaluar los efectos

tóxicos del veneno del alacrán Centruroides limpidus limpidus. Se midió el efecto

de los extractos orgánicos de estas plantas sobre la letalidad del veneno en ratón

determinado su DL50; su actividad antagónica sobre la contracción de íleon aislado

de cobayo inducida por el veneno, su actividad inhibitoria de las alteraciones del

ritmo en la aurícula aislada de rata provocadas por veneno; su efecto

antiinflamatorio del páncreas en rata y la liberación de amilasa en el páncreas

aislado de ratón, provocados por la administración de veneno de C. limpidus

limpidus.

Los extractos hexánico y metanólico de B. ternifolia modificaron la DL50  del

veneno de C. limpidus limpidus de 0.750 mg·Kg-1 a 1.64 y 1.16 mg⋅Kg-1,

respectivamente. Los extractos hexánico y metanólico de A. elegans produjeron

una menor actividad antitóxica, 1.04 y 0.984 mg⋅Kg-1. En pruebas in vitro, la

adición de los extractos de B. ternifolia y A. elegans inhibieron de manera

importante, la contracción del íleon aislado de cobayo, el efecto inotrópico positivo



en aurícula, la inflamación aguda del páncreas en rata íntegra y la liberación de

amilasa del páncreas aislado de ratón. Todos estos efectos inducidos por el

veneno de alacrán de manera dependiente de la concentración. En general, los

resultados demostraron que los extractos de estas plantas antagonizan las

acciones del veneno de Centruroides limpidus limpidus en los modelos

experimentales estudiados.



ABSTRACT.

In Mexico, scorpion envenomation is considered a public health problem,

treatment is hyperimmune sera administration. However, in the Mexican traditional

medicine, different plant species have been widely used as a remedy for treating

scorpion poisoning. The aim of this work was to analyze the effect of Bouvardia

ternifolia and Aristolochia elegans over different biological models that measured

the toxic effects of Centruroides limpidus limpidus venom.

 The effect of this plants on the venom lethality in mice, the antagonic

activity on isolated guinea pig ileum contraction, the antagonic activity on isolated

rat atria, over acute inflamation of rat pancreas and the release amylase in isolated

pancreas mouse, induced by the venom of C. limpidus limpidus was evaluated.

 The hexanic and methanolic extract from B. ternifolia modified the LD50 of

C. limpidus limpidus venom from 0.750 mgKg-1 to 1.64 and 1.16 mg⋅Kg-1,

respectively. The hexanic and methanolic extracts of A. elegans produced lower

antitoxic activity, 1.04 and 0.984 mg⋅Kg-1 respectively. On in vitro test, addition of

B. ternifolia and A. elegans extracts inhibited significantly isolated guinea pig ileum

contraction, isolated rat atria positive inotropic effect, acute inflammation of whole

rat pancreas and the amylase release in the isolated mice pancreas, all these

induced by scorpion venom in a concentration dependent mode. In general, the

results demonstrated the effectiveness of these two plant species for decreasing

the lethality and the toxic effects of C. limpidus limpidus venom in experimental

model.



INTRODUCCIÓN.

El envenenamiento por picadura de alacrán es un problema de salud social

que, aunque muy localizado, suele ser más frecuente en aquellas comunidades

donde el acceso a centros de salud es difícil y donde la población infantil es,

además, afectada por la desnutrición.

Es necesario resaltar que el veneno de alacrán desencadena en los

animales de laboratorio un cuadro fisiolpatológico complejo. Que lo hace, un

modelo farmacológico excelente, no sólo en el estudio del padecimiento, sino

también, en el análisis de las plantas que han sido usadas en el tratamiento del

envenenamiento por picadura de alacrán.

Como modelo farmacológico resulta muy enriquecedor debido a que se

pueden estudiar aquellas plantas que modulen o restablezcan la fisiología que ha

sido afectada por el veneno. Bajo el esquema del cuadro fisiopatológico, se

pueden proponer varios modelos, tanto in vitro como in vivo, que permiten evaluar

de manera separada los mecanismos involucrados en la intoxicación. Es el caso

de los desordenes cardíacos debidos a la liberación masiva de neurotransmisores,

como acetil colina y catecolaminas, así como por la modificación en la

excitabilidad de células del músculo cardíaco. Otros procesos fisiológicos

afectados son los provocados por la inflamación que resulta de la intoxicación,

como el edema agudo de pulmón y páncreas que puede ser monitoreado por

extravasación de albúmina; además de los desordenes en la presión arterial y

neurológicos.



En el presente trabajo se evaluó la actividad antitóxica de algunas plantas

medicinales tradicionalmente utilizadas en la herbolaria mexicana, para el

tratamiento de los síntomas por envenenamiento por picadura de alacrán, como es

el caso de Bouvardia terniflora y Aristolochia elegans. Lo cual, se llevó a cabo en

diferentes modelos que evalúan el efecto producido por el extracto vegetal sobre:

la DL50 del veneno de alacrán en ratones sanos, la contracción inducida con

veneno en el íleon aislado de cobayo, la fuerza de contracción de aurículas

aisladas de rata; la pancreatitis en rata íntegra; el efecto secretagogo en páncreas

y la cinética enzimática de amilasa.

El propósito de la investigación farmacológica de extractos de plantas

medicinales va más allá que el justificar el uso etnobotánico de los recursos

vegetales.  Ya que la búsqueda de sustancias activas mediante el análisis químico

y farmacológico de las plantas ha generado la producción de novedosos

fitomedicamentos, cuya principal característica es estar constituido por una mezcla

de sustancias químicas, a las cuales se les atribuye un efecto determinado, que

puede ser el resultado de una acción sinérgica entre sus constituyentes. La

ventaja de algunos fitomedicamentos es contar en un solo producto, una

alternativa para manejar la complejidad de cuadros patológicos como es el caso

de la picadura de alacrán.



ANTECEDENTES.

El alacranismo en México

Los alacranes son uno de los grupos de animales más antiguos sobre la

tierra (más de 400 millones de años de evolución), pertenecen a la clase

aracnidae, orden scorpionida y están representados por 1500 especies

distribuidas alrededor del mundo, agrupadas en seis familias: Buthidae,

Scorpionidae, Diplocentridae, Chactidae, Vejoidae y Bothriuridae. Aunque todos

los alacranes son venenosos, menos de 50 especies (pertenecientes a la familia

Buthidae) pueden ser considerados como peligrosos para el hombre (Keegan

1980, Dehesa-Dávila y col., Hoffman 1993).

Los alacranes se encuentran en las áreas tropicales, subtropicales y en las

regiones más cálidas de las áreas templadas del mundo. Se distribuyen

aproximadamente desde los 52° latitud norte y los 42° de latitud sur. Pueden

habitar en regiones a nivel del mar y hasta 2,500 metros de altitud, el número de

especies es mayor conforme la altitud disminuye. La distribución de las diferentes

especies depende de microambientes que sean adecuados para su subsistencia.

Debido a las características geográficas, en todo el territorio mexicano por

debajo de los 2500 metros, con una gran variedad de ambientes y una enorme

diversidad de flora y fauna, existen especies diversas de animales ponzoñosos y

entre ellos los alacranes. Anualmente, en el mundo se reportan un número

considerable de muertes por picadura de alacrán, siendo nuestro país uno de los

que presentan los más altos índices de morbilidad. De las 136 especies y



subespecies de alacranes que se encuentran en México, solo ocho tienen

importancia clínica (Hoffmann y Nieto 1939; Dehesa-Dávila y col. 1995); siendo los

del género Centruroides los responsables de la mayoría de los accidentes. Las

especies que pertenecen a este género se distribuyen en la región litoral del

océano Pacífico, cuenca del río Balsas, algunos estados centro-occidentales y en

el noreste del país.

La distribución geográfica específica del género Centruroides con importancia

en la salud pública es: C. elegans (Nayarit, Jalisco, Michoacán, Colima y

Guerrero), C. infamatus infamatus (Zacatecas, Aguascalientes, Guanajuato y

Michoacán), C. limpidus limpidus (Colima, Morelos y Guerrero), C. limpidus

tecomanus (Colima), C. noxius (Nayarit), C. pallidiceps (Sonora, Sinaloa y Arizona

EUA), C. sculpturatus (Sonora; Arizona y Nuevo México EUA) C. suffusus suffusus

(Durango) (SSA 1999; Dehesa-Dávila y Posanni 1994). Los estados de Colima,

Guanajuato, Guerrero, Jalisco, Michoacán, Morelos, Nayarit, Puebla y Sinaloa,

presentan la mayor incidencia de picadura de alacrán. Según los registros de la

Secretaría de Salud, el número de accidentes por año se ha ido incrementando.

Sin embargo, se estima que estos datos representan un 25% del total de

accidentes, esta estimación se debe, probablemente, a que existe un subregistro

de éstos. La falta de exactitud en los registros del número de accidentes y muertos

que se presentan anualmente, explica en parte las inconsistencias de los datos

que se observan en la  tabla 1. Se estima que hay alrededor de 300,000

intoxicados por picadura de alacrán por año, con una mortalidad de entre 1000 -

2000 muertes (WHO 1981). En el 2002 se señalaron más de 220 000 casos de

intoxicación en todos los estados del país (SSA 2002), además, se estima que 8



de 10 defunciones debidas a las picaduras de alacrán se concentran en los

estados de Guerrero, Jalisco, Michoacán, Nayarit, Puebla y Morelos (Granja y col.

1999).

Tabla 1. Número de accidentes por picadura de alacrán  reportados en los estados
con mayor índice de picaduras y el total en todo el país.

Al comparar lo que sucede respecto a la morbilidad relativa, se puede apuntar que

el estado de Morelos presenta la mayor tasa de picadura como se presenta en la

tabla 2.

Tabla 2. Se muestra el cálculo de la tasa picaduras en porcentaje, de acuerdo a la
población reportada en el Censo de Población y Vivienda del año 2000 (INEGI).

Estado Picaduras
año 2000

Población
año 2000

Tasa de
picadura (%)

Colima 9,769 542,627 1.8
Guanajuato 12,188 4,663,032 0.26
Guerrero 14,393 3,079,649 0.47
Jalisco 27,295 6,322,002 0.43
Michoacán 24,318 3,988,670 0.61
Morelos 30,202 1,555,296 1.94
Nayarit 10,560 920,185 1.15
Puebla 11,976 5,076,686 0.24
Sinaloa 8,585 2,536,844 0.34

Estado/Año 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002

Colima 8,013 9,493 9,362 12,475 12,114 9,769 8,227 8,777 9,334
Guanajuato 3,240 4,928 4,505 8,791 12,017 12,188 21,645 24,728 20,696
Guerrero 420 74 7,428 13,825 15,666 14,393 19,173 21,195 21,894
Jalisco 7,611 4,862 27,338 23,987 23,418 27,295 34,559 41,824 41,919
Michoacán 5,729 9,902 5,729 9,902 26,078 24,318 24,545 26,068 26,606
Morelos 18,245 3,610 23,243 26,987 23,808 30,202 26,745 31,311 28,625
Nayarit 273 3,183 8,461 9,606 9,970 10,560 12,968 12,962 13,829
Puebla 515 4,765 8,193 9,813 12,871 11,976 10,786 12,533 12,978
Sinaloa 221 52 4,218 5,166 6,168 8,585 6,700 7,060 7,477

Total 43,636 33,948 108,359 137,282 161,121 167,473 189,789 212,861 210,241



Fisiopatología de la intoxicación por picadura de alacrán.

El veneno de alacrán provoca alteraciones funcionales de diversos órganos

y tejidos, como consecuencia de la liberación súbita y masiva de acetilcolina  y

catecolaminas de las terminales nerviosas, debido a la sobre-estimulación que

efectúan las toxinas sobre los canales de sodio activados por voltaje. (Bablito y

col. 1986; Matos y col. 1999). Esto explica la patogénesis de los daños

neurológicos, cardiovasculares, hemodinámicos, con cambios

electrocardiográficos, metabólicos y hormonales, además del edema pulmonar y

pancreático (Karnad 1998; Bawaskar y Bawaskar 1997; Gueron y Sofer 1994). Se

ha catalogado al envenenamiento por picadura de alacrán como un síndrome de

déficit de energía y de capacidad para utilizar los sustratos metabólicos existentes

por los órganos vitales, lo cual provoca una "falla orgánica multi sistema" y en el

peor de los casos la muerte (Murugesan 1999).

 Algunos de los signos y síntomas que se manifiestan después de la

picadura de alacrán son: hipertermia, taquipnea, disnea, hiperexcitabilidad,

taquicardia o bradicardia, distensión abdominal, lagrimeo, salivación profusa,

náusea, vómito, nistagmus, midriasis, fotofobia, rinorrea, disfagia, sensación de

"pelos" en la garganta, disfonía, tos, aumento de la secreción bronquial, edema

pulmonar, hipertensión e hipotensión, falla cardiaca, choque circulatorio,

convulsiones, ataxia, fasciculaciones y coma (Flores PR 1963; Lagunas-Flores y

Rojas-Molina 1983).

 La semiología del padecimiento puede ser explicada, con base en la

capacidad de las toxinas del veneno de alacrán para actuar en los canales de

sodio de las terminales neuronales. Estas tóxinas provocan la despolarización de



membranas axonales con la consecuente liberación masiva de neurotransmisores,

los cuales, estimulan a varios órganos incluyendo: el intestino, corazón y tejido

vascular. Existen evidencias experimentales de que la acetilcolina y la

noradrenalina son los mediadores de muchas de las alteraciones fisiológicas

producidas por el veneno (Cunha-Melo col. 1973; Romano-Silva col. 1994; Matos

y col. 1999a; Matos y col. 1999b).

 La salivación excesiva, la náusea, el vómito, el incremento de la motilidad

intestinal y la distensión abdominal que se observan frecuentemente, son

manifestaciones parasimpáticas que se explican básicamente por la acción de las

toxinas sobre las neuronas colinérgicas del nervio vago (Dehesa-Dávila, y col.

1995).

Toxinas del veneno de alacrán.

 Las acciones del veneno de alacrán en cada órgano de la economía, tanto

en humanos como en animales experimentales, se deben básicamente a los

efectos de las toxinas. Los venenos son mezclas complejas de mediadores

químicos, como enzimas, nucleótidos, lípidos, mucoproteínas, aminas biogénicas

y péptidos. Estos últimos, son los responsables de los síntomas de intoxicación, y

tienen como blanco a canales iónicos. Además, constituyen el grupo de sustancias

mejor estudiadas del veneno de los alacranes.

Existen diferentes familias de toxinas que han sido clasificadas por su

especificidad de acción sobre canales iónicos, como los de Na+,  K+, Cl- y Ca++.

Dentro del género Centruroides, hay dos grupos de péptidos estructuralmente

parecidos. Los péptidos, de cadena grande afectan al canal de Na+ dependiente



de voltaje y los de cadena corta bloquean al canal de K+ dependiente de voltaje

del tipo KV1(Possani y Col. 1999) y ERG (“Ergtoxin-like genes”) (Corona y col.

2002). De tal forma, que las acciones de las toxinas se ejercen principalmente

sobre las membranas de las células excitables, como las células nerviosas y del

tejido muscular. La unión de estas toxinas a los canales catiónicos es causante de

muchos de los síntomas tóxicos del veneno (Dehesa-Dávila y col. 1995).

 Las toxinas de alacrán, que actúan sobre el canal de Na+, son péptidos que

están compuestos de 60-76 aminoácidos, altamente estables por su bajo peso

molecular y por 4 puentes disulfuro que consolidan la estructura tridimensional

(Caterall 1980: Fontecilla-Camps y col 1980; Leberton y col. 1994; Possani y col.

1999). Estas toxinas modulan los mecanismos de disparo de las células excitables

y, dependiendo de la forma en que lo hacen, se dividen en dos grupos: toxinas α

y β (Bontems y col. 1991; Bruix y col. 1993).

Las toxinas α y β que actúan sobre el canal de sodio de las células

excitables provocan el disparo espontáneo y repetitivo (Müller 1993), ya sea

retardando la inactivación o prolongando la activación, esto se ha demostrado en

células nerviosas, unión neuromuscular, músculo cardiaco, íleon y páncreas

(D'Suze 1996, Yatani y col. 1988; Dinitz y col 1974; Gallagher y col 1981). La

toxina γ de Tityus serrulatus y la toxina de Cn II-10 del Centruroides noxius se

unen a los canales de Na+ de miocitos con igual afinidad que a las células

nerviosas (Yatani y col. 1988).

Las toxinas α se unen al sitio 3 del canal de Na+ (Gordon y col. 1996;

Rogers y col. 1996, Bablito y col 1986)en la zona extracelular (Rogers y col. 1996),



retrasando o bloqueando la inactivación rápida, (Gordon y col. 1996; Bablito y col.

1996) inhibiendo el cierre de la compuerta de inactivación permitiendo la corriente

de sodio, prolongando los potenciales de acción (Gordon y col. 1996, Roger y col.

1996), bloqueando la cinética de inactivación rápida (Gordon y col. 1996, Bablito y

col. 1986) de manera dependiente del voltaje.

Las toxinas β se unen al sitio 4, modifican los mecanismos de activación,

sin alterar la inactivación, por lo que al compararlo con la actividad de las toxinas

α presenta un menor efecto en cuanto a las corrientes de Na+ (Bablito y col.

1986), prolongando significativamente la apertura del canal e incrementando la

corriente de sodio. Estas toxinas se unen al canal de Na+ de manera

independiente del voltaje (Yatani y col. 1988).

Los canales de sodio dependientes de voltaje de mamífero, son un

complejo de glicoproteínas con tres subunidades transmembranales α, β1 y β2

(Gordon y col. 1996).

La subunidad α se compone de cuatro dominios homólogos (I a IV), cada

uno constituido por seis α-hélices (S1 a S6). En la despolarización, tales dominios

presentan un cambio conformacional debido a variaciones de voltaje (-90 a +35

mV), que permite la apertura del canal y la entrada de sodio. Al alcanzar el pico

máximo de despolarización se produce otro cambio conformacional, que conduce

al cierre de la compuerta de inactivación o puerta h, ocluyéndolo e impidiendo la

corriente del ion (Catteral y Mackie 1996). Los dominios S4 de la subunidad α

detectan las modificaciones en el potencial de membrana, provocando cambios

conformacionales en la compuerta h. Donde los residuos de lisina o arginina con



carga positiva del S4 se unen a las cargas negativas del espacio intracelular

(Rogers y col. 1996). La compuerta de inactivación es un dominio intracelular corto

que conecta los dominios intracelulares III y IV y probablemente se pliega hacia el

interior de la boca intracelular del poro, ocluyéndolo unas milésimas de segundo

después de abrirse el canal (Rogers y col. 1996).

Las toxinas α del alacrán actúan probablemente en el asa extracelular que

une a los segmentos 3 y 4 del dominio IV. Durante la despolarización, el segmento

S4 del dominio IV, se mueve del espacio extracelular a la parte interna del canal,

entonces la toxina unida a través del IVS3-S4 puede disminuir este movimiento o

los cambios conformacionales requeridos para la inactivación rápida. No se

conoce con exactitud el sitio de fijación de las toxinas α (Rogers y col. 1996).

 Dentro de las toxinas del veneno de alacrán existen péptidos que

reconocen al canal de potasio, aunque en muchas de ellas no ha sido demostrada

la actividad tóxica, por lo tanto, en general se les conoce como ligandos dirigidos

contra el canal de potasio. La noxiustoxina fue la primera toxina específica contra

el canal de potasio y fue aislada del Centruroides noxius (Carbone y col. 1982).

Con excepción de la noxiustoxina, la actividad biológica de este tipo de toxinas en

mamíferos no ha sido muy relevante, probablemente porque, las cantidades

presentes en el veneno son muy pequeñas (menos del 0.1%) (Olamendi-Portugal

y col. 1996; Romi-Lebrun y col. 1997). Las toxinas específicas para el canal de

potasio son péptidos que contienen 29 a 39 aminoácidos, y son estabilizados por 3

tres puentes disulfuro (Possani 1999).



Efecto del veneno sobre el páncreas

El 80% de los picados de alacrán desarrollan pancreatitis, lo cual se reporta

para alacranes americanos del género Tityus. También se ha mencionado el

desarrollo de pancreatitis inducida por la intoxicación con veneno de alacranes

nor-africanos del genero Leiurus (Sofer 1991; Possani 1991; Fletcher 1994). Esto

puede explicarse en principio por la liberación de acetilcolina en las inervaciones

del páncreas, ya que no han sido descritos los canales de sodio en células

acinares del páncreas. Las toxinas de veneno del alacrán T. serrulatus, que

afectan al canal de Na+, tienen un efecto secretagogo sobre el páncreas y lo

hacen de manera similar a la carbamilcolina, un análogo de acetilcolina y actúa

como agonista sobre los receptores muscarínicos; esta acción provoca toxicidad

sobre el páncreas, lo cual se ha observado en el cobayo (Possani 1991).

A nivel celular, el desarrollo de la pancreatitis inducida por la intoxicación

con veneno de alacrán provoca la presencia de grandes agregados en la región

comprendida entre la región cis del aparato de Golgi y el retículo endoplásmico de

las células acinares (Possani 1991), hecho que se corrobora con estudios de

microscopía electrónica, y se observa que éstos son estructuras formadas por

elementos tubulares (Fletcher 1994). En las células acinares, también se ha visto

que durante el consumo exhaustivo del ATP por anoxia con N2, se forman tales

agregados.

El 60% de muertes de pacientes con pancreatitis aguda sucede en los

primeros 7 días, después de la picadura, con falla respiratoria aguda, la relación

entre estos dos eventos no está del todo clara (Zhou 1992). Sin embargo, la

liberación de enzimas proteolíticas o hidrolíticas derivadas del páncreas hacia la



circulación sistémica determina el desarrollo del daño pulmonar. El daño

pancreático también provoca la liberación de otros mediadores celulares como el

“Factor Activador de Plaquetas” (PAF, por sus siglas en inglés), el cual es un

potente mediador químico que actúa como señal durante el proceso inflamatorio y

está bien establecido como mediador del daño pulmonar. Los efectos a nivel

pulmonar, no se explican tan fácilmente después de que el páncreas libera PAF o

enzimas hidrolíticas, es evidente que no es un mecanismo simple, ya que por

ejemplo la administración endovenosa de fosfolipasa A2 provoca daño pulmonar

en ratas con pancreatitis y no produce daño en ratas normales, lo que indica que

existe un conjunto de factores involucrados en el daño pulmonar (Matos 1997).

 El edema pulmonar agudo, especialmente en niños, es un signo de mal

pronóstico, que regularmente va acompañado por una letalidad significativamente

alta (Amaral 1992). En rata, dos mecanismos distintos parecen contar en el daño

pulmonar posterior a la intoxicación con veneno de alacrán: el primero, es la falla

ventricular izquierda aguda debida a una hipertensión arterial sistémica seguida de

una liberación de catecolaminas; el segundo, es el incremento de la permeabilidad

vascular secundaria a la liberación de mediadores de la inflamación como el PAF.

La administración de heparina o antagonistas del PAF previenen el edema agudo

de pulmón provocado por veneno de Tityus serrulatus (Amaral 1993). También la

heparina reduce la permeabilidad vascular producida por histamina, bradicidina y

prostaglandinas. La inyección previa de inhibidores de la 5-lipoxigenasa (MK-886)

o cicloxigenasa (aspirina o indometacina) disminuye la magnitud del edema

inducido por el veneno de alacrán (Matos 1999ª). Otro mecanismo posible es que

el veneno induzca la liberación de neuropéptidos como la sustancia P. Esto se ha



observado en el modelo de íleon aislado de cobayo (Matos 1999ª), este

neuropéptido, a su vez, induce la liberación de mediadores de la inflamación en

leucocitos, células cebadas y macrófagos (Brain 1997; Ho 1998).

Efectos del veneno de alacrán sobre el sistema cardiovascular.

 De los aparatos y sistemas afectados por el veneno de alacrán, el

cardiovascular es el más ampliamente estudiado. Entre los efectos

cardiovasculares secundarios a la picadura de alacrán se encuentra: el daño al

miocardio, falla cardiaca, arritmias, hipertensión, hipotensión, edema pulmonar y

falla respiratoria (Gueron 1992). Los mecanismos subyacentes a la intoxicación

son de particular importancia clínica y farmacológica (Ismail 1995).

En general, se considera que los efectos cardiovasculares después de la

intoxicación, están mediados a través de la estimulación del sistema nervioso

autónomo, con una predominancia sobre el sistema simpático, por lo que se

observa marcado cronotropismo e inotropismo positivos básicamente por la

liberación tisular y medular de catecolaminas. Dichos efectos son bloqueados por

fármacos como el propranolol, bloqueador β-adrenérgico, que implica la naturaleza

noradrenérgica del efecto (Teixeira 2001). Además, se presenta bradicardia tardía,

que es inhibida por atropina, un efecto sobre receptores colinérgicos; que se

explica por la inhibición de la adenilciclasa y el aumento de la conductancia a K+,

dando lugar a los efectos cronotrópico e inotrópico negativos de la ACh en el

corazón (Lefkowitz 1996). La bradicardia tardía es fatal en el cuadro clínico del

envenenamiento con toxinas de alacrán,(Goyffon 1982) probablemente su causa



sea más la isquemia miocárdica y la fatiga celular que la acción de la ACh (Gueron

1980).

Es importante destacar, que otra acción del veneno es probablemente

modificar directamente la excitabilidad de la membrana de los miocitos, debido a

que estas células tienen canales de Na+ y Ca2+ dependientes de voltaje, los cuales

son susceptibles de ser afectados por el veneno (Teixeira 2001). Además, la

mayoría de los venenos producen una hipertensión pronunciada, tanto en

animales de experimentación, como en las víctimas de intoxicación, sobretodo en

niños. Es precisamente este efecto al que se considera el principal factor

responsable de la falla cardiaca, así como del edema agudo de pulmón (Gueron

1992). La hipertensión secundaria a la picadura de alacrán también se asocia a la

liberación  masiva de catecolaminas; un fenómeno similar ocurre en el

feocromocitoma. Aunque existe una diferencia importante, la hipertensión en el

feocromocitoma es de corta duración, desapareciendo en muchos casos entre 15

y 60 minutos, provocando fallas cardiacas. En cambio, el veneno provoca una

hipertensión de larga duración, la cual es más complicada y no se explica

simplemente por la liberación masiva de las catecolaminas de las terminales

nerviosas sistémicas y de la médula adrenal (Ismail 1995). Hay dos mecanismos

por los cuales el veneno de alacrán puede producir aumento en la liberación de

catecolaminas: por estimulación sobre las terminales nerviosas simpáticas con

aumento de la secreción, y en la médula suprarrenal a través de la liberación de

ACh por las fibras preganglionares y su interacción con los receptores nicotínicos

de las células cromafines.



La hipertensión se produce por vasoconstricción periférica (que explica

también la palidez) y por aumento en la fuerza contráctil del corazón a través de

mediadores β1-adrenérgicos (Lefkowitz 1996), también participa la liberación de

renina por estimulación simpática β1 de las células yuxtaglomerulares del riñón.

Hecho que se demuestra con la elevación de los niveles séricos de renina y

aldosterona en pacientes con síntomas sistémicos ocasionados por veneno de

alacrán (Gueron 1992).

Antecedentes etnobotánicos, farmacológicos y químicos de la Aristolochia

elegans y de la Bouvardia ternifolia.

Aristolochia elegans Mast perteneciente a la familia Aristolochiaceae, es

probablemente, la especie vegetal más ampliamente utilizada, en el estado de

Morelos para el tratamiento de la intoxicación de pacientes con veneno de alacrán.

De hecho la familia Aristolochiaceae es muy conocida desde la antigüedad, por

sus aplicaciones terapéuticas, tales como: uterotónico, emenagogo, expectorante

y antiespasmódico (Hernández 1969). Esta planta es utilizada en México como

antimicrobiano, antitumoral, antidiarreico, antipirético, antiviperino y emenagogo

(INI, 1994). Se ha demostrado farmacológicamente que las especies del género

Aristolochia poseen actividad antiinflamatoria relacionada a la presencia del ácido

aristolóquico, una sustancia característica del género. Este compuesto es un

inhibidor específico de la fosfolipasa y por lo tanto es capaz de disminuir la

liberación de mediadores pro inflamatorios y del dolor (Hutt and Houghton, 1998).

También se ha demostrado que, debido a sus propiedades anticolinérgicas, los



extractos obtenidos a partir de diferentes especies de este género, modifican la

actividad contráctil del íleon aislado de cobayo (Rastrelli, 1997).

Bouvardia ternifolia Schltdl (Rubiaceae) es una planta endémica del

altiplano mexicano; sus raíces se han utilizado dentro de la medicina tradicional,

para el tratamiento de la mordedura de serpiente, piquete de alacrán, araña y

ciempiés. Se le han descrito propiedades analgésicas y sedantes; aunque también

se ha mencionado como antiviral (Aguilar et al. 1994; INI, 1994). De esta planta se

aisló e identificó un hexapéptido cíclico que presenta actividad antitumoral, lo cual

fue reportado por Shivanand y col. (Shivanand y col.1977). También se ha

reportado la presencia de ácidos ursólico y oleanólico a los cuales se les han

atribuido la propiedad hipoglucemiante mostrada por la B. ternifolia (Pérez et al.

1998).



JUSTIFICACIÓN Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El alacranismo es un problema de salud pública en el estado de Morelos.

Así lo muestra la tasa tan alta de incidencia (tabla 2). La especie de alacrán

endémica de ese estado es la segunda en toxicidad dentro de las especies tóxicas

del género Centruroides presentes en México (Dehesa 1995). Durante muchos

años la medicina tradicional Mexicana ha utilizado algunas especies vegetales

para el tratamiento de la picadura de alacrán. Con base en los resultados

obtenidos en la encuesta IMSS-COPLAMAR (Lozoya 1987) el 53% de las 34

delegaciones que constituyen al IMSS se mencionó el uso de una Aristolochiacea

para contrarrestar la picadura de animales ponzoñosos. Sin embargo, a pesar de

la importancia de este padecimiento, así como el uso de recursos herbolarios para

su atención, en la literatura no se cuenta con estudios farmacológicos que

permitan establecer que los extractos vegetales pueden disminuir la toxicidad del

veneno de alacrán (Hutt y Houghton 1998).

 De acuerdo con lo anterior se puede plantear la siguiente pregunta

metodológica: “¿La Aristolochia elegans y la Bouvardia ternifolia tienen la

capacidad de antagonizar los efectos tóxicos del veneno de alacrán C. limpidus

limpidus, observados en animales íntegros, íleon aislado de cobayo, aurículas

aisladas de rata y páncreas de ratas intoxicadas?



HIPÓTESIS

Los extractos hexánico y metanólico de Aristolochia elegans y Bouvardia

ternifolia inducen una disminución de las alteraciones funcionales ocasionadas por

el veneno total de Centruroides limpidus limpidus en ratones íntegros, íleon

aislado de cobayo, aurículas aisladas de rata y páncreas de ratas intoxicadas.



OBJETIVO GENERAL.

 Estudiar la disminución de las alteraciones funcionales provocadas por el

veneno del alacrán Centruroides limpidus limpidus, en diferentes modelos

experimentales por los extractos de Aristolochia elegans y Bouvardia ternifolia.

OBJETIVOS ESPECÍFICOS.

 Evaluar la modificación causada por los extractos hexánico y metanólico de

Aristolochia elegans y Bouvardia ternifolia sobre la toxicidad del veneno del

alacrán Centruroides limpidus limpidus, por aumento de la DL50 en ratones.

 Cuantificar la CE50 del veneno de Centruroides limpidus limpidus, en íleon

aislado de cobayo, aurículas aisladas de rata y páncreas aislado de ratón en

presencia de diferentes extractos de Aristolochia elegans y Bouvardia ternifolia.

 Cuantificar los parámetros asociados a la pancreatitis, provocada por el

veneno de Centruroides limpidus limpidus, en presencia y ausencia de los

extractos hexanico y metanólico de Aristolochia elegans y Bouvardia ternifolia.



MATERIAL Y METODOS.

Material vegetal

La raíz de Bouvardia ternifolia (Cav.) Schlechter (Rubiaceae) se colectó en

Coajomulco, Morelos, mientras que las raíces de Aristolochia elegans Mast, fueron

obtenidas de la región oriental del estado de Guerrero. El material vegetal fue

identificado por la M en C Abigail Aguilar Contreras, directora del herbario de

plantas medicinales del IMSS. Se depositaron ejemplares para referencia con los

siguientes números de registro (HPMIMSS13596), (HPMIMSS13595) y

(HPMIMSS12050), respectivamente.

Preparación de los extractos.

El material vegetal fue seleccionado y secado en la oscuridad a temperatura

ambiente. El material seco y molido fue extraído exhaustivamente por percolación

en n-hexano, el material vegetal extractado fue secado para eliminar

completamente el disolvente y posteriormente fue extractado exhaustivamente con

metanol. Ambos extractos fueron evaporados a sequedad en condiciones de

vacío, almacenados entre 0°C y 4°C y protegido de la luz hasta que fueron

utilizadas en las pruebas experimentales.

Preparación de veneno de alacrán de Centruroides limpidus limpidus.

El veneno fue obtenido de una colonia de alacranes colectados de la región

de Puente de Ixtla, Morelos y mantenidos en nuestro laboratorio. El veneno fue

recolectado en cajas de Petri, por medio de un pulso eléctrico aplicado



directamente al telson de los animales. El material obtenido fue clarificado por

centrifugación y posteriormente liofilizado y almacenado a -70°C, hasta que fue

usado. Para los ensayos, el veneno siempre fue disuelto en solución salina

isotónica.

Animales de experimentación

Se usaron ratones machos de la cepa Balb-C (20 – 22 g), ratas machos de

la cepa Sprague-Dawley (200 – 250 g), cobayos machos de la cepa Hartley (350 –

450 g). Todos los animales fueron obtenidos de nuestro bioterio, donde se

mantuvieron bajo condiciones de temperatura controlada (22 ± 2ºC), bajo un ciclo

de 12 horas de luz por 12 horas de oscuridad, y con acceso libre a agua y

alimento.

Pruebas de toxicidad aguda de las plantas medicinales.

Los efectos letales de los extractos vegetales se determinaron de la

siguiente manera: Se manejaron, durante la prueba dosis crecientes de los

extractos (7.5, 15, 30, 60 y 120 mg⋅Kg-1), utilizando para cada una un grupo de 6

ratones, a los que se les administró un volumen constante de 0.5 ml  por vía

intravenosa (iv) por la vena caudal. La mortalidad fue evaluada a las 24 horas

posteriores a la inyección.



Efectos de los extractos vegetales sobre la letalidad del veneno Centruroides

limpidus limpidus.

Se usaron cinco grupos de seis ratones de ambos sexos, que fueron

tratados con las siguientes dosis crecientes de veneno, 0.69, 0.79, 0.9081,.044 y

1.2 mg⋅Kg-1 en un volumen total de 0.5 ml. Los extractos secos de las plantas,

fueron disueltos en solución salina isotónica y administrados simultáneamente con

el veneno i.v. por la vena caudal en una dosis final de 50 mg/Kg. Otros cinco

grupos de seis ratones recibieron las misma dosis de veneno y sirvieron como

grupos control. La mortalidad fue determinada a 24 h post-inoculación.

Pruebas de antagonismo in vitro.

a) Modelo del íleon aislado de cobayo.

Los cobayos fueron sacrificados por dislocación cervical; el íleon distal fue

obtenido por laparotomía. El tejido obtenido fue cuidadosamente lavado con

solución Tyrode, una sección de 2 cm aproximadamente fue disecado y colocado

en una cámara de incubación con una capacidad de 3 ml. Un extremo del tejido se

sujeto al fondo de la cámara por medio de un hilo de seda, mientras que el otro

lado de tejido fue sujetado a un transductor de fuerza por medio de un hilo de

seda, el cual fue conectado a un equipo digital de adquisición de datos (Maclab 8).

El tejido fue mantenido con 1 g de tensión a  37°C en solución Tyrode (NaCl

136.9, glucosa 11.1, NaHCO3 11.9, CaCl2 1.4, KCl 2.7, MgCl2 0.5, NaH2PO4 0.4

mM, pH 7.4) y burbujeado con una mezcla de CO2 5% y O2 95%. Después de un

periodo de 20 minutos de estabilización del tejido, a las condiciones de ensayo, se



adicionó una solución de acetilcolina (Sigma) a una concentración final de 1 x 10-4

M. Esta condición se considera como el 100% de la contracción alcanzada por el

tejido y usada como referencia de la contracción máxima. Después de lavar cinco

veces el tejido, se adicionan diferentes cantidades de veneno para ajustar a

concentraciones crecientes (0.2 – 16 µg⋅mL-1) y se construyó una curva

concentración respuesta. Finalmente los extractos de las plantas fueron

adicionados a la cámara a las concentraciones de 40, 80, 120, 160, 200, 240, 280,

320 y 360 µg⋅mL-1 su efecto fue determinado en una curva concentración

respuesta.

b) Modelo de aurículas aisladas de rata.

Las aurículas se obtuvieron de ratas sacrificadas por decapitación, el tejido

disecado se colocó en solución de Ringer – Krebs (NaCl 119, glucosa 11.1,

NaHCO3 25.0, CaCl2 2.5, KCl 4.7, MgCl2 1.0, NaH2PO4 1.2 mM, pH 7.4), a 37°C y

burbujeado con una mezcla de CO2 5% y O2 95%. Las aurículas fueron colocadas

en un cámara de perfusión de 2 ml sujeta al fondo de la cámara con un hilo de

seda y el otro extremo fue sujetado con el mismo hilo a un transductor de fuerza,

el cual fue conectado a un equipo digital de adquisición de datos (Maclab 8). El

tejido se lavó 3 veces durante 30 minutos, al final de este periodo se registró las

contracciones espontáneas de las aurículas determinando las condiciones basales

de fuerza y frecuencia de contracción. A la cámara de perfusión se adicionaron

concentraciones crecientes de veneno (0.35, 0.75, 1.5 y 2.25 µg⋅mL-1), a los 60

segundos se agregaron 250 µg⋅mL-1 de extractos hexánico y metanólico de



Aristolochia elegans y Bouvardia ternifolia y se evaluó el efecto producido sobre la

fuerza y frecuencia de contracción.

c) Inflamación neurogénica en páncreas aislado de rata  medida por

extravasación de azul de Evans.

Este procedimiento se basa en el método descrito por Saria y Lundberg

(1983), en el cual, se demuestra que el azul de Evans al ser administrado a ratas

(i.v.) en el espacio vascular, se une fuertemente a la albúmina sérica, por lo que se

mantiene en circulación y es retenido en el compartimiento vascular. Cuando se

presenta una discontinuidad en la barrera endotelial, ocurre la extravasación de la

seroalbúmina, el azul de Evans fluye hacia al espacio intersticial y entonces puede

ser cuantificado en el tejido.  En este experimento, el Azul de Evans se administró

por la vena femoral (a una dosis de 30 mg⋅Kg-1, en una solución de 3% en NaCl

0.9%), a ratas previamente anestesiadas (pentobarbital sódico, 40 mg⋅Kg-1 i.p.).

Cinco minutos después (en grupos de 5 animales por experimento) se

administraron diferentes dosis de veneno de Centruroides limpidus limpidus (1, 20,

100 y 500 µg⋅Kg-1, i.p.). Los animales permanecieron con estas condiciones

durante una hora, al término de la cual, los animales fueron perfundidos por la vía

endovenosa con 50 ml de amortiguador de fosfato salino adicionado de 100

unidades·mL-1 de heparina, posteriormente se administró por la misma vía 200 ml

de buffer de citratos 500 mM pH 3.5 adicionado de 1% de formaldehído. Después

de la perfusión, la que permitió que toda la sangre haya sido eliminada del espacio

vascular, se disecó el páncreas por laparatomía. El páncreas extraído fue pesado



e incubado 48 horas en formamida, para extraer el azul de Evans del intersticio, el

colorante fue cuantificado por espectrofotometría a una longitud de onda de 620

nm. Para evaluar el efecto antagónico de las plantas sobre el edema pancreático

producido por el veneno, se administraron i.p. extractos hexánicos y metanólicos

de Aristolochia elegans y Bouvardia ternifolia a cuatro grupos de animales

intoxicados con las mismas dosis de veneno ya planteadas. La administración de

los extractos se realizó antes de la administración del azul de Evans, con una

dosis de 50 mg·Kg-1.

d) Liberación de amilasa en el páncreas aislado de ratón.

El páncreas fue removido de ratones anestesiados (pentobarbiltal sódico

40 mg·Kg-1). Inmediatamente después, los lóbulos fueron separados y el tejido fue

lavado con solución amortiguadora de fosfato 0.1 M y NaCl 0.15 M, pH 7.2. El

páncreas separado fue sujetado con una seda calibre 2/0 en una cámara de vidrio

de 2 ml, en solución Tyrode con un burbujeo continuo con una mezcla de 95 % O2

y  5  %  CO2, a 37º C. Se lavó 3 veces en la misma solución mantenido el tejido

durante 15 min. Una vez estabilizado el tejido se adicionaron  diferentes

cantidades de veneno de Centruroides limpidus limpidus (0.00032, 0.0016, 0.008,

0.04, 0.2 y 1 mg·mL-1) y se tomaron muestras del medio de incubación (200µl)

después de 5, 10 y 15 minutos. Las muestras se congelaron inmediatamente a  -

20ºC hasta que la amilasa fue cuantificada por el método amiloclástico

iodométrico, con el fin de determinar el efecto antagónico de los extractos

hexánico y metanólico de Aristolochia elegans y Bouvardia ternifolia, a una



concentración de 0.039 mg·mL-1. Los extractos fueron adicionados 2 minutos

antes de la adición del veneno de alacrán.

e) Determinación de la amilasa por el método amiloclástico iodométrico.

La mezcla de reacción consistió de 250 µl de solución sustrato que contenía

almidón (500 µg·mL-1) en buffer de fosfato 0.1 M en NaCl 0.15 M a pH 7.0; 5 µl de

solución enzimática y se incubó 37°C durante 450 segundos. La reacción se paró

al adicionar 250 µl de solución de iodo (0.1 N) en HCl (0.02 N). La mezcla de

reacción se diluyó 1:10 con agua destilada y fue analizada

espectrofotométricamente a 640 nm y comparado con curva estándar de almidón.

f) Determinación de parámetros cinéticos de amilasa.

Se realizó la determinación de la actividad enzimática en presencia de

concentraciones crecientes de sustrato (40, 80, 120, 160, 200, 240, 280, 320, 360,

400, 440, 480, 600  y 800 µg·mL-1), determinando la cantidad de almidón

hidrolizado a diferentes tiempos (0, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 420 y 520

segundos). Con los valores de velocidad de hidrólisis, en µg·mL-1·min-1 en función

de la concentración de almidón, se construyeron las gráficas de cinética

enzimática; también se construyeron las gráficas de los inverso de la velocidad

contra el inverso de la concentración. Para evaluar el posible efecto inhibitorio de

los extractos hexánico y metanólico de Aristolochia elegans y Bouvardia ternifolia,

se realizó la determinación de los parámetros cinéticos de la amilasa en presencia



de los extractos vegetales cuando se realizó la determinación de velocidad de

hidrólisis en función de la concentración de almidón.

g) Determinación de amilasa por un método inmunoenzimático.

Para evaluar el efecto secretagogo neto de amilasa provocado por veneno

de Centruroides limpidus limpidus, eliminando el efecto inhibitorio de los extractos

vegetales, se montó una determinación de la presencia de amilasa, detectada por

ELISA (enzyme linked immnue assay). Se obtuvo un suero hiperinmune de cobayo

inmunizado con amilasa pancrática de origen porcino. Las placas de ELISA se

sensibilizaron con amilasa pancreática y la determinación consistió en la

disminución lineal de la reacción antígeno anticuerpo, por la competencia que se

establece entre la amilasa fija a la placa y la que se adiciona en la muestra a

determinar.

h) Comparación de las secuencias de aminoácidos de la amilasa

pancreática de origen porcino y de origen murino.

Para efectuar la inmunización de los cobayos se utilizó amilasa pancreática

de origen porcino. Para establecer el cruce inmunológico de la amilasa de origen

porcino y murino se ingresaron las secuencias de ambas enzimas reportadas en la

literatura, al programa PCGENE, para establecer la homología entre las

secuencias utilizando varios criterios. En primer lugar establecer la comparación

de toda la secuencia, eliminando en ambas proteínas el péptido líder. En segunda

instancia comparar los segmentos de mayor índice de hidrofilicidad tanto en

identidad, como en similitud.



i) Esquema de inmunización de cobayos

Un grupo de 3 cobayos se inmunizaron los días 0, 7, 14, 21, 28. La primera

dosis consistió de 0.1 mg de amilasa en 0.5 ml adyuvante completo de Freund, las

dosis posteriores se efectuaron con 0.1 mg en adyuvante incompleto de Freund.

La vía de administración fue subcutánea, después del quinto refuerzo a los 28 días

se realizó una sangría de prueba para determinar el título del suero. A los 32 días

se realizó una sexta reinmunización y quince días después se efectúo la sangría

en blanco de los cobayos hiperinmunes.

ANÁLISIS ESTÁDISTICO.

Los resultados fueron sometidos a un análisis de variancia (ANOVA) y los

grupos de ensayo fueron comparados con los grupos control por la prueba “t” de

Student. La probabilidad de 0.05 o menos fue considerada como significante.



RESULTADOS.

Obtención de los extractos.

El rendimiento de los extractos hexánico y metanólico de Aristolochia

elegans fueron de 0.57 y 10.2 % y los de Bouvardia ternifolia de 0.83  y 5.5

respectivamente.

Pruebas de toxicidad de los extractos vegetales

En las pruebas de letalidad, todos los extractos vegetales utilizados en esta

investigación mostraron DL50 mayores a 120 mg⋅Kg-1 i.v. en ratón.

Efecto producido por los extractos vegetales sobre la DL50 del veneno de

Centruroides limpidus limpidus en ratón.

La administración i.v. del veneno de C. limpidus limpidus a una muestra de

ratones, resultó en una DL50 0.750 mg⋅Kg-1. Cuando se administró

simultáneamente el extracto hexánico y metanólico de Bouvardia ternifolia, se

modificó la DL50 a 1.64 y 1.16 mg⋅Kg-1 respectivamente, siendo los extractos que

presentaron una mayor capacidad de disminución de la toxicidad del veneno con

118 y 55%. Los extractos hexánico y metanólico de Aristolochia elegans mostraron

una menor capacidad antitóxica, incrementando la DL50 a 1.04 y 0.984 mg⋅Kg-1,

respectivamente; que corresponde a una disminución de la toxicidad de 31.2 y

38.8%. Como se observa en la tabla 3.

Al realizar el análisis estadístico de la determinación de la capacidad

antitóxica, se observaron diferencias significativas con ambos extractos de



Bouvardia ternifolia y con el metanólico de A. elegans. El extracto hexánico de

esta última planta presenta una capacidad antitóxica mayor. Sin embargo, debido

a la dispersión de los datos no se muestra una diferencia estadísticamente

significativa.

Tabla 3. Determinación de la DL50 del veneno en presenecia y ausencia de los
extractos vegetales. Se muestra el promedio de 3 determinaciones.

Veneno MetOH Ae Hexa Ae MetOH Bt Hexa Bt

DL50 0.750 0.984 1.041 1.167 1.640

D.E. 0.088 0.059 0.279 0.139 0.194

p 0.009 0.082 0.004 0.004

Evaluación del efecto producido por los extractos vegetales sobre la

contracción inducida por el veneno de Centruroides limpidus limpidus en el

íleon aislado de cobayo.

En las figuras 1 y 2, se muestra un registro en tiempo real del íleon aislado

de cobayo, donde se observa el comportamiento de la fuerza de contracción

respecto al transcurso del tiempo del ensayo. En condiciones de reposo se

mantiene una tensión de 1 g, a la adición del veneno C. limpidus limpidus se

induce una contracción sustancial del tejido que se puede mantener por un

periodo de 6 a 7 min, posterior a este periodo se observa una disminución de la



fuerza de contracción con contracciones repetitivas de baja intensidad. Después

de este periodo el tejido se agota y no responde a un pulso de acetilcolina. El

efecto producido por el veneno fue inhibido hasta en un 70%, de manera

concentración dependiente, por la adición de los extractos de B. ternifolia (40

µg⋅ml) y A. elegans (80 µg⋅ml)(figura 3).

Figura 1. Registro que muestra la contracción del íleon aislado de cobayo inducida por el
veneno de C. limpidus limpidus (a) y efecto de la aplicación del extracto de Aristolochia

elegans (b).
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Figura 2. Registro que muestra la contracción del íleon aislado de cobayo inducida por el
veneno de C. limpidus limpidus (a), y efecto de la aplicación del extracto de Bouvardia
ternifolia Schltdl (b).
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Figura 3. Inhibición producida por la adición de diferentes concentraciones de extractos
hexánico de A. elegans  (  ) y B. ternifolia ( Ο  ) sobre contracciones inducidas por 14 µg/ml
de veneno de C. limpidus limpidus en íleon aislado de cobayo. Cada punto es el promedio
de 5 determinaciones ± D.E.
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Evaluación del efecto inotrópico y cronotrópico del veneno de Centruroides

limpidus limpidus en aurículas aisladas de ratas y los efectos antagónicos

de los extractos vegetales.

La administración de veneno en las aurículas aisladas de rata provocó un

efecto inotrópico y cronotrópico positivo dependiente de la concentración. Cuando

se administró el veneno la contracción alcanzó un efecto máximo de

aproximadamente un 120% sobre la fuerza de contracción normal, al adicionar los

extractos hexánico y metanólico de B. ternifolia y A elegans disminuyeron

significativamente el efecto inotropico positivo provocado por el veneno, lo cual se

observa en las figuras 4 y 6.

Respecto a la frecuencia de contracción, el veneno la incrementó de

manera dependiente de la concentración, sin embargo ninguno de los extractos

mostró capacidad de disminuir significativamente el efecto cronotrópico positivo

provocado por el veneno (figuras 5 y 7).
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Figura 4. Efecto del extracto hexánico (Hex) y metanólico (MeOH) de B. ternifolia sobre el
efecto ionotrópico positivo inducido por  veneno de Centruroides limpidus limpidus sobre la
la contracción espontánea de aurículas aisladas de rata. Cada punto es el promedio de 3
determinaciones ± D.E.
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Figura 5.  Efecto del veneno de Centruroides limpidus limpidus sobre la frecuencia de
contracción de aurículas aisladas de rata (medido como porcentaje de aumento) y en
presencia del extracto hexánico (Hex) y metanólico (meOH) de Bouvardia ternifolia. Cada
punto es el promedio de 3 determinaciones ± D.E.
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Figura 6. Efecto del extracto hexánico (Hex) y metanólico (MeOH) de A. elegans sobre el
efecto ionotrópico positivo inducido por  veneno de Centruroides limpidus limpidus sobre la
la contracción espontánea de aurículas aisladas de rata. Cada punto es el promedio de 3
determinaciones ± D.E.
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Figura 7. Efecto del veneno de Centruroides limpidus limpidus sobre la frecuencia de
contracción de aurículas aisladas de rata (medido como porcentaje de aumento) y en
presencia del extracto hexánico (Hex) y metanólico (meOH) de Aristolochia elegans. Cada
punto es el promedio de 3 determinaciones ± D.E.

La adición del veneno a las aurículas aisladas provocó una modificación

muy evidente de la forma del trazo de registro, tanto en la altura (fuerza de

contracción) como en la amplitud del trazo (frecuencia); la adición de los extractos

vegetales antagonizaron el efecto del veneno. Con el fin de hacer mas claro lo

anterior se presentan las figuras 8 a 12, que corresponden al trazo en tiempo real

de las contracciones espontáneas de aurículas aisladas de rata y bajo el efecto del

veneno y extracto hexánico de B. ternifolia. En la figura 8 se muestra el registro de

un experimento completo. En el trazo se indica el comportamiento basal, el detalle

de la arquitectura del trazo se observa en la figura 9. Corresponde al periodo de

medición de 0 – 46 segundos, y tiene un promedio de fuerza de contracción de

0.436 ± 0.05 g y una frecuencia de contracción de 199.8 ± 3.1 latidos por minuto



(LPM).  En el trazo se observa regularidad tanto en la altura como en el ancho,

asimismo, en la arquitectura del trazo.

Figura 8.  Registro que muestra el efecto producido por el veneno de Centruroides limpidus
limpidus (15 µg/ml) sobre la actividad contráctil de aurículas aisladas de rata, y la
administración posterior del extracto hexánico de Bouvardia ternifolia (250 µg/ml). Los
números 1, 2, 3 y 4, define los segmentos del registro se amplia en las figuras 9, 10, 11 y 12.

Figura 9. Detalle del registro del comportamiento basal (1 de la figura 8) de la contracción de
aurícula de rata. El promedio de contracción fue 0.436 g ± 0.05, la velocidad promedio 199.8
± 3.1 BPM. El periodo de medición fue de 0 – 46 segundos.
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La adición del veneno (15 µg/ml) en la preparación de aurícula de rata se

muestra en la figura 8, que corresponde a 48 seg. Sin embargo, el efecto se ve

reflejado claramente hasta los 74 segundos. El promedio de contracción fue 0.557

± 0.12 g. y la frecuencia 219.8 ± 5.8 LMP, el periodo de medición fue de 48 a 95

seg. Las características del trazo basal se modifican por la aparición de espigas

irregulares (figura 9), en las que disminuye la altura y la amplitud, pero sobretodo

se modifica la arquitectura. En la figura 11 se observa con detalle como el trazo se

vuelve totalmente irregular, que a consecuencia de la disminución de la amplitud

del trazo aumenta la frecuencia de contracción.

Figura 10. Detalle del registro del efecto del veneno (15 µg/ml) (2 de la figura 8) sobre la
contracción de aurícula de rata. El promedio de contracción fue 0.557 g ± 0.12. El periodo de
medición fue de 48 – 95 segundos.
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Figura 11. Detalle del registro del efecto del veneno (15 µg/ml) (3 de la figura 8) sobre la
contracción de aurícula de rata. El promedio de contracción fue 0.557 g ± 0.12. El periodo de
medición fue de 48 – 95 segundos.

La adición de los extractos vegetales y, en este caso particular el extracto

hexánico de B. ternifolia (250 µg⋅ml-1), restableció la regularidad de las

contracciones de las aurículas. El detalle del trazo se observa en la figura 12, el

promedio de la fuerza de contracción fue 0.388 ± 0.06 g y la frecuencia 195 ± 2.8

LPM, indicando una recuperación del tejido. El periodo de medición fue de 100 -

124 seg. Se observa también que se restablece la arquitectura del trazo.
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Figura 12. Detalle del registro del efecto del extracto hexánico de B. ternifolia (250 µg/ml) (4
de la figura 8)  adicionado en el segundo 100, midiendo la contracción de aurícula de rata. El
promedio de contracción fue 0.388 g ± 0.06. El periodo de medición fue de 100 - 124
segundos.

Efectos de los extractos de Aristolochia elegans y Bouvardia ternifolia en la

liberación de amilasa inducida por el veneno de Centruroides limpidus

limpidus sobre el páncreas aislado de ratón.

El veneno de Centruroides limpidus limpidus provocó una liberación de

amilasa, dependiente de la concentración, en páncreas aislado de ratón. En este

ensayo también se observó que existe una dependencia del tiempo de exposición

del tejido al veneno. Los Emax calculados fueron 537.6, 628.9 y 769.2 UA⋅L-1 para

los 5, 10 y 20 min de incubación del páncreas en presencia de veneno.
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Figura 13. Curva concentración-respuesta de liberación de amilasa en páncreas aislado de
ratón, expuesto a concentraciones crecientes de veneno. Exposición al veneno en
diferentes tiempos 5, 10 y 20 minutos (¡,  y ê). Las CE50 calculadas son: 0.023, 0.00376 y
0.0038 mg/mL respectivamente y los Emax calculados son 537.6, 628.9 y 769.2 UA/L en el
mismo orden.

Las CE50 calculadas fueron: 0.023, 0.00376 y 0.0038 mg⋅ml-1 en el mismo

orden. Lo que permitió definir que el tiempo de exposición de 10 min tiene el

mismo efecto que a tiempos mayores. En la figura 13 se muestran las curvas de

concentración-respuesta, relacionadas con la cantidad de amilasa liberada en

presencia de concentraciones crecientes de veneno.

 Conforme se permite mayor tiempo de incubación del páncreas aumenta la

cantidad de amilasa liberada. Tomando como referencia los 10 min de incubación,

se observó (figura 14) que las concentraciones de 0.04, 0.2 y 1 mg⋅mL-1,

presentan un efecto similar y a los 20 minutos los valores de liberación de amilasa



se aproximan más hasta alcanzar prácticamente el mismo valor. Con estos datos

se establecieron las condiciones del ensayo para la determinación de la

contención de la descarga pancreática por los extractos vegetales, provocada por

el veneno de alacrán.

0

100

200

300

400

500

600

700

800

900

0 5 10 15 20

Tiempo de exposición (min)

Ac
tiv

id
ad

 d
e 

am
ila

sa
 (U

A/
L)

0.00032
0.0016
0.008
0.04
0.2
1

Concentración
mg/mL

Figura 14. Velocidad de liberación de amilasa en páncreas aislado de ratón, expuesto a
diferentes tiempos: 5, 10 y 20 minutos.

Otro parámetro que se estableció, fue el efecto de los extractos vegetales

sobre la actividad hidrolítica de la amilasa, debido a que la actividad de esta

enzima se utilizó para evaluar el efecto farmacológico de los compuestos

vegetales sobre la capacidad secretagoga del veneno.



Al realizar la determinación de cinética enzimática de almidón en presencia

de extractos hexánicos y metanólicos de A. elgans y de B. ternifolia, se observó

que los dos últimos tienen actividad inhibitoria sobre la actividad hidrolítica de

amilasa. Por lo que se determinaron las constantes cinéticas e inhibitorias de los

extractos de B. ternifolia. La relación de la velocidad respecto a la concentración

de almidón muestra un comportamiento tipo de cinética de Michaelis-Menten como

se observa en la figura 15, la que muestra el promedio de tres determinaciones.
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Figura 15. Cinética enzimática de amilasa pancreática de ratón, determinada bajo
condiciones de laboratorio estipuladas en la metodología. La curva obtenida es el promedio
de 3 determinaciones.



Se calcularon las constantes cinéticas en las condiciones del laboratorio,

alcanzando una KM = 68.56 µg⋅ml-1 y Vmax= 15.47 µg⋅min-1, lo anterior se calculó a

partir de la transformación de Lineweaver-Burk, mostrada en la gráfica de la figura

16.
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Figura 16. Representación de dobles reciprocas (Lineweaver-Burk), para la determinación de
las constantes cinéticas de la amilasa pancreática. La línea continua es el ajuste a la recta
del promedio de tres determinaciones (KM = 68.56 µg·mL-1 y Vmax = 15.47 µg·min-1).

La determinación de la cinética enzimática en presencia de extracto

hexánico, mostró una disminución de la velocidad máxima (figura 17).  La



transformación de Lineweaver-Burk permitió calcular KMapp = 73.61 µg⋅ml y Vmax i =

8.025 µg⋅min-1 (figura 18).
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Figura 17. Cinética enzimática de amilasa pancreática de ratón, en presencia de extracto
hexánico de Bouvardia ternifolia. La curva obtenida es el promedio de 3 determinaciones.
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Figura 18. Representación dobles reciprocas (Lineweaver-Burk), de la cinética de amilasa en
presencia de extracto hexánico de Bouvardia ternifolia. La línea continua es el ajuste a la
recta del promedio de tres determinaciones (KMapp =  73.61 µg·mL-1 y Vmax i =   8.025 µg·min-1).



Respecto al comportamiento cinético de la amilasa en presencia de extracto

metanólico, también se encontró una disminución de la velocidad máxima (figura

19).
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Figura 19. Cinética enzimática de amilasa pancreática de ratón, en presencia de extracto
metanólico de Bouvardia ternifolia. La curva obtenida es el promedio de 3 determinaciones.

Con la transformación de dobles recíprocas se calculó KM = 68.75 µg⋅ml y

Vmax i = 11.39 µg⋅min-1 (figura 20). Al representar en una sola gráfica el

comportamiento de las tres rectas, figura 21, se observa que el extracto

metanólico se comporta como inhibidor acompetitivo, mientras que el extracto

hexánico se comporta como un inhibidor no competitivo.
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Figura 20. Representación dobles reciprocas (Lineweaver-Burk), de la cinética de amilasa en
presencia de extracto metanólico de Bouvardia ternifolia. La línea continua es el ajuste a la
recta del promedio de tres determinaciones (KM =  68.75 µg·mL-1 y Vmax i =   11.39 µg·min-1).
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Figura 21. Representación dobles reciprocas (Lineweaver-Burk), de la cinética de amilasa en
presencia de extracto hexánico (1),  extracto metanólico (2) de Bouvardia ternifolia
comparado y sin extractos (3). En presencia de extracto metanólico y hexánico se presenta
53.88% y 29.26% de inhibición de amilasa.
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El efecto secretagogo de amilasa, dependiente de la concentración,

provocado por el veneno de alacrán en páncreas aislado fue antagonizado por los

extractos vegetales. En el caso de B. ternifolia se determinó que la CE50 del

veneno aumentó de 0.000376 mg⋅mL-1 a 0.000913 mg⋅mL-1 en presencia del

extracto metanólico y con el extracto hexánico se incrementó a 0.01629 mg⋅ml-1

(figura 22).
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Figura 22. Se muestra el efecto de los extractos hexánico ( ) y metanólico ( ) de Bouvardia
ternifolia sobre la liberación de amilasa en páncreas aislado de ratón. Las CE50 del veneno
(¡)solo es: 0.000376 mg·mL-1; en presencia de extracto metanólico y hexánico los valores
de CE50 son: 0.01629 y 0.00913 mg·mL-1 respectivamente y Emax 109.34 y 84.64 UA·L-1 en el
mismo orden.

Sin embargo, considerando las constantes inhibitorias de los extractos sobre la

amilasa (figuras 17 y 19), calculadas como Ki = 0.0868 y 0.03284 para el extracto



hexánico y metanólico respectivamente, se debió ajustar el valor de los efectos.

De tal forma que los porcentajes de inhibición fueron 36.45 y 9.45%, en el mismo

orden. Si el efecto máximo del veneno fue de 626.4 UA⋅L-1 y de los extractos

hexánico y metanólico fue de 109.34 y 84.64 UA⋅L-1 respectivamente, los

diferenciales del efecto máximo (∆Emax) fueron 517.06 y 541.76 en el mismo

orden. Aplicando el efecto de la inhibición que se calculó (51.19 y 188.46 UA⋅L-1) al

descontar este valor del diferencial del incremento resultó en 328.6 y 490.57 UA⋅L-

1 para los extractos hexánicos y metanólico de B. ternifolia (tabla 4) .

Tabla 4. Resumen de las constantes cinéticas de amilasa de ratón en presencia de extractos
metanólico (MeOH) y hexánico (Hex) de Bouvardia ternifolia (Bt).

KM

(µg/ml)
Vmax

(µg/ml)
Ki %i CE50

(mg/ml)
Emax ∆Emax Efecto

 i
Efecto
neto

Bt MeOH 68.75 11.39 0.0328 9.45 9.13x10-3 84.64 541.76 51.19 490.57

Bt Hex 73.61 8.025 0.0868 36.45 0.01629 109.34 517.06 188.46 328.6

Veneno   3.76x10-3 626.4

Amilasa 68.56 13.47



Los extractos hexánico y metanólico de A. elegans mostraron la capacidad

disminuir la liberación de amilasa en páncreas aislado de ratón, sin embargo, a

diferencia de los extractos de B. ternifolia no se observó inhibición de la amilasa.

Como se muestra en la figura 23, la CE50 del veneno solo fue de 0.000376 mg⋅mL-

1. Con el extracto metanólico y hexánico los valores de CE50 fueron: 0.0022 y

0.0109 mg⋅ml-1,respectivamente y los Emax fueron 113 y 221 UA⋅L-1 en el mismo

orden.
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Figura 23. Se muestra el efecto de los extractos hexánico (¨) y metanólico (6) de
Aristolochia elegans sobre la liberación de amilasa en páncreas aislado de ratón. Las CE50
del veneno ( ) solo es: 0.000376 mg·mL-1,  en presencia de extracto metanólico y hexánico
los valores de CE50 son: 0.0022 y 0.0109 mg·mL-1  respectivamente y los Emax son 113 y 221
UA·L-1 en el mismo orden.



Se realizó la determinación de la liberación de amilasa en páncreas aislado

de ratón provocada por la adición de carbamilcolina, donde a diferentes tiempos

de incubación se establecieron las CE50 en: 0.00015, 0.00019 y 0.0018 mg⋅ml-1 a

los tiempos de incubación de 5, 10 y 20 min (figura 24).
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Figura 24. Curva de concentración-respuesta de liberación de amilasa en páncreas aislado
de ratón, expuesto a concentraciones crecientes de carbamilcolina. La exposición al
agonista en diferentes tiempos 5, 10 y 20 minutos (s, y ¡). Las CE50 calculadas son:
0.00015, 0.00019 y 0.0018 mg·mL-1 en el mismo orden.

Posteriormente se realizó la determinación del efecto de los extractos sobre

la actividad secretagoga de carbamilcolina. La figura 25 muestra el efecto

antagónico de los extractos metanólico y hexánico de B. ternifolia, y se determinó

que los CE50 aumentó de 0.00015 mg⋅ml-1 a 0.006 y 0.05 mg⋅ml-1 respectivamente.

Respecto a Emax se estableció una disminución de 245 UA⋅L-1 a 140 y 160 UA⋅L-1

en el mismo orden.
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Figura 25. Se muestra el efecto de los extractos hexánico y metanólico de B. ternifolia sobre
la liberación de amilasa en páncreas aislado de ratón estimulado con carbamilcolina. Las
CE50 y Emax (s) de la carbamil colina son: 0.00015 mg·mL-1 y 245 UA·L-1; en presencia de
extracto metanólico ( ) y hexánico (¡) los valores de CE50 y  Emax son: 0.006 mg·mL-1,
140 UA·L-1  y 0.05 mg·mL-1 y 160 UA·L-1  respectivamente.

De manera similar se determinó la capacidad de la contención de la

descarga pancreática provocada por carbamilcolina de los extractos metanólico y

hexánico de A. elegans (figura 26).  Fijando un aumento de la CE50 de 0.00015

mg⋅mL-1 a 0.004 y 0.06 mg⋅mL-1 respectivamente, la Emax se estableció una

disminución de 245 UA⋅L-1 a 190 y 175 UA⋅L-1 en el mismo orden.
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Figura 26. Se muestra el efecto de los extractos hexánico y metanólico de A. elegans sobre
la liberación de amilasa en páncreas aislado de ratón estimulado con carbamilcolina. Las
CE50 y  Emax (s) de la carbamil colina son: 0.00015 mg·mL-1 y 245 UA/L; en presencia de
extracto metanólico (n) y hexánico ()) los valores de CE50 y  Emax son: 0.004 mg·mL-1, 190
UA·L-1 y 0.06 mg·mL-1  y 175 UA·L-1 respectivamente.

Evaluación del efecto de los extractos de Bouvardia ternifolia en la liberación

de amilasa por un método inmunoenzimático.

 En el anterior ensayo se observó la capacidad inhibitoria de los extractos de

B. ternifolia sobre la liberación de amilasa pancreática. Por otro lado, esta

actividad enzimática se utilizó como parámetro del antagonismo de los extractos

sobre la capacidad secretagoga del veneno de C. limpidus limpidus, por lo tanto,

para corroborar el efecto de contención de la liberación de amilasa por los

extractos de B. ternifolia se realizó la medición de amilasa pancreática a través de

un anticuerpo específico antiamilasa, por un ensayo inmunoenzimático (ELISA).

La amilasa pancrática que se utilizó como inmunógeno fue de origen porcino. Por

lo que se realizó una comparación entre las secuencias de aminoácidos de la



amilasa de origen murino y porcino. Previo a la comparación a las secuencias

completas se les eliminó el fragmento correspondiente al péptido señal. Se

establecieron las secuencias tanto de amilasa porcina como la de ratón con una

longitud de 497 aminoácidos. La identidad entre los aminoácidos se determinó en

380 aminoácidos lo que corresponde a 76.5% y la similitud entre aminoácidos,

17.7%, lo que suma un 94.2% de homología entre las secuencias de aminoácidos

de las amilasas de ambos orígenes.

Con el análisis de las secuencias fue posible establecer los epitopos que

representan los determinantes antigénicos de mayor inmunopotencia. También se

pudo establecer tanto la secuencia de aminoácidos del fragmento que presenta

mayor índice de hidrofilicidad, sobre el cual se monta la reacción inmunológica,

como la ubicación dentro de la secuencia de aminoácidos.  En la tabla 5 se

presentan los resultados de este análisis.



Tabla 5. Comparación de las secuencias de aminoácidos de la amilasa pancreática de origen
porcino y murino. La comparación se realizó utilizando el programa de computo PC/GENE.
NOTA: La terminación CM indica que es la amilasa porcina madura (sin péptido señal) y la

terminación RM indica que la amilasa de ratón madura.

13-MAY-2002===================CLUSTAL========================PC/GENE

********************************
* MULTIPLE SEQUENCE ALIGNMENT. *
********************************

Setting of computation parameters
=================================
K-tuple value  : 1
Gap penalty    : 5
Window size    : 10
Filtering level: 2.5
Open gap cost  : 10
Unit gap cost  : 10
Setting of other parameters
===========================

The alignment was done on 12 Protein sequences.
Character to show that a position in the alignment is perfectly
conserved: '*'
Character to show that a position is well conserved: '.'
Alignment
1HX0A158CM  YAPQTQSGRTSIVHLFEWRWVDIALECERYLGPKGFGGVQVSPPNENIVV    50
1OSE2098CM  YAPQTQSGRTSIVHLFEWRWVDIALECERYLGPKGFGGVQVSPPNENIVV    50
AAF02828CM  YAPQTQSGRTSIVHLFEWRWVDIALECERYLGPKGFGGVQVSPPNENIVV    50
1PIF1942CM  YAPQTQSGRTSIVHLFEWRWVDIALECERYLGPKGFGGVQVSPPNENVVV    50
ALPGP673CM  YAPQTQSGRTDIVHLFEWRWVDIALECERYLGPKGFGGVQVSPPNENVVV    50
AAA37221RM  YDPHTQYGRTAIIHLFEWRWVDIAKECERYLAPNGFAGVQVSPPNENIVV    50
CAA24100RM  YDPHTQYGRTAIIHLFEWRWVDIAKECERYLAPNGFAGVQVSPPNENIVV    50
CAA24099RM  YDPHTQYGRTAIIHLFEWRWVDIAKECERYLAPNGFAGVQVSPPNENIVV    50
AAA37230RM  YDPHTSDGRTAIVHLFEWRWVDIAKECERYLAPKGFGGVQVSPPNENVVV    50
CAA24098RM  YDPHTSDGRTAIVHLFEWRWVDIAKECERYLAPKGFGGVQVSPPNENVVV    50
NP033799RM  YDPHTSDGRTAIVHLFEWRWVDIAKECERYLAPKGFGGVQVSPPNENVVV    50
CAA26413RM  YDPHTSDGRTAIVHLFEWRWVDIAKECERYLAPKGFGGVQVSPPNENVVV    50
            *.*.*  ***.*.*********** ******.*.**.**********.**

1HX0A158CM  TNPSRPWWERYQPVSYKLCTRSGNENEFRDMVTRCNNVGVRIYVDAVINH   100
1OSE2098CM  TNPSRPWWERYQPVSYKLCTRSGNENEFRDMVTRCNNVGVRIYVDAVINH   100
AAF02828CM  TNPSRPWWERYQPVSYKLCTRSGNENEFRDMVTRCNNVGVRIYVDAVINH   100
1PIF1942CM  TNPSRPWWERYQPVSYKLCTRSGNENEFRDMVTRCNNVGVRIYVDAVINH   100
ALPGP673CM  TNPSRPWWERYQPVSYKLCTRSGNENEFRDMVTRCNNVGVRIYVDAVINH   100
AAA37221RM  HSPSRPWWERYQPISYKICSRSGNEDEFRDMVNRCNNVGVRIYVDAVINH   100
CAA24100RM  HSPSRPWWERYQPISYKICSRSGNEDEFRDMVNRCNNVGVRIYVDAVINH   100
CAA24099RM  HSPSRPWWERYQPISYKICSRSGNEDEFRDMVNRCNNVGVRIYVDAVINH   100
AAA37230RM  HNPSRPWWERYQPISYKICTRSGNEDEFRDMVTRCNNVGVRIYVDAVINH   100
CAA24098RM  HNPSRPWWERYQPISYKICTRSGNEDEFRDMVTRCNNVGVRIYVDAVINH   100
NP033799RM  HNPSRPWWERYQPISYKICTRSGNEDEFRDMVTRCNNVGVRIYVDAVINH   100
CAA26413RM  HNPSRPWWERYQPISYKICTRSGNEDEFRDMVTRCNNVGVRIYVDAVINH   100
             .***********.***.*.*****.******.*****************



1HX0A158CM  MCGSGAAAGTGTTCGSYCNPGNREFPAVPYSAWDFNDGKCKTASGGIESY   150
1OSE2098CM  MCGSGAAAGTGTTCGSYCNPGSREFPAVPYSAWDFNDGKCKTASGGIESY   150
AAF02828CM  MCGSGAAAGTGTTCGSYCNPGNREFPAVPYSAWDFNDGKCKTASGGIESY   150
1PIF1942CM  MCGSGAAAGTGTTCGSYCNPGSREFPAVPYSAWDFNDGKCKTASGGIESY   150
ALPGP673CM  MCGSGAAAGTGTTCGSYCNPGNREFPAVPYSAWDFNDGKCKTASGGIESY   150
AAA37221RM  MCGVGAQAGQSSTCGSYFNPNNRDFPGVPYSGFDFNDGKCRTASGGIENY   150
CAA24100RM  MCGVGAQAGQSSTCGSYFNPNNRDFPGVPYSGFDFNDGKCRTASGGIENY   150
CAA24099RM  MCGVGAQAGQSSTCGSYFNPNNRDFPGVPYSGFDFNDGKCRTASGGIENY   150
AAA37230RM  MCGAGNPAGTSSTCGSYLNPNNREFPAVPYSAWDFNDNKC---NGEIDNY   147
CAA24098RM  MCGAGNPAGTSSTCGSYLNPNNREFPAVPYSAWDFNDNKC---NGEIDNY   147
NP033799RM  MCGAGNPAGTSSTCGSYLNPNNREFPAVPYSAWDFNDNKC---NGEIDNY   147
CAA26413RM  MCGSGNPAGTSSTCGSYLNPNNREFPAVPYSAWDFNDNKC---NGEISNY   147
            *** *..** ..***** **..*.**.****..****.**   .*.*..*

1HX0A158CM  NDPYQVRDCQLVGLLDLALEKDYVRSMIADYLNKLIDIGVAGFRIDASKH   200
1OSE2098CM  NDPYQVRDCQLVGLLDLALEKDYVRSMIADYLNKLIDIGVAGFRIDASKH   200
AAF02828CM  NDPYQVRDCQLVGLLDLALEKDYVRSMIADYLNKLIDIGVAGFRIDASKH   200
1PIF1942CM  NDPYQVRDCQLVGLLDLALEKDYVRSMIADYLNKLIDIGVAGFRIDASKH   200
ALPGP673CM  NDPYQVRDCQLVGLLDLALEKDYVRSMIADYLNKLIDIGVAGFRLDASKH   200
AAA37221RM  QDAAQVRDCRLSGLLDLALEKDYVRTKVADYMNHLIDIGVAGFRLDASKH   200
CAA24100RM  QDAAQVRDCRLSGLLDLALEKDYVRTKVADYMNHLIDIGVAGFRLDASKH   200
CAA24099RM  QDAAQVRDCRLSGLLDLALEKDYVRTKVADYMNHLIDIGVAGFRLDASKH   200
AAA37230RM  NDAYQVRNCRLTGLLDLALEKDYVRTKVADYMNHLIDIGVAGFRLDAAKH   197
CAA24098RM  NDAYQVRNCRLTGLLDLALEKDYVRTKVADYMNHLIDIGVAGFRLDAAKH   197
NP033799RM  NDAYQVRNCRLTGLLDLALEKDYVRTKVADYMNHLIDIGVAGFRLDAAKH   197
CAA26413RM  NDAYQVRNCRLSGLLDLALEKDYVRTKVADYMNHLIDIGVAGFRLDAAKH   197
            .*. ***.*.* *************...***.*.**********.**.**

1HX0A158CM  MWPGDIKAVLDKLHNLNTNWFPAGSRPFIFQEVIDLGGEAIKSSEYFGNG   250
1OSE2098CM  MWPGDIKAVLDKLHNLNTNWFPAGSRPFIFQEVIDLGGEAIQSSEYFGNG   250
AAF02828CM  MWPGDIKAVLDKLHNLNTNWFPAGSRPFIFQEVIDLGGEAIQSSEYFGNG   250
1PIF1942CM  MWPGDIKAVLDKLHNLNTNWFPAGSRPFIFQEVIDLGGEAISSSEYFGNG   250
ALPGP673CM  MWPGDIKAVLDKLHNLNTNWFPAGSRPFIFQEVIDLGGEAIKSGEYFSNG   250
AAA37221RM  MWPGDIKAILDKLHNLNTKWFSQGSRPFIFQEVIDLGGEAVSSNEYFGNG   250
CAA24100RM  MWPGDIKAILDKQHNLNTKWFSQGSRPFIFQEVIDLGGEAVSSNEYFGNG   250
CAA24099RM  MWPGDIKAILDKQHNLNTKWFSQGSRPFIFQEVIDLGGEAVSSNEYFGNG   250
AAA37230RM  MWPRDIKAVLDKLHNLNTKWFSQGSRPFIFQEVIDLGGEAIKGSEYFGNG   247
CAA24098RM  MWPRDIKAVLDKLHNLNTKWFSQGSRPFIFQEVIDLGGEAIKGSEYFGNG   247
NP033799RM  MWPRDIKAVLDKLHNLNTKWFSQGSRPFIFQEVIDLGGEAIKGSEYFGNG   247
CAA26413RM  MWPRDIKAVLDKLHNLNTKWFSQGSRPFIFQEVIDLGGEAIKGSEYFGNG   247
            *** ****.*** *****.**..*****************. ..***.**

1HX0A158CM  RVTEFKYGAKLGTVVRKWSGEKMSYLKNWGEGWGFMPSDRALVFVDNHDN   300
1OSE2098CM  RVTEFKYGAKLGTVVRKWSGEKMSYLKNWGEGWGFMPSDRALVFVDNHDN   300
AAF02828CM  RVTEFKYGAKLGTVVRKWSGEKMSYLKNWGEGWGFMPSDRALVFVDNHDN   300
1PIF1942CM  RVTEFKYGAKLGTVVRKWSGEKMSYLKNWGEGWGFMPSDRALVFVDNHDN   300
ALPGP673CM  RVTEFKYGAKLGTVVRKWSGEKMSYLKNWGEGWGFMPSDRALVFVDNHDN   300
AAA37221RM  RVTEFKYGAKLGKVMRKWDGEKMSYLKNWGEGWGLMPSDRALVFVDNHDN   300
CAA24100RM  RVTEFKYGAKLGKVMRKWDGEKMSYLKNWGEGWGLMPSDRALVFVDNHDN   300
CAA24099RM  RVTEFKYGAKLGKVMRKWDGEKMSYLKNWGEGWGLMPSDRALVFVDNHDN   300
AAA37230RM  RVTEFKYGAKLGTVIRKWNGEKMSYLKNWGEGWGLVPSDRALVFVDNHDN   297
CAA24098RM  RVTEFKYGAKLGTVIRKWNGEKMSYLKNWGEGWGLVPSDRALVFVDNHDN   297
NP033799RM  RVTEFKYGAKLGTVIRKWNGEKMSYLKNWGEGWGLVPSDRALVFVDNHDN   297
CAA26413RM  RVTEFKYGAKLGTVIRKWNGEKMSYLKNWGEGWGMVPSDRALVFVDNHDN   297
            ************.*.***.***************..**************



1HX0A158CM  QRGHGAGGSSILTFWDARLYK--IAVGFMLAHPYGFTRVMSSYRWARNFV   348
1OSE2098CM  QRGHGAGGASILTFWDARLYK--VAVGFMLAHPYGFTRVMSSYRWARNFV   348
AAF02828CM  QRGHGAGGASILTFWDARLYK--VAVGFMLAHPYGFTRVMSSYRWARNFV   348
1PIF1942CM  QRGHGAGGSSILTFWDARLYK--VAVGFMLAHPYGFTRVMSSYRWARNFV   348
ALPGP673CM  QRGHGAGGSSILTFWDA--YRKLVAVGFMLAHPYGFTRVMSSYRWARNFV   348
AAA37221RM  QRGHGAGGASILTFWDARYLK--MAVGFMLAHPYGFTRVMSSYYWPRNFQ   348
CAA24100RM  QRGHGAGGASILTFWDARLYK--MAVGFMLAHPYGFTRVMSSYYWPRNFQ   348
CAA24099RM  QRGHGAGGASILTFWDARLYK--MAVGFMLAHPYGFTRVMSSYYWPRNFQ   348
AAA37230RM  QRGHGAGGSSILTFWDARMYK--MAVGFMLAHPYGFTRVMSSYRWNRNFQ   345
CAA24098RM  QRGHGAGGSSILTFWDARMYK--MAVGFMLAHPYGFTRVMSSYRWNRNFQ   345
NP033799RM  QRGHGAGGSSILTFWDARMYK--MAVGFMLAHPYGFTRVMSSYRWNRNFQ   345
CAA26413RM  QRGHGAGGASILTFWDARMYK--MAVGFMLAHPYGFTRVMSSYRWNRNFQ   345
            ********.********   .  .******************* * ***

1HX0A158CM  NGEDVNDWIGPPNNNGVIKEVTINADTTCGNDWVCEHRWREIRNMVWFRN   398
1OSE2098CM  NGEDVNDWIGPPNNNGVIKEVTINADTTCGNDWVCEHRWREIRNMVWFRN   398
AAF02828CM  NGQDVNDWIGPPNNNGVIKEVTINADTTCGNDWVCEHRWRQIRNMVWFRN   398
1PIF1942CM  NGEDVNDWIGPPNNNGVIKEVTINADTTCGNDWVCEHRWREIRNMVWFRN   398
ALPGP673CM  NGEDVNDWIGPPNNNGVIKEVTINADTTCGNDWVCEHRWREIRNMVWFRN   398
AAA37221RM  NGKDVNDWVGPPNNNGKTKEVSINPDSTCGNDWICEHRWRQIRNMVAFRN   398
CAA24100RM  NGKDVNDWVGPPNNNGKTKEVSINPDSTCGNDWICEHRWRQIRNMVAFRN   398
CAA24099RM  NGKDVNDWVGPPNNNGKTKEVSINPDSTCGNDWICEHRWRQIRNMVAFRN   398
AAA37230RM  NGKDQNDWIGPPNNNGVTKEVTINADTTCGNDWVCEHRWRQIRNMVAFRN   395
CAA24098RM  NGKDQNDWIGPPNNNGVTKEVTINADTTCGNDWVCEHRWRQIRNMVAFRN   395
NP033799RM  NGKDQNDWIGPPNNNGVTKEWTINADTTCGNDWVCEHRWRQIRNMVAFRN   395
CAA26413RM  NGKDQNDWIGPPNNNGVTKEVTINADTTCGNDWVCEHRWRQIRNMVAFRN   395
            **.* ***.******* .** .**.*.******.******.***** ***

1HX0A158CM  VVDGQPFANWWDNGSNQVAFGRGNRGFIVFNNDDWQLSSTLQTGLPGGTY   448
1OSE2098CM  VVDGEPFANWWDNGSNQVAFGRGNRGFIVFNNDDWQLSSTLQTGLPGGTY   448
AAF02828CM  VVDGQPFANWWANGSNQVAFGRGNRGFIVFNNDDWQLSSTLQTGLPGGTY   448
1PIF1942CM  VVDGQPFANWWDNGSNQVAFGRGNRGFIVFNNDDWQLSSTLQTGLPGGTY   448
ALPGP673CM  VVDGEPFANWWDNGSNQVAFGRGNRGFIVFNNDDWQLSSTLQTGLPAGTY   448
AAA37221RM  VVNGQPFANWWDNDSNQVAFGRGNKGLIVFNNDDWALSETLQTGLPAGTY   448
CAA24100RM  VVNGQPFANWWDNDSNQVAFGRGNKGLIVFNNDDWALSETLQTGLPAGTY   448
CAA24099RM  VVNGQPFANWWDNDSNQVAFGRGNKGLIVFNNDDWALSETLQTGLPAGTY   448
AAA37230RM  VVNGQPFSNWWDNNSNQVAFSRGNRGFIVFNNDDWALSATLQTGLPAGTY   445
CAA24098RM  VVNGQPFSNWWDNNSNQVAFSRGNRGFIVFNNDDWALSATLQTGLPAGTY   445
NP033799RM  VVNGQPFSNWWDNNSNQVAFSRGNRGFIVFNNDDWALSATLQTGLPAGTY   445
CAA26413RM  VVNGQPFSNWWDNNSNQVAFSRGNRGFIVFNNDDWALSATLQTGLPAGTY   445
            **.*.**.***.*.******.***.*.********.**.*******.***

1HX0A158CM  CDVISGDKVGNSCTGIKVYVSSDGTAQFSISNSAEDPFIAIHAESKL   495
1OSE2098CM  CDVISGDKVGNSCTGIKVYVSSDGTAQFSISNSAEDPFIAIHAESKL   495
AAF02828CM  CDVISGDKVGNSCTGIKVYVSSDGTAQFSISNSAEDPFIAIHAESKL   495
1PIF1942CM  CNVISGDKVGNSCTGIKPYVSSDGTAQFSISNSAQDPFIAIHAESKL   495
ALPGP673CM  CDVISGDKVGNSCTGIKVYVSSDGKAQFSISNSAEDPFIAIHAESKL   495
AAA37221RM  CDVISGDKVDGNCTGIKVYVGNDGKAHFSISNSAADPFIAIHAESKI   495
CAA24100RM  CDVISGDKVDGNCTGIKVYVGNDGKAHFSISNSAEDPFIAIHAESKI   495
CAA24099RM  CDVISGDKVDGNCTGIKVYVGNDGKAHFSISNSAEDPFIAIHAESKI   495
AAA37230RM  CDVISGDKVDGNCTGLRVNVGSDGKAHFSISNSAEDPFIAIHADSKL   492
CAA24098RM  CDVISGDKVDGNCTGLRVNVGSDGKAHFSISNSAEDPFIAIHADSKL   492
NP033799RM  CDVISGDKVDGNCTGLRVNVGSDGKAHFSISNSAEDPFIAIHADSKL   492
CAA26413RM  CDVISGDKVDGNCTGLRVNVGSDGKAHFSISNSAEDPFIAIHADSKL   492
            *.*******...***..  *..**.*.*******.********.**.



Consensus length:  497
Identity  : 380 ( 76.5%)
Similarity: 88 ( 17.7%)

13-MAY-2002=====================================================PC/GENE

****************************************
* PREDICTION OF ANTIGENIC DETERMINANTS *
****************************************

Done on sequence 1HX0A158CM.
Total number of residues is: 495.
Analysis done on the complete sequence.

The method used is that of Hopp and Woods.
The averaging group length is: 6 amino acids.
-> This is the value recommended by the authors <-

                   ---------------------------------------

The three highest points of hydrophilicity are:

( 1)  Ah= 1.62 : From   75 to   80 : Glu-Asn-Glu-Phe-Arg-Asp
( 2)  Ah= 1.37 : From  136 to  141 : Asn-Asp-Gly-Lys-Cys-Lys
( 3)  Ah= 1.37 : From  170 to  175 : Glu-Lys-Asp-Tyr-Val-Arg

Ah stands for: Average hydrophilicity.

Done on sequence 1OSE2098CM.
Total number of residues is: 495.
Analysis done on the complete sequence.

The method used is that of Hopp and Woods.
The averaging group length is: 6 amino acids.
-> This is the value recommended by the authors <-

                   ---------------------------------------

The three highest points of hydrophilicity are:

( 1)  Ah= 1.62 : From   75 to   80 : Glu-Asn-Glu-Phe-Arg-Asp
( 2)  Ah= 1.37 : From  136 to  141 : Asn-Asp-Gly-Lys-Cys-Lys
( 3)  Ah= 1.37 : From  170 to  175 : Glu-Lys-Asp-Tyr-Val-Arg

Ah stands for: Average hydrophilicity.

Done on sequence 1PIF1942CM.
Total number of residues is: 495.
Analysis done on the complete sequence.



The method used is that of Hopp and Woods.
The averaging group length is: 6 amino acids.
-> This is the value recommended by the authors <-

                   ---------------------------------------

The three highest points of hydrophilicity are:

( 1)  Ah= 1.62 : From   75 to   80 : Glu-Asn-Glu-Phe-Arg-Asp
( 2)  Ah= 1.37 : From  136 to  141 : Asn-Asp-Gly-Lys-Cys-Lys
( 3)  Ah= 1.37 : From  170 to  175 : Glu-Lys-Asp-Tyr-Val-Arg

Ah stands for: Average hydrophilicity.

Done on sequence AAF02828CM.
Total number of residues is: 495.
Analysis done on the complete sequence.

The method used is that of Hopp and Woods.
The averaging group length is: 6 amino acids.
-> This is the value recommended by the authors <-

                   ---------------------------------------

The three highest points of hydrophilicity are:

( 1)  Ah= 1.62 : From   75 to   80 : Glu-Asn-Glu-Phe-Arg-Asp
( 2)  Ah= 1.37 : From  136 to  141 : Asn-Asp-Gly-Lys-Cys-Lys
( 3)  Ah= 1.37 : From  170 to  175 : Glu-Lys-Asp-Tyr-Val-Arg

Ah stands for: Average hydrophilicity.

Done on sequence ALPGP673CM.
Total number of residues is: 495.
Analysis done on the complete sequence.

The method used is that of Hopp and Woods.
The averaging group length is: 6 amino acids.
-> This is the value recommended by the authors <-

                   ---------------------------------------

The three highest points of hydrophilicity are:

( 1)  Ah= 1.62 : From   75 to   80 : Glu-Asn-Glu-Phe-Arg-Asp
( 2)  Ah= 1.37 : From  136 to  141 : Asn-Asp-Gly-Lys-Cys-Lys
( 3)  Ah= 1.37 : From  170 to  175 : Glu-Lys-Asp-Tyr-Val-Arg

Ah stands for: Average hydrophilicity.

Las próximas secuencias son de amilasa
pancreática de ratón.



Done on sequence AAA37221RM.
Total number of residues is: 495.
Analysis done on the complete sequence.

The method used is that of Hopp and Woods.
The averaging group length is: 6 amino acids.
-> This is the value recommended by the authors <-

                   ---------------------------------------

The three highest points of hydrophilicity are:

( 1)  Ah= 2.08 : From   75 to   80 : Glu-Asp-Glu-Phe-Arg-Asp
( 2)  Ah= 1.75 : From   24 to   29 : Ala-Lys-Glu-Cys-Glu-Arg
( 3)  Ah= 1.58 : From   71 to   77 : Arg-Ser-Gly-Asn-Glu-Asp-Glu

Ah stands for: Average hydrophilicity.

Done on sequence AAA37230RM.
Total number of residues is: 492.
Analysis done on the complete sequence.

The method used is that of Hopp and Woods.
The averaging group length is: 6 amino acids.
-> This is the value recommended by the authors <-

                   ---------------------------------------

The three highest points of hydrophilicity are:

( 1)  Ah= 2.08 : From   75 to   80 : Glu-Asp-Glu-Phe-Arg-Asp
( 2)  Ah= 1.75 : From   24 to   29 : Ala-Lys-Glu-Cys-Glu-Arg
( 3)  Ah= 1.58 : From   71 to   77 : Arg-Ser-Gly-Asn-Glu-Asp-Glu

Ah stands for: Average hydrophilicity.

Done on sequence CAA24100RM.
Total number of residues is: 495.
Analysis done on the complete sequence.

The method used is that of Hopp and Woods.
The averaging group length is: 6 amino acids.
-> This is the value recommended by the authors <-

                   ---------------------------------------

The three highest points of hydrophilicity are:

( 1)  Ah= 2.08 : From   75 to   80 : Glu-Asp-Glu-Phe-Arg-Asp
( 2)  Ah= 1.75 : From   24 to   29 : Ala-Lys-Glu-Cys-Glu-Arg
( 3)  Ah= 1.58 : From   71 to   77 : Arg-Ser-Gly-Asn-Glu-Asp-Glu

Ah stands for: Average hydrophilicity.



Done on sequence CAA26413RM.
Total number of residues is: 492.
Analysis done on the complete sequence.

The method used is that of Hopp and Woods.
The averaging group length is: 6 amino acids.
-> This is the value recommended by the authors <-

                   ---------------------------------------

The three highest points of hydrophilicity are:

( 1)  Ah= 2.08 : From   75 to   80 : Glu-Asp-Glu-Phe-Arg-Asp
( 2)  Ah= 1.75 : From   24 to   29 : Ala-Lys-Glu-Cys-Glu-Arg
( 3)  Ah= 1.58 : From   71 to   77 : Arg-Ser-Gly-Asn-Glu-Asp-Glu

Ah stands for: Average hydrophilicity.

Done on sequence NP033799RM.
Total number of residues is: 492.
Analysis done on the complete sequence.

The method used is that of Hopp and Woods.
The averaging group length is: 6 amino acids.
-> This is the value recommended by the authors <-

                   ---------------------------------------

The three highest points of hydrophilicity are:

( 1)  Ah= 2.08 : From   75 to   80 : Glu-Asp-Glu-Phe-Arg-Asp
( 2)  Ah= 1.75 : From   24 to   29 : Ala-Lys-Glu-Cys-Glu-Arg
( 3)  Ah= 1.58 : From   71 to   77 : Arg-Ser-Gly-Asn-Glu-Asp-Glu

Ah stands for: Average hydrophilicity.



Al analizar las seis secuencias de amilasa porcina reportadas (ALPGP673CM,

1HX0A158CM, 1OSE2098CM, 1PIF1942CM, AAF02828CM, ALPGP673CM)

[Payan 1980; Pasero 1986; Darnis 1999; Qian 1993; Qian 1994; Qian 1995; Gilles

1996; Larson 1994; Wiegand 1995; Machius 1996] se observó que presentan los

mismos determinantes antigénicos establecidos en todos los casos. Un primer

fragmento con el mayor índice de hidrofilicidad es el que corresponde a la

secuencia: Glu-Asn-Glu-Phe-Arg-Asp, con un valor de Ah = 1.62 y su ubicación

está dentro de la secuencia de aminoácidos de la amilasa pancreática porcina, es

del aminoácido 75 al 80. En segundo término, con el mismo valor de hidrofilicidad

de Ah = 1.37, se encuentra dos segmentos, el que corresponde a los aminoácidos

que van del 136 al 141, con la secuencia Asn-Asp-Gly-Lys-Cys-Lys, y el fragmento

comprendido entre el aminoácido 170 a 175 con la secuencia Glu-Lys-Asp-Tyr-

Val-Arg. En el análisis de las secuencias de aminoácidos de la amilasa

pancreática de ratón (AAA37221RM, AAA37230RM, CAA24100RM,

CAA26413RM,  NP033799RM) [Hagenbuchle 1980; Hagenbuchle 1981; Tosi

1984;  Gumucio 1985; Bodary 1985; Schibler 1982], reportados también en la tabla

5, se observó que el fragmento con el mayor índice de hidrofilicidad es la

secuencia: Glu-Asp-Glu-Phe-Arg-Asp, que corresponde al segmento de los

aminoácidos del 75 al 80, cuyo valor de Ah = 2.08. En cuanto a la capacidad

antigénica hipotética está la secuencia: Ala-Lys-Glu-Cys-Glu-Arg, que corresponde

al segmento que va del aminoácido 24 al 29 con un valor de Ah = 1.75, y

finalmente en tercer lugar esta un segmento de siete aminoácidos con una

secuencia: Arg-Ser-Gly-Asn-Glu-Asp-Glu, que corresponde a  los aminoácidos que

van del 71 al 77 con un índice de hidrofilicidad de Ah = 1.58.



Comparando los segmentos de mayor hidrofilicidad de la amilasa

pancreática porcina y la de ratón, éstos tienen la misma posición en ambas

proteínas, es decir, del aminoácido 75 al 80. Si bien los índices son diferentes (Ah

=1.62 y 2.08 porcina y de ratón, respectivamente), la identidad es de 83% (5 de 6

aminoácidos son idénticos), el aminoácido restante es homólogo (asparagina y

aspártico en la amilasa porcina y de ratón, respectivamente).

Respecto al segundo segmento con Ah = 1.75 de la amilasa de ratón, éste

presenta 83% de identidad con el segmento correspondiente al observado en la

amilasa porcina (aminoácidos del 24 al 29). La diferencia contrastante es que la

proteína de ratón presenta Lys y la amilasa porcina tiene Leu.

Para realizar la determinación de amilasa por este inmunoensayo

enzimático (ELISA), se estableció una competencia de la amilasa fijada en la

microplaca y la amilasa liberada en el baño; en el cual se encuentra suspendido el

páncreas aislado de ratón. La lectura de la reacción inmunológica se realiza contra

una curva estándar (figura 27).

La evaluación del efecto antagónico de los extractos  hexánico y metanólico

de B. ternifolia, sobre la descarga de amilasa del páncreas aislado de ratón,

(medido por ELISA) mostró que existe un comportamiento dependiente de la

concentración de veneno. La CE50 del veneno se estableció en 0.00266 mg⋅mL-1 y

ésta aumentó a 0.00221 y 0.00915 mg⋅mL-1 en presencia de extracto metanólico y

hexánico, respectivamente. Respecto al Emax se observó una disminución desde

0.00133 UA⋅L-1 provocado por el veneno hasta 0.000351 y 0.000722 UA⋅L-1 en

presencia de extracto metanólico y hexánico en el mismo orden (figura 28).
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Figura 27. Curva estándar para la determinación de amilasa por el método de ELISA.
Ecuación de la recta: y = -0.2549 (x) –0.2384

0.00E+00

2.00E-04

4.00E-04

6.00E-04

8.00E-04

1.00E-03

1.20E-03

1.40E-03

1.00E-04 1.00E-03 1.00E-02 1.00E-01 1.00E+00

Concentracion de veneno mg/ml

am
ila

sa
 e

n 
g/

m
l

Veneno
MeOH
Hex

Figura 28. Liberación de amilasa, medida por ELISA, en páncreas aislado de ratón,
provocado por el veneno de Centruroides limpidus limpidus. Efecto de contención de la
descarga pancreática de amilasa por los extractos hexánico (ê) y metanólico ( ) de
Bouvardia ternifolia. CE50 fue de 0.00266 mg·mL-1 en presencia de veneno y aumentó a
0.00221 mg·mL-1  con extracto metanólico y 0.00915 mg·mL-1 con extracto hexánico, Emax del
veneno 0.00133 UA·L-1; extracto metanólico fue de 0.000351 UA·L-1; extracto hexánico fue de
0.000722 UA·L-1.



Inflamación neurogénica del páncreas y el efecto toxico del veneno de C.

limpidus limpidus en ratas integras y el efecto de los extractos de

Aristolochia elegans y Bouvardia ternifolia.

En ratas íntegras la administración i.v. de veneno de C. limpidus limpidus

indujo pancreatitis aguda, que se caracterizó por el edema masivo del páncreas y

los tejidos  retroperitoneales adyacentes. Se cuantificó por la extravasación de la

albúmina sérica (observada en el intersticio del páncreas) marcada con azul de

Evans, por gramo de tejido en peso fresco. El edema producido por el veneno de

alacrán, resultado de un incremento en la permeabilidad vascular, mostró un

comportamiento dosis dependiente. En este mismo modelo, el pretratamiento por

la vía i.p. con los extractos metanólicos y hexánicos de A. elegans y B. ternifolia

redujeron el edema inducido por el veneno. Este efecto fue más importante

cuando la dosis más alta del veneno fue administrada (500µg· Kg-1), los extractos

fueron capaces de reducir significativamente (p<0.05) la extravasación del líquido

plasmático en aproximadamente 60%. En este modelo no fue posible establecer el

efecto máximo, debido a que las dosis mayores de  500 µg· Kg-1 causó la muerte

del animal antes de que el periodo de exposición hubiera terminado (figuras 28 y

29).
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Figura 29. Efecto de los extractos hexánico y metanólico de Bouvardia ternifolia sobre la
extravasación de líquido plasmático en páncreas de ratas intoxicadas con veneno de C.
limpidus limpidus. Cada barra muestra el promedio de 3 determinaciones ± D.E.
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Figura 30. Efecto de los extractos hexánico y metanólico de Aristolochia elegans sobre la
extravasación de líquido plasmático en páncreas de ratas intoxicadas con veneno de C.
limpidus limpidus. Cada barra muestra el promedio de 3 determinaciones ± D.E.



DISCUSIÓN.

Dehesa-Dávila y colaboradores (1995) reportaron que la DL50 del veneno de

C. limpidus limpidus depende de la cepa de ratón; para ésta especie de alacranes

se ha establecido entre 0.61 y 3.0 mg/Kg, en este trabajo usando la cepa Balb-C

se obtuvo una DL50 de 0.75 ± 0.088 mg/Kg en ratón. Esto apoya el procedimiento

experimental, ya que el veneno utilizado en estos experimentos contiene suficiente

concentración de las toxinas específicas contra mamíferos, además de ser

indicativo de  que la especie de alacrán, corresponde a la especie endémica de la

región y corresponde a la Centruroides limpidus limpidus. En términos generales,

los resultados demuestran la efectividad de los extractos vegetales de Bouvardia

ternifolia y Aristolochia elegans, que fueron capaces de disminuir la letalidad del

veneno de Centruroides limpidus limpidus en ratones. El extracto hexánico de

Bouvardia ternifolia mostró ser el más potente, aumentó la DL50 en 2.2 veces. Este

efecto no es comparable con el antisuero específico, el cual, incrementa la DL50

aproximadamente en 150 veces. No obstante, el extracto hexánico de Bouvardia

ternifolia contiene una gran variedad de compuestos y es posible incrementar la

efectividad de la capacidad antitóxica después de la separación química

biodirigida de los compuestos activos. Resultados similares fueron obtenidos con

el extracto hexánico de Aristolochia elegans, el cual tuvo la capacidad de

incrementar la DL50 en 1.38 veces. Por otro lado Matos y col. (1999) ya habían

reportado la capacidad del veneno de Tytius serrulatus de inducir la contracción

del íleon. El veneno de Centruroides limpidus limpidus, al igual que lo reportado

para el de Tytius serrulatus, provoca una contracción sostenida y reproducible, con



una elevación significativa de la línea basal de tensión, con contracciones

periódicas superpuestas. Los autores atribuyen este comportamiento del tejido

aislado a la liberación inicial de acetilcolina y la intervención de la sustancia P. Con

la administración de los extractos hexánico y metanólicos de Aristolochia elegans

y Bouvardia ternifolia, la contracción producida por el veneno fue inhibida de una

manera concentración dependiente, alcanzando una inhibición de alrededor del

70%. Además, las contracciones rítmicas, periódicas superpuestas fueron

eliminadas.

 Los efectos del veneno obsevados en las aurículas aisladas de rata, se

explican también por la liberación de neurotransmisores adrenérgicos y

colinérgicos. El incremento en la frecuencia cardiaca inducida por el veneno fue

totalmente inhibida por antagonistas a adreno-receptores β1 o por denervación

simpática química con 6-hidroxidopamina. En contraste a estas observaciones el

incremento en la fuerza de contracción inducida por el veneno no fue modificado

por el bloqueo de adreno-receptores β1 o por denervación simpática química.  De

tal manera que los efectos cronotrópicos del veneno de T. Serrulatus dependen de

la liberación de neurotransmisores, pero el efecto inotrópico no depende de la

liberación de neurotransmisores. El incremento en la contractibilidad

independiente de los neurotransmisores parece ser una acción directa del veneno

sobre los cardiomiocitos (Teixeira, 2001). Por lo tanto se fortalece la suposición de

la presencia de compuestos antiadrenérgicos en los extractos de ambas plantas.

Sin embargo, también se puede especular la presencia de calcio-antagonistas,

con base la desaparición del efecto inotrópico positivo, posterior a la



administración de los extractos, en la aurícula intoxicada con veneno de C.

limpidus limpidus.

 Los componentes responsables de la toxicidad del veneno de Centruroides

limpidus limpidus reside en tres neurotoxinas específicas que reconocen el canal

de sodio y son clasificadas como toxinas del tipo β (Lebreton 1994; Ramírez

1988); también se ha reportado una toxina dirigida contra canal de potasio (Martin

1994). La interacción de la toxina β con el canal de sodio se da por unión al sitio

cuatro del canal, la cual es independiente al voltaje y afecta la activación del canal

(Jover 1980; Catterall 1996) provocando un incremento de la conductancia del

Na+. Con respecto a la toxina específica contra canal de potasio, presenta una

concentración < 0.1% en relación con las toxinas dirigidas contra el canal de

sodio. El veneno de Centruroides noxius es el único al que se le han descrito

toxinas específicas contra canal de potasio que afecta al humano (Olamendi-

Portugal 1996; Nieto 1996). El incremento de la conductacia del canal de sodio

produce una liberación masiva de acetilcolina, lo cual puede explicar la mayoría de

las manifestaciones clínicas de la intoxicación con veneno de alacrán (Montoya-

Cabrera 1996; Ismail 1995).

La disminución de la toxicidad del veneno de Centruroides limpidus limpidus

provocada por la administración de los extractos de Aristolochia elegans y

Bouvardia ternifolia puede ser atribuida a la presencia de diferentes compuestos

identificados en ambas plantas.

Al menos 29 compuestos químicos han sido identificados en la raíz de

Aristolochia elegans (Vila 1997). Entre ellos, borneol y acetato de bornilo lo que



puede ser de gran importancia puesto que estos compuestos antagonizan los

efectos de la acetilcolina en la  médula suprarrenal (Park 2003; Tachikawa 2000),

probablemente inhibiendo la liberación masiva de catecolaminas. Al efecto de

estos compuestos se adiciona la actividad del -pineno, el cual, se ha demostrado

que posee la actividad relajante en el íleon aislado de cobayo (Sadraei 2001), lo

que puede explicar el efecto antagónico del extracto de la Aristolochia elegans

(Figura 4) sobre las contracciones inducidas por el veneno Centruroides limpidus

limpidus en el íleon aislado de cobayo. Otros compuestos identificados en la raíz

de Aristolochia elegans han mostrado actividad antiinflamatoria (Vila 1997) y

pueden estar involucrados en el efecto producido por el extracto utilizado: -

cadineno, 1,8-cineole, magnoflorina, -pineno, -caryophylleno, -sitosterol (El-

Sebakhy 1984) y ácido aristolóchico (Lenfeld 1986; Santos 2000; Juergens 1998;

Santos 2001; Kupeli 2002; Martin 1993; Kuhnt 1993; Mors 2000). Este último

presenta la actividad antiinflamatoria por inhibir la fosfolipasa A2 (Vishwanath

1987), puesto que la activación de la enzima provoca la liberación de mediadores

proinflamatorios que derivan de la hidrólisis de fosfolípidos. También se han

identificado en la raíz de Aristolochia elegans compuestos que presentan actividad

vaso-relajante: magnoflorina (El-Sebakhy 1984; Sotnikova 1997) 1,8-cineole (Vila

1997; Lahlou 2002). Los extractos de Bouvardia ternifolia contienen ácido ursólico

y oleanólico (Pérez y col. 1998) los cuales poseen actividad anti-inflamatoria (Liu

1995) y podrían estar involucrados en la actividad antitóxica de esta planta.

Sobretodo considerando que en los pacientes en estado crítico, por la picadura de

alacrán, desarrollan procesos inflamatorios en el páncreas y en el pulmón (D’Suze

1999; Gallagher 1981; Matos 1997;Possani 1991). En el caso de picaduras de



alacranes del género Tytius y Leiurus, la inflamación aguda del páncreas

(secundaria al envenanmiento por picadura de alacrán) forma parte fundamental

de la sintomatología de la intoxicación. Sin embargo, hasta la fecha, no se había

evidenciado si el veneno del Centruroides limpidus limpidus, provoca inflamación

aguda del páncreas. De acuerdo con los resultados obtenidos aquí, en el modelo

de liberación de azul de Evans en el páncreas de rata intoxicada con veneno de

Centruroides limpidus limpidus, se puede asumir que el veneno produce edema

agudo de páncreas con un comportamiento dosis dependiente, lo cual representa

una considerable contribución a la caracterización toxicológica del veneno del

alacrán endémico del estado de Morelos y Guerrero.

Por otro lado, los extractos hexánicos y metanólicos tanto de Bouvardia

ternifolia como de Aristolochia elegans, redujeron el edema pancreático de manera

muy evidente a una dosis 500 µg· Kg-1. En este estudio, se demostró la capacidad

secretagoga (de amilasa en páncreas aislado de ratón) del veneno de

Centruroides limpidus limpidus, se puede suponer que es debido por la

estimulación suprafisiológica asociada con la liberación masiva de acetilcolina, ya

que, alrededor del 40% de esta actividad secretagoga fue antagonizada por

atropina. El origen del proceso inflamatorio puede ser explicado por la mediación

de otras sustancias. En edema agudo de páncreas asociado con el veneno de

alacrán, la sustancia P (SP) puede jugar un papel muy importante (Matos 1999).

La SP se une a los receptores NK1-R los cuales están unidos a una proteína de

las células endoteliales e induce la formación de interrupciones de la continuidad

entre las células endoteliales en las vénulas postcapilares (Boewden 1994). La



albúmina y el líquido plasmático permean hacia el espacio intersticial a través de

estas interrupciones de la continuidad endotelial, resultando en un edema

inflamatorio. Así se explica el edema observado por en este modelo generado por

la caruleína, la cual aumenta la permeabilidad vascular (Grady 2000). Los

resultados obtenidos demostraron que hay una extravasación de azul de Evans en

el intersticio pancreático provocado por el veneno de Centruroides limpidus

limpidus, el cual es ampliamente aceptado como un marcador de desordenes de

permeabilidad vascular, asociado con proceso inflamatorio. El proceso inflamatorio

fue antagonizado por los extractos de ambas plantas estudiadas, lo cual tuvo

concordancia con la capacidad de estos extractos para reducir la cantidad de

amilasa liberada en el páncreas aislado de ratón inducido por el veneno de

alacrán.

En una evaluación farmacológica, la actividad de una sustancia se describe

generalmente en relación con la concentración de la sustancia a la cual se alcanza

el efecto máximo, cuando el sistema se encuentra saturado.  Sin embargo, en el

modelo de páncreas aislado de ratón, se observó que el antagonismo de los

extractos de Bouvardia ternifolia sobre el efecto secretagogo del veneno, fue

enmascarado por la actividad inhibitoria sobre la amilasa de ambos extractos

probados. Lo que no sucedió con los extractos de Aristolochia elegans. Si se

sustrae la inhibición de la amilasa del efecto de contención de la descarga

pancreática de amilasa por los extractos de Bouvardia ternifolia, podremos

observar que el extracto metanólico de Bouvardia ternifolia fue más eficiente para

contener la descarga pancreática provocada por la exposición al veneno de

Centruroides limpidus limpidus.



El antagonismo de los extractos de Aristolochia elegans y de Bouvardia

ternifolia sobre la liberación de amilasa provocada por la carbamil colina, mostró

que parte de la actividad de los extractos es causada por un mecanismo

anticolinérgico, sin embargo, no se puede descartar que existan otros compuestos

que actúen disminuyendo la secreción de amilasa por otro mecanismo.

Los resultados obtenidos permiten concluir que el veneno Centruroides

limpidus limpidus posee efectos secretagogos de amilasa en el páncreas aislado

de ratón, además, que tiene capacidad para desarrollar proceso inflamatorio

agudo en el páncreas en rata íntegra; estos efectos son eficientemente

antagonizados por los extractos hexánicos y metanólicos de las raíces de

Aristolochia elegans y Bouvardia ternifolia.

Por otro lado se puede destacar que la pancreatitits aguda, puede ser

resultado de múltiples mecanismos los cuales pueden ser contrarrestados por los

efectos farmacológicos descritos por los ácidos ursólico y oleanólico (Liu 1995)

presentes en el extracto de Bouvardia ternifolia. Uno de estos efectos es la

capacidad de inhibir la liberación de histamina por las células cebadas (Tsuruga

1991). La histamina incrementa la permeabilidad vascular y promueve el edema

asociado a la pancreatitis aguda (Harvey 1987; Dib 2002); este efecto podría

explicar la capacidad de los extractos de Bouvardia ternifolia para antagonizar el

edema producido por el veneno de Centruroides limpidus limpidus. Por otro lado,

la ciclooxigenasa y lipooxigenasa son dos enzimas inflamatorias, entonces ellos

reducen la producción de mediadores proinflamatorios provenientes del ácido

araquidónico (Liu 1995). También se ha demostrado que el ácido oleanólico inhibe

la síntesis y liberación de prostaglandina E2 y leucotrienos B (Simon 1992; Zhou



1993). En la pancreatitis aguda se liberan grandes cantidades de enzimas

proteolíticas que producen la autodigestión del tejido pancreático, originando

necrosis que constituye una de las más severas complicaciones del padecimiento

(Yamaguchi 1989). Tanto el ácido ursólico como el oleanólico presentan constante

de inhibición muy similares para la elastasa (4.4 y 6.4 µM, respectivamente) (Ying

1991), este factor puede explicar la capacidad antitóxica del extracto a nivel

pancreático. En el modelo de pancreatitis aguda inducida, se ha demostrado el

incremento de radicales libres capaces de incrementar la peroxidación de lípidos,

lo que constituye parte del mecanismo involucrado en el edema pancreático

(Nonaka 1992). Se ha reportado que el ácido oleanólico es un protector muy

potente contra la peroxidación, mientras que el ácido ursólico presenta baja

capacidad para proteger al miocardio y microsomas del hígado. Pero la

combinación de ambos triterpenos amplifica de manera significativa, la protección

contra la peroxidación de lípidos (Balanehru 1992). De acuerdo con lo

anteriormente expuesto, podemos suponer que los extractos de Bouvardia

ternifolia tienen la capacidad de contrarrestar la inflamación pancreática producida

por la intoxicación de veneno de Centruroides limpidus limpidus, debido a las

múltiples acciones de los ácidos ursólico y oleanónico.



CONCLUSIONES.

1. La Bouvardia ternifolia y la Aristolochia elegans tienen actividad antitóxica

contra el veneno de alacrán Centruroides limpidus limpidus, al aumentar el

valor de la DL50 y antagonizar los efectos del veneno in vitro en diferentes

modelos experimentales.

2. El veneno del alacrán Centruroides limpidus limpidus tiene la capacidad de

inducir el desarrollo de pancreatitis aguda en ratas Sprague-Dawley.

3. La actividad antagónica de los extractos hexánicos y metanólicos de

Bouvardia ternifolia y Aristolochia elegans  mostrada en los diferentes

modelos experimentales probablemente esta relacionada com acciones

anticolinérgicas y antiadrenérgicas.

4. Los extractos hexánicos y metanólicos de Bouvardia ternifolia inhiben la

actividad enzimática de la amilasa pancreática, mientras que los extractos

de Aristolochia elegans no modifican esta actividad..

5. Los extractos de Bouvardia ternifolia y Aristolochia elegans se diferencian

a partir de la capacidad inhibitoria de la amilasa pancreática, a pesar de su

similitud en la actividad antialacrán; ésto probablemente por su

composición fitoquímica diferente.
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