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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue evaluar algunas
acciones antiviperinas de A. schippii, contralos venenos
de A. bilineatus y B. asper 'y su caracterizacion
fitoquimica. Se realizé una marcha fitoquimica
cualitativa y caracterizacion fitoquimica por UPLC-
Ms, se evalud la toxicidad aguda oral (OECD 423), y
se realizd la evaluacion antihemolitica en placas de
agar sangre y antiproteolitica en caseina, a diferentes
proporciones de veneno extracto p/p; asimismo se
evaluo la actividad antimiotoxica a dosis de 600, 900 y
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1,200 mg/kg por cuantificacion de la actividad
CK-MB e histologia. Los resultados evidenciaron
cualitativamente alcaloides, flavonoides, taninos,
cumarinas, glucosidos cardiotonicos, y se detectaron
por UPLC-Ms, acido aristoléquico y un compuesto
bioactivo antioneoplasico, 10-hidroxicamptotecina;
no se evidenciaron signos de toxicidad ni letalidad a
la dosis de 2,000 mg/kg. La actividad antihemolitica
y antiproteolitica disminuyé considerablemente
(P<0.05), sin seguir una relacion dosis-dependiente
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de veneno extracto. La actividad antimiotdxica
demostro protecciodn parcial contra B. asper adosis de
600 mg/kg y contra A. bilineatus a una dosis de 1,200
mg/kg (P<0.05); el estudio histoldgico, evidencio,
proteccién parcial, por una mejoria en organizacién
estructural y baja evidencia de mionecrosis, asi como
presencia de edemas en musculo-esquelético. Se
concluye que, en el extracto etandlico se evidencio la
presenciade diferentes metabolitos como flavonoides,
cumarinas, azucares reductores, mientras que el
UPLC-Ms mostré la presencia de dos componentes
bioactivos con posible actividad antiviperina, como
fueron acido aristoléquico y 10-hidroxicamptotecina;
asimismo, el extracto mostré proteccion parcial contra
las actividades hemolitica, proteolitica y miotoxica.

Palabras clave: Ofidismo, Aristolochia schippii,
Bothrops asper, Agkistrodon bilineatus, antiviperinos,
antimiotoxico, UPLC-Ms, antiproteolitico.

Abstract

This work aimed to evaluate some antiviperin actions
of A. schippii against the venoms of A. bilineatus and
B. asper and their phytochemical characterization. A
qualitative phytochemical march and phytochemical
characterization by UPLC-Ms, acute oral toxicity
(OECD 423), antihemolytic evaluation in blood agar
plates and antiproteolytic in casein, at different venom:
extract w/w ratios, and antimyotoxic activity at doses
of 600, 900 and 1,200 mg/kg by quantification of CK-
MB activity and histology were performed. The results
qualitatively evidenced alkaloids, flavonoids, tannins,
coumarins, and cardiotonic glycosides, and were
detectedbyUPLC-Ms, aristolochicacid,andabioactive
antheoplasticcompound, 10-hydroxycamptothecin;no
signs of toxicity or lethality were evidenced at the dose
of 2,000 mg/kg. The results qualitatively evidenced
alkaloids, flavonoids, tannins, coumarins, and
cardiotonic glycosides, and were detected by UPLC-
Ms, aristolochic acid, and a bioactive antheoplastic
compound, 10-hydroxycamptothecin; no signs of
toxicity or lethality were evidenced at the dose of 2,000
mg/kg. The antihemolytic and antiproteolytic activity
decreased significantly (P<0.05), without following
a dose-dependent relationship of the venom-extract
relationship. The antimyotoxic activity showed partial
protection against B. asper ata dose of 600 mg/kg and
againstA. bilineatus atadose of 1,200 mg/kg (P<0.05);
the histological study showed partial protection due
to an improvement in structural organization and low
evidence of myonecrosis, as well as the presence of
edema in the musculoskeletal system.
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It is concluded that the ethanolic extract showed the
presence of different metabolites such as flavonoids,
coumarins, and reducing sugars, while the UPLC-Ms
showed the presence of two bioactive components
with possible antiviperine activity, such as aristolochic
acid and 10-hydroxycamptothecin; also, the extract
showed partial protection against hemolytic,
proteolytic and myotoxic activities.

Keywords: Ophidism, Aristolochia schippii, Bothrops
asper, Agkistrodon bilineatus, antiviperins,
antimyotoxic, UPLC-Ms, antiproteolytic.

Introduccion

El ofidismo, es una lesién cutanea provocada
por la mordedura de un reptil venenoso, siendo
causa de alta mortalidad y morbilidad (Brenes-
Zuhiga, 2014). Tan solo en América Latina mas de
29,000 casos fueron reportados en Brasil y 27,000 en
México (Gutiérrez, 2017), siendo la familia viperidae
la de mayor incidencia. De acuerdo con datos de
distribucion geografica, y por su relativa facilidad para
adaptarse a asentamientos humanos, Bothrops asper
y Agkistrodon bilineatus son las especies de mayor
impacto en materia de ofidismo en América Latina
(Henriquez, 2013; Saldarriaga-Cérdoba et al., 2017).

Dentrodelos principales sintomas por ofidismo
bothropico y agkistrodonico, destacan: edemas,
hemorragias, coagulopatias, necrosis, mionecrosis
(Gutiérrez, 2011; Munawar et al., 2018). El unico
tratamientoaceptadoyreconocido porlaOrganizacion
Mundial de la Salud (WHO, 2018; OMS, 2021), para
casos de accidente ofidico, es la faboterapia [F(ab)2].
Sin embargo, aunque efectivos, los faboterapicos son
costosos y su administracion requiere de personal
médico capacitado. Sin mencionar que las distancias
entre zonas rurales y los hospitales que cuenten con
estos biotecnoldgicos de manera inmediata, son
significativas. Por esta razén, diferentes paises de
América Latina recurren a la medicina tradicional
o herbolaria, a fin de encontrar coadyuvantes que
retrasen o mitiguen los sintomas del envenenamiento
por vipéridos, como B. asper y A. bilineatus (Pijoan,
2008; Lépez & Pérez, 2009; Tuz-Canche et al., 2022).

Entre las plantas usadas en la medicina
tradicional de México y América Latina en materia de
ofidismo, destaca el género Aristolochia, destacando
a la especie schippii, empleada en la medicina
tradicionalmexicanacomoté, enelestadode Veracruz
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México, contra la mordedura de reptiles venenosos,
dado que se sabe que retrasa —de manera empirica—,
efectos toxinolégicos como: hemorragias en la zona
de la mordedura, formacién de edemas, algunas
complicaciones sistémicas como dafio renal o
coagulopatias, probablemente por la accion de
flavonoides y alcaloides, presentes en el organismo
vegetal (Torres et al., 2014; Casas & Blancas-
Vazquez, 2023). Por lo cual, el objetivo del presente
trabajo fue evaluar algunas propiedades antiviperinas
de este organismo vegetal contra los venenos de B.
aspery A. bilineatus.

Diseiio experimental

Obtencién del extracto etandlico de A. schippiiy
rendimiento

Larecoleccion de lamuestra vegetal completa,
se realizé en la comunidad “La Margarita”, ubicada
en el municipio de Catemaco, Veracruz. La materia
vegetal fue llevada completa con flor y fruto para
su identificacion taxondémica, realizada por el M. en
C. Neil Abdiel Felipe Mendoza. Posteriormente se
cort6 el bejuco en trozos de 10 cm y fueron secados
inicialmente a temperatura ambiente por espacio de
siete dias. Transcurrido ese tiempo, se pusieron a
secar, nuevamente, los trozos en estufa a 45 °C, por
tres dias. La extraccion se realizé con 50 gramos de
cortezatrituraday 300 mL Etanol R.A. Se dejé macerar
una semana vy, por destilacion simple, se evaporé
el exceso de disolvente a fin de reutilizarse, hasta
clarificar el macerado; se dejo secar a temperatura
ambiente hasta la formacion del extracto.

El rendimiento del extracto se calculd de la siguiente
forma:

0 — A
/(}R = Wf«fwoxmu

Donde:

% R=rendimiento

Wi= peso del extracto (g)

WO0= peso de la muestra vegetal (g)

Obteniéndose un rendimiento del 21 %,
representando un buen dato dado que, a partir de 50
gramos de muestra se obtuvieron 10.5 gramos de
extracto.
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Marcha fitoquimica cualitativa

La marcha fitoquimica se realizé en tres
extractos: acuoso, etandlico y acido, para evidenciar
los metabolitos, mediante reacciones de coloracién
y precipitacion, partiendo de 10 gramos de bejuco
pulverizado con ayuda de molino manual y macerando
con agua y etanol, por tres dias y con HCI 10 %, al
momento de preparar el extracto acido (Rengifo-
Zevallos, 2018; Rodriguez-Landa et al., 2020; Sotelo-
Leyva et al., 2022).

¢ Extracto etandlico. Flavonoides: se diluy6 el extracto
al 50 %.

Reaccion de Shinoda: 1 mL extracto + 2 gotas
H2S04; al no haber un cambio, se agregdé
una viruta de magnesio, para las siguientes
reacciones:

Reaccion con NaOH 10 %: 1 mL extracto + 0.5
mL NaOH 10 %. Se observé coloraciones de
amarillo a rojo, indicando positiva la prueba.

Cumarinas: 1 mL extracto + 2 gotas NH4OH.
Se observo en camara UV. Fluorescencia azul
— violeta, indicando positiva la prueba.

Glucésidos cardiotonicos: 1 gota extracto,
fue colocada en una tira reactiva Kedde. Un
color morado intenso indicé la presencia de
glucosidos.

* Extracto acuoso. Saponinas: altura y estabilidad
de la espuma. 1 mL extracto + 1 mL agua, se agitd
vigorosamente, se midié la altura de la espuma. 8 —
10 mm y es estable por 30 min, indicando positiva la
prueba.

Taninos: 1 mL extracto + 2 mL de agua + 3 gotas
NaCl 2 %. Se dejé ebullir 1 minuto vy filtrar. El
filtrado se separd en 2 tubos:

Tubo 1. Reactivo gelatina. La formacion de un
precipitado blanco indicé positiva la prueba.

Tubo 2. Reactivo FeCl3 1 %. Coloracion azul
derivados del acido galico y coloracion verde,
derivados catecdlicos, indicaron positiva la
prueba.

Azucares reductores: 2 mL extracto se ajusto

el pH=11 con NaOH 5 %. El extracto se dividié
en 2 tubos:
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Tubo 1. Reaccién de Benedict. Se anadi6 0.5
mL del reactivo de Benedicty 1 mL del extracto.
Tubo 2. Blanco. Los tubos se pusieron en bafio
maria/15 min. La formacion de un precipitado
rojo ladrillo, indico positiva la prueba.

*Extracto acido. Se agregdé 10 mL HCI 10 %, se dejé
ebullir 5 min y se filtré en cuatro tubos.

Tubo 1. Blanco.

Tubo 2 - 4. Se adicion6 1 gota de los reactivos
Mayer, Drangendorff, silicotungstico vy
Sonneschain, Se considera positiva la prueba
paraMayerun precipitadoblanco, Drangendorff
precipitado amarillo, silicotungstico un
precipitado blanco-amarillento, Sonneschain
un precipitado amarillo tenue.

Identificacion quimica por UPLC-Ms

Se utilizé un sistema de cromatografia liquida
de ultra alta resolucion (UPLC) Ultimate3000 (Dionex
Corp.,CA,EE.UU.)condetecciénde arreglode diodos
(PAD), acoplado a un sistema Bruker MicrOTOF-QlII
mediante una interfaz de ionizacion por electrospray
(ESI) (Bruker Daltonics, Billerica, EE. UU.).

La separacion se realizd en una columna
cromatografica Hypersil C18 (3.0 um, 125 x 4.0 mm)
(Varian). La fase movil consistio en acido férmico
al 0.1 % en agua (A) y acetonitrilo (B), utilizando un
programa de gradiente: 5-35 % (B) de 0 a 10 min, 35-
80 % (B) de 10 2 10.1 min, 80 % (B) de 10.1 a 11 min,
80-45 % (B)de 11 a11.1 min, 45-5 % (B) de 11.1a 12
min, y 5 % (B) de 12 a 15 min. El flujo del disolvente
fue de 0.5 ml/min, la temperatura de la columna se
mantuvo a 30 °C y la longitud de onda de deteccién
fue de 254 nm.

Las condiciones del analisis MS en modo de
iones negativos fueron las siguientes: gas de secado
(nitrogeno) a un flujo de 8 I/min, temperatura del gas a
180 °C, intervalo de escaneo de 50-3000 m/z, v-oltaje
de compensacion de la placa final de -500 V, voltaje
capilarde 4500 V y presion del nebulizador de 2.5 bar.

Los datos de masa exacta de los iones
moleculares se procesaron utilizando el software
DataAnalysis 4.0 (Bruker Daltonics), que proporciona
una lista de posibles férmulas minimas mediante el
Generate Molecular Formula Editor, asi como una
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comparacion del patron de is6topos tedrico con
el medido (valor o) para una mayor confianza en
la formula molecular sugerida (Bruker Daltonics
Technical Note 008, 2004).

Toxicidad oral aguda

Para la determinacion de la toxicidad aguda
por via oral se utilizaron un total de 9 ratones
hembra de la cepa CD-1, con un peso de 20-25 g.
Los animales fueron distribuidos aleatoriamente en
tres grupos d(n=3), alojados en cajas separadas. Un
grupo recibié unadosis de 2,000 mg/kg del compuesto
en estudio, mientras que el grupo control recibid
agua. Los ratones fueron pesados cada tercer dia y
monitoreados durante 14 dias para observar signos
de toxicidad.

Actividad antihemolitica indirecta

Esta prueba se realizé en placas de agar
sangre; se determind la dosis hemolitica indirecta
minima descrita (DmHI) por Solano-Godoy et al.,
(2020), empleando concentraciones crecientes
del veneno: 75 — 2,000 mg de proteina, sembradas
por triplicado en pozos e incubando 24h/37°C. Se
midieron los halos de hemdlisis con caliper digital y
se determiné el diametro. Una medida de 20mm de
diametro, corresponde a la dosis hemolitica indirecta.

Para el estudio de la actividad antihemolitica
indirecta, se repiti6 el mismo procedimiento,
empleando proporciones veneno:extracto, 1:50;
1:100; 1:200 p/p. Se pre-incubaron 30 min/37 °C, se
agregaron en cada pozo, 20 mL y se dejaron 24h/37
°C para medir los halos hemoliticos.

Actividad antiproteolitica

Para el estudio de la actividad antiproteolitica,
se realizé de acuerdo con el método de Saravia-
Otten (2021) con ciertas modificaciones. Las
proporciones veneno:extracto, 1:50; 1:100; 1:200
p/p, se pre-incubaron 30 min/37 °C, se agregaron
300 mL/tubo, veneno:extracto a 500 (L caseina al 1
% en PBS 1X pH= 7.40. La reaccion se detuvo con
acido tricloroacético 5 %, en un tiempo de 30 min/25
°C, se centrifugd 7,000 rpm/15 min. Se recupero el
sobrenadante y se leyd la absorbancia a 280 nm/15
min, registrando los cambios a intervalos de 5 min. Se
procedié a calcular con la siguiente formula:

U/mg= [DAbs2s0 / mg veneno] * 100
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Actividad antimiotoxica

Cuantificacion creatina quinasa (CK) y analisis
histolégico. Se utilizaron 30 ratones totales. Se
agruparon en seis grupos de cinco individuos (n=5):

Grupol:TestigoconNaCl0.9%yviaintramuscular
(i.m.); Grupo llI: Testigo intoxicado con Dosis
Miotéxica Media (DMM) del veneno de B.
asper, 0.6 mg/kg (Pereafiez et al., 2014) y de
A. bilineatus 0.59 mg/kg (Roman-Dominguez
et al., 2019) via i.m.; Grupo llI: Testigo DMM
+ Faboterapico [F(ab")2] antivipmyn, 4.6 mg/
kg via i.p.; Grupo IV, V y VI: Testigos DMM +
extracto etandlico a dosis de 600, 900 y 1,200
mg/kg via oral (Flores-Tinajero, 2020).

Se dejaron transcurrir 3 horas (Gutiérrez et al.,
1980); se extrajo sangre pararecuperar el suero 7,000
rom/10 min. Se preparo el reactivo de trabajo (RT) de
acuerdo con las indicaciones del proveedor del kit
creatina quinasa (CK-MB ELITechGroup). Se tomd
80 mL de suero y 920 mL con RT a 37°C/30min. Las
absorbancias fueron leidas a Iz4onm para cuantificar la
actividad de la CK-MB mediante la siguiente formula:

Actividad CK-MB (U/L) = DAbs/min * 4,286
Donde:

DAbs/min= promedio de las absorbancias
durante 5min a intervalos de 30 segundos.
4,286= Factor de multiplicidad para el calculo
de la actividad CK-MB.

Posteriormente, se eutanaziaron los animales
y se obtuvo el musculo ciatico gastrocnemio, sefijé en
formaldehido al 10 % y se procesé para histologia y
tincion por la técnica Hematoxilina-Eosina (H-E).

Analisis estadistico

Los resultados de la actividad antihemolitica,
actividad antiproteolitica y actividad antimiotdxica
fueron expresados como media * error estandar.
Los datos fueron analizados mediante un Analisis
de Varianza Unifactorial (ANOVA) seguidos por una
prueba post hoc Bonferroni; el valor de p<0.05, fue
considerado estadisticamente significativo. Todas las
pruebas fueron realizadas en el software GraphPad
Prism versién 8.0
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Resultados

Rendimiento

El rendimiento del extracto fue del 21 %, indicando
que es un buen dato dado que a partir de 50 gramos
de bejuco y con un peso promedio de 10.5 gramos, se
llegd a este resultado de porcentaje de extracto y, por
lo tanto, el procedimiento empleado y después de 6
destilaciones realizadas, son indicativos de un buen
proceso de extraccion del producto.

Marcha Fitoquimica Cualitativa
Tabla1

Metabolitos detectados en el fitoquimico preliminar

Metabolitos Extracto Extracto Extracto
acuoso etanolico acido

Alcaloides - - +++

Cumarinas - ++ -

Taninos +++ + -

Glucésidos N

cardiotonicos

Azucares it i i

reductores

Flavonoides - +++ -

Saponinas ++++ - -

Nota. ++++ Abundancia; +++ Presencia; +++ Ligera pre-
sencia; + Trazas; - Ausencia

Enlos tres extractos, se evidencid la presencia
de los metabolitos de forma cualitativa, de acuerdo
con la Tabla 1; sin embargo, en el extracto etandlico
estuvieronpresentescumarinas, taninosyflavonoides,
metabolitos importantes que se han asociado de
forma empirica a su capacidad de inhibicion de
efectos toxinolégicos derivados del envenenamiento
por mordeduras de ofidios venenosos; ademas que
estos metabolitos, particularmente los flavonoides,
presentan una afinidad buena hacia el Etanol, el
disolvente empleado para la presencia de forma
cualitativa de estos metabolitos.
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Identificacion quimica por UPLC-Ms
Figura 1

Caracterizacion fitoquimica del extracto de Aristolochia schippii

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 1.2 Bar

Focus Active Set Capillary 3500V Set Dry Heater 200 *C

Scan Begin 50 m/z Set End Plate Offset -500V Set Dry Gas 9.0 Vmin

Scan End 3000 mfz Set Collision Cell RF 200.0 Vpp Set Divert Valve Source
Intens ]

%1067

0.6
0.4

Nota. a. Cromatograma obtenido por HPLC-MS de A. Schipii. b. Estructuras quimicas de los compuestos: A Acido 12
beta-hidroxi-5-beta-colan-24-oico, B Acido aristoléquico, C 10-Hidroxicamptotecina, D(+)-(4,6-O-Bencilideno)metil-alfa-
D-glucopirandésido, E 2’-Hidroxi-a-naftoflavona y F (S,S)-(+)-Tetrandrina.

De acuerdo con el cromatograma obtenido,
los principales metabolitos detectados fueron
acidos organicos, flavonoides y compuestos
nitrofenantrénicos (Figura 1) procedentes de
alcaloides. Se destaca la presencia del acido
aristoléquico, un metabolito altamente presente en
la familia de Aristolochiaceae, al cual se le atribuyen
propiedades antiviperinas, aparentemente por
inhibicion no competitiva de fosfolipasas A2 (PLA2),
principales componentes de los venenos animales;
por otro lado, el bioactivo 10-hidroxicamptotecina, ala
que se le han atribuido propiedades antineoplasicas,
presenta un pico grande lo que pueda explicar su gran
afinidad al Etanol y, por consiguiente, una afinidad
alta para ser detectado mediante UPLC. por lo que
el extracto es clasificado en la categoria 5, donde la
letalidad del extracto puede ser mayor a 2,000 mg/kg.
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Toxicidad oral aguda

La prueba de toxicidad aguda arrojé que el
extracto a dosis de 2,000 mg/kg, no mostré signos
de toxicidad en los animales de experimentacion ni
letalidad (Tabla 2), durante los 14 dias de observacion,
por lo que el extracto es clasificado en la categoria
5, donde la letalidad del extracto puede ser mayor a
2,000 mg/kg.
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Tabla 2

Cambios observados en el bienestar de los animales tratados con
2,000 mg/kg de extracto etandlico de A. schippii

30 min 2 horas 4 horas 24 horas 48 horas 7 dias 14 dias
Observaciones C \% E ClV E C |V E cC|v]E|fC|fV|IE]|]C|]V]|E|C]|V]|E
Letargia N 2xIn | 2xIn [ N | N [ 2x1n N N N NfN|N|N[N|N|N[N|N|N|[NIJN
Emesis N N N N|N N N [ N N N[N|N|N|[N|[N|N|N|N|[N|NI|N
Sialorrea N N N N|N N N [ N N N[N|N|N|[N|[N|N|N|N|[N|NI|N
Hipotermia N 2xIn | 2xIn [ N | N [ 2x1n N Nf2xIth [ N[ N|N|[N|[N|N|N|[N|N|NJ|N]I|N
Vértigo N [ 2xtn [ 2xIn [N|[N]| 2In | N | N N N[N|N|N|[N|[N|N|N|N|[N|NI|N
Piloereccion N 2xIn | 2xIn [ N | N [ 2x1n N N N NIN|IN[N[N[N]N|]N|N[N|N]I|N
Mortalidad N N N N|N N N [ N N N[N|N|N|[N|[N|N|N|N|[N|NI|N

Nota. C= control; V= vehiculo; E= extracto etandlico de A. schippii; N= sin signos de toxicidad; 1x2n= 1 afectado y 2
sin signos de toxicidad; 2x1n= 2 afectados y sin signos de toxicidad. Al inicio del experimento, algunos animales al
recibir el extracto evidenciaron hipotermia, vértigo y piloereccion en durante las primera cuatro horas de observacion.
Transcurrido ese tiempo, ningun animal presenté alguno de los signos mencionados con anterioridad, durante los 14 dias

de observacion.
Actividad antihemolitica indirecta
Figura 2

Actividad  antihemolitica A.  schippii con  proporciones
veneno:extracto
25
E 304 *
o
o . d
g" | |
E 10+
&
=
g s
F
0- T T
&“ﬂ eﬁ‘ .\-@ .rf;; "I.‘?
& A N s
o o* =3 =3
C & &

Nota. Se muestra la media + error estandar. *P< 0.05 vs
BaV, a P< 0.05 vs Control + (ANOVA de una via; Post hoc
Bonferroni). BaV (veneno B. asper); Bav 1:50, Bav 1:100;
BaV 1:250 (veneno: extracto p/p)

En la evaluacion antihemolitica (Figura 2), no
existio relacion dosis-dependiente veneno: extracto;
no obstante, se observé a la proporcién 1:150, una
inhibicion de esta actividad (P<0.05), posiblemente
por la accién del compuesto 10-hidroxicamptotecina
y el acido aristoloquico. La posibilidad del bioactivo,
camptotecina como posible inhibidor de la actividad
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antihemorragica, es por su semejanza estructural
con los flavonoides y cumarinas, quelantes de
metales bivalentes como el zinc, del cual dependen
las metalproteasas hemorragicas (SVMP), para
induccién de su actividad.

Figura 3

Serie fotografica actividad hemolitica in vitro del veneno de B.
Asper.

Control (+) Tween20. Detergente.
Desestabiliza la membrana.
lipidica.

Dosis Minima Hemolitica
indirecta veneno de B. asper[0.6
mg/mL (DmIH BaV).

DmHI BaV + Faboterapico
[4.6mg/mL]. Disminucién del
diametro de los halos hemoliticos.

Nota. se ilustra la accion del veneno hemolitica del veneno
de B. asper
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Figura 4

Figura 5

Serie fotografica de la inhibicion in vitro de la actividad Actividad antihemolitica A. schippii con proporciones veneno:

antihemolitica por A. schippii

DmHI BaV + Extraxto 1:50
[0.6mg/mL:30mg/mL]. Apreciable
disminucion en los halos
hemoliticos.

DmHI BaV + Extracto 1:150

[0.6mg/mL:90mg/mL. Se
observar mayor disminucién de
los halos.

DmHI BaV + Extracto 1:250
[0.6mg/mL:150mg/mL]. No hay
apreciable disminucion de lo
halos hemoliticos.

Nota. Se ilustra la inhibicion de la actividad hemolitica del
veneno de B. asper por accion del extracto etandlico de A.
schippii

Las series fotograficas (Figuras 3 y 4),
muestran el efecto hemolitico por accién del veneno
de B. asper. El valor de la DmIH (Figura 12), fue [0.6
mg/mL] para su induccién. El extracto etandlico de A.
schippii (Figura 4) no mostré decremento significativo
en los halos hemoliticos, por lo tanto, no existiendo
relacion dosis-dependiente veneno:extracto. Estos
resultados demuestran que la resaltante actividad
hemorragica y hemolitica causada por el veneno de
B. asper, sugiere que al momento de emplearse el
extractoetandlico, se compruebaundescensonotable
en la hemdlisis causada por su veneno, y causante
de coagulopatias importantes, como consumo de
fibrinégeno y formacion de coagulos de fibribina, que
inducen hemorragias sistémicas.
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Nota. Se muestra la media * error estandar. *,b P< 0.05 vs
Control (-), a*,b P< 0.05 vs AbV (veneno de A. bilineatus)
(ANOVA de una via; Post hoc Bonferroni). C+ (control
positivo); C- (control negativo); AbV+Fab (veneno A.
bilineatus+[F(ab")2]); AbV 1:50, AbV 1:100; AbV 1:250
(veneno: extracto p/p)

La actividad antihemolitica contra el veneno
de A. bilineatus no mostro relacion dosis-dependiente
veneno: extracto (Figura 5); se observa que a las
diferentes proporciones y junto con el faboterapico,
se comportan similarmente logrando un descenso
en los diametros hemoliticos (P<0.05), comparados
con la accion del veneno crudo. Sugiriendo que
la accién de las SVMP, este siendo inhibida por
accion de la camptotecina y posiblemente por los
acidos aristoléquicos, considerando al veneno de
A. bilineatus mas hemorragico y hemolitico que de
B. asper. No obstante, se sefiala que tuvo un valor
mas elevado de la actividad hemolitica, al llegar
a 1.8 mg/mL como DmHI, en comparacion con el
veneno de B. asper, lo que sugiere que la actividad
hemolitica sea destacable, pero mas destacable aun
su actividad hemorragica al conocer que presenta
mayor concentracién de SVMP en comparacion con
desintegrinas.
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Figura 6

Serie fotografica actividad hemolitica del veneno de A. bilineatus

Control + (Tween20)

Dosis Hemolitica  Minima
Indirecta A. bilineatus (DmHI
AbV):1.8 mg/mL

Control - (Sol. Salina 0.9%)

DmHIAbV + [F(ab)'2] [4.6mg/mL]

Nota. Se ilustra la accion del veneno hemolitica del veneno
de A. bilineatus

Figura7

Serie fotogréafica de la inhibicion in vitro de la actividad
antihemolitica A. schippii

DmHIAbV + Ext. A. schippii
1:50 [1.8mg/mL:90mg/mL].
Hay reduccion en los halos
hemoliticos.

DmHIAbV + Ext. A. schippii
1:100 [1.8mg/mL:180mg/mL].
No continua la reduccion en los
diametros.
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DmHIAbV + Ext. A. schippii
1:200 [1.8mg/mL:360mg/mL]. No
hay relacion dosis-dependiente
veneno:extracto.

Nota. Se ilustra la inhibicion de la actividad hemolitica del
veneno de A. bilineatus por accion del extracto etandlico
de A. schippii

Las series fotograficas (Figuras 6y 7), ilustran
la accién hemolitica del A. bilineatus, y comparado
con el veneno de B. asperes mayor, porlo tanto, no es
conspicua la hemdlisis entre ambas especies, con un
valor de 1.8 mg/mL para A. bilineatus; el extracto, no
disminuy¢ los halos hemoliticos (Figura 7), sino que
pareciera que se mantienen constantes sus valores,
por lo que no existe una relacion dosis-dependiente
veneno: extracto (Figura 5). Asimismo, es apreciable
el descenso de los diametros hemoliticos en la placa
relacion veneno-Fab (Figura 6).

Actividad antiproteolitica

Paraelreto del veneno de B. asper (Figura 8), destacé
una disminucién en la actividad proteolitica sin
relacion dosis-dependiente veneno:extracto. También
se aprecia el comportamiento del faboterapico, dado
que presenta una accion antiproteolitica eficaz
contra venenos vipéridos (P<0.05). Esta accion
antiproteolitica puede estar siendo inhibida al no
permitir la actividad de las desintegrinas presentes en
el veneno de B. asper, ademas de la asociacion con
PLA2 dependientes de calcio y SVMP, probablemente
por la accién de los acidos aristoloquicos y de la
camptotecina presentes en el extracto.
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Figura 8

Actividad antiproteolitica A. schippii con proporciones
veneno: extracto
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Nota. Se muestra la media + error estandar. *, b* P< 0.05
vs Testigo, a*,b* P< 0.05 vs BaV (veneno de B. asper)
(ANOVA de una via; Post hoc Bonferroni). BaV (veneno B.
asper); BaV+AV (veneno B. asper + [F(ab")2]); BaV 1:50,
BaV 1:100; BaV 1:250 (veneno: extracto p/p)

El veneno de A. bilineatus, mostré actividad
proteolitica mayor al de B. asper, de ahi que sus
valores sean mayores por la accion desintegrina. Se
aprecia una disminucion en la actividad proteolitica
(P<0.05), sin mantener relacién dosis-dependiente
veneno:extracto. La eficacia del faboterapico
es evidente (P<0.05), salvo que, sus valores no
asemejan al del grupo testigo, pudiendo ser indicativo
qgue su accién neutralizante no es tan especifica para
el veneno de esta especie (Figura 9), probablemente
a una concentracién aun mayor de desintegrinas de
PLA2 dependientes de calcio presentes en el veneno
de A. bilineatus.

Figura9

Actividad antiproteolitica A. schippii con proporciones veneno: extracto
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Nota. Se muestra la media + error estandar. *, b* P< 0.05
vs Testigo, a*,b P< 0.05 vs AbV (veneno de A. bilineatus)
(ANOVA de una via; Post hoc Bonferroni). AbV (veneno A.
bilineatus); AbV+AV (veneno A. bilineatus + [F(ab’)2]); AbV
1:50, AbV 1:100; AbV 1:250 (veneno:extracto p/p)
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Actividad antimiotoxica

A partir de la cuantificacién de la actividad
creatina quinasa (CK-MB), el dafio miotdxico por
accioén de venenos vipéridos puede ser demostrable,
de tal manera que se pudo observar que, para el
extracto, mostré una disminucion en la cuantificacion
de la CK-MB (P<0.05) a dosis baja de 600 mg/kg
(Figura 10), indicando una probable susceptibilidad
de las miotoxinas por los metabolitos encontrados en
el extracto, acidos aristoloquicos, no siendo asi a las
dosis de 900y 1,200 mg/kg.

Mientras que el fabotérapico mostré valores
conspicuos con la dosis de 600 mg/kg del extracto
(P<0.05), indicando que el antiveneno al contener
anticuerpos contra el veneno de B. asper por ser el
antigeno principal de su elaboracién, se traduzca
en un descenso notorio de la actividad de la CK-MB
(Figura 10).

Figura10

Actividad de creatina quinasa (CK-MB) del extracto etandlico de A.
schippii en ratones CD1 25+2 g pc
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Nota. Ratones intoxicados DMM (0.6 mg/kg) de veneno
de B. asper; ratones tratados con F(ab’)2 (4.6 mg/kg).
Se representa la media + error estandar. Tix (testigo
intoxicado), Tix+Fab (intoxicado + faboterapico), Tix+Ext
600 mg/kg, 900 mg/kg y 1,200 mg/kg (intoxicado + Exto.
600 mg/kg, 900 mg/kgy 1,200 mg/kg). *, bP<0.05 vs testigo;
a*,bP<0.05 vs Tix. (ANOVA; post hoc Bonferroni). n=5.
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Analisis histologico
Figura 11

Actividad antiproteolitica A. schippii con proporciones veneno: extracto

Nota. 1) Testigo, 2-6) Testigos intoxicados y con tratamientos: 3) F(ab")2. 4), 5) y 6) Testigos intoxicados + extracto de A.
schippii a dosis de 600, 900 y 1,200 mg/kg A. midlisis; B. Hemorragias; —-. Infiltrado celular. * Miofibrillas. + Nucleos. C.

necrosis tisular.

El estudio histolégico reveld desorganizacion
de la citoarquitectura del musculo-esquelético
(Figura 11; Fotografias 2, 3, 5 y 6); hemorragias,
infiltrado celular, midlisis y necrosis tisular (Figura
11; Fotografias 2 y 3). No obstante, el faboterapico
protegid fuertemente manifestando presencia de
infiltrados celulares (no observados) y disminuyendo
las hemorragias y la midlisis (Figura 11; Fotografia
2), y menor desorganizacién de la citoarquitectura,
dando respaldo a que el polivalente antiviperino es
especifico y disefiado a partir del veneno de B. asper.

A las dosis de 900 y 1,200 mg/kg continda
la presencia de hemorragias, miodlisis y necrosis
tisular (Figura 11; Fotografias 2, 3, 5 y 6) accion
que no se vio inhibida ni por accién del extracto ni
por el faboterapico, indicando que el extracto a dosis
mas altas no confiere mejor proteccién contra las
miotoxinas, y no da soporte a que la presencia de los
acidos aristoléquicos inhiban la accién de PLA2.
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Figura 12

Actividad de creatina quinasa (CK-MB) del extracto etandlico de A.
schippii en ratones CD1 25+2 g pc
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Nota. Ratones intoxicados DMM (0.6 mg/kg) de veneno
de A. bilineatus; ratones tratados con F(ab’)2 (4.6 mg/
kg). Se representa la media % error estandar. Tix (testigo
intoxicado), Tix+Fab (intoxicado + faboterapico), Tix+Ext
600 mg/kg, 900 mg/kg y 1,200 mg/kg (intoxicado + Exto.
600 mg/kg, 900 mg/kgy 1,200 mg/kg). *, bP<0.05 vs testigo;
a*,bP<0.05 vs Tix. (ANOVA; post hoc Bonferroni). n=5.
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La miotoxicidad por A. bilineatus, indico
valores elevados de CK-MB, por una concentracién
elevada de miotoxinas preponderantes en su veneno,
contrastando con su accién hemolitica y proteolitica
preponderantes, siguiendo a su perfil venomico;
a pesar de ello, es apreciable a dosis de 1,200 mg/
kg se dé un descenso en estos valores (P<0.05), no
obstante, no guarda una relacion dosis-dependiente
veneno y extracto (Figura 12). La dosis de 600 y 900
mg/kg (Figura 10), no se asemejan sus valores al del
grupo testigo, indicativos que a medida que ladosis es
menor, la accién miotdxica por la cuantificacion de CK-
MB, sigue estando elevada. Asimismo, el faboterapico
mostré marcado descenso en los valores de CK-MB
(Figura 12), lo que constituye que el polivalente es
especifico contra especies de vipéridos americanos.

Analisis histolégico
Figura13

Microfotografias del misculo-esquelético de ratones CD1 intoxicados
con veneno de A. bilineatus (0.6 mg/kg).

Nota. 1) Testigo 2-5) Testigos intoxicados y con tratamientos.
3) F(ab’)2. 4), 5) y 6) Testigos intoxicados + extracto de
A. schippii a dosis de 600, 900 y 1,200 mg/kg. A. Midlisis.
Infiltrado celular. B Hemorragias. X PMN. N. Necrosis
tisular. >>. Edema.

El estudio histolégico reveld (Figura 13),
desorganizacion de la citoarquitectura (Fotografias 2
y 5), hemorragias, infiltrado celular, midlisis y necrosis
tisular (Fotografias 2, 3 y 5), acciones importantes
manifestadas en un dafo estructural muscular, por
accion de PLA2 con accion miotdxica. No obstante, el
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el faboterapico protegid fuertemente manifestando
solo presencia de polimorfonucleares, leves
hemorragias, aunque si necrosis celular (Fotografia
3), esta ultima probablemente por la actividad de
PLAZ2 secretorias y dependientes de calcio, aunque
aunado a ello, la presencia de desintegrinas y SVMP,
favorecen la necrosis.

A dosis de 600 mg/kg y 1,200 mg/kg, son
evidentes las hemorragias, infiltrado celular y
edema, este ultimo observado a dosis de 1,200 mg/
kg (Fotografias 4 y 6), indicando que existi6 una
proteccion parcial, sugiriendo que a dosis altas es
probable la inhibicién de las miotoxinas presentes. No
obstante, a dosis de 900 mg/kg se aprecia marcada
necrosis tisular, fuertes hemorragias y midlisis
(Fotografia 5), hechos concordantes de acuerdo con
la fig. 10, al incrementarse los valores séricos de CK-
MB.

Discusioén

El ofidismo es considerado una enfermedad
subtropical (WHO, 2018). La unica terapia reconocida
por la OMS es la faboterapia; no obstante, sus altos
costos obligan a paises subdesarrollados a recurrir
al uso de plantas alexiteras (Lopez & Pérez, 2009;
Lima et al., 2019). Uno de los géneros mas célebres
y empleados contra los efectos del ofidismo, es
el Aristolochia (Lopez & Pérez, 2009; Giovanni &
Howes, 2017; Tuz-Canche et al., 2022). A pesar
de sus atributos, no existe evidencia cientifica
que respalde sus acciones antiviperinas, salvo
conocimiento tradicional como en algunas regiones
de Veracruz, México (Torres et al., 2014; Casas &
Blancas-Vazquez, 2023).

El rendimiento del extracto etandlico de A.
schippii fue del 21 %, concordante con Saravia-Otten
et al., (2017), con rendimientos entre el 15 % — 69
% de diversas plantas centroamericanas contra el
veneno de B. asper, a partir de extractos etandlicos,
destacando la especie A. maxima, a partir de su
corteza. La marcha fitoquimica cualitativa revel6
la presencia de taninos, alcaloides, cumarinas,
flavonoides y azucares reductores, concordante con
investigaciones de Sotelo-Leyva et al., (2022) sobre
metabolitos secundarios en el extracto etandlico de
A. tentaculata, reportando alcaloides, cumarinas,
taninos y flavonoides.
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La caracterizacion fitoquimica por UPLC-
Ms reveld principalmente, acidos aristoléquicos,
10-hidroxicamptotecina, 2’-Hidroxi-a-naftoflavona.
Estos hallazgos son parcialmente concordantes conla
revision de Kuoetal. (2012), quienesinformaron sobre
la presencia de terpenoides, lignanos, flavonoides
en diversas especies de Aristolochia. Se resalto la
presencia de acidos aristoléquicos y un derivado
hidroxilado de quinoleinas, la 10-hidroxicamptotecina
constituyente quimico encontrado en las hojas
Campthoteca acuminata. Por otro lado, un estudio
de Attou et al. (2020), con HPLC, evidencié en A.
longa, flavonoides, acidos organicos y compuestos
polifendlicos, datos no concordantes en este trabajo
por las diferentes técnicas cromatograficas.

Asimismo, se evalué la toxicidad aguda
siguiendo el protocolo OECD 423, sin evidencia de
letalidad y signos de toxicidad a dosis de 2,000 mg/kg,
estudio semejante al realizado por Bhattacharjee &
Bhattacharyya (2013), para A. indica, sin evidencia de
signos de toxicidad y letalidad a la misma dosis. A su
vez concordante también con Mathew et al., (2020),
manifestando a dosis de hasta 8,000 mg/kg, per os de
A. bracteolata Lam., ausencia de letalidad y signos
de toxicidad, clasificando al extracto en la categoria 5
(OECD 423, 2001).

Dentro del cuadro clinico por ofidismo vipérido,
se destacan las hemorragias y hemolisis, inducidas
por desintegrinas (Rivas-Mercado & Garza-Ocanas,
2017). La DmHI para ambos venenos fue de 1.8
mg/mL y 0.6 mg/mL para A. bilineatus y B. asper,
respectivamente, concordante a su protedmica.
Siguiendo el trabajo de Mora-Obando et al. (2020),
la cantidad de desintegrinas en la vendémica de B.
asper de la region noroeste de Sudamérica es del
6.1 %, con mayor actividad hemolitica a medida
que su localizacién biogeografica se aproxima a
Norteameérica.

La vendémica de A. bilineatus (Lomonte et al.,
2014), indicoé un 3.1 %, acorde al estudio realizado,
requiriendo mayor concentracion de veneno para
alcanzar la DmHI (Cespedes et al., 2010). En
consecuencia, la actividad antihemolitica del extracto,
mostré una inhibicién mas favorable contra el veneno
de B. asper, concordante al trabajo de Torres et al.
(2007), al probar el extracto etandlico de Cissampelos
pareira contra el veneno de B. neuwiedi diporus,
inhibiendo su accion hemolitica; probablemente por
las cumarinas presentes
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(Saravia-Otten et al., 2017), un bioactivo en comun,
entre ambas especies vegetales.

El estudio con A. bilineatus, mostré actividad
antihemolitica; sin embargo, su disminucién fue
menor al emplearse mayor concentraciéon de
veneno. Resultados concordantes parcialmente con
lo encontrado por Torres et al. (2007), y Saffidine et
al. (2023), demostraron la accién de A. clematitis,
disminuyendo la actividad hemolitica, por accion de
los acidos aristoloquicos y la 10-hidroxicamptotecina,
potente agente antineoplasico (Mélendez-Gémez
& Kouznetzov, 2005), y probable inhibidor de
desintegrinas.

La accién antiproteolitica de A. schippii,
demostr6 mayor inhibicién contra el veneno de
A. bilineatus derivado de la baja presencia de
desintegrinas en su venomica, empero mayor
presencia de metaloproteasas hemorragicas (SVMP)
(Lomonte et al., 2014), con un 21 %, en comparacién
con las encontradas en B. asper por Mora-Obando
et al. (2020), un total del 10.1 %. Indicado en datos
de Saravia-Otten et al. (2017), el extracto etandlico
de A. maxima no mostré actividad antiproteolitica
contrario a lo reportado en este estudio, donde a
una proporcion 1:50, la actividad antiproteolitica,
probablemente se atribuya a los acidos aristoléquicos
y la 10-hidroxicamptotecina, mediante inhibicion
enzimatica de las SVMP. Por otro lado, el estudio
de Pereanez j. et al. (2008), demostré que el género
Heliconia inhibe acciones proteoliticas por el veneno
de B. asper, concordante con los resultados obtenidos
para A. schippii sin pertenecer al mismo género,
probablemente por similitus quimiotaxonémica.

Por ultimo, la patologia mas conocida
por ofidismo vipérido es la miotoxicidad;
preponderantemente presente en el veneno del
género Bothrops la presencia de fosfolipasas A2
(PLA2) con caracteristicas basicas (Ramos-Paredes
& Paredes-Fernandez, 2017). De acuerdo con la
vendmica de B. asper, Alape-Giron et al. (2009),
reportaron para el veneno de B. asper diferencias en
porcentajes de PLA2 (miotoxinas): 28 % del Caribe y
45 % del Pacifico, relacionado con la biogeografia del
veneno estudiado, proveniente de Veracruz, México;
porconsiguiente laacciéninhibitoriade la miotoxicidad
por A. schippii, fue a dosis de 600 mg/kg parecido a
los hallazgos de Gonzalez-Rodriguez et al. (2020),
quienes demostraron que los acidos aristoloquicos de
A. sprucei, inhiben la actividad miotéxica del veneno
de B. asper hasta un 60 %.
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Asimismo, el estudio histolégico reveld
hemorragias, midlisis, mionecrosis, concordante
con Hernandez et al. (2011), quienes evidenciaron
cambios en la microvasculatura y en la integridad
de las células después de inocular veneno crudo de
B. asper. La dosis de 600 mg/kg y el faboterapico
protegieron parcialmente contra las miotoxinas, no
asi a dosis de 900 y 1,200 mg/kg, semejante a lo
encontrado por Gonzalez-Rodriguez et al. (2020),
quienes encontraron en los acidos aristoléquicos,
capacidad de inhibicion parcial contra miotoxinas
aisladas del género Bothrops, en modelos in silico.

El perfil venédmico de A. bilineatus (Lomonte
et al., 2014) muestra un 42 % de PLA2 de ahi una
mayor actividad miotéxica en este estudio, y de
acuerdo con Roman-Dominguez et al. (2019), se
cuantifico alta actividad de CK-MB. En consecuencia,
adosis de 1,200 mg/kg mostré un cambio significativo
en la cuantificacion de CK-MB, conspicuamente
concordante alo encontrado por Gonzalez-Rodriguez
etal. (2020), aldisminuirse esta actividad en el veneno
de Bothrops; resaltando que, los valores miotoxicos
que Roman-Dominguez et al. (2019) calcularon para
la subespecie A. bilineatus howardgloydi, concluyen
gue son conspicuos al veneno de B. asper, porlo tanto
la inhibicion de PLA2 por los acidos aristoloquicos,
muestran una afinidad semejante entre ambos
venenos.

La histologia revelé hemorragias, midlisis,
desorganizacion  estructural, de  miofibrillas,
necrosis, concordante a los hallazgos de Ownby et
al. (1989), con bilitoxina, la cual indujé hemorragias,
desorganizacion de las miofibrillas y lesiones delta (no
detectadas en este estudio). Asimismo, se aprecio un
cambio estructural y proteccién parcial a las dosis de
600y 1,200 mg/kg lo cual podria ser concordante con
hallazgos de Vasudev etal. (2021), a partir del extracto
etandlicode un cocktail poliherbalico, contradiferentes
vipéridos asiaticos, entre ellos Echis carinatus (dosis
no indicada del cocktail) observandose Unicamente
necrosis e inflamacién en el analisis histolégico.

En conclusion, el extracto e tandlico de A.
schippii mostré una proteccién parcial contra las
accioneshemolitica, proteoliticaymiotdxica, aldisminuir
los diametros hemoliticos, la actividad proteolitica y
la actividad CK-MB, asimismo el analisis histolégico
evidencié una mejora en la citoarquitectura, ausencia
de areas de mionecrosis y hemorragias, por accion de
los componentes bioactivos caracterizados, acidos
aristoléquicos y 10-hidroxicamptotecina, posibles
metabolitos inhibidores de las acciones toxinoldgicas
de venenos vipéridos.
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