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RESUMEN

Como todo México, el estado de Aguascalientes, cuenta con un importante acervo
cultural, en donde podemos incluir el conocimiento y uso de plantas con fines
medicinales, dentro de las cuales se encuentra la planta cominmente conocida como

“Juan mecate”.

Juan mecate (Anredera cordifolia), es una planta que se ha venido utilizando para
fines medicinales desde hace mas de 50 afios en Aguascalientes, como tratamiento
para los piquetes de zancudos, arafias, animales ponzofiosos, heridas y acné. Esta
planta pertenece a uno de los 4 géneros que se conocen de la familia Basellaceae, de
los cuales, se han extraido como compuestos activos: esteroles, triterpenos y
chalconas, los cuales parece ser le dan las propiedades que se le atribuyen a este
género, entre las que se destacan; Anredera ramosa para evitar la caida del cabello
(Grijalva, P., 2005), Anredera vesicaria como antiinflamatorio y antimicrobial, (Martinez-
Garcia, y Avendafio, 1996); Anredera cordifolia como antimicrobial (Tshikalange, et. al.,
2005); Anredera difusa con actividad cicatrizante (Moura-Letts, et. al., 2006); efecto

analgésico de Anredera leptostachys (Tornos, et. al., 1999)

En este proyecto, se obtuvo el extracto de Juan mecate (Anredera cordifolia) con la
finalidad de medir su capacidad antioxidante y otras propiedades, encontrando que la
capacidad antioxidante que muestra es bastante alta, ademas de mostrar capacidad de
barrido de oxido nitrico, poder reductor y compuestos activos como: flavonoides,
fenoles, cumarinas, sapogeninas esteroidales principalmente, comprobandose ademas
una capacidad antiinflamatoria bastante importante al observar la respuesta ante el
dafio causado por la mordedura de la arafia Loxosceles apachea (arafia violinista o del

rincon) en rata.



ABSTRACT

Like all Mexico, the State of Aguascalientes has an important cultural heritage, in this
we can include the knowledge and usage of plants with medical means, among this we

can find the use of the plant commonly known as “Juan mecate”.

Juan mecate (Anredera cordifolia) plant has been used for medical porpoises since
more than 50 years ago in Aguascalientes as a treatment for mosquitoes, spiders,
venomous animals stings, wounds and acne. To one of the genres known of the
Bascellaceae family, of which, active compounds like sterols, triterpens and chalcones
has been extracted, this compounds seem to give the properties attributed to this genre,
in which we can highlight their antiinflammatory, and antimicrobial activity (Martinez-
Garcia, y Avendafo, 1996); antimicrobial (Tshikalange, et al., 2005); cicatrizing (Moura-
Letts, et. al., 1997); analgesic (Tornos, et. al., 1999); hair losing (Grijalva, P., 2005).

In this project we obtained the extract of the Juan mecate (Anredera cordifolia) plant
with the purpose of measuring it’s antioxidant capacity and other properties, in this study
we found a high antioxidant capacity, also showing nitric oxide sweeping capacity.
Reducing power and active compounds as: flavonoids, phenols, cumarines, and
steroidal sapogenins mainly, also proving an important antiinflammatory capacity when
watching it’'s response before the damage inflicted for the Loxosceles apachea spider’s

(Violinist spider or of the corner) bite.
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INTRODUCCION:

Un analisis de las prescripciones presentadas en farmacias de Estados Unidos arrojé
en 1998 que, alrededor del 25% contienen extractos de plantas o principios activos
derivados de ellas; por otra parte, no menos de 119 sustancias quimicas, derivadas de
90 especies pueden ser consideradas de importancia actualmente en muchos paises,
de ellas, el 74% fue descubierto como resultado de estudios quimicos o aislamiento de
los principios activos de plantas usadas en la medicina tradicional (principalmente de

Asia, Africa y América) (Laza, et. al., 2003).

Es indiscutible que el vasto cumulo de conocimientos sobre la explotaciéon de los
recursos naturales con fines medicinales, adquiridos empiricamente por el ser humano a
lo largo de miles de afios, ha favorecido el progreso de diversas areas de las ciencias
médicas. En el caso particular de la investigacién propia de la farmacognosia, contribuyé
al desarrollo de la terapéutica, la farmacéutica, la farmacologia y la medicina, asi como
al de la industria cosmética y de los alimentos. Aunque, sin suda, su mayor impacto lo
ha tenido en el campo de las ciencias médicas y farmacéuticas al identificar y desarrollar
nuevos y potentes agentes medicinales. Las nuevas tendencias del pensamiento
cientifico han vuelto la mirada a la naturaleza en busca de una vida plena, favoreciendo
el que resurja el interés por los productos naturales como fuente de materia prima para

mantener la salud y el bienestar del ser humano en un mundo regido por la tecnologia.

Sin embargo, no se debe olvidar que lo natural no siempre es benéfico para el
organismo, sino que depende de la cantidad, los controles de calidad y su
procesamiento, lo cual hace necesario incrementar los estudios cientificos para
identificar o refutar las propiedades que pudieran ejercer en el ser humano a corto y

largo plazo.
Otro aspecto a tomar en cuenta es que México es un pais muy rico en conocimientos

ancestrales en el area de la medicina tradicional, lo que podria considerarse una

oportunidad muy importante de crecimiento econémico.
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1. ANTECEDENTES

1.1. Las plantas medicinales en el mundo.
Desde tiempos inmemoriales, la medicina tradicional ha desempefiado un rol muy

importante en el cuidado de la salud y en la prevencion de enfermedades. La
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define la medicina tradicional como "la
combinacion total de conocimientos y practicas, ya sea explicables o no, que se utiliza
en el diagnéstico, prevencion o eliminacibn de enfermedades fisicas, mentales o
sociales y que puede basarse exclusivamente en la experiencia pasada y la
observacion que se entregd de generacion en generacién, verbalmente o por escrito"
(OMS, 2001).

El importante papel de la medicina tradicional en los sistemas de salud mundial ha
sido reconocido durante mucho tiempo. Prueba de ello es la Declaracion de “Alma-Ata”
de 1978, relativa a la Atencion Primaria de la Salud (APS), que reconoce el papel de la
medicina tradicional y de los profesionales de la salud. Desde entonces, una serie de
resoluciones han sido adoptadas en varias reuniones de la OMS en el uso de los
conocimientos de los medicamentos tradicionales, la legislacion que rige la practica de
la medicina tradicional, la promocién y el desarrollo de estay la investigacién de plantas

medicinales.

En diciembre de 2010, la OMS declar6 que desarrollara, por primera vez, una
clasificacién de la medicina tradicional, allanando el camino para la evaluacién objetiva
de sus beneficios, este proyecto contribuird a la creacion de una base de evidencia para

la medicina tradicional.

En dicha declaracion, se reconoce el uso predominante de la medicina tradicional en el
Pacifico occidental, Asia sudoriental, Africa y América Latina, y el incremento del uso de
hierbas medicinales, acupuntura y otras practicas de medicina tradicional en Europa y
América del Norte. Reconociendo ademds, que algunos paises han desarrollado
normas nacionales para la clasificacion de la medicina tradicional, pero no hay una
plataforma internacional que permita la armonizacion de los datos para su uso clinico,

epidemioldgico y estadistico, que es necesaria para permitir a los médicos,

12



investigadores y responsables politicos el monitoreo para la seguridad integral, la

eficacia, el uso, dosis y las tendencias en el cuidado de la salud (scidev.net 2010).

1.2. Las plantas medicinales en México.
En México, la informacion sobre el empleo de las plantas medicinales con fines

curativos se puede encontrar desde el tiempo en que los aztecas llamaban a la medicina
(Ticiotl) y a los médicos (Ticitl), y usaban las plantas para curar diversas enfermedades
tal y como se muestra en el cédice Badiano escrito en ndhuatl a mediados de 1552 por
Martin de la Cruz, un médico indigena del Colegio de Santa Cruz de Tlatelolco. El texto
conocido popularmente como De la Cruz-Badiano (en latin su nombre fue Libellus de
medicinalibus indorum herbis y el libro original de Martin de la Cruz se titulaba Amate
Cehuatl Xihuitl Pitli), fué traducido al latin por un indigena xochimilca de nombre Juan

Badiano (médico indigena nacido en 1484) alumno del mismo colegio.

El Libellus es una obra de 70 hojas con 89 laminas que contienen 185 dibujos de
plantas que sirven para un buen nimero de tratamientos contra las enfermedades mas
comunes existentes en esa época (se encuentran remedios para heridas, curacion de
encias inflamadas, para quemaduras del cuerpo, fracturas de la cabeza, etc.) y para ello
se hicieron descripciones de cerca de 251 plantas diferentes, sus usos terapéuticos y

dibujos a la acuarela (Lozoya, 1998).

La UNAM ha hecho estudios quimicos y farmacologicos en algunas especies de las
nombradas en el cddice Badiano, y ha comprobado las propiedades terapéuticas que se
mencionan en el documento, de igual forma que los cientificos de la Universidad de
Utah que en 1975 comprobaron las propiedades referidas en dicho escrito de otras
plantas; sin embargo, hasta hoy la identificacion botanica de las plantas del Cédice de la

Cruz-Badiano esta incompleta, al igual que su evaluacion cientifica ( Rios, G., 2010).

El aporte mas valioso de las plantas medicinales mexicanas a la industria
farmacéutica a nivel mundial, sin duda alguna es el barbasco, planta silvestre de
Veracruz conocida como camote silvestre, ilame o camote mexicano, cuyo nombre
cientifico es Dioscorea composita y Dioscorea mexicana. Estas dos especies de
barbasco crecen en todo el sureste mexicano tropical lluvioso, en las selvas medianas y

altas; es un bejuco que desarrolla un camote bajo tierra, que sintetiza (fabrica) una
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molécula llamada diosgenina la cual es muy parecida a las hormonas sexuales
humanas, tanto la progesterona de las mujeres como de la testosterona de los hombres.
Con esta planta comenzé la revolucion sexual en el mundo, pues a partir de ella se
fabricaron las pildoras anticonceptivas para las mujeres de todo el planeta. Ademas de
la misma diosgenina del barbasco, se desarrollaron un grupo de medicamentos alépatas
de tipo corticosteroides, como la cortisona.

Otra de las plantas es el toloache, la Datura stramonium, esta planta es téxica si se
preparan sus hojas en té para tomar; pero uno de sus alcaloides, la hiosciamina, es uno
de los componentes de la buscapina, medicamento analgésico, antiinflamatorio y
anticolinergico (utilizado en el tratamiento de la colitis a base de bromuro de

butilhioscina) para los célicos menstruales y otros (Mufieton., 2009)

El Consejo Asesor Para la Medicina Tradicional de la Secretaria de Salud de México,
a través de una red de investigadores conformada por investigadores de varias
universidades del pais, entre ellas la UNAM, esta seleccionando un grupo de plantas
medicinales que integraran el cuadro basico para el sector salud. Hasta este momento
se cuenta ya con un total de 80 formulas herbolarias y estan en proceso 17, segun el
director de Medicina Tradicional, perteneciente a la Secretaria de Salud de nuestro
pais, el Dr. Alejandro Almaguer Gonzalez.

1.3. Las plantas medicinales en Aguascalientes.
Aguascalientes cuenta como todo el pais con una variedad de plantas que se han

venido utilizando por la poblacion como plantas medicinales, una de estas plantas es la
denominada comunmente “Juan Mecate”, cuyo uso se remonta segun testimonios a

mas de 50 afios en la poblacion aguascalentense.

1.3.1 Juan mecate (Anredera cordifolia).
La planta “Juan mecate”, cuyo nombre cientifico es “Anredera cordifolia”, pertenece a

la familia Basellaceae, esta familia comprende cuatro géneros, en su mayoria de zonas
tropicales y subtropicales de América, sobre todo de su parte sur, aunque Basella es

nativa del Viejo Mundo.

Las especies de Anredera se reconocen por ser plantas perennes, trepadoras, de

raices tuberosas, hojas alternas algo carnosas y flores pequefas, blancas y fragantes.
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Varios de sus representantes se cultivan en otros paises por ser de interés econémico
desde el punto de vista alimenticio. Este es el caso de Ullucus tuberosus Cald. ("papa
lisa", "ullucu"), apreciado por sus tubérculos comestibles en la regién andina, y de
Basella alba L. ("espinaca de China"), que se consume como verdura en muchos paises

de Asia y de Africa.

El género Anredera, cuenta con alrededor de 25 especies documentadas, de las
cuales sobresalen, Anredera scandens, Anredera ramosa, Anredera cordifolia,
Anredera vesicaria y Anredera leptostachys. Algunas especies se estiman asi mismo

como ornamentales o medicinales (Calderon de Rzedowski G., 1997).

1.3.2 Propiedades que se le atribuyen al género.
En general, las especies del género Anredera, muestran propiedades curativas, tales

como la Anredera vesicaria, cuyo nombre comun es suelda con suelda, muy utilizada en
el tratamiento para evitar la caida del cabello (Grijalva, 2005), fracturas de huesos
(Rodriguez, et. al., 2005), ), como antiinflamatorio y antimicrobial, (Martinez-Garcia, y
Avendafio, 1996), Anredera cordifolia utilizada como tratamiento después del parto en el
bafio y como alimento (Panyaphu, et. al., 2011), efecto antimicrobial (Tshikalange, et.
al., 2005), Anredera difusa utilizada con efectos cicatrizantes (Moura-Letts, et. al., 2006),
Anredera leptostachys muestra caracteristicas antiinflamatorias y analgésicas (Tornos,
et. al., 1999).
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1.3.3 Descripcion botanica Anredera cordifolia.

Figura 1 Anredera cordifolia. (Ten.) v. Steenis, Fl. Males. ser. 1, 5: 303. 1957. Boussingaultia cordifolia
Ten., Ann. Sci. Nat. ser. 3, 19: 355. 1853. Ejemplar de Anredera cordifolia colectado en la Cd. de
Aguascalientes y sembrado en el jardin botanico de la UAA.(incluye acercamiento de hoja, flores y
tubérculos caulinares). Identificada por la Bi6loga Margarita de la Cerda L., de la Universidad Auténoma de
Aguascalientes.

Divisidon: Magnoliophyta

Clase: Equisetopsida (Angiospermae)

Orden: Caryophyllales

Familia: Basellaceae.

Género: Anredera

Especie: cordifolia

Nombre comun: Juan mecate

El género se distribuye desde Florida y Texas hasta Sudamérica y las Antillas.

Al parecer nativa de Sudamérica, hoy ampliamente extendida a todos los continentes
(el tipo corresponde a un individuo cultivado en Europa de procedencia desconocida)
como planta adventicia, de facil reproduccién vegetativa, no pocas veces como maleza.
De nuestro pais se registra como silvestre de: Sonora, Tamaulipas, Durango,
Aguascalientes, Jalisco, Michoacan, México, Puebla, Veracruz, Chiapas. (Calderén de
Rzedowski G., 1997).
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Figura 2. Anredera cordifolia (Ten.) v. Steenis. A. rama con hojas e inflorescencias; B. tubérculos caulinares;
C. botén floral, mostrando bractea y bracteolas; D. flor desprovista de un estambre. llustrado por
Manuel Escamilla y reproducido con algunas modificaciones del fasciculo 90 de la Flora de Veracruz.

1.4. Metabolismo de las plantas.
El conjunto de reacciones quimicas que tienen lugar en un organismo constituye el

metabolismo. La mayor parte del carbono, del nitrogeno y de la energia, termina en
moléculas comunes a todas las células, necesarias para su funcionamiento y el de los
organismos. Se trata de aminoacidos, nucleétidos, azlcares y lipidos, presentes en
todas las plantas y desempefiando las mismas funciones, estos se denominan

metabolitos primarios.

Pero a diferencia de otros organismos, las plantas destinan una cantidad significativa
del carbono asimilado y de la energia, a la sintesis de una amplia variedad de moléculas
organicas que, no parecen tener una funcion directa en procesos fotosintéticos,

respiratorios, asimilacién de nutrientes, transporte de solutos o sintesis de proteinas,
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carbohidratos o lipidos, y que se denominan metabolitos secundarios. Las principales
rutas de biosintesis de metabolitos secundarios derivan del metabolismo primario del

carbono.

Los metabolitos secundarios ademas de no presentar una funcion definida en los
procesos mencionados, difieren también de los metabolitos primarios en que ciertos
grupos presentan una distribucion restringida en el reino vegetal, es decir, no todos los
metabolitos secundarios se encuentran en todos los grupos de plantas. Se sintetizan en
pequefias cantidades y no de forma generalizada, estando a menudo su produccién
restringida a un determinado género de plantas, a una familia, o incluso a algunas

especies.

Algunos productos del metabolismo secundario tienen funciones ecoldgicas
especificas como atrayentes o repelentes de animales. Muchos son pigmentos que
proporcionan color a flores y frutos, jugando un papel esencial en la reproduccion
atrayendo a insectos polinizadores, o atrayendo a animales que van a utilizar los frutos
como fuente de alimento, contribuyendo de esta forma a la dispersion de semillas. Otros
compuestos tienen funcion protectora frente a predadores, actuando como repelentes,
proporcionando a la planta sabores amargos, haciéndolas indigestas o venenosas, 0
intervienen en los mecanismos de defensa de las plantas frente a diferentes patégenos,

actuando como pesticidas naturales.

Algunos metabolitos secundarios, tienen un importante y significativo valor medicinal
y economico, derivado éste Ultimo de su uso en la industria cosmética, alimentaria,
farmacéutica. Un gran namero de estos productos naturales, que ya se usaban en la
medicina antigua como remedios para combatir enfermedades, se utilizan en la
actualidad como medicamentos, resinas, gomas, potenciadores de sabor, aromas,
colorantes, etc.

Los metabolitos secundarios, se agrupan en cuatro clases principales.

Terpenos. Entre los que se encuentran hormonas, pigmentos o0 aceites esenciales.
Compuestos fendlicos. Cumarinas, flavonoides, lignina y taninos.
Glicésidos. Saponinas, glicésidos cardiacos, glicosidos cianogénicos y glucosinolatos.

Alcaloides. (Avalos y Pérez-Urria, 2009).
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Figura 3. Origen de las rutas metabdlicas que generan a los compuestos activos (metabolitos secundarios)
en las plantas (Bruneton, J., 2001).

1.4.1 Principios activos del género Anredera.
De acuerdo a estudios, algunos de los compuestos activos que se han aislado de

especimenes de este género son; esteroles y triterpenos (Saenz, et. al., 2002),

chalconas (Calzada, et. al., 1998), acido oleanolico (Moura-Lets, et. al., 2006)

1.4.2 Rutas metabdlicas a partir de las cuales se producen los principios activos
de Anredera cordifolia.
Ruta del acido mevalonico.

A partir del el acido mevalénico se forman unidades de isopreno que tras uniones

sucesivas conducen a isoprenoides (terpenoides, esteroides, carotenoides). Muchos
terpenoides son comercialmente interesantes por su uso como aromas Yy fragancias en

alimentacion y cosmética, o por su importancia en la calidad de productos agricolas.

19



Otros compuestos terpenoides tienen importancia medicinal por sus propiedades
anticarcinogénicas, antiulcerosas, antimalariales, antimicrobianas, etc. (Avalos 'y Pérez-
Urria, 2009).
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Figura 4. Ruta del acido mevalénico

Ruta del acido shikimico.
El &cido shikimico se aislo inicialmente en 1885 de la planta asiatica "SHIKIMI-NOKI"

lllicium sp. (Fam. llliciaceae) y es reconocido como el compuesto punto de partida para
un vasto nimero de sustancias naturales. Su existencia como un discreto constituyente
vegetal, ha sido observado en afios recientes, pero no hay duda de que es el metabolito
universal de las plantas superiores y de muchas clases de organismos no mamiferos.
La ruta del &cido shikimico es responsable de la biosintesis de la mayoria de los

compuestos fendlicos de plantas (Arango, 2010).
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Ruta fenilpropanoides.
A partir de los fenilpropanoides, se obtiene las chalconas y los flavonoides. La

chalcona es una cetona aromatica que forma la base central para una variedad de
compuestos biolégicos importantes, que se conocen colectivamente como chalconas.
Estos compuestos, poseen una gran variedad de funciones citoprotectivas y
modulatorias, algunas chalconas han demostrado ser modulador negativo del estrés

oxidativo y la respuesta inflamatoria, asi como la angiogénesis tumoral (Hijova, 2006).
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Figura 6. Ruta de los fenilpropanoides.
1.5. El estrés oxidativo.

El estrés oxidativo se define como el desequilibrio bioquimico propiciado por la
produccion excesiva de especies reactivas (ER) y radicales libres (RL), que provocan
dafio oxidativo a las macromoléculas y que no puede ser contrarrestado por los
sistemas antioxidantes de defensa. El dafio celular que producen las ER y los RL,
ocurre en los enlaces de proteinas, los fosfolipidos poliinsaturados de las membranas
celulares, hidratos de carbono y &cidos nucleicos, lo que provoca gran variedad de
cambios bioquimicos Yy fisiolégicos en la célula, ocasionados por la activacion de una
reaccion en cadena. Lo que puede llevar al desencadenamiento de varias
enfermedades (Ramos, et. al., 2006).
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1.5.1 Radicales libres.
Los RL son moléculas que contienen un electrén (e”) no apareado, esta caracteristica

los hace sumamente reactivos y capaces de dafar a otras moléculas, lo que a su vez
las convierte en moléculas muy reactivas, capaces de provocar una reaccion en cadena
que causa dafo oxidativo, desde células hasta tejidos.

UN ATOMO NORMAL
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Interaccién de radicales libres con
biomoleculas
Figura 7. Interaccion de los radicales libres con biomoleculas.

Las ER incluyen a las de oxigeno (ROS), hierro (RIS), cobre (RCS), asi como a las
de nitrogeno (RNS). Estas especies se forman como productos del metabolismo de los
RL y aunque no todas son de esta clase, son moléculas oxidantes que se transforman

rapidamente en RL, lo que los convierte en compuestos muy dafinos para las células.

La mitocondria es la fuente principal de RL, los cuales se producen a nivel de la
cadena de transporte de e~ y fosforilacion oxidativa, a través de la membrana interna
mitocondrial en donde se genera un gradiente electroquimico de protones que aporta la
energia necesaria para producir adenosin trifosfato (ATP). En este proceso, el oxigeno
actia como aceptor final de e”. Una consecuencia de este proceso es que entre los
nutrientes iniciales y la generacion de energia al final del proceso, se forman varias
moléculas con diferente grado de oxidacion. Algunas de ellas pueden entregar 1 6 2 e~
al oxigeno y producir intermediarios parcialmente reducidos que son los RL. Otra
fuente son los peroxisomas, organelos del citosol muy ricos en oxidasa y que generan
peroxido de hidrogeno (H.0.), el cual es depurado por enzimas especificas (catalasas

CAT) y transformado en agua (Ramos., et. al., 2006).

Los leucocitos polimorfonucleares, en procesos inflamatorios, al activarse por
diversas proteinas (complemento, interleucinas, etc.) producen también RL. Estos

poseen en la membrana la enzima nicotinamida adenina dinucleotido fosfato-oxidasa
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(NADPH oxidasa), generadora de oxigeno, que en presencia de hierro se transforma en
un potente toxico i6n oxidril (OH"). La xantina deshidrogenasa presente en los
endotelios, normalmente depura las xantinas (isquemia, estimulacion del Ca*, etc.) y
genera el anion superoxido (O,). Los RL se forman en condiciones fisiolégicas en
proporciones controlables por los mecanismos de defensa, sin embargo, en situaciones

patolégicas, esta produccidn se incrementa y provoca el estado de estrés oxidativo.

Las células de los seres vivos estdn expuestas constantemente a las reacciones de
oxido reduccion. Durante el proceso de respiracion celular se consume oxigeno y se
genera ATP, lo que origina productos tales como biéxido de carbono y agua y, durante
esta transformacion normal, se producen ER y RL.  En la produccion de ATP a partir

de la oxidacion de glucosa, se producen RLy ROS.

Los sistemas de defensa antioxidantes intra y extra celulares, tanto enzimaticos (las
enzimas mas importantes son catalasa CAT, la superdxido dismutasa SOD vy la
glutation peroxidasa GPx) como no enzimaticos (elementos principalmente exdgenos,
como las vitaminas E, C, betacarotenos, polifenoles, flavonoides, oligoelementos,
glutation GSH, urato ubiquinol y proteinas plasmaticas) son utilizados para mantener el

equilibrio redox de las células (Ramos, et .al., 2006).

Los RL al colisionar con una macromolécula, la oxidan al quitarle un (e”) provocando
gue pierda su funcion especifica en la célula. Este dafio, puede causar la oxidacion de
lipidos, proteinas, hidratos de carbono y efectos genotoxicos por la oxidacion de
nucleotidos, lo que produce acumulacion de agregados intracelulares, disfuncion
mitocondrial, exitotoxicidad y apoptosis.  Los lipidos son los mas susceptibles al dafio
por los RL, especificamente los poli-insaturados ya que son facilmente oxidables. El
proceso de oxidacion de los lipidos es la peroxidacion lipidica y los productos de estas
reacciones se denominan lipo-peréxidos (LPO). Las membranas son ricas en acidos
grasos poli-insaturados, por lo que este proceso dafia directamente la estructura de la
membrana celular e indirectamente a otros componentes celulares por la producciéon de

aldehidos reactivos (Ramos, et. al., 2006).

El dafio que causan los RL a las proteinas es un proceso irreversible, el cual puede

incrementar el enrollamiento erréneo de las estructuras secundarias o la pérdida de la
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formacion de las estructuras terciaria y cuaternaria. Esto se debe a que todos los
residuos de aminoacidos estan sujetos al ataque por OH-, sin embargo, los
aminoacidos que se oxidan con mas frecuencia son la fenilalanina, tirosina, triptéfano,
histidina y metionina. Dicha oxidacion forma proteinas carboniladas, que favorece el
entrecruzamiento entre proteinas o0 con otras biomoléculas como la glucosa
(glucosilacion). Todos estos cambios, pueden hacer a las proteinas mas susceptibles
de protedlisis, desnaturalizacion o producir pérdida de su actividad biolégica (Ramos, et.
al., 2006).

La oxidacion de ADN dependiente de ROS, ocurre de forma parecida a la oxidacion
de proteinas y es sitio-especifica. Involucra una reaccion entre ADN, metales de
transicion y H,O,. EI ADN mitocondrial es mas susceptible al dafio oxidativo. La
evidencia disponible indica que el escape de (e”), que conduce a la formacién de O,y
H,0O,, ocurre en los complejos |, Il y lll de la cadena respiratoria por la auto-oxidacion
de algunos componentes. Esta oxidacion al ADN produce bases modificadas, lo que
tiene serias consecuencias en el desarrollo de mutaciones y carcinogénesis por otra
parte, o la pérdida de expresion por el dafio al gen especifico, que puede provocar
entrecruzamiento de proteinas-ADN, intercambio de cromatides hermanas, alteracion a
la estructura de la desoxirribosa-fosfato y oxidacion de las cuatro bases nitrogenadas.
La oxidacion de la desoxirribosa puede inducir liberacion de bases y rompimiento de
cadena sencilla en las hebras de ADN, lo que puede producir la formacion de
micronucleos (MN, conocidos en hematologia como cuerpos de Howel Jolly). La
reactividad del OH hacia la desoxiribosa varia considerablemente y los carbonos 4y 5
son los mas susceptibles. Por lo que la lesion que se observa con mas frecuencia es el

rompimiento de la cadena de ADN, mediado por el hierroy H,0,.

El dafio ocasionado por el estrés oxidativo a la célula puede ocurrir por muchas rutas,
pero independientemente de cual sea la via, es evidente que el exceso de RL y ER
provocan desequilibrio en la homeostasis de la célula. Esto puede llevar al desarrollo de

patologias crénico-degenerativas (Ramos, et. al., 2006).

Para equilibrar la respuesta antioxidante el organismo dispone de una serie de
sistemas antioxidantes que contrarrestan la generacion de RL. Un antioxidante es una

entidad quimica que a bajas concentraciones y en comparacion con el oxidante retarda
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o previene la oxidacion de un sustrato, el cual incluye a lipidos, proteinas, hidratos de
carbono y ADN. De los antioxidantes disponibles se destacan SOD (Superéxido
dismutasa), GPx (glutation peroxidasa) y CAT (catalasa), asi como diversos
componentes plasméticos, como GSH(glutatién) oxidado y reducido, bilirrubina, acido
arico y albumina, ademés de los minerales Se vy Zn, las hormonas
dehidroepiandrosterona, estrégenos y melatonina. Ademas las vitaminas antioxidantes
A, Cy E, asi como el &cido folico, el cual también, disminuye el numero de
micronucleos (MN) y es recomendado a mujeres embarazadas (por ser el mas inocuo)

para prevenir entre otros problemas los del cierre del tubo neural (Ramos, et. al., 2006).

1.5.2 Efecto antioxidante.
Un antioxidante, al colisionar con el RL le cede un (e”) oxidandose y transformandose

en un RL débil no téxico y que en algunos casos como la vitamina E, puede generarse a
su forma primitiva por la accién de otros antioxidantes. Los antioxidantes enzimaticos
catalizan o aceleran reacciones quimicas que utilizan sustratos que a su vez reaccionan

conlos RL.
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Figura 8. Diagrama donacion de electrones en el efecto antioxidante

Cada antioxidante posee una afinidad por un determinado RL o hacia varios. Por
ejemplo, la vitamina E, el betacaroteno y el licopeno acttan en el medio liposoluble de la
célula y su absorcién y transporte se hallan muy vinculados con el de los lipidos;
también neutraliza y captura el O,7, captura RL hidroxilos y neutraliza peréxidos. La
vitamina C neutraliza el O,™, captura radicales hidroxilos anion hiperéxidos y regenera la
forma oxidada de la vitamina E. el betacaroteno neutraliza O,"., debe tomarse en cuenta
gue es necesaria la incorporacion al organismo de oligoelementos como el Cu, Fe, Mg,

Zny Se, ya que forman parte del nicleo activo de las enzimas antioxidantes.

26



Entre otros antioxidantes no enzimaticos (llamados barredores o scavengers de RL),
se encuentran algunos aminoacidos como glicina, taurina y el tripéptido glutation. En
condiciones fisiolégicas, estos mantienen baja concentracion de RL en la célula, a la
vez que mantienen una actividad muy precisa y regulada, por lo que el equilibrio entre la

produccion de ER y las defensas antioxidantes determina el grado de estrés oxidativo.

Los antioxidantes tomando en cuenta lo anterior, pueden actuar de las formas
siguientes:
e Disminuyendo la concentracién de oxidantes.
e Evitando la iniciacién de la reaccién en cadena al secuestrar (cubrir o detener
una reactividad quimica elevada) a los primeros RL que se forman.
e Uniéndose a iones metélicos para evitar la formacion de ER.
e Transformando los peréxidos en productos menos reactivos.

e Deteniendo la propagacion y el aumento de RL.

Podemos clasificar a los antioxidantes en enddgenos, los que son sintetizados por la

célula y exdgenos o que ingresan a través de los alimentos.

En la naturaleza contamos con una gran variedad de plantas que pueden ser la
fuente natural de antioxidantes, lo que nos puede permitir sustituir la falta de estos
compuestos, que se han convertido en necesarios para el equilibrio bioquimico del

organismo humano.

1.6. El proceso inflamatorio.
La inflamacién es un proceso tisular constituido por una serie de fenémenos

moleculares, celulares y vasculares como una respuesta de defensa ante agresiones
fisicas, quimicas o biologicas. Los aspectos basicos que se destacan en el proceso
inflamatorio son en primer lugar, la focalizacion de la respuesta, que tiende a
circunscribir la zona de lucha contra el agente agresor. En segundo lugar, la respuesta
inflamatoria es inmediata, de urgencia y por tanto, preponderantemente inespecifica,
aunque puede favorecer el desarrollo posterior de una respuesta especifica. En tercer
lugar, el foco inflamatorio atrae a las células inmunes de los tejidos cercanos. Las
alteraciones vasculares van a permitir, ademas, la llegada desde la sangre de moléculas

inmunes (Bordés, et. al., 1994).
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La reaccién inflamatoria da proteccién temprana después de infecciones o lesiones
tisulares, asi como efectos de toxinas y enzimas de venenos de animales al restringir el

dafio de los tejidos al sitio afectado.

Las piedras angulares de la reaccion inflamatoria localizada, fueron descritas por
primera vez hace casi 2000 afios, son tumefaccién (tumor), enrojecimiento (rubor), calor,
dolor y pérdida de la funcién. Minutos después de la lesion tisular, el diametro de los
vasos sanguineos aumenta (vasodilatacion), lo que da como consecuencia el aumento
de volumen de sangre en la zona afectada y reduccion de su velocidad de flujo. Este
aumento del volumen sanguineo aumenta la temperatura en el tejido afectado y lo torna
rojo (hiperemia). También la permeabilidad vascular aumenta, lo que ocasiona fuga de
liquido desde estos vasos sanguineos, en particular de las vénulas poscapilares, lo que
da como resultado la acumulacion de liquido (edema) en el tejido y en algunos casos
extravasacion de leucocitos (Polimorfonucleares PMN, linfocitos y monocitos), que
contribuyen a la tumefaccion y enrojecimiento del area afectada. El reclutamiento de
los PMN, esta condicionado por las sefales quimiotacticas emanadas del foco
inflamatorio en el lugar de la lesién (Kindt, et. al., 2007). Numerosos estudios sefialan la
importancia del reclutamiento de leucocitos en el foco inflamatorio a partir del pul
circulante. Sin embargo, una rapida respuesta requiere células centinelas estacionadas
en los tejidos. Los macréfagos y especialmente los mastocitos, cumplen tal funcién. Los
mastocitos perivasculares responden a los neuropéptidos liberados por las
terminaciones nerviosas dafiadas y estimuladas liberando histamina , triptasa, otras
proteasas, TNF-a preformados, y eicosanoides (prostaglandinas inflamatorias,
tromboxanos y leucotrienos ), citoquinas y quimioquinas neoformadas. La histamina,
eicosanoides y triptasas causan vasodilatacion responsable del calor y rubor
inflamatorios y extravasacion responsable del tumor o edema inflamatorio (Garcia,
2008).

En condiciones normales el agente agresor es destruido, se inhiben los mediadores
pro-inflamatorios y se regenera el tejido dafiado, recuperando sus funciones fisioldgicas.
En algunas circunstancias, es posible que la inflamaciéon no cumpla adecuadamente su
funcion de defensa o, que los mecanismos reguladores se alteren, dando lugar a una

respuesta inflamatoria exagerada que agrava el dafio tisular.
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Segun la persistencia del dafio, la sintomatologia clinica y la naturaleza de la reaccion
inflamatoria (esté relacionada con la clase de leucocito que predomina), se hace una

distincién entre inflamacion aguda e inflamacién cronica.

La inflamacién aguda es més violenta, se caracteriza por acumulacion de plasma en el
tejido afectado, estimulacién intravascular de plaguetas y factores pro-coagulantes asi
como presencia de neutrdéfilos (reclutamiento de leucocitos polimorfonucleares, PMNSs).
(Company, 2010)

La inflamacién crénica supone un equilibrio entre los mecanismos de agresion y de
defensa. Puede aparecer desde el comienzo de la enfermedad, o ser una secuela de la
inflamacién aguda cuando la respuesta inflamatoria es incapaz de eliminar el agente
causal. Se distingue por el predominio de células mononucleares (sobre todo

macrofagos) y también linfocitos, células plasmaticas y otras.

1.6.1 Mediadores de la inflamacion.
Los fenémenos basicos de la inflamacion son regulados por mediadores de la

inflamacion, que son solubles o moleculares. Estos mediadores quimicos, son de
naturaleza diversa:

Plasmatico: el sistema del complemento, las cininas, el sistema de la coagulacion y el
fibrinolitico. Estos mediadores son los que desencadenan la reaccion inflamatoria al
reconocer toxinas y células dafiadas y también contribuyen a amplificar la respuesta
inflamatoria.

Celular (mediadores preformados y almacenados en granulos citoplasmicos o
rapidamente sintetizados ante un estimulo inflamatorio): los péptidos y las aminas
(histamina y neuropéptidos), el oxido nitrico (NO), citocinas proinflamatorias como el
factor de necrosis tumoral-a (TNFa), mediadores lipidicos como las prostaglandinas
(PGs), los leucotrienos (LTs), el factor activador de plaquetas (PAF) o las quimiocinas,
entre otros. Son, en parte, responsables de la amplificacion de la respuesta inflamatoria.
Derivados de los microorganismos invasores: péptidos formilados quimiotacticos y
endotoxinas. Entre ellos encontramos a las moléculas vasoactivas, que actian
directamente en el masculo liso para aumentar el flujo sanguineo e incremento de la
permeabilidad capilar y los factores quimiotacticos, que promueven la extravasacion de

leucocitos desde el torrente sanguineo hasta el foco inflamatorio.
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Ademas, en el proceso inflamatorio participan diversos componentes o mediadores
celulares como:
Leucocitos (neutrdéfilos, eosindfilos, basdfilos, linfocitos, monocitos/macréfagos): estas
células ademéas de liberar mediadores inflamatorios, son capaces de adherirse al
endotelio, de migrar a su través y, en general, de fagocitar y destruir a los agentes
patdégenos.
Plaquetas: liberan mediadores inflamatorios, activan a los leucocitos y participan en la
resolucion de la inflamacion.
Células endoteliales: sintetizan y liberan numerosos mediadores inflamatorios e

interactdan con los leucocitos en la infiltracién leucocitaria.

Una caracteristica comun a leucocitos, plaguetas y células endoteliales, ademas de su
capacidad para liberar mediadores inflamatorios, es que presentan en su superficie las
llamadas moléculas de adhesion celular (MAC), que facilitan las interacciones entre

estos tres tipos celulares (Ley, et. al., 2007 Company, 2010, ).

Las células endoteliales normales en estado inactivo mantienen la homeostasis,
regulando el equilibrio entre factores procoagulantes y anticoagulantes: por ejemplo
elaborando trombomodulina e inhibiendo la formacién de Factor Tisular (FT) para evitar
la formacion inadvertida de trombo; ademas inhiben la inflamacién al liberar prostaciclina
(PGI2) y evitar la adherencia de leucocitos. Pero cuando son activadas expresan FT y
PAI-1(Plasminogen Activator Inhibitor-1) y moléculas que intervienen en la inflamacion

como la E-selectina y la interleucina-1 (IL-1) (De la Serna, 2012).

1.6. 2. La infiltracion leucocitaria y sus etapas.
En el proceso inflamatorio, y también en condiciones fisiol6gicas como parte de su

funcién de vigilancia, los leucocitos deben abandonar el torrente circulatorio, mediante
un proceso que se denomina infiltracion leucocitaria. Los leucocitos deben atravesar la
monocapa de células endoteliales que recubre la pared interna de los vasos capilares,

para pasar al espacio extravascular, donde realizaran sus funciones bioldgicas.
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Las MAC vy los factores quimiotécticos son los principales mediadores en el proceso
de infiltracion leucocitaria, ya que, actuando directamente sobre los leucocitos, provocan

la interaccion de éstos con el endotelio vascular:

MAC: son glicoproteinas que se expresan en la superficie de las células. Promueven la
interaccion entre los leucocitos y las células endoteliales o entre los leucocitos y la
matriz extracelular.

Factores quimiotacticos: son mediadores quimicos solubles generados localmente en
los sitios de dafio tisular. Actian como sefiales que atraen mas leucocitos circulantes al
foco inflamado y controlan la expresion de algunas MAC.

Los factores quimiotacticos se pueden clasificar como:

Agentes quimiotacticos clasicos o inespecificos, que atraen a todos los leucocitos
en general: fragmentos C5a y C3a del complemento, moléculas lipidicas (LTB4, PAF),
péptidos bacterianos formilados (N-formil-metionil-leucil-fenilalanina o (fMLP), etc.
Quimiocinas, que atraen determinados subtipos de leucocitos de forma selectiva: por
ejemplo, la interleucina-8 (IL-8), la monocyte chemoattractant/chemotactic protein-1
(MCP-1), la eotaxina, etc.

Otros mediadores solubles que intervienen en la infiltracién leucocitaria son las
citocinas. Entre ellas destacan las citocinas proinflamatorias como el TNFa o la IL-1, que
promueven la migracidn leucocitaria sin ser propiamente quimiotacticas, es decir, no
actiian directamente sobre los leucocitos sino que hacen a las células endoteliales mas
adhesivas para éstos o inducen en diversos tipos celulares la liberacion de otros

mediadores (Company, 2010).

Etapas de la infiltracién leucocitaria

El proceso de infiltracién leucocitaria, que abarca, desde el contacto inicial de los
leucocitos con el endotelio hasta que alcanzan el espacio extracelular, se ha
simplificado en un modelo que predice tres etapas sucesivas y coordinadas: rodamiento,
adhesion y migracion. Se define como una cascada puesto que la interrupcién de la
etapa inicial impide las siguientes etapas del proceso (Ley, et. al., 2007; Springer, 1995).
a). Adhesion primaria y rodamiento. En primer lugar, las células endoteliales
activadas aumentan su adherencia a los leucocitos (“los reconocen”). Este contacto
inicial no es aleatorio, sino que constituye la adhesion primaria o laxa que enlentece el

transito leucocitario y, aumenta la posibilidad de una interaccion mas estrecha de los
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leucocitos con el endotelio. Esta fase se denomina rodamiento leucocitario y es el paso
limitante para las siguientes fases.

El proceso se inicia con la liberacién de mediadores generados por el tejido dafiado
(histamina, trombina, TNFa, IL-1, etc.) que producen una réapida activacion de las células
endoteliales. En consecuencia, (1) se producen sustancias quimiotacticas, y (2)
aumenta la expresion de determinadas MAC; principalmente las selectinas, que
determinan la interaccién inicial leucocito-endotelio y el rodamiento leucocitario. Dicha
interaccion es reversible. Si no se desencadenan los mecanismos de adhesion firme, los
leucocitos volveran al torrente circulatorio (Company, 2010).

b). Activacion y adhesion firme. Si el estimulo persiste, se produce la activacion de los
leucocitos en rodamiento, fenbmeno aparentemente muy rapido que da lugar a la
detencion de los mismos de manera estable, produciéndose su adhesion firme al
endotelio vascular.

Median en esta etapa: Las sustancias originadas en el foco infamatorio que, por la
menor velocidad de los leucocitos en rodamiento, pueden interaccionar con ellos y
activarlos: pueden ser exdgenas (fMLP) o endégenas (C5a, PAF, LTB4 y otros agentes
guimiotacticos como las quimiocinas).

MAC: integrinas de las membrana leucocitaria (como algunas [(2) cuya expresion
aumenta como consecuencia de la activacion, o sufren un cambio conformacional a
estado activo (como integrinas a4 o al) y sus ligandos, las inmunoglobulinas (Igs) (Ley,
et. al., 2007; Springer, 1994; Sullivan, et al., 2004).

c). Migracion y quimiotaxis.

Finalmente, se inicia la migracion a través del endotelio capilar y la quimiotaxis, que
es el movimiento unidireccional de los leucocitos a través del tejido hacia el foco de
inflamacién, atraidos por concentraciones crecientes de agentes quimiotacticos
originados en el foco.

Este proceso lo regulan:

MAC, tanto integrinas como Igs, como otras descritas recientemente que hacen
posible la diapédesis.

Los agentes quimiotacticos y determinadas quimiocinas, que forman un gradiente
quimiotactico que dirige la diapédesis y la migracion a través del tejido. (Ley, et. al.,
2007) ( Company, 2010).
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1.7. Loxoscelismo.

Figura 9. Arafa Loxosceles apachea (arafia violinista). Fotografias tomadas de criadero de arafias de la
Universidad Auténoma de Aguascalientes.

1.7.1 Loxoscelismo cutaneo.
La mordedura de la arafia de rincon o violinista, puede ir desde una irritacion

insignificante hasta importante ulceracion y necrosis con sintomas sistémicos. La talla
del paciente y la reactividad del mismo, el tamafio de la arafia y la cantidad de veneno
probablemente contribuyen a la variabilidad de la lesion producida por la mordedura de
la Loxosceles spp.

El veneno de las arafias Loxosceles es una mezcla compleja de proteinas y toxinas
peptidicas con una masa molecular de 1 a 40 kda. Han sido descritas varias moléculas
en el veneno crudo, incluyendo esfingomielinaza tipo D, fosfatasa alcalina, 5-
ribonucleotido fosfohidratasa, nucleosidos sulfatados, hyaluronidasa, fosfolipasas-d,
metaloproteinasas, serin proteasas y toxinas insecticidas (Meiri, et. al., 2011).

Se ha demostrado que el veneno produce una reaccion inflamatoria con la expresion
de E-Selectinas (receptores de adhesion celular) ademas estimula la liberaciéon de IL-8 y
de GM-CSF (Factor estimulante de colonias de macrofagos) (De Roodt, et. al., 2002).
Asi  también, activacion del complemento, agregacion “plaquetaria y abundante
reclutamiento de neutréfilos (Polimorfonucleares PMN) en los tejidos, con produccion de
zonas de obstruccion (isquemia), hemorragicas (esquimosis) e inflamatorias y necroticas

que le confieren aspecto marmoéreo a la lesion (placa liveloide) (Meiri, et. al., 2011).
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Se considera que el componente causante del envenenamiento (tanto cutaneo como
sistémico) son las esfingomielinasas, que en todas las especies son parecidas. Esta
enzima en particular, induce la liberacion de ceramidas (moléculas clave para mantener
la hidratacion y la barrera cutanea, se encuentran mas abundantes en la capa cérnea de
la piel, compuestas de esfingosina y acidos grasos) éstas moléculas tienen multiples
funciones, también participan en la adhesién plaquetaria y formacién de trombos, que
son responsables de la isquemia y necrosis del tejido afectado por el veneno. La
participacibn de los demas componentes no esta todavia del todo clara, las

hialuronidasas se han relacionado con la difusibilidad del veneno.

Acompafiando el cuadro cutaneo, puede existir compromiso sistémico que se
manifiesta por hemdlisis, lo que se deberia a la activacion de proteasas enddgenas de la
membrana eritrocitaria, por las esfingomielinasas del veneno, que clivan las glucoforinas
que protegen al eritrocito del complemento y provocan la hemdlisis mediada por

complemento, lo que induciria a la insuficiencia renal. (Cabrerizo, et. al., 2009).

En los cortes histolégicos de las lesiones inducidas por la mordedura de Loxosceles,
se observan infiltrados leucocitarios predominando los neutrdéfilos perivasculares, que
seguramente participan en el establecimiento de la necrosis tisular., el mecanismo debe
ser muy parecido al observado en los fenomenos del tipo Arthus. Es un proceso de
activacion del complemento, formando moléculas C3a, C5a y C5b, que atraen una gran
cantidad de Polimorfonucleares que fagocitan los complejos formados, con una gran
liberacién de productos que inducen dafio tisular. La inflamacion y la vasculitis severa
dan lugar a la formacion de trombos responsables de la necrosis tisular, favoreciendo el
desarrollo de CID (coagulacion intravascular diseminada) y de mudltiples zonas
isquémicas y hemorrdgicas intercaladas que son las causantes de la placa marmorea o
liveloide que caracteriza a las lesiones cutaneas producidas por las mordeduras de

Loxosceles. (De Roodt, et. al., 2002). (ver fig. 9a) .
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Figura 10. Placa liveloide. Signo “rojo, blanco y azul” (eritema, isquemia y necrosis). Fotografia tomada de
http://www.elsevier.es/sites/default/files/elsevier/pdf/21/21v16n07a13017681pdf001.pdf

Los mecanismos de necrosis relacionados con la liberacion de mediadores tisulares
recibieron confirmacién indirecta en experiencias in vitro ya que el veneno induce la
liberacion TNF-a, a partir de queratinocitos. Ademas, el veneno estimula la liberacion de
IL-8 y de GM-CSF, de ceramidas a partir de células endoteliales, e induce la expresion
de IL-8, MCP-1 y otras. La produccion de citoquinas (IL-13, IL-8 y TNF-a), estaria
relacionada con la hiperalgesia y el edema observado en las lesiones dérmicas.
Las metaloproteinasas descritas por algunos autores en el veneno de Loxosceles
podrian estar relacionadas también con estos eventos (De Roodt, et. al., 2002).

La mordedura puede ser relativamente dolorosa o bien pasar inadvertida. El dolor
secundario a la isquemia se presenta usualmente entre las 2 a 18 horas después, dolor
gue se describe como quemadura de cigarrilo. La necrosis puede desarrollarse
rapidamente en cuestién de horas o bien tardar varios dias. En la mayor parte de los
casos el diagnoéstico se puede realizar antes de 6-8 horas. Clasicamente, hay eritema,
edema y sensibilidad que progresa a un halo vasoconstrictivo azul-grisaceo que se
extiende alrededor del sitio de la mordedura. Después, aparece una macula
sanguinolenta o gris oscura rodeado de una zona de eritema y edema. El eritema es
reemplazado por una decoloracion violacea caracteristica de la piel (Placa liveloide o
marmorea). El dolor puede ser intenso y los sintomas generales pueden incluir fiebre y
eritema generalizado. Gradualmente esta lesion necrotica se va ensanchando y los
bordes se van haciendo irregulares. El centro de la lesion usualmente estd por debajo
de la superficie de la piel, lo que junto a la coloracion violacea ayudan a diferenciar esta
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mordedura de las de otros artropodos. La lesién isquémica puede evolucionar a necrosis
antes de 3-4 dias y formar la escara antes de 4-7 dias. Siete dias después aparece una
costra y bajo ésta hay un area de ulceracién la cual puede persistir, la ulceracion cura
lentamente en 4-6 semanas, aunque ocasionalmente puede demorar hasta 4 meses. La
mionecrosis también ha sido reportada. La hiperplasia pseudoepiteliomatosa y el
pioderma gangrenoso, pueden presentarse como complicacion, la herida, segin su
extension y profundidad puede requerir de cirugia reconstructiva. Se ha visto que las
lesiones mas severas son en areas de tejido graso, como los muslos y gliteos. La
magnitud de la lesidn necrética puede llevar a la amputacién del miembro afectado (De
la Cerda, et al., 2012).

Figura 11. Diferentes aspectos del efecto generado por la mordedura de la arafia Loxosceles apachea..
fotografias tomadas de la pagina de la Universidad de Concepcion ,Chile.
http://www2.udec.cl/~Ipalma/aranas.html.
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2. JUSTIFICACION.

“Juan mecate” (Anredera cordifolia), es una planta a la que se le confieren
propiedades para el tratamiento de piquetes de zancudos y animales ponzofiosos,
heridas y acné. Durante el proceso de inflamacién se producen radicales libres, por lo
gue es de gran interés determinar la actividad antioxidante y la capacidad secuestrante
de oxido nitrico de los extractos esta planta, con el fin establecer una base para futuros
estudios de su utilizacién en el tratamiento de algunas afecciones, de acuerdo a las

propiedades que se le atribuyen en la medicina tradicional.

3. HIPOTESIS.

La planta Juan mecate (Anredera cordifolia), contiene, compuestos activos que son
antioxidantes, antiinflamatorios, analgésicos y pro-cicatrizantes que, utilizados en
picaduras y mordeduras de aracnidos ponzofiosos y lesiones tisulares de otra

naturaleza, mejoran los signos y sintomas presentes.

4. OBJETIVOS DEL TRABAJO.

4.1 Objetivo general del trabajo.
Extraccion y caracterizaciéon de los principios activos de la planta “Juan mecate”

(Anredera cordifolia) y evaluacion de sus efectos antioxidantes, determinando su
capacidad de barrido de oxido nitrico y su poder reductor, ademas el efecto que pueda
causar en el proceso inflamatorio resultante de la mordedura de la arafia Loxosceles

apachea, utilizando para esto ratas Wistar.

4.2 Objetivos particulares.
1. Extraccién de los principios activos de la planta (de hojas tallos y raices) y

andlisis cualitativo de los mismos por técnicas cromatograficas

2. Caracterizacion de los principios activos de la planta por técnicas
espectrofotométricas y cromatografia de gases acoplado a masas.

3. Evaluacién de la actividad antioxidante, actividad secuestrante de oxido nitrico
y determinacién del poder reductor de extractos de la planta.

4. Evaluacioén del efecto que puede producir en la respuesta (proceso inflamatorio)

de la mordedura de la arafia Loxosceles apachea en rata.
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5. METODOLOGIA Y RESULTADOS.

5.1. Obtencién de material vegetal.

El material vegetal utilizado se colect6 de las diferentes plantas de Juan mecate
(Anredera cordifolia.) cultivadas en el Jardin Botanico de la UAA, las cuales fueron
recolectadas de diferentes partes del estado a saber: municipio de Jeslus Maria,
municipio de El Llano, municipio de Aguascalientes.

5.2. Extraccion preliminar de principios activos, para la
determinacién del solvente de extraccion y la parte de la planta

a utilizar.
Para el establecimiento del solvente de extraccion, asi como la parte de la planta a
utilizar para la caracterizacion de la misma, se colectaron diferentes partes de la planta
(raiz, tallo y hojas), se secO cada parte en estufa a 37°C, se moli6 con mortero y se

realizé la extraccion de los principios activos con etanol y hexano.

Los extractos obtenidos se evaluaron de la siguiente forma:

5.2.1. Cromatografia en capa fina de hoja, raiz y tallo.

Para el analisis cualitativo de los extractos obtenidos se utiliz6 Cromatografia en capa
fina, utilizando como fase estacionaria silicagel G60 con indicador de fluorescencia y
como fase movil solventes con diferentes polaridades. Para visualizar los compuestos

se utilizé el transiluminador de luz ultravioleta y la adicion de cromogenos.

Los resultados obtenidos por Cromatografia se muestran en las siguientes figuras:
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Figura 12. Fotografia: cromatografia en capa fina de hojas, tallo y raiz (izq. y der. De cada barra
respectivamente) desarrollada con éter etilico: éter de petréleo (2:1) y vista con uv der, y revelada con
vainillina izg. Extractos obtenidos con etanol (E ) y hexano(X). raiz ( R), tallo(T) y hoja(H).

5.2.2. Determinacion del solvente de extraccion més eficiente.
Se realiz6 la extraccion de principios activos utilizando etanol y metanol como

solventes de extraccion, a los extractos resultantes se les realiz6 una cromatografia de
capa fina, la que nos permitié determinar que el extracto hecho con etanol muestra méas
metabolitos y mayor cantidad de ellos, decidiéndose utilizar etanol como solvente de
extraccion, ademas de que se observd que es la hoja la que presenta una mayor
cantidad de metabolitos (ver figura 11).

5.3. Medicién del contenido de humedad de las hojas.
Se realiz6 la deshidratacion de varias muestras de hojas, pesandose antes y después,

estableciendo que:
750 mg de hoja fresca equivalen a 60mg de hoja liofilizada o deshidratada, esto es, el
92% de la hoja es agua.
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5.4. Balance de masa.

Por cada 100g de hoja fresca, 8 grs., de material son sélidos, de los cuales se extrajo
los compuestos activos. Al realizar la molienda con mortero, se obtuvo el extracto
etandlico que corresponde al 11% del total de la muestra, esto es:

Por cada 100gr de hoja fresca, en la molienda obtenida con mortero:
0.88gr. corresponden a extracto etandlico.

7.12gr. corresponden al residuo del extracto.

92.00gr corresponden a humedad.

5.5 Tamafio de particula.

Se determiné el tamafio de particula para establecer la eficiencia en la obtencion del
extracto que se obtuvo para la caracterizacion de la planta, asi como para conocer la
biodisponibilidad al utilizarse en las pruebas con el veneno de la arafia Loxosceles
apachea.

La molienda se realizé6 con mortero para la obtencion de los extractos evaluados,
obteniendo un extracto que corresponde al 11% del peso total de la muestra (Peso de

extracto etandlico, centrifugado durante 5 min a 5000rpm vy liofilizado).

» El tamafo de particula obtenido en el extracto etandlico liofilizado, obtenido con
molienda en mortero, muestra un tamafo de particula menor a 5 micras.
» El tamafio de particula encontrado en el residuo liofilizado fue de

aproximadamente de entre 4 y 40 micras.

El equipo utilizado fue un microscopio electronico Microscopio Electrénico de Barrido de
Alto-Bajo Vacio. JSM 6610LV, en el Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares
(ININ).
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Figura 13. Fotografia con microscopio electronico para la medicion de tamafio de particula en el extracto
liofilizado de Anredera cordifolia (la muestra fue previamente recubierta con oro para obtener una mejor
definicion). Puede observarse también la formacion de una pelicula en la que se encuentra inmersas las

particulas.
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Figura 14. Fotografia con microscopio electronico para la medicion del tamafio de particula del residuo
liofilizado de Anredera cordifolia. (La muestra fue previamente recubierta con oro para obtener una mejor

definicién) Referencia Smicras.
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Figura 15. Fotografia con microscopio electrénico para la medicion del tamafio de particula del residuo
liofilizado de Anredera cordifolia. (La muestra fue previamente recubierta con oro para obtener una mejor
definicion). Referencia 10 micras.

5.6. Obtencion de principios activos.
5.6.1 Seleccion del método de extraccion y la muestra a utilizar.

Para seleccionar la planta a utilizar, se procesaron muestras de los diferentes lugares
de donde se encontraron ejemplares de Juan mecate (Anredera cordifolia), obteniendo
sus extractos de diferentes formas y evaluando la capacidad antirradical de cada uno de
ellos, de la siguiente forma:

a) Deshidratacion en estufa a 40 °c.

Se deshidrataron hojas en el horno a 40 °C, se moli6 la muestra en mortero y se
extrajeron los principios activos con etanol de 96%, se agit6 la mezcla durante 5 min. ,
se centrifugd para separar los sélidos utilizandose el sobrenadante para la
determinacion de las caracteristicas de la muestra.

b) Extraccion por calentamiento en agua durante 2 hrs a 90 °c.

Se puso la muestra de hojas (750mg de hojas frescas) a calentar a una temperatura

de 90°C durante 2 hrs, se molid, se centrifugd, separandose la fase liquida y haciendo

las mediciones a ésta.
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¢) Extraccion a partir de hojas frescas.

Se molié una porcién de hojas frescas utilizando etanol 96% como solvente de
extraccion, se centrifugé la mezcla resultante para separar la fase liquida que se utilizé
para hacer las determinaciones.

d) Por liofilizacion.

Una muestra de hojas frescas se congel6 a -52°C, ya congeladas, se pusieron en el
liofilizador. Ya liofilizadas, las hojas se molieron en mortero, se agreg6 etanol de 96%,
se agité durante 5 min, se centrifugd separandose la fase liquida a la que se le hicieron

las determinaciones.

Se midi6 la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos por los diferentes
métodos y de las diferentes muestras para establecer el método mas eficiente de
extraccion y la muestra a utilizar (Ver tabla 1).

El método de extraccion a utilizar seleccionado, es por liofilizacién y la muestra a
utilizar es la que se obtuvo en la colonia Colinas del rio del municipio de Aguascalientes
la dilucién a utilizar 10%, ya que esta no interfiere tanto el color y muestra una muy

buena capacidad antioxidante.

5.6.2. Extraccion de principios activos para pruebas preliminares.
Se realizé la extraccion de principios activos a hojas liofilizadas, por adicion de etanol

al 96%, estos extractos se utilizaron para realizar algunas pruebas preliminares, andlisis
de su capacidad antioxidante utilizando diferentes métodos y para realizar los andlisis

por cromatografia en capa fina y cromatografia de gases acoplada a masas.

5.7. Pruebas preliminares.
Se realizaron una serie de pruebas preliminares cualitativas que nos permitieron

establecer de forma general el contenido de algunos compuestos activos de Anredera
cordifolia, informacién que nos servira en la siguiente etapa del proyecto como base
para la caracterizaciébn mas completa de esta planta.

Asi encontramos que Anredera cordifolia, contiene; saponinas, flavonoides,

triterpenos, cumarinas, taninos.
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5.7.1. Determinacion de saponinas.
Por la reaccion del reactivo de Rosenthaler (1g de vainillina en 100ml de etanol) y
acido sulfarico, las saponinas de triterpenos pentaciclicos (glucésidos de triterpenos

pentaciclicos) dan color violeta (Barba, 1997).

Esqueleto triterpenoide pentaciclico

Extracto Reaccion para determinacion de
saponinas
Figura 16. Fotografias de la reaccién para la determinacion preliminar de saponinas.

5.7.1.a. Determinacion de saponinas por el método de la espuma.

Al agitar una solucion acuosa de una muestra que sea 0 contenga saponinas, se
forma espuma estable como la obtenida al agitar la solucion acuosa de un jabon. Se
puede asumir este ensayo como una prueba presuntiva de la presencia de saponinas
(kuklinski, 2003).

Figura 17. Fotografias de la reaccion para la determinacién preliminar de saponinas por el método de la
espuma.

5.7.2. Determinacion de flavonoides.
En la exposicion de una tira de papel filtro, sumergida en extracto etanélico, secado a

temperatura ambiente y expuesta a los vapores de amoniaco, el cambio de color a

amarillo ocre, nos confirma la presencia de flavonoides (Barba, 1997).
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Figura 18. Fotografias de la reaccion para la determinacién preliminar de flavonoides.

Flavonols

Papel sumergido en el extracto Comparacion del color que
etandlico presenta el extracto antes y
después de exponerse a los

vapores de amoniaco

5.7.3. Determinacion de cumarinas.

A la exposicién de luz uv, los vapores de extracto etandélico capturados en un papel
humedecido con un Aalcali, las cumarinas sublimables se muestran fluorescentes
(Dominguez, 1979).

Extracto etandlico Vapores del Extracto etanolico Las cumarinas capturadas en el
capturados por un papel papel embebido en alcali
embebido en un alcali observadas bajo luz uv se

presentan fluorescentes.

Q) Q) .
' ..Estructura de una cumarina

Figura 19. Fotografias de la reaccién para la determinacién preliminar de cumarinas.
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5.7.4 Determinacion de taninos.
Los taninos condensados (polimeros del flavonoide antocianidina), aparecen de color

pardo al reaccionar con sales de fierro.

Se disolvioé en agua una porcién de residuo etandlico, se filtré y se tomo una alicuota
de 1 ml que se hizo reaccionar con la solucién de cloruro férrico (250mg de cloruro

férrico en 5 ml de agua y aforar a 10 ml con alcohol etilico) (Barba, 1997).

Extracto etandlico. Reaccion del extracto etanolico  Separacion de los taninos obtenidos
al reaccionar el extracto con sales de
fierro.

Figura 20. Fotografias de la reaccion para la determinacion preliminar de taninos.

5.7.5 Determinacion de triterpenos (ensayo de Liebermann-Buchard).
Los triterpenos son terpenos de 30 carbonos, por lo general generados por la unién

cabeza-cabeza de dos cadenas de 15 carbonos, cada una de ellas formada por
unidades de isopreno unidas cabeza-cola.

Se disolvio residuo etanodlico en 1 ml de cloroformo, agregando por las paredes del
tubo 1 ml de anhidrido acético, dejandose reposar en frio, al agregar 1 6 2 gotas de
acido sulfarico concentrado la aparicion de colores rojo, rosa, verde, purpura o azul en
la interfase, se considera positivo para triterpenos (Dominguez, 1979, Barba, 1997).

Este ensayo puede confirmar también la presencia de saponinas esteroidales, por lo
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que el color verde especificamente, puede considerarse como muestra de la probable
presencia de estos compuestos.

ACIDO OLEANOLICO

Extracto etandlico Reaccion del
extracto etandlico

Figura 21. Fotografias de la reaccién para la determinacién preliminar de triterpenos.

5.8. Pruebas cromatograficas.

5.8.1. Determinacion de terpenoides y fenilpropanoides por cromatografia de capa
fina.

El revelado con vainillina, nos permite detectar, terpenoides y fenilpropanoides, que
incluye compuestos con un esqueleto basico de fenilpropanoide (un anillo aromatico
unido a una cadena de 3 carbonos). De acuerdo a lo observado podemos concluir que
hay una gran variedad de compuestos de este tipo. La visualizaciéon con luz UV nos
da bandas fluorescentes amarillas, azules, verdes y naranjas que podrian indicarnos la
presencia de flavonoides y cumarinas (fig.18) (Wagner y Bladt, 1996).
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Figura 22. Fotografia: cromatografia en capa fina de hojas y raiz (izqg. Y der. De cada barra
respectivamente) desarrollada con éter etilico: éter de petréleo (2:1) y vista con uv izg., y revelada con
vainillina der. extractos obtenidos con etanol.

5.8.2. Determinacion de triterpenos y flavonoides por cromatografia de capa fina.

La mezcla vainillina-acido sulfurico nos permite detectar flavonoides vy
fenilpropanoides. La mezcla para revelado de anisaldehido-acido sulfdrico, nos permite
detectar terpenoides, propilpropanoides, asi como saponinas. De acuerdo al RF se
puede establecer que encontramos acido oleandlico en el carril derecho (el acido
olendlico es un triterpeno) (fig. .17.1) (Wagner y Bladt, 1996)
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Figura 23. Der. Visualizacion con UV para la determinacion de triterpenos y flavonoides.Fig. izq. carril
izquierdo revelado con vainillina-acido sulfarico, carril derecha revelado con anisaldehido-acido sulfarico.
Para la determinacion de triterpenos y flavonoides.

5.8.3. Determinacion de cumarinas por cromatografia de capa fina.

La propiedad fisica mas usual para reconocer una cumarina es la fluorescencia que
ellas desarrollan a la luz uv (365nm), la que es ampliamente utilizada para su deteccion
en cromatografia de capa fina. Las manchas de color celeste confirman la presencia de
este metabolito (Wagner y Bladt, 1996)
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Figura 24. Cromatografia. El color azul claro, nos podria indicar la presencia de cumarinas

5.9. Pruebas cuantitativas.

5.9.1. Preparacion de extractos:

Se colectaron hojas de las plantas que se encuentran sembradas en el jardin botanico
de la UAA, estas se congelaron a una temperatura aproximada de -52°C., vya
congeladas se liofilizaron, después de esto, se molieron en mortero, se hizo la
extraccion con etanol 96%, se centrifugd cada muestra para separar la parte solida y se
realizaron las pruebas de determinacion de capacidad antioxidante (antirradical),

contenido de fenoles, flavonoides, etc.
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La preparacion de los extractos se muestra en las siguientes figuras:

Obtencion del extracto:

Cuantificacion espec-nétrica.

Figura 25. Fotografias de las etapas de preparacion del extracto para su analisis.

5.9.2. Determinacion de capacidad antirradical con DPPH (2,2-diphenyl-1-

Figura 26. Fotografia de las etapas de la reaccion para la determinacion de la capacidad antirradical con
DPPH.

picrylhydrazyl).

Método DPPH

Este método consiste en que este radical (DPPH) tiene un electron desapareado y es
de color azul-violeta, decolorandose hacia amarillo palido por reaccion con una
sustancia antioxidante, al donarle ésta el electron que requiere. La absorbancia es
medida a 517nm. (Bondet,, et. al., 1997, Moura, et. al., 2007).

Procedimiento:
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La capacidad antioxidante, se midi6 mediante el descenso de la absorbancia a 517

nm de una solucién etandlica de DPPH provocado por el extracto de Juan mecate. El

extracto de Juan mecate fue analizado en diferentes diluciones (25%, 10% y 5%). Se

utilizé una solucién del radical DPPH 0.5 M en etanol y como antioxidante estandar,

trolox.

El extracto a utilizar fue diluido al 10% en un volumen total de 1 ml, se adicion6 a cada

muestra a medir 600 microlitros de la solucion DPPH 0.5M (ambos en etanol) e

inmediatamente se realiz6 la medicidon de la absorbancia.

Tabla 1. Tabla comparativa de las capacidades antirradical de los diferentes ejemplares de Anredera

cordifolia, procesadas de diferentes formas para obtener el extracto.

ORIGEN DE [PROCESAMIENTO |MUESTRA ETANOL DILUCION CANTIDAD fL\BS A ?15 i
LA ANTES DE LA UTILIZADA PARALA DEL DE DPPH lnmedl]atamente OBSERVACIONES
MUESTRA |EXTRACCION ) EXTRACCIO | EXTRACTO agro después de
N(ml) 25% agregado el dpph
SECADA AL 754 1 25 600 2.5505
HORNO A 37°
FRESCA (RECIEN 754 1 25 600 2.4807
CORTADA
754 1.5 25 600 2.3336|vire inmediato en
PALO ALTO
50%, el color
LIOFILIZADA
verde oscuro
interfiere
COCIDA A 90° 754 1 25 600 2.6241
APROX 3 HRS
SECADA AL 754 1 25 600 2.406
HORNO A 37°
754 1 25 600 2.6126
FRESCA (RECIEN vire inmediato no
CORTADA total
oA LIOFILIZADA 754 1.5 25 600 0.9918| vire inmediato
g 754 1 25 600 1.5326
vire inmediato no
COCIDA A 90° total , se observa
APROX 3 HRS un incremento de
color a café claro
SECADA AL 754 1 25 600 2.6086
HORNO A 37°
JESUS FRESCA (RECIEN 516 1 25 600 2.5836
MARIA CORTADA
LIOFILIZADA 754 25 600
COCIDA A 90° 516 1 25 600 2.294
APROX 3 HRS
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Tabla 2. Tabla comparativa de la capacidad antirradical del extracto obtenido de la muestra originaria de
colinas del rio, a diferentes diluciones.

procesamie . etanol " ”

) cantidadde | . . pr de p de . ) | )
origen de la |nto antes utilizado  |dil del ) ) N ) diefrencia diferencia
muestra dpph agregado (pl) [abs dil. 10% |abs. Dil 5% |absorbancias absorbancias

muestra de la .. parala extracto (%) al 10% al 5%
., [|utilizada . 10% 5%
extraccion extraccion
60mg de Iml 600ul 0.5792 1.1725
1ml 600p! 0.5136 1.0662, 0.5464 1.11935

muestra

liofilizada 600ul de etanol en

colinas | liofilizado 1ml 10y5 |lugarde dpph 0.18141 0.0998 0.18141 0.0998|  0.365 1.01955

De acuerdo a los resultados anteriores se observé que la muestra que presentaba
mayor actividad antioxidante fue la que se colect6 originalmente en Colinas del rio y
el mejor método de extraccion es a partir de hojas liofilizadas, la dilucién a usar es del
10%.

Se realizé6 ademéas un analisis comparativo de la capacidad antirradical de diferentes
antioxidantes y extractos de “Anredera cordifolia”, diluidos en proporcion semejante.

obteniéndose lo siguiente:

Grafica comparativa de la capacidad antirradical de diferentes
antloxidantes comparados con extractos de " Anredera sp"
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m eq de trolox en extracto y antioxidantes diluidos al 10%

Gréfica 1. : Gréafica comparativa de La capacidad antirradical de diferente s antioxidantes comparados con
extractos de Anredera cordifolia. 1. Trolox. 2. Quercetina. 3. Ac. Galico. 4. Ac. Ascorbico, 5. Extracto 1. 6.
Extracto2. 7. Extracto3. 8. Extracto 4.(Extractol: extracto obtenido un mes antes de su analisis de hojas
liofilizadas aproximadamente 2 meses antes, ambos guardados en condiciones de media oscuridad y a
temperatura ambiente. Extracto 2: extracto obtenido de las mismas hojas del extracto anterior, pero hecho 4
dias antes de su andlisis, luego liofilizado y después resuspendido en alcohol. Extracto 3: igual que extracto 1.
Extracto 4: hecho de hojas liofilizadas una semana antes del analisis).
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Gréafica 2. curva de calibracion para la determinacion de Capacidad antioxidante con DPPH

curva de calibracion dpph
capacidad antioxidante de trolox

2.5

2.0

1.5

abs

1.0 1

0.5

0.0 1

50 100 150 200
conc. Trolox mg/I

La ecuacion de regresion es: Abs = 2.37 - 0.0123 conc. Trolox mg/l. R2 = 92.0449

5.9.3. Determinacion de fenoles. Método de Folin y Ciocalteu.

Este método, se basa en la medida de la capacidad de los fenoles para reaccionar
con agentes oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungstato
sodico, que reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico-
fosfotlingstico, oxidos que dan color azul intenso, siendo proporcional este color al

namero de grupos hidroxilo de la molécula (Waterhouse, 2005.).

Figura 27. Reaccion de la curva de calibracidn para la determinacién de fenoles.

Procedimiento:
Se preparé carbonato de calcio 0.5 g en 25 ml, Reactivo Folin 500ul en 500ul de
etanol. Para hacer la reaccion se agrego6 al tubo de reaccion 2 ml de carbonato de sodio

y 100l de extracto, se agitd y a esto se agregd 100ul de reactivo Folin. Se dejo reposar
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30 min en la oscuridad a temperatura ambiente y se leyé a 765 nm.
Para conocer la concentracion del extracto se preparé una curva de acido galico con

diferentes concentraciones.

Gréfica 3. curva de calibracion para la determinacién de Fenoles por el método Folin-Ciocalteu

curva de calibracion para fenoles
ppm acido galico-abs
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0:3 e /
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0 100 200 300 400
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absorbancia

La ecuacion de regresion es Absorbancia = 0.0326 + 0.00259 ppm de Ac. Gélico. R?= 98.7

5.9.4 Actividad de barrido del 6xido nitrico.
El nitroprusiato de sodio en solucion acuosa con pH fisiologico genera

espontaneamente oxido nitrico, que reacciona con el oxigeno produciendo iones de nitrito
que se pueden estimar mediante el reactivo de Griess. Los secuestrantes de 6xido nitrico
compiten con el oxigeno, ocasionando una reduccion en la produccion de 6xido nitrico
(Bafna y Mishra, 2005).

Figura 28. Reaccion de la curva de calibracion para la determinacion de barrido de oxido nitrico.

Procedimiento:
La reaccion se efectué agregando a 2 ml de nitroprusiato de sodio, 200ul de la muestra

en etanol y 2 ml de reactivo de Griess (1% sulfanilamida. 2% HsPO, y 0.1%
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naftilendiamida) y lectura de absorbancia del croméforo formado a 545nm. El ICse S€
calcula como una reduccion del 50% en la absorbencia ocasionada por la muestra en

comparacion con el blanco. Se utilizé acido galico como estandar.

Gréafica 4. Curva de calibracion para determinar la capacidad de inhibicion de oxido nitrico

curva de calibracion para inhibicion de oxido nitrico
ac. galico-abs a 545nm
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La ecuacion de regresion es: Absorbancia a 545nm = 0.661 - 0.00567 Conc. de ac. Galico mg/ml. R2=91.7

5.9.5. Determinacion del poder reductor.
El poder reductor de los extractos de la planta se determiné por el método de Oyaizu.

El poder reductor de un compuesto depende de la capacidad de transferir electrones del
propio compuesto. El aumento de la absorbancia de la mezcla de reaccién indica un
aumento en el poder reductor (Bafna y Mishra, 2005).

Figura 29. Fotografias de aspectos de la reaccion para la determinacion del poder reductor.

Se agreg6 a 2.5 ml de extracto diluido al 10% 2.5 ml de tampoén fosfato y 2.5 ml de
ferrocianuro potésico, incubando a 50 °C durante 20 min, agregando después 2.5 ml de
acido tricloroacético, se centrifugd a 4000 rpm durante 5 min, del sobrenadante se tomo
2.5 ml, agregando 2.5 ml de agua destilada y 0.5 ml de cloruro férrico y leyendo a 700nm.

Como estandar se utilizé acido ascorbico.
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Gréfica 5. Curva de calibracion para la determinacion de poder reductor.

curva de calibracion para poder reductor
ac. ascorbico-abs a 700nm
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La ecuacion de regresion es Abs A 700nm = 0.883 + 0.359 Ac. Ascérbico. R2=97.1

5.9.6. Determinacion de flavonoides totales.

El método de andlisis se basa en una evaluacién espectrofotométrica de un complejo
formado con cloruro de aluminio tras la hidrdlisis &cida de los glucésidos (Lock, et. al.,
2006).

Figura 30. Aspectos de la reaccion para la determinacion cuantitativa de flavonoides totales.

Procedimiento:

La reaccion se efectud, agregando a 100ul de extracto diluido al 10%, 300ul de agua
deionizada, 30yl de nitrito de sodio al 5%, se dejo reposar 5 min, agregandose después
30ul de cloruro de aluminio al 10%, reposando nuevamente 5 min, agregando luego 200pl

de hidroxido de sodio 1 mMy 340ul de agua deionizada, leyéndose a 510nm.
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Se realizd la curva para la determinacion de flavonoides utilizando como estandar

guercetina.

Gréfica 6. Curva de calibracion para la determinacion de Flavonoides.

curva de calibracion para flavonoides
mg de quercetina-abs a 510nm

0.8 1

0.7 1

0.6
£
c
3
2 05
[
1]
2 0.4

0.3 1

0.2 1

50 75 100 125 150 175 200
mg quercetina

La ecuacion de regresion es abs a 510nm = 0.00241 + 0.00368 mg quercetina. R2 = 100

La cuantificacion de las pruebas realizadas, se llevé a cabo por medio de un

espectrofotémetro Cintra 10e.

Figura 31. Fotografia del espectrofotémetro con el que realizd la determinacion cuantitativa de metabolitos

secundarios de Anredera cordifolia.
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5.9.7. Resumen de resultados de pruebas cuantitativas.

Tabla 3. Tabla de resultados de acuerdo a las absorbancias obtenidas y las curvas de calibracién para cada

prueba.

Prueba | Capacidad Fenoles por el | Flavonoides Poder Capacidad
antioxidante | método Folin- reductor con | de barrido
con DPPH Ciocalteu ferrocianuro | de oxido

potasico nitrico
Capacidad | 22832212421 | 193128111784 | 208633151985 | 1331+201 eq | 69521875
del eq de trolox eq de acido eq de de ac. eq de ac.
extracto en 100g de galico (mg/l) quercetina en | Ascorbicoen | Gilico en
hoja fresca en‘100g de 100 g de hoja | 100g de hoja 100g de hoja
hoja fresca fresca fresca
fresca

5.10. Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas.

La Espectrometria de Masas es una técnica microanalitica usada para identificar
compuestos desconocidos, cuantificar compuestos conocidos, y para elucidar la
estructura y propiedades quimicas de las moléculas. Requiere cantidades pequefias de
muestra y obtiene informacion caracteristica como el peso y algunas veces la estructura

del analito.

En la Espectrometria de masas la muestra es ionizada (y por tanto destruida) usando
diversos procedimientos para ello. De todos ellos el méas usual y/o utilizado es la técnica
denominada de Impacto Electrénico consistente en el bombardeo de la muestra
(previamente vaporizada mediante el uso de alto vacio y una fuente de calor) con una

corriente de electrones a alta velocidad.

Mediante este proceso, la sustancia pierde algunos electrones y se fragmenta dando
diferentes iones, radicales y moléculas neutras. Los iones (moléculas o fragmentos
cargados) son entonces conducidos mediante un acelerador de iones a un tubo
analizador curvado sobre el que existe un fuerte campo magnético y conducidos a un
colector/analizador sobre el que se recogen los impactos de dichos iones en funcion de
la relacion carga/masa de los mismos. Cada compuesto es Unico, y cada uno de los
compuestos se ionizara y fragmentara de una determinada manera, y en este principio

se basa la espectrometria de masas para identificar cada analito (scai).
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Se realiz6 cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas de los
extractos de raiz, hoja y de las bandas mas representativas (gruesas) de la
cromatografia de capa fina (hoja), realizadas.

Para la realizacion de estos analisis se utilizé6 un equipo Agillent 6850 acoplado a un

espectrometro de masas Agillent 5975C.

Las condiciones del cromatégrafo fueron: temperatura del inyector 270 grados,
temperatura inicial de corrida 70 grados durante 1 min, seguido de una rampa con

incrementos de 20 grados por min, hasta 250 grados y después se mantuvo por 2 min.

La temperatura de salida al espectro de masas de 270 grados. La temperatura de la
fuente de ionizacién 230 grados y temperatura del cuadrupolo 150 grados. Se utilizé una
columna HP 5MS.

5.10.1 Compuestos encontrados:
Se encontraron algunos compuestos tales como: benzofenona, , benzaldehido, 3-

dimetil-1-butanamina, , ciclohexiletilamina, 3,7,11-trimetil-2,6,10-dodecatrien-1-ol,
dextroanfetamina, , 7-hidroxy-3(1;1-dimetil prop-2-enyl)coumarina, acido hexadecanoico
4-nitrofenil éster, bacchotricuneatin c, Biciclo (2,2,1) heptan-2-ona, 1,7,7, trimetyl (1s).

La benzofenona se utiliza en la sintesis de antihistaminicos; bacchotricuneatin ¢ es un
diterpeno; Biciclo (2,2.1) heptan-2-ona, 1,7,7, trimetyl (1s), es el alcanfor terpenoide
gue ofrece accion rubefaciente, antipruritica, antiséptica y ligeramente analgésica; 3-
dimetil-1-butanamina, parece que muestra actividad antifingica; dextroanfetamina, se

considera estimulante del sistema nervioso central. (The Merck index, 1983).
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Cromatograma de extracto de raiz

File :D: \JuanMecate\4RAIZR.D

Operator 3

Acguired : 14 Jan 2011 16:42 using AcgMethod Ale.Mm
Instrument : GCMSD

Sample Name:
Misc Info
Vial Number: 1

ALYERIBE,
200000
180000
180000
170000

160000

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

13.00

Figura 32. Cromatograma obtenido del extracto etandlico de raiz en el equipo GC-MS, los espectros de

masas, asi como su formula méas probable se muestran en las ultimas figuras.
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Cromatograma de extracto de hoja

File :D: \JuanMecate\2HOJAR.D

Operator s

Acquired : 14 Jan 2011 17:02 using AcgMethod Ale.M
Instrument : GCMSD

Sample Name :
Misc Info
Vvial Number: 1

Abundance TIC: 2HOJAR D\data ms
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Figura 33. Cromatograma obtenido del extracto etandlico de hojas en el equipo GC-MS, los espectros de
masas, asi como su férmula méas probable se muestran en las Ultimas figuras.
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Cromatograma de bandas extraidas de una cromatografia de capa fina

File :D: \JuanMecate\RASPADO2.D

Operator 1

Acguired : 13 Jan 2011 15:33 using AcgMethod Ale.M
Instrument : GCMSD

Sample Name:
Misc Info
Vial Number: 1

Abundance TIC: RASPADO2 D\data.ms
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110000
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=
t
g
8
w
g

Figura 34. Cromatograma obtenido a partir de raspado de bandas de Cromatografia en capa fina.
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Figura 35. Espectros de los diferentes compuestos encontrados en las muestras de Anredera cordifolia.
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5.11. Resumen de compuestos encontrados en Juan mecate

(Anredera cordifolia).

COMPUESTO ACTIVO

TIPO DE ANALISIS MEDIANTE EL QUE SE
ENCONTRO

*Saponinas de triterpenos pentaciclicos

*Reactivo de Rosenthaler y método de la espumay
cromatografia de capa fina.

*Flavonoides©

*Exposicién del extracto a un alcali y cromatografia
de capa fina.

*Cumarinas *uv-vis con alcali y cromatografia de capa fina
visualizada con uv-vis.
*Taninos *Reaccion con sales de fierro.
*Triterpenos *Ensayo de Liebermann-buchard,
Fenoles© Folin Ciocalteu.

*Sapogeninas esteroidales

* Ensayo de Liebermann-buchard, Baccou, et al.,
1977.

*Acido oleanolico

Cromatografia de capa fina.

Benzofenona

Cromatografia de gases acoplada a masas.

Biciclo (2,2,1) heptan-2-ona, 1,7,7, trimetyl (1s), [es el
alcanfor]

Cromatografia de gases acoplada a masas.

3-dimetil-1-butanamina

Cromatografia de gases acoplada a masas.

Dextroanfetamina

Cromatografia de gases acoplada a masas.

ciclohexiletilamina,

Cromatografia de gases acoplada a masas.

3,7,11-trimetil-2,6,10-dodecatrien-1-ol

Cromatografia de gases acoplada a masas.

7-hidroxy-3(1;1-dimetil prop-2-enyl) coumarina

Cromatografia de gases acoplada a masas.

Acido hexadecanoico 4-nitrofenil ester

Cromatografia de gases acoplada a masas.

Tabla 4. Resumen de compuestos encontrados en Juan mecate.*Pruebas preliminares, © método
cuantitativo.

5.11. Pruebas realizadas en rata con el veneno de la arafia Loxosceles

apachea.

Considerando la gran capacidad antioxidante que se encontrd6 en el extracto de

Anredera cordifolia y los compuestos activos encontrados, asi como la capacidad para

barrer el oxido nitrico, se determiné probar la capacidad de este para inhibir el dafio
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generado por el veneno que inocula la arafia Loxosceles apachea con su mordedura, ya
gque uno de los efectos observados ha sido un proceso inflamatorio agudo que
generalmente termina en necrosis en el lugar de la mordedura y/o falla renal y/o
hepatica.
5.12.1. Procedimiento para la realizacién de la prueba.

Para la realizacion de este experimento se llevé a cabo los siguientes pasos:
a). Obtencién del extracto de Anredera cordifolia, considerdndose una dosis de 100mg:
el extracto a utilizar se obtuvo de igual forma que para hacer las determinaciones
cuantitativas, liofilizandose y resuspendiéndose en solucion salina.
b). Inyeccion del extracto en la zona peritoneal de la rata, considerando que es la via
mas rapida de absorcion. A las ratas control se les inyectd de igual forma 100 mg de
extracto.

c). Extraccion del veneno de la arafia Loxosceles apachea.

Figura 36. Extraccion de veneno de Loxosceles apachea con estimulacion eléctrica a los queliceros.

Para poder obtener el veneno de la arafia Loxosceles apachea, se somete ésta a un
estimulo eléctrico en sus queliceros con los siguientes parametros:
Voltaje: 30 — 40 volts
Frecuencia 100 milisegundos
Duracion: 90 milisegundos

De cada arafia se han obtenido hasta 1 microlitro de veneno, esta produccion es
variable, de acuerdo a las condiciones (edad, tamafio, ayuno) en que se encuentre el
aracnido.
d) Inoculacion del veneno. La inoculacion se llevo a cabo inmediatamente después
de la extraccion, en la pata trasera izquierda de la rata. La cantidad de veneno inoculado
fue de 5 microlitros.

Ratas Wistar hembras n=3.
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Tabla 5. Prueba para la determinacion del efecto producido en ratas inoculadas con el veneno de la arafia
Loxosceles apachea en ratas tratadas con extracto de Anredera cordifolia y sin tratamiento.

203 £ 12 | 5 microlitros

2 215+ 27 | 5 microlitros 100mg

3 205 + 6 - 100mg
d). Obtencion de muestras de rifion, higado y piel a las 4 hrs después de haber

inoculado el veneno (ver cuadro de experimento).

Después de 4 hrs, se tomé muestras de higado, rifidn, pata y se observo el efecto
mostrado visualmente.. Se tomé muestra de piel, donde fue inoculado el veneno,
higado y rifidn, para realizar cortes histologicos de las mismas.

e). Obtencion y andlisis de cortes histologicos obtenidos de estas muestras.

5.12.2. El efecto visual resultante.

Experimento 1: Inoculacion de veneno.

Hora cero 1 hra. después de inocular el 4 hrs después de inocular el

veneno veneno.

Figura 37. Fotografias de diferentes etapas de la reaccion después de la inoculacién del veneno de
Loxosceles apachea en la pata derecha de la rata.

Experimento 2: Inoculaciéon de veneno + tratamiento con extracto de Anredera cordifolia.

Hora cero 1 hra después de inocular el 4 hras después de inocular el
veneno (el extracto ya ha sido veneno
aplicado)

Figura 38. Fotografias de diferentes etapas de la reaccion después de la inoculacion del veneno de
Loxosceles apachea en la pata derecha de la rata a la que se inyectd previamente extracto de Anredera
cordifolia.
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Ademas se observé que:

a) En la primera hora después de inocular el veneno se mostr6 menos
inflamacién en las ratas a las que se inyectd extracto en comparacion con las
gue se inoculé solo veneno.

b) La inflamacion nunca llegé a ser igual en las ratas a las que solo se inyecto
veneno.

c) Las ratas a las cuales solo se inoculé veneno, se estuvieron lamiendo la pata
lastimada desde el momento de la inoculacion.

d) Las ratas a las cuales se inyectd extracto, nunca se lamieron la pata lastimada.

e) Las ratas a las que se inyect6 solo extracto se mostraron un poco relajadas.

5.12.3. Cortes histolégicos obtenidos.

Después de 4 horas de haber inoculado el veneno, se tomaron muestras de piel,
higado y rifién, fijAndose con formalina neutra, para su procesado y obtencién de los
respectivos cortes histoldgicos, utilizando tincion de Hematoxilina-eosina.

La hematoxilina es un colorante catiébnico mientras que la eosina es un colorante
anionico perteneciente a los xantenos. Con esta técnica, se tifien los nucleos de azul,
citoplasmas en rosa, musculo en tonos rojizos a rosados fucsia, glébulos rojos en

naranja o rojo y la fibrina en rosa intenso.
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Figura 39. Corte histolégico de Higado de rata inoculada con veneno de loxosceles apachea, donde puede
observarse el infiltrado inflamatorio generado (20x).

Figura 40. Corte histoldgico de Higado de rata inoculada con veneno de loxosceles apachea, donde se
observa necrosis de hepatocitos (20x).
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Figura 41. Corte histolégico de rifién de rata inoculada con veneno de Loxosceles apachea, donde puede
observarse células desprendidas en la luz de los tibulos.(20x).

Figura 42. Corte histoldgico de rifion de rata inoculada con veneno de Loxosceles apachea, previamente
tratada con extracto de Anredera cordifolia.(20x)
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Figura 44. Corte histolégico de higado de rata tratada con extracto de Anredera cordifolia.(20x).
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Figura 46. Corte histologico de piel de rata inoculada con veneno de Loxosceles apachea.(20x).
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Figura 47. Corte histolégico de piel de rata inoculada con veneno de Loxosceles apachea, y tratada
previamente con extracto de Anredera cordifolia (20x).

Figura 48. Corte histologico de piel de rata inoculada con veneno de Loxosceles apachea, tratada
previamente con extracto de Anredera cordifolia (20x).
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Figura 50. Corte histoldgico de piel (dermis profunda) de rata tratada con extracto de Anredera
cordifolia.(40x).

76



6. DISCUSIONES:

>

El presente trabajo, se realiz6 para justificar la razén del uso como
tratamiento en picaduras de zancudos, acné, heridas, y animales ponzofiosos en
la medicina tradicional de la planta cominmente llamada Juan mecate ademas

de conocer la especie a la que pertenece.

Se identifico la especie, siendo esta una Anredera cordifolia ademas de que
se encontraron compuestos activos que justifican la capacidad antioxidante tan
alta que muestra, lo cual explica en parte algunas de las propiedades que se le

atribuyen en la herbolaria Aguascalentense.

Al inicio de la investigacion, el ejemplar que se sembr6 en el jardin botanico
de la universidad, se held, por lo que se sembrd en otros lugares, jardin del
edificio 202 y varias macetas de donde se estuvo recolectando, por lo que la
mayor parte del tiempo tuvimos como limitante la cantidad de hojas disponibles
para su procesamiento, ademas del tiempo para una caracterizacion mas amplia

de la planta.

Se puede observar que la molienda en mortero no es eficiente, ya que los
tamafos de particula obtenidos no son uniformes (varian desde menos de 5
micras, hasta 40 micras, ver figuras, 12, 12a y 12b), lo que podria mejorarse
utilizando un molino de bolas o de otro tipo, lo que nos permitiria, ademas de
obtener un tamafio de particula mas pequefio y uniforme, un mejor

aprovechamiento en el extracto.

Se establecio que el solvente de extraccion a utilizar seria el etanol, ya que en
las pruebas cromatogréficas del extracto, obtenido con este solvente, se obtuvo
una mayor cantidad de metabolitos secundarios (ver fig.11), asi como la parte de

la planta que muestra mas metabolitos es la hoja (ver fig.11).

Se obtuvo extractos a partir de hojas frescas, secadas al horno a 37°C,
cocidas a 90 °C vy liofilizadas, observando que, el extracto obtenido a partir de
hojas liofilizadas es del que se puede obtener un producto con mayor capacidad

antioxidante (ver tabla 1). Asi como también se observo que el extracto diluido al
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10%(ver tabla 2), muestra una muy buena capacidad antioxidante, por lo que se
decidio utilizar esta dilucion para las pruebas a realizar.

Se compar6 la capacidad antioxidante de extractos obtenidos de Anredera
cordifolia, con muestras diluidas de antioxidantes estandarizados (trolox,
quercetina, acido gélico y acido ascorbico), observandose que la capacidad
antioxidante del extracto obtenido es bastante importante.

Se determinaron los sélidos totales, encontrando que las hojas contienen un
92% de humedad y un 8% de sélidos. De estos ultimos, el 11% corresponden al
extracto etandlico (0.88gr, por cada 100gr de hoja fresca), obtenido de la
molienda con mortero, lo cual se puede mejorar si se realiza la molienda con un

molino de bolas u otro.

Se evalu6 la capacidad antioxidante de diferentes muestras traidas de: el
municipio de El Llano (Palo Alto), Jesis Maria y la colonia Colinas del rio,
observandose que el extracto obtenido de la muestra de este Ultimo lugar

mostrdé una mayor capacidad antioxidante (ver fig.11).

Se realizé al extracto obtenido, pruebas preliminares para flavonoides,
Triterpenos, cumarinas y taninos, considerando que algunos ejemplares de
Anredera, han mostrado propiedades caracteristicas de estos compuestos,
confirmandose la presencia de los mismos en Anredera cordifolia, Saenz, et. al.,

2002, aislaron esteroles y Triterpenos de la especie Anredera leptostachys.

La prueba para cuantificar la capacidad antioxidante con DPPH se realizo, ya
gue este es uno de los efectos que se obtiene de los compuestos activos que
presuntamente contiene esta planta, encontrandose una muy notable capacidad
antioxidante, por lo que se utilizd, esta caracteristica como referencia, para

seleccionar los ejemplares que se utilizaron.

El oxido nitrico es un compuesto presente en el funcionamiento del endotelio,
asi como en los procesos inflamatorios, por lo cual se decidi6, medir la
capacidad de barrido de oxido nitrico del extracto ya que, se ha mencionado que

esta planta se utiliza como tratamiento en algunos procesos inflamatorios.
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>

La capacidad de donar electrones, es la que presentan algunos compuestos
gue actian como antioxidantes, por lo cual se realizé la prueba para determinar

el poder reductor del extracto de Anredera cordifolia.

Dentro de los compuestos que tienen la capacidad de actuar como
antioxidantes, encontramos a los compuestos fendlicos, dentro de los que se
encuentran los flavonoides, esta es la razdn por la cual se midi6 fenoles totales y

contenido de flavonoides.

Las desviaciones estandar obtenidas en las diferentes determinaciones,
presentan un rango bastante amplio, debido a que las muestras utilizadas fueron
obtenidas de diferentes plantas y en diferentes tiempos y condiciones, cuya
capacidad antioxidante fue la referencia para su eleccion. Esto no parece afectar
los resultados en las pruebas de capacidad antiinflamatoria en el experimento de
las ratas, lo que podria explicarse de dos formas; la dosis necesaria para inhibir
el dafio es menor a la aplicada y/o, existen otros metabolitos secundarios que
no se han evaluado como se menciona en el articulo, "Ancordin, the major
rhizome protein of madeira-vine, with trypsin inhibitory and stimulatory activities
in nitric oxide productions”, (Chuang, et al., 2007). (Madera-vine, es otro nombre
con el cual se conoce a Anredera cordifolia). Donde se menciona que se aislo
una proteina a la que le nombraron “ancordina”, que parece inhibir la produccion
de tripsina, ademas de tener efectos modulatorios en la produccion de oxido

nitrico.

Al observar las fotografias donde se determiné tamafio de particula, se puede
observar que el extracto liofilizado forma una especie de pelicula, esta especie
de viscosidad se observa cuando se agrega agua a la muestra, este efecto
parece ser el que no permite que el extracto se absorba totalmente cuando se
inyecta via intraperitoneal, aun asi se observa un efecto antiinflamatorio, lo que
podria suponer que la dosis necesaria de extracto de Anredera cordifolia, para
inhibir el dafio producido por el veneno de Loxosceles apachea, podria ser

menor a la aplicada (100mg).
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En el estudio “carotenoides en quimioprevencion: Licopeno” (Vitale, et. al.,
2010) se demostré6 que una mezcla de compuestos fendlicos rica en taninos
condensados y no condensados mostré una supresion en la expresion de la
ciclo-oxigenasa 2 (COX-2), Anredera cordifolia, resulté positiva en la prueba
preliminar para taninos condensados, esto podria explicar parte del efecto
antiinflamatorio de Juan mecate debido al contenido de taninos condensados

que muestra.

En los cortes histologicos de las ratas a las cuales se aplicd solamente el
veneno de la arafia Loxosceles apachea, se observa que: en el higado hay una
gran cantidad de células inflamatorias reclutadas, asi como necrosis de
hepatocitos, aunque no generalizada. En rifion, se observa desprendimiento de
células a la luz de los tabulos. En el &rea donde se inoculé el veneno, se observa

una gran cantidad de células inflamatorias.

El extracto ha mostrado una disminucion de la inflamacion en el area de
inoculacion del veneno de la arafia Loxosceles apachea, asi como inhibicion el
dafio observado en rifiébn y en higado, se observa también disminucién o
inhibicion del dolor generado en el area de la picadura , esto Ultimo se concluye
por que las ratas que son tratadas con extracto de Juan mecate, no se lamen la
pata donde se inocula el veneno, sin embargo, las ratas que fueron inoculadas
solamente con el veneno, se pasaron casi todo el tiempo lamiéndose la pata,
este patron de comportamiento se ha tomado para la medicién del dolor en otras
pruebas como se menciona en el articulo “Efectos antinoniceptivos de los
tubérculos de Anredera leptostachys “,(Tornos et al, 1999), donde se compara el
efecto analgésico del extracto de esta Anredera con morfina, resultando mas
eficaz que esta ultima, ademas de que al probarse en un estudio de efectos
depresores del sistema nervioso central (relajacion muscular e instinto de
huida), result6 més eficaz que el diazepam, todo esto podria confirmar que esta
caracteristica (efecto antinociceptivo), es una caracteristica de algunas especies
de Anredera. En el estudio “Anti-inflammatory activity and acute toxicity
of Anredera leptostachys”, de Saenz, et. al., 1998, se menciona el efecto
antiinflamatorio (dosis dependiente) de la Anredera leptostachys, en la prueba

de la carragenina y una baja toxicidad..
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> Aun cuando podemos suponer que parte del veneno se degradd antes de
inocularse, se puede comparar el efecto causado con Yy sin el tratamiento con
extracto de Anredera cordifolia y puede confirmarse que el dafio producido es

inhibido con el extracto.
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7. CONCLUSIONES.

>

Los resultados obtenidos, confirman la razén del uso de Juan mecate
(Anredera cordifolia) en la medicina tradicional en Aguascalientes, en otras

partes del pais y el mundo.

El contenido de metabolitos secundarios, hasta ahora encontrados en esta
planta, asi como su gran capacidad antioxidante, nos permiten establecer que,
ademas del uso en la medicina tradicional, podria considerarse un alimento

funcional, ya que su sabor no es desagradable.

Hasta ahora, el extracto de Juan mecate (Anredera cordifolia), parece inhibir el
dafio causado por la arafia Loxosceles apachea en rifién e higado, para la plena
confirmacién de su uso para casos delicados como este, es necesario realizar
mas experimentos, asi como la determinacion de la dosis y forma de aplicacion

mas adecuada.
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8. RECOMENDACIONES:

>

Seria muy Uutil, la realizacion de mas estudios para establecer cudl es el
comportamiento de esta planta en la produccion de metabolitos secundarios

tiles en diferentes condiciones en que puede desarrollarse.

Asi como la determinacion del contenido de la viscosidad que se forma
cuando estd en contacto con el agua y cuando se muele la hoja fresca,
establecer asi cual es la funcion de los compuestos que la forman en el efecto

medicinal de la planta.

Se considera que esta planta podria considerarse como un alimento funcional
por las caracteristicas que muestra, ademas de la ventaja que representa su facil

propagacion y crecimiento.

Para la curacion de la mordedura de la arafia Loxosceles apachea no existe
anti veneno, solo sabremos si esta podria considerarse una buena opcion

generando mas informacion.

Es deseable seguir realizando estudios para confirmar el uso de esta planta en

otros paises como reguladora de azlcar en la sangre.
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