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1 RESUMEN

Las especies del género Aristolochia tienen distribucion cosmopolita. A varias de estas
especies se les atribuyen propiedades medicinales, en particular en el tratamiento de
mordeduras de serpientes venenosas; es decir, como alexitére y puede incluir actividad

antinflamatoria, analgésica, neutralizante del veneno, anti-edema, antibacterial, entre otras.

El objetivo de este trabajo consisti6 en realizar un estudio: etnoboténico, quimico y
farmacoldgico de Aristolochia grandiflora. Para ello, se realiz6 una revision bibliogréafica del
género Aristolochia, observando que en México su uso ethomédico abarca al 94 % de las
especies reportadas en el territorio nacional. Aristolochia grandiflora es una de las especies
mas importantes ya que se utiliza en varios estados de la republica con actividad alexitére, y

para este fin se utiliza la raiz y el rizoma de dicha especie.

Con base en lo anterior se colect6 esta especie para analisis fitoquimicos y farmacologicos,
en especial para determinar su posible efecto antiinflamatorio. Algunos compuestos lipidicos
entre los que destaca el &cido palmitico, el cual en un analisis in silico inhibe la actividad de la

fosfolipasa A2 (PLA?), y con ellos presentando actividad antiinflamatoria.

El analisis fitoquimico se realizO mediante extraccion con disolventes organicos. El
fraccionamiento del extracto MeOH se realiz6 mediante dos métodos (acido-base y base-
acido). Las fracciones se analizaron por CCF, GS/MS y RMNH*, y se compararon con el acido
aristoloquico 1, determinando con ello que el ejemplar colectado no presenta este compuesto;
sin embargo, presenta de manera abundante compuestos lipidicos: ésteres de acidos grasos
saturados y no saturados, entre los que destaca la presencia del acido palmitico, esteroles y

terpenos.

Se determind la actividad antiinflamatoria de los extractos, de las fracciones y compuestos,
mediante el modelo de 13-acetato de 12-tetradecanoilforbol (TPA) y mieloperoxidasa (MPO);

asi como el modelo de carragenina.

Los resultados del modelo de TPA-MPO sugieren, que el efecto antiinflamatorio de la especie
se debe al acido palmitico encontrado en la fase organica 3 (FO3). Sin embargo, no se
presento esta actividad en los extractos. El extracto FO3 presentd un porcentaje de inhibicidn
del 77% a una concentracion de 0.31 mg/oreja, mientras que el &cido palmitico presento una
ICs0 de 0.99 mg/oreja en el modelo de TPA y en el modelo de MPO de 0.75 mg/oreja.
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En el modelo de carragenina se determiné que el extracto no presenta actividad
antiinflamatoria a las 24 horas; en la administracion del extracto de manera subplantar (100
mg/mL) y oral (1, 10 y 100 mg/mL), medido con vernier. Sin embargo, se presento el efecto

inflamatorio en la zona subplantar a estas concentraciones.

El 4cido aristoléquico 1 no present6 actividad antiinflamatoria en los modelos farmacoldgicos

empleados, contrario a lo esperado y reportado por varios autores.

Con ello podemos concluir que A. grandiflora presenta un efecto antiinflamatorio, por la
presencia del &cido palmitico aplicado de manera topica.



1.1 ABSTRACT

The species of the Aristolochia genus has wide distribution. Several of these species are
attributed medicinal properties, particularly in the treatment of poisonous snakebites; that is, as
alexitere and may include anti-inflammatory, analgesic, neutralizing the poison, anti-edema,

antibacterial, among others.

The objective of this work was to carry out a study: ethnobotanical, chemical and
pharmacological of Aristolochia grandiflora. To do this, a literature review of the Aristolochia
genus was conducted. In Mexico its ethnomedical use covers 94% of the species reported in
the national territory. A. grandiflora is one of the most important species since it is used in
several states of the republic with activity alexitere, and for this purpose the root and rhizome

of species are used.

Based on the reviewed information, this species was collected for phytochemical and
pharmacological analyzes, especially to determine its possible anti-inflammatory effect. Some
lipid compounds, among which palmitic acid stands out, inhibits, in an in silico analysis, the
activity of phospholipase A2 (PLA), and with them presenting anti-inflammatory activity.

The phytochemical analysis was carried out by extraction with organic solvents. The
fractionation of the MeOH extract was carried out by two methods (acid-base and base-acid).
The fractions were analyzed by TLC, GS / MS and RMNH *, and compared with the aristolochic
acid 1, determining that the collected sample does not present this compound; however, lipid
compounds are present: esters of saturated and unsaturated fatty acids, sterols and terpenes.
The anti-inflammatory activity of the extracts, the fractions and compounds was determined by
means of the 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) and myeloperoxidase (MPO)

models; as well as the carrageenan model.

The results of the TPA and MPO models suggest that the anti-inflammatory effect of the species
is due to the palmitic acid found in organic phase 3 (FO3). However, this activity was not
presented in the extracts. The FO3 extract showed a percentage of inhibition of 77% at a
concentration of 0.31 mg/ear, while palmitic acid showed an IC50 of 0.99 mg/ear in the TPA
model and in the MPO model of 0.75 mg/ear.

In the carrageenan model it was determined that the extract does not present anti-inflammatory

activity at 24 hours; in the administration of the extract footpad (100 mg / mL) and oral (1, 10




and 100 mg / mL), measured with vernier. However, the inflammatory effect was presented in

the footpad zone to these concentrations.

The aristolochic acid 1 did not present anti-inflammatory activity in the pharmacological models

used, contrary to what was expected and reported by several authors.

With this we can conclude that A. grandiflora has an anti-inflammatory effect, due to the

presence of palmitic acid applied topically.



2 INTRODUCCION

La inflamacion es una caracteristica de muchas enfermedades, principalmente las que se
encuentran asociadas al sistema oseo muscular (Rodriguez, J. L. 2004). A demés de
representar un mecanismo de defensa para patdgenos y venenos de animales, como lo

presentes en las serpientes.

En la actualidad existen varios medicamentos antiinflamatorios no esteroideos que se
caracterizan por inhibir la ciclooxigenasa. Sin embargo, estos medicamentos presentan varios
efectos adversos, principalmente gastropatias. Es por ello, que es necesaria la blusqueda de

nuevos farmacos que presenten menos efectos adversos.

Una de las fuentes importantes para la blusqueda de nuevos farmacos, son las plantas. Se
estima que entre 5 mil y 20 mil especies se utilizan en la medicina tradicional mexicana para
tratar alguna afeccién. Sin embargo, muy pocas de estas especies que poseen estudios
fitoquimicos y farmacolégicos formales (Mata, R. 1993).

Este estudio integra el conocimiento tradicional del género Aristolochia, basandonos en el uso
y distribucion de cada una de las especies presentes en la Republica Mexicana. Para
posteriormente realizar estudios fitoquimicos y farmacoldgicos, con la finalidad de encontrar

nuevas moléculas responsables de la actividad antiinflamatoria de Aristolochia grandiflora.



3 ANTECEDENTES
3.1 GENERO ARISTOLOCHIA
3.1.1 BOTANICA

Los integrantes de la familia Aristolochiaceae se caracterizan por ser hierbas, lianas y
ocasionalmente arbustos, sus hojas son alternas, espirales y enteras con venacion palmeada,
lobadas y con puntos translucidos, sin presencia de estipulas. Las flores son bisexuales,
radiales o bilaterales, con 3 sépalos, connados en ocasiones bilaterales, tubulares; se
encuentran en posicion axial, solitaria 0 en racimos, su fruto se presenta en forma de capsula.
Muchas de las especies se cultivan por la curiosa forma de sus flores y sus hojas
frecuentemente variegadas, ademas de que se le atribuyen propiedades medicinales, en
especial las pertenecientes a los géneros Asarum y Aristolochia (Judd, W., et al. 2007;
Heywood, V., 1985).

El género Aristolochia posee 550 especies que se distribuyen desde Asia suroriental hasta el
norte de Australia, India, Sri Lanka, el cercano Oriente, Africa y Europa meridional; en el
hemisferio occidental, desde el sur de Estados Unidos hasta el centro de Argentina y Chile

(Gonzalez, F. 1990). En México se encuentran 65 especies de este género (Kelly, L. 2000).

3.1.2 ETNOBOTANICA

Al género Aristolochia se le atribuyen propiedades medicinales en diversas partes del mundo,
principalmente en China. Otros paises de Eurasia en donde se utiliza este género con fines
medicinales son: Japén, India y Espafia (Escuela Superior de la Medicina Tradicional China,
2017; Revista de Fitoterapia 2000, Flora de Guinea, 2017).

En América Latina se reporta su uso en Nicaragua, Colombia y México en donde el principal
uso reportado es inhibir los efectos causados por mordedura de serpientes venenosas (Cook,
K. 2001; Flora de Colombia, 1990; Flora de Norte América, 2017).

3.1.3 QuimICcA

Las especies de la familia Aristolochiaceae, y en especial del género Aristolochia, se
caracterizan por la presencia de &cidos aristoloquicos, los cuales estan formados por un

fenantreno, un acido carboxilico y un grupo nitro (Figura 1). Se han descrito once tipos de
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acido aristoloquicos con diferentes sustituyentes en los carbonos 2, 6, 7 y 8 del fenantreno
(Houong Thi Bich & Li-Li Hsiao 2008).

Figura 1. Estructura de los acidos aristoléquicos, sustituyentes en los carbonos 2, 6, 7 y 8.

Algunas especies en donde se ha encontrado el &cido aristoloquico son: A. serpentaria (Mors,
W., et al. 2000); A. indica (Bhattacharjee, P. & Brattacharyya D. 2013); A. trilobata (Coe, F. &
Anderson G. 2005); A. shimadai (Gomes, A. et al. 2010); A. bracteolata (Shirwaikar, A. et al.
2003); A. cordiflora, A. rigens, A radix (Reyes-Chilpa, R. & Jiménez, M. 1995) y A. maxima
(Claro, R. et al. 2007)

Las aristolactamas (Figura 2), son compuestos derivados del acido aristoléquico cuya

diferencia es el grupo amida (Li-Shian Shi, et al 2004). Su presencia se ha corroborado en: A.
elegans (Li-Shian Shi, et al. 2004); A. auricularia (Houghton, P. & Ogutveren, M. 1991); A.
foveolata (Yann Lu Leu, Yu-Yi Chan & Tian-Shung Wu. 1998); A. kankauensis (Tian Shung
Wu et al. 1994) y A. esperanzae (Pacheco, A. et al. 2010).
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Figura 2. Estructura de las aristolactamas

Otros compuestos encontrados son: terpenos A. indica (Perumal R. et al. 2008); sitoesterol y
estigmasterol en A. serpentaria (Mors, W., et al. 2000) y A. trilobata (Coe, F. & Anderson G.
2005); taninos, compuestos fendlicos, alcaloides, saponinas y flavonoides glicosilados (Figura
3) en A. bracteolata (Shirwaikar, A. et al. 2003).
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Figura 3. Compuestos presentes en el género Aristolochia. Estructura general de: A) Esteroles, B) Taninos, C)
Fenoles, D) Alcaloide, E) Saponinas y F) Flavonoides

En el extracto hexanico de A. longa (Dhouioui, M. et al 2016) se encontraron 4cidos grasos:
acido palmitico, estérico, caprico, laurico, araquidico, behénico, oleico, palmitoleico, linoleico,
linolénico y tecofenol (vitamina E).

3.1.4 EL GENERO ARISTOLOCHIA COMO ALEXITERE

Como se menciond anteriormente, a la familia Aristolochiaceae se le atribuyen propiedades
medicinales. Uno de los principales usos, especificamente del género Aristolochia, es su
propiedad alexitera (Heywood, V., 1985). El termino alexitere se refiere a la capacidad de
contrarrestar el veneno de un animal (principalmente serpientes) y los efectos que producen
(Reyes-Chilpa, R. & Jiménez, M. 1995).

En México, el Centro Nacional de Vigilancia Epidemiolégica y Control de Enfermedades, 2016
report6 3,941, mordeduras de serpientes. La familia de serpientes Viperidae se caracteriza por
tener un veneno de efecto inflamatorio, necrosante, coagulante o hemorragico, estos venenos
presentan diversas toxinas y enzimas: fosfolipasas, proteasas, miotoxinas y L- aminoé&cido-

oxidasa que afectan multiples procesos fisioldgicos (Prada, E. & Murillo, J. 2009).

La fosfolipasa mas importante dentro de la familia Viparidae es la A2 (PLAy), la cual esta

involucrada en el proceso inflamatorio, ya que libera acidos grasos de la membrana




fosfolipidica, dando lugar a mediadores lipidicos inflamatorios como los leucotrienos. Cuando
los &cidos grasos estan en contacto con el acido araquiddnico, éste da lugar a distintos
eicosanoides: ciclooxigenasas, prostaglandinas, tromboxanos Yy lipoxigenasas (Ho, P.C. &
Orange, R.P. 1978; Murakami M. et al. 2011; Yedgar, S. et al. 2006; Ariel. A. & Serhan, C. N.
2007).

La liberacién de acidos grasos de la membrana por las PLA, puede ocasionar lisis celular y
gue las células endoteliales desarrollen una serie de vesiculas y reduzcan su grosor, hasta el
punto de causar disrupcion de la membrana de la mitocondria (Marufiak, S. L. et al. 2010).
Otras actividades que ejercen las PLA; de la familia Viparidae son: neurotéxicas, miotoxicas
efecto anticoagulante, hemorragico, inhibicion de la agregacién plaquetaria y convulsivo (Inga,
R., et al. 2010; Carvalho, B.M.A., et al. 2013).

Con base en los efectos del ataque ofidico y enzimas implicadas, asi como el hecho de que el
género Aristolochia posee acidos aristoléquicos, se realizd una revision del papel del acido
aristoloquico en el tratamiento e inhibicién del veneno (Cuadro 1), en la que se destacan las
principales actividades probadas: inhibicién de la PLAz:anticoagulante e inhibicion del edema,
aungue también se ha estudiado la inhibicién de la letalidad y la inhibicion de la cascada de
sefializacién del acido araquidonico (implicada en el proceso inflamatorio).

Cuadro 1. Propiedades alexiteres del género Aristolochia y de los 4cidos aristoléquicos (AA)

. Material Actividad ENAIMEL @ Dosis o
Cita . sustrato ., Efecto
examinado Probada i~ concentracion
utilizado
DL50 Hemgrragl
PLA: de: Sin | Con| Sin Co
n
ext | ext | ext
ext
Trimeresurus 28| 46 0.03 | 17. En general el
Extracto de (Inhibicion de la granineus, : 5 5 extracto
Tsai, L.etal Aristolochia letalidad DLso) T 0.07 aumenta la
1975 rafjlx (= A y hemorragia mucrosquamatus 55| 38 5 8 _ D_Lso y
shimbadai) (H) . disminuye la
Agk|Str0d0n 8 6 104 002 26 hemorragia_
acutus : 8 6
Bungarus 0.8 | 0.7 0 0
multicinctus 8 5
. . 0.9 3.6
Naja naja 5 2 | 3.63 3
Aumenta la
Vishwanath, Inhibicién del PLA: de o energia de
. Inhibicién del edema  activacion de
B. S. et al. AA edemay de la Trimeresurus TEV PL-X a 20 la PLA
1987 Hemolisis flavoviridis H9 : =
interaccion
1:1
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. Material Actividad Dosis o
Cita : sustrato . Efecto
examinado Probada . concentracion
utilizado
Vishwanath H. directa =20uM
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Rosenthal, M. Movilizacion del  PLA de 100 uM inhibe 50%  COM© tiempo,
D. & : e . inhibe la
. AA Araquidonato neutroéfilos de araquidonato y al . )
Vishwanath, en neutrofilos humanos re-incubarlo 50uM sintesis de
B. S., 1989 P H eicosanoides,
inhibe el Ca?*
Rosenthal, M., Mov. del
Lattanzio, K. .' Neutrofilos 200uM inhibe el 70%
AA araquidonato -
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Efecto 10M inhibe la
anticoagulante .
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en sangre de I tari o
ratas plaquetaria Inhibicién la
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- 150 pg (60%) > PLA2 r’: o I“,
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vascular en permeabilidad a
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: Material Actividad Dosis o
Cita . sustrato - Efecto
examinado Probada e concentracion
utilizado
en células Fracc de 188+24 a
epiteliales 134+32
Inhibicion
el
Satish, S. et AA plaguetaria en PLA:z de Naja Veneno-AA de 1:1 a mavor
al. 2004 sangre rica de naja (NND-1V) 1:100 mole/mole yor -
laquetas concentracion
P de AA pero -
30%
CLso 4.9 (extracto de
raiz), 1.4 (extracto de
o _ semillas) y 20.2 AA1 en raices
Actividad toxica pg/mL (extracto de
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salina. Clso= 1.4, pg/mL de
AA1,10.8 de AA2 y
. 168.9 pg/m AAS.
Alali, F. Q. et A. —
add mg/mL AA2 semillas
AA 0.40 mg/mL, Y hojas.Los
Inhibicion de la 100% Adicion: AA1, 2 €Xtcon AAL
agregacion y AA3 85.3%. AA2y AA3a
plaquetaria -Agregacion: AA 0.20
mg/mL, AA1 (39.5%),
AA2 (75.8%) y AA3
(100%)
Das, R., et al. A indica Inhibicién del  Heteropneustes 10mg/Kgla H de 4 pL
2010 ' edema fossilis (pez) a8 L
PLA:z de Naja T I
Inhibicion de la naja, mgieg via oral.
DLso super-vwenmaoa las
Daboia russelli 48 h del 80%
Sakthivel, G., A. inhibicion de  ©'Ae POt de I eraceid
etal. 2013 bracteolata PLA2 9 nteraccion
caeruleus con el sitio
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Inhﬁggzﬂs?se 2 N. naja, I1Cs0 386 pg bloqueando la
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peréxido MMT ICs0 74.05 pg
. . : D. russelli, + tiempo
Bhattacharije, Supervivencia _ de superv 148 + 63
P.& - en ratas, PLA:2 de Daboia .
A. indica RN, : mins a 190 + 80, pre
Bhattacharyya inhibicion de russelli .
D. 2013 peréxidos incubado aumenta 24
N ha 50:1 AA-PLA2
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COX, PLA,
Hermann, P. peroxidacion Inhibicion de
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. Material Actividad ErAImEL @ Dosis o
Cita . sustrato ., Efecto
examinado Probada . concentracion
utilizado
(caracol) por
laminarina
10ug/mL, extracto de
Inhibicién de la petréleo (68%),
IL6 diclorometano (78%)
Desai, D., et e y AcOEt (66%)
7 A. indica
al. 2014 AA1l, ICso de
Inhibicion de la 116.8+83 uM
TNFa AA2, concentracion >
100 pM.

3.2 Aristolochia grandiflora Sw.

3.2.1 DESCRIPCION BOTANICA

Sinénimos: Aristolochia arborescens L.; A. cordiflora Mutis ex Kunth; A. foetens Lindl.; A.
gigantea Hook; A. gigas Lindl.; A. gorgona M. A. Blanco; A. grandiflora Duch; A. pichinchensis
Pfeifer, A. tupilulensis Beutelsp.; Howardia foetens (Lindl.) Klotzsch; H. gigantea (Mart.)

Klotzsch; H. grandiflora (Sw.) Klotzsch.

Aristolochia grandiflora es un bejuco glabrescente, el peciolo 5-11.5 cm de largo, lamina
entera, ovada o anchamente ovada de 6-20 cm de largo y 6-16 cm de ancho. Presenta un
pedunculo floral de 12- 23.5 cm de largo, incluido en el ovario con una bractéola perfoliada
circular. Limbo floral unilobado, anchamente obovado a eliptico, apéndice cintiforme de 7-150
cm de largo y 1-2.5 cm de ancho, ovario clavado e hipanto no evidente. Ginostemo de 1-1.6
cm de largo y de 4.7-7 mm de didmetro, con anteras lineales. Capsula cilindrica de 13-15.5
cm de largo y de 3.2-3.5 cm de didmetro de mutica, redonda, semillas anchamente ovoides de

1-1.3 cm de largo y de 1-1.2 cm de ancho, planas no aladas (Gonzalez, F. 1990) (Figura 4).

Esta especie florece todo el afio, y se encuentra en selva alta perennifolia, vegetacion
secundaria derivada de esta y en vegetacion riparia. En México se le encuentra en los estados
de Campeche, Chiapas, Quintana Roo, Tabasco, Veracruz y Yucatan, ademas de distribuirse
en el Centro América (Guatemala a Panamd), Las Antillas, hasta Colombia y Ecuador (Lopez-
Miranda, D. Y, 2013; Ortega, J. F. & Ortega, R. V. 1997).
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Martinez, M. (1979) y Diaz,J. (1976), reportan a esta especie como medicinal. Principalmente
para tratar enfermedades reumaticas, cefaleas, abscesos y para contrarrestar el veneno de

animales ponsofiosos como serpientes y viboras.

3.2.2 QuiMICA

De acuerdo con la revision bibliografica efectuada, esta especie carece practicamente de
estudios quimicos. Lépez-Miranda, D. Y. (2013), por la técnica de CG/MS del extracto
metandlico de A. grandiflora, encontré 14 compuestos de baja polaridad (Cuadro 2).

Cuadro 2. Compuestos reportados para A. grandiflora. (L6pez-Miranda, D.Y. 2013)

Compuesto RT Compuesto RT
(segundos) (segundos)
1,2,5-cicloheptatrieno 111.256 (4.1.0) Heptano, 1-metil, 4 (2 577.806
metiloxiranil)-7-Oxabiciclo

4 hidroxi-4-metil-2-pentanona 153.206 Acido nonanoico 584.406

Acido carbamico, fenil éster 259.656 Acido tridecanoico, metil éster 597.356

2,6-diol, 2,6-dimetil 3,7- 337.856 1,2-15,16 Diepoxihexadecano 600.806
octadieno

3-Metoxihex-1-eno 537.456 Acido 1,2- bencenodicarboxilico- 608.756

dihexil éster

1-2,2-dimetilciclopantenil- 545.006 Acido palmitico 625.056
etanona

Dihidromirceno 546.606 5,7- dodecadieno, (Z, Z2) 666.306
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Figura 4. Aristolochia grandiflora Sw. Realizado por Dominguez De la Torre, A. 2016

14



3.3 INFLAMACION

La inflamacién es un mecanismo de defensa ante patdgenos, cuya finalidad es restaurar la
estructura y funcionamiento del tejido afectado por una lesion o una infeccion. En los casos en
gue la inflamacion se dé por una infeccion, y esta persista, es posible que la inflamacion aguda
pase a ser cronica (Rang, H. et al. 2015).

En la respuesta inflamatoria, las células y los mediadores interactian entre si, mediante la
formacion de capilares y vasos alrededor del tejido lesionado, provocando el aumento del flujo
sanguineo al sitio de lesién y enrojecimiento. Los leucocitos migran desde los vasos hacia los
tejidos lesionados para eliminar la infeccion y reparar el tejido. Los neutréfilos se encuentran
en gran medida en esta respuesta inflamatoria temprana, mientras que los monocitos se

encuentran después de las 24 horas (Rang, H. et al. 2015; Goldan, D. et al. 2001).

Una vez que empieza el proceso de reparacion y cicatrizacion de los tejidos lesionados, se
termina el proceso de inflamacién aguda, pero si este proceso no se detiene, se produce una

inflamacién crénica (Goldan, D. et al 2001).

3.3.1 MEDIADORES DE LA INFLAMACION

Los principales mediadores de la inflamacion son:

Histamina: inicia la respuesta inflamatoria, se sintetiza y se almacena en los granulos de
mastocitos y basinéfilos. En la piel produce enrojecimiento y eritrema, el enrojecimiento es el
resultado de la vasodilatacién de las arteriolas y los esfinteres pre capilares. El eritrema se da
por la estimulacion de las fibras nerviosas sensitivas que liberan vasodilatadores (Rang, H. et
al. 2015; Goldan, D. et al. 2001).

Citocinas: regulan la funcién leucocitaria, afectan la proliferacion y funciéon de la respuesta
inflamatoria e inmune. Las principales citosinas son las interleucinas y TNF, las cuales son
secretadas por las células hematopoyéticas en respuesta a la inflamacioén aguda (Goldan, D.
et al. 2001).

Eicosanoides: Son los mediadores y moduladores mas importantes en la inflamacion, el

principal precursor es el acido araquidénico que se encuentra esterificado en la membrana
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plasmatica y es liberado por la PLA; citosolica. Los principales eicosanoides son (Rang, H. et
al. 2015; Goldan, D. et al 2001):

1. Ciclooxigenasa de acidos grasos (COX), en humanos se encuentran las isoformas
COX-1 y COX-2, ambas son enzimas glicosiladas. La COX-1produce prostanoides
como reguladores homeostaticos en respuestas vasculares, equilibrio del flujo
sanguineo renal y gastrointestinal, asi como el acido gastrico. La COX-2 se produce
durante los estimulos inflamatorios, fiebre, dolor, estrés renal, ovulacion, placentacion
y contracciones uterinas. Ambas COX pueden transformarse en diferentes

prostanoides que se encuentran en los macréfagos, neutrofilos y mastocitos

Los prostanoides mas importantes son las prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos.

Las prostaglandinas: son importantes en el proceso inflamatorio y en numerosos procesos
patolégicos, se dividen en 3 subseries: PG1, deriva del precursor del acido araquidonico
(DHGLA); PG2, son derivados directos del acido araquidénico; y PG3, derivado del &cido EPA.

La prostaciclina mas importante es el PGI2, ya que es el primer eicosanoide que se encuentra
en el endotelio vascular debido a su funcibn de vasodilatador y vasodilatador. Otra

prostaciclina importante, es el PGE2, ya que esta activa a los leucocitos.

El tromboxano TxA2, es el principal producto eicosanoide de las plaquetas, que emite sefiales
a través de las proteinas G transmembranales (GPCR). Es un potente vasoconstrictor y

promotor de la adhesion y agregacion plaguetaria.

2. Las lipoxigenasas producen leucotrienos y lipoxinas que se encuentran en plaquetas,
mastocitos y leucocitos, las principales lipoxigenasas son LOX-5, LOX-12 y LOX-15
(Rang, H. et al. 2015; Goldan, D. et al 2001).

Entre los leucotrienos se encuentra el LTB4, que es un potente quimiotactico para los
neutréfilos y los macréfagos. En los neutréfilos incrementa la expresion de moléculas de
adhesién de la membrana, la produccién de radicales libres de oxigeno y liberacion de enzimas

granulares, ademas de regular la funcién lisosémica neutrofilica.

Las lipoxinas finalizan el proceso inflamatorio, regulan la migracion de neutréfilos y estimulan

la captacién y eliminacién de células apoptéticas: revolvinas, pro lectinas y maresina.
S —
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3. Las epoxigenasas del citocromo P450 oxigenan el acido araquidénico provocando la
formacion de EET que son importantes en los tejidos que no expresan COX y LOX
Rang, H. et al. 2015; Goldan, D. et al 2001).

3.3.2 MEDICAMENTOS ANTIINFLAMATORIOS
3.3.2.1 MEDICAMENTOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS

Los medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINE's) son medicamentos no
esteroideos inhibidores de la ciclooxigenasa, se recetan para aliviar los sintomas de la fiebre,
dolor e inflamacién aguda y ocasionalmente crénica. La mayoria de los AINE, con excepcion
del &cido acetil salicilico, inhibe de forma competitiva y reversible la COX, justo en el canal
hidréfobo donde se enlaza al acido araquidénico. Estos farmacos inhiben la respuesta

inflamatoria pero no necesariamente revierten el proceso inflamatorio.

La actividad antiinflamatoria de los AINE’s se debe a la inhibicion de COX-2 que ocasiona
vasodilatacién y edema, ademés de inhibir la liberacion de citoquinas, la migracién de
leucocitos, enzimas lisosOmicas y especies reactivas de oxigeno. He incluso, inhibe

concentraciones de PGE2 (principalmente en el cerebro).

Los efectos adversos se deben en su mayoria a la inhibicion de COX-1 afectando la funcién
citoprotectora, ocasionando gastropatia (dafio sistémico al recubrimiento gastrointestinal,
debido a la disminucion de la sintesis de prostaglandinas por parte de la mucosa, ulceracion
de la mucosa por la inhibicion de PGE2), ademas de isquemia renal, necrosis papilar, nefritis
intersticial e insuficiencia renal (por la inhibicion de PGE2 y PGI2), pueden también
relacionarse con riesgo cardiaco. Los efectos digestivos graves provocan la hospitalizacion de
mas de 100,000 personas en Estados Unidos, y un 15 % fallece por enfermedades
iatrogénicas. Los AINE’s causan a si mismo lesiones en el intestino delgado, aungque no esta
claro si dependen de las acciones sobre COX. También inhiben la sintesis de tromboxanos lo

gue puede ocasionar sangrado, retencion de sal, agua e insuficiencia renal.

Los AINE’s pueden presentar efectos adversos sobre la piel, desde erupciones leves, urticaria
y fotosensibilidad, hasta problemas como el sindrome de Stevens-Johnson. Los efectos
cardiovasculares elevan la presion arterial por lo que predisponen a padecer complicaciones

cardiovasculares como infarto al miocardio.
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Otras consecuencias de este grupo de medicamentos: es el efecto cruzado por una infeccién
virilica preexistente y sensibilizante al sistema nervioso central, alteraciones en la medula ésea

y trastornos hepaticos (Rang, H. et al. 2015; Goldan, D. et al 2001).

3.3.2.2 INDOMETACINA

Histéricamente la actividad antiinflamatoria de la indometacina se descubrid al tratar el edema
subplantar causado por la administracion de carragenina en ratas. Se ha observado, que la
indometacina es efectiva para tratar la poliartritis en el mismo modelo (Winter, C. A. et al.
1963).

La indometacina inhibe la actividad de la ciclooxigenasa y la sintesis de prostaglandinas y
tromboxanos, por lo que es utilizada en humanos como analgésico, para tratar el reumatismo

y como antipirético.

Los efectos secundarios que presenta este farmaco son similares a los demas AINE’s, entre
ellos se encuentran: nausea, vomito, dolor abdominal, Ulceras en el intestino, hemorragia
gastrointestinal, gastritis, dolor de cabeza, mareo, depresion, ansiedad, vértigo, fatiga,
debilidad muscular, contracciones musculares involuntarias y convulsiones (Montpellier,
1999).

3.3.3 ACIDOS GRASOS CON ACTIVIDAD INHIBITORIA DE PLA>

Algunos acidos grasos presentan actividad antiinflamatoria. El estudio realizado por Wen-
Cheng, H. et al 2014, sefialan que el acido laurico y el acido caprico poseen actividad
antiinflamatoria inhibiendo la activacion de NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas, implicada en respuesta celular a estimulos de estrés)
y la fosforilacién de las MAP quinasas en un modelo de Propionibacterium acnes induciendo
la inflamacion en oreja de ratén e in vitro en sebocitos SZ95 humanos y monocitos THP-1

tratados con P. acnes solo en presencia de acidos grasos.

Como se describe en la patente de Horrobin, D. & Finnen, M. (1993), el acido graso 18:4 cis
6,9,12,15-octadecatetraonico (18:4 n-3, SA), inhibe la PLA; de piel humana y macréfagos de
rata a una ICso de 37+3uM y 52+8uM respectivamente. Otros acidos grasos analizados con

actividad inhibitoria de la PLA, se observan en el cuadro 3:
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Cuadro 3. Actividad de acidos grasos en PLA:, (Horrobin, D. & Finnen, M., 1993).

ICs0, PLA; humana uM PLA, rata uM
Acido linoleico 85+5
Gamma linolénico 52+3
Alfa linolénico 4516 75+-9
Dihomo-gama-linolénico 61+5 71+-11
20:558,11,14 45+8 65+-8
eicosatetraendico
20:2 cis 11,14 87+6 100

eicosadiendico

En un estudio similar realizado por Ballou, L. R. y Wai Yui Cheung (1985), se analizé la PLA;
extraida de plaquetas humanas por columna DAEA de celulosa. Se observé una fraccion
inhibitoria de la PLA, compuesta por acidos grasos, la cual se analizé por CC+F y CG.
Posteriormente, se observé que PtdCho (fosfotidilcolina) inhibié la actividad enzimética en un
50 % a 40 pM y en un 95 % a 102 M. Se analizaron también otros &cidos grasos saturados e
insaturados, los acidos grasos saturados: acido palmitico, &cido estérico, inhiben la accion de

la PLA; cerca de un 25 %; sin embargo, el acido araquidico inhibe en un 40 %.

Los &cidos grasos insaturados analizados que inhibieron la actividad de la PLA; fueron:
palmitoléico, oléico, linoléico, linolénico, araquiddnico, docosatetraendico, docosahezaendico
con una ICsp de 2x10° M a excepcion del acido oléico que fue de 2X107 M, siendo estos mas
potentes que los acidos grasos saturados. La potencia de estos acidos grasos fue: acido oléico
< acido docosatetraendico< &cido linoléico<docosahexaenoico < acido linoléico < acido
palmitoléico < acido araquidénico. Se observé que la actividad enzimatica maxima del acido
linolénico fue del 40 % pero no fue competitiva a 1 UM a concentraciones de PtdCho como
sustrato de 1-20 uM, cabe mencionar que el PtdCho sin el &acido linolénico no presenta

actividad inhibitoria de la PLA, a estas concentraciones.

3.3.3.1 ACIDO PALMITICO

Aparna et al. (2012), analizé el efecto del acido palmitico para inhibir la PLA2 en un modelo in
silico. Este estudio consistié en usar lecitina de soya como sustrato, 1mg/mL de PLA; con
acido palmitico disuelto previamente con DMSO/agua. Las concentraciones de la PLA; y el
acido palmitico fueron 1:10, 1:20 y 1:30 molar. En este experimento se observé que el acido
palmitico inhibe el sitio activo de la PLA, de manera competitiva con una ICso 43.26X 10° M.
Por analisis de rayos X se observo que la interaccion del acido palmitico con la enzima es

hidrofébica mediante puentes de hidrogeno formados fuera del sitio activo, para ello se
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necesitan 2 iones de calcio y 58 moléculas de agua. Con estos experimentos se determino

que el 4cido palmitico si inhibe la PLA..

Ju Younget, et al. (2010) estudiaron el efecto antiinflamatorio del &cido palmitico,
especificamente en la produccién de TNFa y IL6 que estimula la movilizacion de macréfagos
LPS peritoneales de raton. Se observé que los macréfagos LPS fueron inhibidos por el
tratamiento con acido palmitico de manera dosis dependiente, la produccion de TNFa y IL6
también fueron inhibidas a una concentracién de 100mM de &cido palmitico un 30.11+ 2.8 %

y 35.31+2.1 %, respectivamente.

En otro experimento realizado en este mismo estudio, se analiz6 el efecto del &cido palmitico
en la produccion de PGE2 con este mismo modelo, observando que se inhibe su produccion
cuando se pre trata con 10-100 mM de acido palmitico, teniendo una méaxima inhibiciéon a
100mM 42.31+3.4 %.También se observé que el acido palmitico inhibe el incremento de COX-
2 de manera dosis dependiente, ademas de inhibir NO (6xido nitrico) de manera dosis
dependiente cuando las células son pre-tratadas por 2 horas con &cido palmitico y 48 horas
antes con LPS (el cual estimula la expresion de macréfagos peritoneales), la maxima inhibicién
fue de 31.21+3.3 % (100 uM de &cido palmitico).

4 JUSTIFICACION

A la fecha no se ha investigado desde el punto de vista quimico y farmacoldgico las
propiedades atribuidas a Aristolochia grandiflora, en especial relacionadas con procesos
inflamatorios en mordeduras de serpientes venenosas, asi como en otros padecimientos como

aftas, reumatismo y golpes, etc.

5 HIPOTESIS

Los usos etnomédicos de A. grandiflora para el tratamiento de mordeduras de serpientes
venenosas, en especial procesos inflamatorios, tendran sustento quimico y farmacoldgico, por
lo cual se podra aislar e identificar compuestos con actividad antiinflamatoria en modelos

murinos.
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6 OBJETIVOS
General:
¢ Realizar un estudio etnobotanico, quimico y farmacoldgico de Aristolochia
grandiflora.
Particulares:
e Compilar los usos etnomédicos y distribucion de las especies del género
Aristolochia con base informacion bibliogréfica y de herbario.
e |dentificar los compuestos presentes en Aristolochia grandiflora, en particular

determinar el contenido de acido aristoléquico.

o Determinar si los extractos y los compuestos aislados poseen propiedades
antiinflamatorias.
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7 MATERIALES Y METODOS

7.1 REVISION DE LA ETNOBOTANICA DEL GENERO ARISTOLOCHIA

Se realiz6 una revision bibliogréfica, en la que se consultaron fuentes histéricas, articulos de
investigacion, bases de datos, libros, tesis y fuentes etnobotanicas, asi como los herbarios
MEXU, FCME y ENCB.

La informacién obtenida se trabaj6 de la siguiente manera:

1. Se consulté la pagina de Missouri Botanical Garden (2017) para corroborar que el
nombre taxonémico reportado sea correcto, con base a los criterios taxonémicos APG
IV (2016).

2. De cada unade las 61 especies, se identifico: uso, distribucion, nombre comun, la parte
usada y la forma de preparacion, esta Ultima en el caso de los usos ethomédicos.

3. Se catalogaron los usos etnobétanicos y ethomédicos reportados de acuerdo con el
Cuadro 4:

Cuadro 4. Clasificacion de las aplicaciones etnomédicas de las especies de Aristolochia.

Actividad/ Actividad/
Sistema Problema a tratar/ Sistema Problema a tratar/
Uso Uso
Piquete de alacran Nervioso-Cardiovascular Cefalea
Alexitére Alexitére Oftalmico Problemas de los ojos

Mordedura de serpiente

Antipiretica-Analgesica

Auditivo

Problemas en los oidos

Oseo-muscular

Antirreumatico

Antiinflamatorio

Dolor muscular

Digestivo / Contrarrestar
el estreflimiento

Afrodisiaco Varias enfermedades
. . Ornamental, juguete,
. Antihemorragico Otros 4
Cardiovascular cuerda
Problemas del corazén
/ Problemas del embarazo
sangre
Dérmico Problemas de la piel Abortiva /Anticonceptivo
Enfermedades de
Dolor de estomago t " |
Reproductivo rasmision s??(ua
. o Favorece la fertilidad en
Antiespasmaddico .
la mujer
. 5 Antihelminticos Problemas menstruales
Digestivo

Varias enfermedades

Disenteria

Diurético

Respiratorio

Expectorante

Enfermedades de las vias
respiratorias
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Actividad/ Actividad/
Sistema Problema a tratar/ Sistema Problema a tratar/
Uso Uso
Problemas de la vesicula Toxico Toéxico
Endocrino Diabetes L. Problemas urinarios
- Urinario ”
Varias enfermedades Calculos renales
indrome de filiacion .
Si filact Enfermedad cultural Antitumoral
cultural
, . Varias enfermedades . .
Inmunolégico . . Animalario
infecciosas .
Varios Medicinal
e edicinal, no
NE No especificado e
especificado
Problemas del sistema .
Nervioso . Varias enfermedades
nervioso

7.2 COLECTA DE Aristolochia grandiflora Sw

Se colectaron 4 Kg de peso fresco raiz y rizoma de un ejemplar de Aristolochia grandiflora, el
dia 28 de junio del 2015, en la localidad de San Andrés Tuxtla, Veracruz; a 1.5 Km del campo
Militar n. 25, al poniente de la calle Juan de la Barrera (18°26°13” N 95°12°51” O) (Figura 5).
La vegetacion caracteristica del sitio es selva mediana perturbada, a orillas de un arroyo y
cerca de un cultivo de mango.

El material fue lavado con abundante agua y puesto a secar con focos de 60 W, para

posteriormente ser triturado con un molino automéatico, obteniendo 538.76 g.




Figura 5. Colecta de Aristolochia grandiflora Sw. 1. Fotografia frontal de la flor (Lépez-Miranda, A. Y.), 2. Fotografia
lateral de la flor. 3. Raiz y rizoma colectados.

Las flores colectadas se identificaron mediante la clave “Flora de Colombia”; las cuales se
prensaron en campo y posteriormente se herborizaron durante 8 dias, agregandoles CAPTAN
para evitar la contaminacién por hongos. Estos ejemplares fueron depositados en el herbario

del Centro Médico, IMSS, junto con 5 g de raiz y rizoma secos (ejemplar # 16250) (Figura 6).

Estado de Veracruz

Especie: Aristolochia grandiflora Sw.

Municipio;_San Andrés Tuxtla

Localidad:_ San Andrés Tuxtla, a 1.5 Km del campo Militar (Ejército nacional N. 25) al Poniente sobre
la calle Juan de |la Barrera

Altitud:300 m.s.n.m. Tipo de Vegetacidén: Selva perturbada, cerca de un cultivo de mango
Coordenadas: 18°26°13” N 95°12°51” O

Vegetacion asociada: Bejucos.

Informacién Ambiental: En la pared cerca de un Arroyo

Altura: Forma bioldgica: Bejuco

Abundancia: Reqgular

Flor: Coloracion blanca con venacion vino proveniente del centro de la flor

Suelo: De coloracién negra humedo con abundantes herbaceas

Nombre comun: Pato, Guaco.

Otros: Se encuentra cerca de cuerpos de agua.

Uso: Ornamental, Medicinal

Colector: Lépez Miranda Dulce Yehimi Numero de Colecta:

Determino: Fecha de Colecta: 28/06/2015

Figura 6. Ficha de colecta de Aristolochia grandiflora Sw.
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7.3 FITOQUIMICA
7.3.1 EXTRACCION

Con la finalidad de analizar si la planta poseia acido aristoléquico, se adquirié y utilizd acido
aristoloquico 1 (Sigma-Aldrich); como control positivo. Su identidad se corroboré por RMNH*

en el Instituto de Quimica, UNAM.

Los 538.76 g de planta seca (raiz y rizoma), se maceraron con disolventes organicos: por 2
semanas con 3 L de hexano (Hex); y 11 semanas con 3 L de hexano-metanol (Hex: MeOH) y
metanol (MeOH) por 11 semanas. Los extractos obtenidos se concentraron a presion reducida

con un rota vapor y se agruparon de acuerpo al disolvente utilizado.

Los extractos se analizaron por cromatografia en capa fina (CCF) para determinar la similitud
en los compuestos utilizando como control positivo acido aristoléquico 1. Las placas utilizadas
fueron de silica gel fase normal, las cuales se eluyeron con las fases méviles: 70:30 CH2Cl,-
MeOH, 83:17 CHxCl,-MeOH y 90:10 CH,Cl>-MeOH. Cada una de estas CCF se observaron a
luz visible, UV onda corta, UV onda larga y posteriormente reveladas con soluciones de sulfato
sérico al 1 % en &cido sulfurico 2N, Draggendorff, reactivo de Méarquis, reactivo de Wagner
(Apéndice 12.3).

7.3.1.1 FRACCIONAMIENTO DE COMPUESTOS NITROGENADOS

Se compararon dos tipos diferentes de extraccién de alcaloides, para extraer los &cidos
aristoloquicos de la planta. Las fracciones de ambos métodos se analizaron por Cromatografia
de Gases acoplado a Masas (CG/MS), (con el equipo Jeol, The AccuTOF JMS-T100LC).

METoDO 1

Se peso6 0.32 g del extracto MeOH: hexano, el cual se disolvié con 15 mL de CH.Cl; y se

colocé en un embudo de separacion con NH,OH al 1 % hasta obtener un pH de 9.

Se realizaron 3 lavados obteniendo asi la fase organica 1 (FO1) (inferior) y la fase acuosa (FA)
(superior), la FO1 se rompi6 la emulsion formada dejando caer gota a gota sobre un papel filtro
con sulfato de sodio anhidro. La FA se llevd a un pH de 3-4 con acido clorhidrico (HCI) al 1%
y se realizaron lavados con CHCl, hasta el agotamiento, obteniendo la Fase organica 2 (FO2)

donde se encontraran los acidos aristoloquicos y se secé con sulfato de sodio anhidro. Ambas
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fracciones se colocaron en la campana para su secado, y posteriormente se analizaron por los

métodos de CCF descritos anteriormente (Figura 7).

Esxt. MeOH 7
-Hewx + - +
CHaCly / » L MH,OH 1%, pH de 9

/A I." Fase orgénica (FIO)
Fase acunsa (F4) [ Fa | Fo

HCI 194, ,-' '3
/ H3-4

~—

Figura 7. Extraccién de &cidos aristoléquicos por el método 1, Lopez-Miranda, D. Y. 2013.

METODO 2

Se pes6 0.28 g (sin que se secara por completo) de Ext-MeOH y se disolvié con 1.5 mL de
acido sulfarico (H2.S0,) al 25 %, se le agreg6 2.5 mL de diclorometano (CH2Clz) y 7 mL de H,O
destilada, para posteriormente ser vertido en un embudo de separacion. Se separo la FA

(superior) y la FO1 de coloracion verde (Inferior).

La FA se le agrego hidroxido de amonio al 1 % (NHsOH) hasta llevar la disolucién a un pH de
9, su coloracién cambié a amarillo. A esta disolucién se le agrego acetato de etilo (AcOEt)
hasta el agotamiento para recuperar los alcaloides, obteniendo la FO2. La FA se le agrego

AcOEt: MeOH 3:1, para recuperar alcaloides poco solubles, obteniendo la Fase organica 3
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(FO3). Las FO1, 2 y 3 se secaron con sulfato de sodio anhidro y se colocaron en la campana
para su secado, obteniendo cristales en de cada una de las fases organicas. Se determinaron
los puntos de fusidn con el aparato Scorpion Scientific, y los cristales obtenidos de la FO1 se
analizaron por espectro de infrarrojo con el quipo Espectrofotometro IR Brucker Tensor 27
(Figura 8).

Los extractos sin cristales y secos se analizaron por CCF, método descrito anteriormente.

Ext. MeOH- ‘ |
Hex +
H2S04 al 25%. — —_— 2.5mL de CHaCly
/ PR Cristales
Fase orgamca (FO)
Fase acuosa (F4)
NH4OH

AcoEt

4 el | Cristales

FA FOg

+ ey | Cristales
AcoEt- MeOH 3:1

H_J

+

FaA

d
/
B

Figura 8. Extraccion de acidos aristoléquicos por el método 2.
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7.3.1.2 FRACCIONAMIENTO PLACA PREPARATIVA

Se aplicaron 184 mg del extracto de MeOH en una placa preparativa de 20 x 20 cm y un grosor
de 2 mm DG-Fertigplatten Sil G-200 UVz2s4, se eluyo 2 veces con CH2Cl2: MeOH 8:2 preparado
previamente y se observo a luz visible, UV onda corta, UV onda larga y 1 cm del extremo
derecho de la placa se revel6 con reactivo de Marquis. Esta observacidbn nos permitio
determinar 6 bandas, para separarlas de la placa preparativa.

Los compuestos de cada fraccidn se recuperaron eluyéndolas en MeOH: AcOEt 1:1 a vacio y
filtrdndolas por vacio en un kitasato. Una vez recuperadas se realizaron pruebas de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 1H y 13C, con el equipo Bruker Avance Ill con una
frecuencia de 300MHz, con disolventes CDCI3 y CD3OD. Los resultados obtenidos se

analizaron mediante el software Mestre Nova version 8.0.2.
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7.4 ACTIVIDAD BIOLOGICA

Se realizé el modelo antiinflamatorio por TPA y MPO en el laboratorio de pruebas bioldgicas
del Instituto de Quimica de la UNAM, a cargo del M.C. Antonio Nieto. Y el modelo
antiinflamatorio de carragenina en pata de raton se realizO en el laboratorio de Fito
farmacologia a cargo del Dr. Gil Magos.

7.4.1 EFECTO ANTIINFLAMATORIO EN EL MODELO DE TPA

Este experimento contd con el permiso del comité de bioética CICUAL-1Q-004-17. El método
consiste en pesar y anestesiar a los ratones de la cepa CD1 con pentobarbital aplicado por via
intraperitoneal. Posteriormente en la oreja derecha se aplico 10 uL de una concentracién de
2.5 pg/mL de 13-acetato de 12-tetradecanoilforbol (TPA) con una jeringa de HPLC y 20 L del
de la muestra a analizar: los extractos Hex y MeOH a 1mg, las FO1,2 y 3 del método de
fraccionamiento 2 a 0.31 mg, el &cido aristoléquico 1 a 3.1mg y el acido palmitico a una
concentracion de 0.031, 0.1, 0.31, 1 y 3.1 mg; como control positivo se utilizé indometacina a
0.31 mg. En la oreja izquierda se aplican 10 pL de etanol y 20 pL del vehiculo. Para el control
negativo se aplica en la oreja derecha 10 uL de TPA 'y 20 uL del vehiculo y la oreja izquierda
de la misma forma ya descrita (Figura 3). Los grupos ocupados fueron: para los extractos

consistieron en una n=3 y para los grupos de las fracciones con una n=4.

Después de 4 horas, que es cuando el TPA causa su maxima inflamacion, los ratones se
sacrifican por intoxicacion con didxido de carbono (CO.), se les cortan los I6bulos de las orejas
(con un sacabocados), se colocan en tubos Eppendor y se pesa la diferencia de los tubos
(Figura 9). Se realizé un analisis estadistico ANOVA de una via y se realizé la prueba post hoc
Tukey con ayuda del programa SPSS 19 (Bradley, P. P. et al 1982; Recio, M. C. et al, 2000;
Suzuki, K. et al 1983)

/ wuLﬁ 4@%

20uL Vehiculo 20uL Vehiculo
0 muestra

/\

Comparacion

Figura 9. Modelo de TPA
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7.4.2 ACTIVIDAD DE LA ENZIMA MIELOPEROXIDASA

La actividad de la enzima mieloperoxidasa (MPO) se realiz6 siguiendo el método de TMB (3,37,
5,5 -tetrametilbenzidina), segun los protocolos de Bradley, P. P. et al 1982 y Suzuki, K. et al.
1983.

Esta técnica consiste en congelar el I6bulo de la oreja (recuperada del modelo de TPA) con
hielo seco (sin agregar ninguna solucion) y romper la muestra con el pistilo de teflén hasta que
se descongele y rompa el tejido. Se agrega 1 mL de HTBA (bromuro de hexadeciltril amonio)
(0.5% frio y se homogeniza por 30 segundos. Posteriormente se congela y descongela 2 veces
y la tercera vez se zonifica 20 segundos (Apéndice 12.4).

La muestra una vez zonificada se centrifuga por 10 min a 12,000 rpm a 4 °C, de esta muestra
se toman por cuadruplicado 10 pL del sobrenadante y se colocan en una placa de 96 pozos.
A los pozos Ay H se le agregan 200 uL de PBS (buffer de fosfatos) 80mM a pH de 5.4, y en
los pozos de B a G se agregan 180 pL de PBS en las mismas condiciones. La placa de 96
pozos se calienta y mantiene a 37 °C, se le agrega posteriormente 20 pyL de peréxido de
hidrogeno (H202) a 0.017 % a los pozos B a G.

Para iniciar la reaccién se inicia adicionando 20 yL de TBM 18.4 mM disuelto en DMF
(dimetillformamida) 50 % e incubarlo por 5 minutos a 37 °C con agitacién suave. La reaccion
se detiene agregando 20uL de &cido sulfurico (H.SO.) a 2 M, se realiza la medicién de
densidad 6ptica a 450 nm (Apéndice 12.4).

7.4.3 ACTIVIDAD INFLAMATORIA EN EL MODELO DE CARRAGENINA

Para realizar la actividad inflamatoria se utilizé la carragenina A de acuerdo con el protocolo
de Morris, C. (2003), utilizada para ocasionar inflamacién en pata de ratén de cepa CD1. Su
preparacion consistié en disolver 10 mg en 1 mL de agua destilada (pH7) al 5 % con DMSO.
Se utilizé el extracto MeOH a 1 mg, 10 mg y 100 mg y el acido aristoléquico 1 como control

positivo a 1 mg disuelto en las mismas concentraciones que la carragenina.

Basandose en la metodologia de Posadas, I. et al. (2004), se utilizaron ratones de 25-30 g de
la raza CD4, los grupos de 4 ratones se formaron de manera aleatoria. La administracion se

realiz6 de manera subplantar con jeringas de HPLC. Se les administro 50 uL de carrageninay
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10 pL del extracto o acido aristoléquico o agua en el caso del control negativo, en la pata
derecha. El control negativo de cada animal se llevd a cabo en la pata izquierda, en la que se
le administro 60 pL de agua destilada. La medicién se realizd a las 24 horas con un vernier,

en base al método utilizado por Sarkhel, S. (2015) (Figura 10).

Para la administracion oral, se realiz6 bajo los mismos estandares. Los extractos se disolvieron
a 100, 31 y 10 mg/mL; y como control positivo la indometacina 1 mg/mL de agua destilada por

1 Kg. La medicion se realiz6 con el vernier a las 24 horas.

=
o~ -
!

Elr'r-"""

24 horas. :_’:L‘.—-'

Figura 10. Administracién y medicién con vernier en el modelo antiinflamatorio de carragenina en pata de
raton.
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8 RESULTADOS Y DISCUSION
8.1 ESTUDIO ETNOBOTANICO
8.1.1 ETNOBOTANICA DEL GENERO ARISTOLOCHIA EN MEXICO

En la revisién etnobotanica del género Aristolochia (Apéndice 12.1), se encontré que es un
género usado con fines ornamentales y médicos. Ampliamente utilizado en Europa: Espafia (3
especies), Francia e Italia (1 especie); Asia: India (1 especie); y como se observa en la Figura
11, también se utiliza en América: Estados Unidos (3 especies), México (61 especies, 94% de

las especies presentes en el pais), asi como en Centro y Sur América (Figura 11).

S - =E’-'-C:u

- 61spp

- 6spp
- 4 spp

- 3spp

2s5pp

. 1sp

Figura 11. Distribucion de especies del género Aristolochia en América.

En México, las especies pertenecientes al género Aristolochia se utilizan en todos los estados
de la republica (Figura 12), a excepcion de Querétaro y Tlaxcala. Los estados que utilizan mas
estas especies son: Oaxaca (19 especies), Guerrero (17 especies), Morelos y Veracruz (15
especies). El resto de los estados menos de 15 de estas especies, entre los que destacan los
estados de Baja California, Zacatecas, Aguascalientes, Nuevo Ledn, Tamaulipas y Campeche

donde utiliza 1 especie.
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Cabe mencionar que 3 especies no reportan localidad geografica (A. birostris, A. karwinskii y
A. valentina), por lo que los resultados mostrados en la Figura 12 pueden ser ligeramente

modificados en posteriores estudios.

Figura 12. Nimero de especies del género Aristolochia utilizadas en los estados de la Republica Mexicana.

En la Figura 13 se describen 10 especies mas usadas en el extranjero, entre las que destacan
A. anguicida, A. debilis, A. grandiflora y A. maxima son las mas usadas. Mediante el andlisis
del Apéndice 12.1, se determin6 que 6 de estas especies se encuentran en Perd, siendo el

pais con més reportes.
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Figura 13. Especies del género Aristolochia usadas en el extranjero.

En el territorio mexicano, la especie con mayor distribucion es A. watsonii en 12 estados,
seguida de A. inflata, A. litorallis y A. taliscana en 10 estados, A. grandiflora en 9 estados, en
la Figura 14 se observa la presencia de otras especies que son usadas en varios estados. Sin
embargo, en el Apéndice 12.1 se reportan otras 45 especies tienen una baja distribucion entre

1-3 estados y que no se reportan en esta figura.

14
12

10

# Estados

Especie
Figura 14. Especies del género Aristolochia mas utilizadas en México.

34



Los resultados referentes a los usos etnobotanicos que se muestran a continuacion incluyen
las especies extranjeras y nacionales, analizando: 1) el nimero de especies dado un uso
especifico; 2) la especie que presenta mayores usos etnoboténicos; y 3) érganos vegetales

con mayor uso en el género.

En la Figura 15 se observa que la mayoria de las especies son usadas para tratar
enfermedades del aparato digestivo (39 especies), seguido del uso alexitére (32 especies); en
tercer lugar, se observa que se utilizan para enfermedades del sistema oseo muscular y
reproductivo (22 especies). En esta figura también se observan otros usos menos frecuentes
de las especies de este género, entre los que destaca su uso toxico. Cabe mencionar que 33
especies son reportadas para el tratamiento de diversas enfermedades.

Otro uso que se incluyen en esta figura es el uso para enfermedades de filiaciéon cultural (12
especies). Cabe mencionar que en “otros” se encuentra incluida la categoria ornamental,

juguete o cuerda (10 especies).

Existen 17 especies que no estan incluidas en esta figura ya que no se encontraron reportes

del uso que poseen, sin embargo, si son utilizadas ya que tienen un nombre comun.

45

Sistema
Figura 15. Usos del género Aristolochia en México.

El uso de la mayoria de las especies no es unico, es decir, se les atribuyen diversos usos. Las

especies con mayor numero de usos son: A. anguicida (15 usos), A. grandiflora 'y A. inflata (14
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usos). Otras especies tienen menos de 14 usos reportados, sin embargo 52 especies no estan

incluidas en esta figura ya que tienen de 1 a 4 usos (Figura 16).
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Figura 16. Niumero de usos de las especies del género Aristolochia en México

Se analizaron las especies de este género de acuerdo con al érgano de la planta utilizado
(Figura 17). Observamos que la raiz es la parte mas usada en la medicina tradicional (59
especies), esto puede deberse a que los &cidos aristoléquico caracteristicos del género y
responsables de actividad inhibitoria de PLA., antihemorragica y antiinflamatoria, se
encuentran principalmente en la raiz y con menor frecuencia en el rizoma (Schiitte, H., et al
1967). Otro 6rgano de estas especies que es frecuentemente utilizado, son las hojas que
también se ha comprobado que presentan acidos aristoloquicos (Claro, R. et al. 2007).

El resto de los 6rganos mostrados en la Figura 17 son menos utilizados, entre ellos se
encuentran el uso del fruto y de toda la parte aérea de la planta. Si bien este ultimo incluyen a
las hojas, no se especifican los 6rganos en los reportes por lo que fueron incluidos en otra
categoria. Cabe mencionar que para 31 especies no reportan la parte de la planta utilizada,

por lo que posteriores estudios podria ser modificar estos resultados.
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# Especie
N
o

il

Raiz Hojas Todala Rizoma Savia Tuberculo Corteza Flor Aerea
planta

Parte de la planta

Figura 17. Organos de la planta utilizados en el género Aristolochia.

8.1.2 ETNOBOTANICA DE Aristolochia grandiflora

La revision etnoboténica del género Aristolochia permitié determinar que una de las especies
mas importantes es Aristolochia grandiflora, la cual se utiliza en el extranjero (Brasil, Colombia
y El Salvador), y en 7 estados de la Republica Mexicana (Figura 18)
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M Aristolochia grandiflora Sw.

Figura 18. Estados donde se utiliza de Aristolochia grandiflora.

Esta especie se utiliza en México para contrarrestar el veneno de animales ponzofiosos
(alexitére); como antipirético-analgésico; para el tratamiento de enfermedades cardiovascular,
dérmicas, digestivas, endocrinas, inmunoldgicas, reproductivas, nervioso-cardiovasculares y
6seo-musculares. La preparacion y administracion de esta especie varia de acuerpo a la

enfermedad que se desea tratar (Apéndice 12.1).

Se decidi6 estudiar esta especie por su amplia distribucion en el pais, su uso alexitére,
principalmente en mordeduras de serpientes. Como se mencion6 anteriormente uno de los
efectos principales en la mordedura de serpiente es el efecto inflamatorio (Prada, E. & Murillo,
J. 2009). Este efecto también se puede tener en enfermedades 6seo-musculares, como en el
reumatismo y dolor muscular (Rang, H.et al 2015). Con base en estos antecedentes sugerimos
la actividad antiinflamatoria de A. grandiflora, dicha actividad podria deberse a acidos grasos

y/o acidos aristoléquicos caracteristicos del género y que son sintetizados en la raiz.

38



8.2 FITOQUIMICA
8.2.1 ESTANDARIZACION DEL ACIDO ARISTOLOQUICO

Para comprobar la presencia del &cido aristoléquico en la planta colectada mediante diferentes
métodos; en primer lugar, se adquiri6 una muestra auténtica del acido aristoléquico 1. Se
analiz6 por CCF 2.1 mg en 0.5 mL de CHCl;, se eluyé con CHCl.: MeOH 9:1, observando
que el acido aristoléquico tiene coloracion amarilla en luz visible, naranja en UV onda corta,
negra en UV onda larga y café (oxidacion) por reactivo de sulfato sérico al 1 % en acido
sulfarico 2N y Méarquis, y un RF de 0.83. También se reveld con el reactivo de Draggendorff,

observando que no presentd reaccién colorimétrica.

Se analiz6 el &cido aristoloquico por CG/MS obteniendo un tiempo de retencién de 27.46
minutos, al analizarlo por EM-IE no se obtuvo el M* pero el patron de fragmentacion de 294
m/z corresponde a M*+1-NO (Figura 19), similar al reportado por Eckhardt, G. et al, 1983
(Figura 20). Para corroborar estos datos, se analizé por EM-DART (Figura 21), obteniendo el
patron de fragmentacion de 296m/z.

También se comprobd la identidad mediante RMNH* (Figura 22), obteniendo asi su espectro,
el cual se comparé con los resultados obtenidos por Hanna, G. M., (2004) (Cuadro 5, Figura
23) observando ligeras variaciones en los desplazamientos, los cuales pueden deberse a que
la autora utilizo DMSO deuterado como disolvente mientras que, para el presente estudio, se

utilizé cloroformo deuterado.

Cuadro 5. Desplazamiento del acido aristoléquico 1 (Sigma-Aldrich) en RMN*H
(o]

Asignacién Desplazamiento Desplazamiento
Quimico Reportado Quimico
(Hanna, G.M. 2004) Experimental
H-5 8.66 dd (J= 8.0, 1.8 Hz) 8.70 s (J=8.5 Hz)
H-9 8.59s 8.79d
H-6 7.86td (J=8.0,1.8Hz) 7.72td (J=7.71 Hz)
H-2 7.82s 7.83s
H-7 7.38dd (J=8.0,1.8Hz) 7.05dd (J= 8.0 Hz)
OCH:0 6.50 s 6.37 s
OCHs 4.07 s 4.06 s
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Figura 20. Patrén de fragmentacion del acido aristoléquico reportado por Eckhardt, G. et al 1983.
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Figura 23. RMNH™ del acido aristoléquico reportado por Hanna, G. M., (2004)

8.2.2 EXTRACCION

Los rendimientos de los extractos obtenidos por maceracién, una vez eliminados los
disolventes se muestran en el cuadro 6, el mayor rendimiento se obtuvo con la extraccion de

MeOH.

Cuadro 6. Rendimientos de Aristolochia grandiflora. El extracto MeOH incluye el extracto Hex: MeOH.

Especie Peso Peso seco Extracto Peso % Rendimiento
fresco de acuerdo el
peso seco
Aristolochia K ca8 76 Hexano 21g 0.0039
grandiflora 9 109 MeOH 67.21¢g 0.1247

Los extractos obtenidos se analizaron por CCF, disolviendo 0.050 g en 0.5 mL de CHxCl, y
eluyendo 3 pL en la placa, para el control positivo (acido aristoloquico 1) se disolvié 2.1 mg en
0.25 mL. Se utiliz6 CH.Cl,: MeOH 9:1 ya que con esta fase moévil se observan mejor los
compuestos de cada extracto. El extracto de hexano se observa que los compuestos que
posee son poco polares, posiblemente mayoritariamente grasas y clorofilas. Mientras que los

extracto hexano: MeOH y MeOH son muy similares en su composicion, pero varian en la
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concentracion en la que se encuentran por lo que se juntaron estos extractos (nombrandolos
como MeOH).

Se observa que los Ext-hexano: MeOH y Ext- MeOH (Figura 24) presentan un compuesto con
mediana polaridad que al compararlo con el control positivo presenta similitudes tanto en UV
onda larga y corta, asi como al ser revelado con solucion de sulfato sérico al 1 % en 4cido
sulfarico 2N (Figura 24, 5) y reactivo de Marquis (Figura 24, 4). Su RF fue similar al control

positivo, sin embargo, no es una evidencia contindete de la presencia de acido aristoléquico.

Figura 24. CCF con sistema de elusién CH2Cl>-MeOH 90:10 de los extractos y acido aristoloquico 1. Extracto de
hexano (A), Extracto de MeOH-Hex (B), Extracto de MeOH (C) y control positivoAAl (D). Los extractos fueron
observados a luz visible (1) UV onda larga (365nm), (2) UV onda corta (254nm) (3), reactivo de Marquis (4) y
solucidén de sulfato sérico al 1 % en acido sulfdrico 2N (5). El Ext-MeOH-Hex presento un compuesto con una RF

de 0.6(O), el Ext-MeOH un compuesto con una RF de 0.58 ('), similares al control positivo que presento una RF
de 0.54 (O).
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8.2.2.1 EXTRACCION DE COMPUESTOS NITROGENADOS

Con la finalidad de corroborar cual es el método de fraccionamiento mas viable se realizo el
cuadro 6, el cual nos permite comparar los rendimientos obtenidos, mediante la utilizacién del
Extracto MeOH.

Cuadro 7. Rendimientos del Extracto de MeOH, de acuerdo con el método de extraccion utilizado.

Extracto Peso Método Eraccion Peso Rendimiento Rendimiento
utilizado utilizado obtenido % total
0.32 1 FO1 0.0240g 0.0750 0.07502
=29 FO2 0.0188g 0.0587 0.0587"
;%afég 0.0410 0.1464
FO1 0.30712
X 0.0450 0.1607
cristales
Extracto FO2 sin
MeOH 5 cristales 0.0460 0.1642 :
FO? 0.4356
0.28 ¢ cristales 0.0760 02714
fr%f’afég 0.0176 0.0628
FO3 0.0820
X 0.0054 0.0192
cristales

Método 1: Con las fracciones obtenidas por este método se realizaron CCF, para tener la
misma concentracion con la que se realiz6 los extractos y las fracciones, se disolvié la FO1 en
0.24mL de CH.Cl; y la FO2 en 0.188 mL de CH.Cl., se disolvi6 el extracto original (extracto de
MeOH) colocando 0.050 g en 0.5 mL de CH,Cl;; se tomaron 2.1 mg del control positivo y se
disolvié en 0.25 mL, de estas disoluciones se tomaron 3 L. Se utilizé6 como fase mévil CHCl,-
MeOH 90:10.

En las placas se puede observar que el extracto original presenta un compuesto similar al
control positivo, tanto en luz visible, como en UV onda larga y corta, asi como al ser revelada
con una solucién de sulfato sérico al 1 % en acido sulfdrico 2N (Figura 25, 5) y reactivo de
Marquis (Figura 25, 4). Este mismo compuesto se encuentra en la FO2 por lo que se corrobora
por este método la presencia de acido aristoléquico, mientras que la FO1 no lo presenta. La
FO1 posee compuestos con fluorescencia rojiza, posiblemente clorofilas y grasas de diferente

polaridad.

44



Las fracciones se analizaron por CG/MS, observando que los principales compuestos

presentes en la FO1, son compuestos lipidicos (acido palmitico y colesta) y estigmasta (Figura

26), mientras que en la FO2 se presentan estigmastan, 4cido tiofencarboxilico, ergosta y
decano (Figura 27).

g 8

Figura 25CCF con sistema de elusion CH2Cl-MeOH 90:10 de las fracciones del método 1. Extracto de MeOH (A),
FO1 (B), FO2(C) y control positivo AA1 (D). Los extractos fueron observados a luz visible (1), UV onda larga (365nm)
(2), UV onda corta (254nm) (3), reactivo de Marquis (4) y solucion de sulfato sérico al 1 % en acido sulftrico 2N (5).

El Ext-MeOH presento un compuesto con una RF de 0.48 (\Y), la FO2 present6 un compuesto con una RF de 0.52 (
), similares al control positivo que presento una RF de 0.41 (O)
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diono (54)-, 5.18 %.
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Figura 27. GC/MS de la FO2 de la primera extraccion realizada por el método 1. Abundancia: Estigmastano-6,22-
dien,3,5-dedihidro-, 13.75 %; 2- &cido tiofencarboxilico, 5-nonil-ol, 10.09 %; Ergosta-8-en-3ol,14metil-(34,54), 8.57
%; Estigmasta-4,6,22-trien-3a-ol, 11.96 %; Decane,1, 10-dibromo-ol, 9.27 %

Método 2: Con las fracciones obtenidas por este método se realizaron CCF (Figura 28). Para
obtener la misma concentracion de cada muestra se disolvié la FO1 sin cristales con 0.041 mL
de CH.ClI;, FO2 sin cristales con 0.046 mL de AcOEty 0.276 mL de MeOH, ademas se disolvio
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el extracto original (Ext-MeOH) colocando 0.050 g en 0.5 mL de CH2Cl>y 2.1 mg del control
positivo (acido aristoléquico) y se disolvio en 0.25 mL. De cada una de las disoluciones se
utilizaron 3 L para realizar la CCF, utilizando como fase movil CH2Cl;: MeOH 90:10. Los
cristales de las FO se disolvieron con agua destilada (FOl1c con 0.045 mL, FO2c con 0.076

mL y FO3c con 0.0054 mL respectivamente).

En las placas se puede observar que con UV onda larga y corta, y al ser revelada con la
solucion de sulfato sérico al 1 % en acido sulfdrico 2N (Figura 28, 4) y reactivo de Marquis
(Figura 28, 5) el extracto MeOH tiene un compuesto similar al acido aristoléquico 1, este mismo
compuesto se puede observar en la FO2 sin cristales, mientras que las demas fracciones no
lo presentan, ademas de presentar un gran numero de compuestos desde no polares hasta
polares. La FO1 sin cristales presenta compuestos no polares con fluorescencia azul al ser
observada, mientras que la FO3 presenta compuestos no polares y polares de fluorescencia
azul y amarilla, ambas fracciones al ser observadas a UV onda larga.

De igual forma, las fracciones se analizaron por CG/MS. En este andlisis se determiné la
presencia de derivados de acidos grasos: acido palmitico y colesta, asi como estigmastan en
la FO2 (Figura 29). En la FO3 (Figura 30), el principal compuesto es el &cido palmitico.
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Figura 28. CCF con sistema de elusién CH2Cl>-MeOH 90:10 de las fracciones del método 2. Extracto de MeOH (A),
FOL1 sin cristales (B), FO1 con cristales (C), FO2sin cristales (D), FO2con cristales (E), FO3sin cristales (F), FO3
con cristales (G)y control positivo AA1 (H). Los extractos fueron observados a luz visible (1), UV onda larga (365nm)
(2), UV onda corta (254nm) (3), reactivo de Marquis (4) y solucién de sulfato sérico al 1 % en &cido sulfarico 2N (5).
El Extracto de MeOH presento un compuesto con una RF de 0.64 (O), la FO2scpresent6 un compuesto con una

RF de 0.60 (), similares al control positivo que presento una RF de 0.52 (\J).
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Figura 29. GC/MS de la FO2 sin cristales del método 2. Abundancia: Acido palmitico, 22.24 %; Estigmastan-3,5-
diene,4.30 % y 12.05 %; Colesta-6,22,24-triene, 4,4-dimetil, 6.29 %; Estigmasta-3,5-dien-7ona, 5.16 %
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Figura 30. GC/MS de la FO2 sin cristales del método 2. Abundancia: Acido palmitico, 37.96 %; 28-Norolean-17-en-
3-0na, 7.68 %; Acetamida, N-(3-oxofurosta-1,4-dien-26-yl), 8.91 %

Los cristales obtenidos de las FO se analizaron por separado. Se determiné el punto de fusién
de la FOl1y FO3 cristales de 120-140 °C y 230-240 °C respectivamente.

Los cristales obtenidos de la FO1 (Figura 31), al compararlo con la base de datos NIST, 2018
(Figura 32) ademas se les realizo un espectro de infrarrojo, el cual sugiere que sean cristales
de oxalato de calcio, ya que presentan similitud en las bandas de absorcion a 3493, 1654,
1219y 855 cm™.
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Figura 32. IR de oxalato de calcio (NIST)
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8.2.2.2 FRACCIONAMIENTO EN PLACA PREPARATIVA

El extracto metandlico se sometié a cromatografia en placa preparativa, una vez eluida se
observo con luz visible, UV de onda larga y corta, distinguiendo 6 zonas que se separaron y
eluyeron, obteniendo 6 fracciones de la placa preparativa. La fraccién 3 revel6 con reactivo de
Marquis.

Al analizar estas fracciones por RMN, no se encontraron los compuestos caracteristicos del
género Aristolochia: &cidos aristoléquicos, ni aristolactamas. Los resultados de la RMN nos
permitieron determinar que las fracciones 1 y 2 son compuestos de naturaleza lipidica,
posiblemente ésteres de acidos grasos insaturados. La fraccién 3 posee ésteres de acidos
grasos saturados. Las fracciones 4 y 5 aun no estan determinadas y la fraccion 6 presenta

azucares (Apéndice 12.3).

Los estudios fitoquimicos realizados mostraron que A. grandiflora no contiene acidos
aristoloquicos ni aristolactamas. Sin embargo, si presenta una alta cantidad de compuestos de

naturaleza lipidica como el acido palmitico, esteroles y terpenos.

Existen otros estudios de especies pertenecientes al género Aristolochia que tampoco reportan
estos compuestos. Los tipos de compuestos encontrados variaron dependiendo de la especie,
Jegadeeswari, J. et al 20122 realizaron un extracto de etanol de toda la planta de A.
krysagathra Jegadeeswari, P. et al 2012°, realizé un extracto metanolico de toda la planta de
A. bracteolata presentando acidos grasos y azucares.

Remya, M. et al. 2016, estudiaron A. tagala, observando las diferencias en los compuestos
presentes en las hojas de la forma silvestre e in vitro de tallo y hoja, para ello se realizaron
extracciones especificas para azucares, alcaloides, fenoles y flavonoides los cuales fueron
analizados por TLC. También prepararon un extracto metanolico que fue analizado por
GC/MS. No observaron la presencia del acido aristoléquico, pero si azucares, fenoles y
flavonoides y &cidos grasos. En otro estudio realizado por Das, T. S., et al en el mismo afio,
se analizo la actividad antioxidante de los extractos de hexano, acetato de etilo y metanol de
A. bracteolata (usando toda la planta), obteniendo mayor actividad antioxidante in vitro en el
extracto metanolico el cual fue analizado por GC/MS acoplado a la base de datos NIST,
observando que los compuestos 2- piperidinona, cimeno y estigmasteroles son los mas

abundantes.
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Hasta el momento no se sabe, porque estas plantas al presentar abundantemente compuestos
de acidos grasos no presentan acidos aristoloquicos. Ni cual es el factor que conlleva a la

sintesis de estos.

8.3 ACTIVIDAD BIOLOGICA

8.3.1 EFECTO ANTIINFLAMATORIO EN EL MODELO DE TPA

Los esteres de forbol, en especial el TPA, inducen la inflamacién y la proliferacién celular
similares a las encontradas en las enfermedades inflamatorias. Stanley, P et al 1991
estudiaron el efecto del TPA en la oreja de ratén, observando que una sola aplicacién aumenta
su peso al doble, ademas de inflamacion y eritrema (enrojecimiento de la piel) en un maximo
de 6 horas. Cabe mencionar que el peso de la oreja aumenta por la inflamacién epidérmica e

infiltracion celular.

Nuestro estudio se realiz6 a las 4 horas, segun los protocolos estandarizados del laboratorio
de pruebas bioldgicas del Instituto de Quimica, UNAM. Como control positivo utilizamos la
indometacina (inhibidor de la ciclooxigenasa), ya que como lo describen Stanley, P et al. 1991,
Rodriguez, M. et al 2005 y Katzung, B.G. citado en Rodriguez, M. et al. 2005, la indometacina
es un AINE bloquea los agentes inflamatorios como la elastasa (54111 %) de la piel cuando

se aplica antes o0 en conjunto con el TPA.

Es importante destacar que el TPA estimula la liberacién de PLA; y la produccién de acido
araquidonico, el cual se va a metabolizar para dar lugar a la produccién de postranglandinas,
tromboxanos y leucotrienos, la indometacina inhibe la produccion de estos metabolitos

inhibiendo con ello la respuesta inflamatoria.

El modelo de TPA es ampliamente utilizado para la busqueda de nuevas drogas que inhiban
la secrecién de PLA; y como un acercamiento terapéutico al tratamiento de problemas
dermatoldgicos, como la psoriasis que estd implicada en la elevada produccién de
eicosanoides y PLA (Otuki, M. et al. 2011; Yedgar, S. et al. 2006)

Para este estudio se realizaron dos experimentos. El primero de ellos consistié en probar los
extractos, el acido aristoléquico, el control negativo y la indometacina como control positivo.
En la figura 33, se observa que los extractos no tienen una diferencia significativa con el control

y el control positivo (indometacina) presentd un porcentaje de inhibiciéon del 84.80 %.
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El acido aristoloquico presentd una diferencia significativa menor al control positivo, con un
porcentaje de inhibicién del 23.29 %. Estos resultados difieren a lo esperado, si bien es la
primera vez que se prueba en el modelo de TPA, los resultados previos presentados en el

cuadro 1 sugieren que el acido inhibiria la respuesta inflamatoria por la inhibicion de la PLA:.
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Figura 33. Resultados de los extractos y acido aristoléquico en el modelo de TPA. Se analizaron mediante una
ANOVA de una via, observando que el acido aristoléquico (D) presenta diferencia significativa con el control
negativo, pero con un porcentaje de inhibicién del 23.29 %, Control positivo (indometacina, D) con diferencia

significativa con un porcentaje de inhibicioén del 84.80 %. n=3, a=0.05 y p=0.000. Barras de error estandar.

El segundo experimento consistié en probar la actividad antiinflamatoria de las fracciones del
extracto MeOH obtenidas por el método 2. En la figura 34, se puede observar que la FO1 y
FO2 presentaron diferencias significativas con el control negativo, pero su efecto
antiinflamatorio no supero el 25%. La FO3 muestra diferencia significativa con el control
negativo y tiene actividad antiinflamatoria del 77 %. La indometacina también tiene una
diferencia significativa comparada con el control y los tratamientos, tiene un porcentaje de
inhibicion del 84.80 %.
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Figura 34. Resultados de las fracciones del método 2 en el modelo de TPA. Se analizaron mediante una ANOVA
de una via, observando que FO3 (C) presenta diferencia significativa con el control negativo, con un porcentaje
de inhibicion del 77 %, Control positivo (indometacina, D) con diferencia significativa con un porcentaje de
inhibicién del 84.80 %. n=3, a=0.05 y p=0.000, Barras de error estandar.

Como observamos en el espectro de masas de la FO3 del método 2, el compuesto mas
abundante es el acido palmitico. Con base en los estudios descritos anteriormente, el 4cido
palmitico inhibe el sitio activo 1 a 1 de la PLA2; y con una alta afinidad. Ademas de tener
actividad antiinflamatoria al inhibir los macréfagos LPS (lipopolisacaridos) y la produccion de
TNFa, IL6, NO y COX-2 (Aparna, V. et al 2012; Ju Younget al 2010).

Realizamos el modelo de inflamacién de TPA, estudiando el efecto del 4cido palmitico, a

concentraciones de 0.031, 0.1, 0.31 y 1 mg/oreja, observamos en la figura 35, que el acido

palmitico tiene un efecto antiinflamatorio con una ICso de 0.99 mg/oreja.
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Figura 35. Actividad antiinflamatoria del &cido palmitico. Barras de error estandar.

8.3.2 ACTIVIDAD DE LA ENZIMA MIELOPEROXIDASA

La MPO se encuentra en los granulos azurdfilos polimorfonucleares de los leucocitos, que
migran al sitio inflamado. Stanley, P et al. 1991 observaron que la inflamacién ocasionada por
la exposicién del TPA en oreja de ratébn ocasiona la migracién y desgranulacion de los
leucocitos, con un maximo de exposicion a las 24 h. Como ya se mencion6 anteriormente, este
estudio se realizd a las 4 h, tiempo suficiente para observar las diferencias en la migracion a

la exposicion de los tratamientos con el control.
Este estudio se realizé con el material recuperado del experimento de TPA, se calculd la

actividad de la enzima mieloperoxidasa. Observamos en la figura 36, que la actividad de la

MPO es inhibida por el &cido palmitico, con una ICs, de 0.75 mg/oreja.
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Figura 36. Actividad inhibitoria de la enzima MPO del acido palmitico

8.3.3 ACTIVIDAD INFLAMATORIA EN EL MODELO DE CARRAGENINA

Este estudio se realiz6 de dos formas, la administracion subplantar y oral de los extractos y
compuestos, y se midié la inflamacioén a las 24 h. Durante la administracion subplantar de los
extractos (figura 37), permitio determinar que el control negativo (al cual se le administré 10
uL de agua destilada subplantar y 50 uL de carragenina A) posee una menor inflamaciéon en
comparacion las concentraciones del extracto administrado, Posadas, I. et al 2004 mencionan
gue la inflamacion en ratén en este modelo disminuye a las 24 h por lo que un compuesto
irritante presentara inflamacion.

Esta informacién concuerda con lo observado, la concentracién de 100 mg extracto ocasioné
una mayor inflamacién con diferencias significativa al resto de los grupos, cabe mencionar que

se utilizé el &cido aristoléquico como control positivo.

Sin embargo, el acido aristoloquico a una concentracion de 1mg no tiene un efecto
antiinflamatorio contrario a lo reportado por Moreno, J. J. 1993 (cuadro 1), quien reportd que
presenta una inhibicion de la inflamacion del 60 %. Cabe mencionar que el acido aristoléquico
tampoco presenté diferencias estadisticas con el efecto inflamatorio observado en 1y 10 mg

de extracto, por lo que se catalogaria como una sustancia irritante o inflamatoria.

La diferencia de los resultados inflamatorios obtenidos con los reportados (cuadro 1) podrian
deberse a que nosotros utilizamos carragenina A, la cual ha sido ampliamente investigada por
provocar una respuesta inflamatoria inmediatamente después de la administracién
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subcutdnea, desencadenando la produccion de agentes proinflamatorios: bradiquinina,
histamina, taquiquininas, especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno (Grassauer, A. &
Prieschil-Grassauer, E. 2014). También puede deberse a que nosotros utilizamos el acido
aristoloquico 1, mientras que en el articulo no especifican estas variables, ademas de que la
medicion la realizamos con un vernier (método utilizado por Sarkhel, S. 2015) para tener un

resultado mas exacto mientras que ellos utilizaron un pleistisometro.
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Figura 37. Actividad antiinflamatoria del extracto MeOH en el modelo subplantar de carragenina a 24 h. a= 0.05,
p= 0.168. Barras de error estandar.

La administracion oral del extracto metandlico (Figura 38) determiné que no hay un efecto
antiinflamatorio, al contrario, mostr6 un efecto inflamatorio en las tres concentraciones
empleadas, comparadas con el control negativo (al cual se le administro oralmente 10 pL agua
destilada y 50 uL de carragenina subplantar). El control positivo fue indometacina (10 mg en
10 mL de agua destilada por 1 Kg de peso del ratén) administrada oralmente, presentando un
efecto inflamatorio del 17.5 %, se escogi6 este AINE"s por sus caracteristicas antiinflamatorias

ya descritas anteriormente.
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9 CONCLUSIONES

ETNOBOTANICAS

Con base en la revision etnobotanica, se concluye que el género Aristolochia es ampliamente
utilizado en América Latina. En México, se usan el 94 % de las especies pertenecientes a este

género, destacando los estados de Oaxaca, Guerrero, Morelos y Veracruz.

Las especies mas utilizadas son A. watsonii, A. inflata, A. taliscana, A. pentandra y A.

grandiflora.

Los usos mas frecuentes en el género son: para tratar enfermedades digestivas, reproductivas,
asociadas al sistema oseo muscular, cardiovascular y dérmico, ademas de ser usada como

alexitere.

Los 6rganos de la planta méas usados es la raiz y las hojas, aunque también se llega a utilizar

otros 6rganos como el rizoma, la flor y el fruto.

De estos resultados determinamos que en México es A. grandiflora es una de las especies
mas usadas en varios estados del pais, donde se utiliza principalmente la raiz y es usada para

tratar las enfermedades de los principales sistemas en el cuerpo humano y como alexitere.

FITOQUIMICA
Los estudios fitoquimicos determinaron que la raiz y rizoma de Aristolochia grandiflora no
presentan acidos aristoléquicos. Sin embargo, presenta compuestos de naturaleza lipidica,

entre los que destacan el cido palmitico, esteroles y terpenos.

ACTIVIDAD BIOLOGICA

En el modelo de TPA, los extractos y el acido aristoloquico 1 no presentaron actividad
antiinflamatoria; mientras que la FO3, (cuyo compuesto mayoritario es el 4cido palmitico),
presento actividad antiinflamatoria significativa del 77 %. Se determin6 con el &cido palmitico,

una ICso de 0.99 mg/oreja y, una ICso de 0.75 mg/ oreja en el modelo de MPO.

En el modelo antiinflamatorio de carragenina, se determiné que no hay una diferencia
significativa entre tratamientos, al contrario, en algunos casos se presenté un aumento de la

inflamacion.
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Con esto podemos concluir, que el ejemplar colectado si tiene actividad antiinflamatoria
cuando es aplicado de manera tépica, pero contrario a lo ya reportado, esta actividad no se

debe al 4cido aristoléquico, sino mas bien al acido palmitico.
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10. PERSPECTIVAS

Se recomienda realizar estudios:

Etnobotanicos del género Aristolochia para ampliar los resultados mostrados aqui,
y corroborar que en los estados de Querétaro y Tlaxcala las especies
pertenecientes a este género no son utilizadas.

Fenolégicos y fitoquimicos del género y en especial en A. grandiflora, con la
finalidad de conocer mejor los compuestos que presentan las especies mexicanas.
Y determinar con ello, los factores que llevan a la sintesis de los acidos grados y
acidos aristoléquicos.

Farmacolégicos de las especies mas representativas del género Aristolochia, en
modelos que permitan corroborar los usos reportados en la medicina tradicional.
Antiinflamatorios de A. grandiflora diferentes a los presentados en esta tesis, por
ejemplo: estudios de Elisa para COX, TNFa; inhibicién de PLA; in vitro.
Inflamatorios de A. grandiflora en modelo de oreja y pata de ratén, para corroborar
y analizar, si presenta este efecto.

Antiinflamatorios del 4cido palmitico que permitan determinar el mecanismo de
accion y su efectividad, como estudios de Elisa e inhibicién de PLA2 mencionados

anteriormente.
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12 APENDICES

12.1 REVISION ETNOBOTANICA

: . Parte de la . Forma de Via de . . . :
Especie Estados/pais planta Sistema preparacion adms. Dosis Especificaciones Referencia
Alexitére Local, Oral 30 gotas de Alcohol 70, 84
tintura
Antlplretl_ca- 446 84
Analgesica
. Infusion, 70, 75, 80,
Cardiovascular Maceracion Oral Alcohol 84, 08
Dérmico 98
Coccion,
Digestivo Infusion, Gotas de éter 61é10é880,
Chiapas, Guerrero, Maceracion '
Michoacéan, Hojas, Tallo, Inmunolégico 76. 84
: : Morelos, Oaxaca, Rizoma, '
Aristolochia ) : 30, 70, 75
. Yucatan, El Raiz, NE Hierba muy olorosa DU
anguicida salvador, Corteza, 80, 116
Guatemala, Savia Nervioso 70, 84
Honduras .
Oseo-muscular Local 70, 80, 84
Reproductivo 75, 84, 98
Respiratorio 84
Sindrome de 15, 70, 76,
filiacién cultural 80, 84, 98
Toxico 84
Urinario 84
Varios Infusion, 61, 70, 75,
Maceraciéon 80, 84
Chiapas, Tabasco Hojas Antpiretica- 60, 75
Analgesica
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Especie Estados/pais Papr):anti 2 Sistema plrzgprz:::cdign Z&amdse Dosis Especificaciones Referencia
Aristolochia Digestivo Coccion Oral 2 \éifzsdf?lag'a Se usan 5 hojas 75
arborea
NE 70
Alexitére Maceracioén 27, 65, 66, 95
10g o0 1 raiz
gruesa en 1L Usada con paraca
Digestivo Coccion Oral de agua. (Cassia skinneri) y 27
Agua de Tequesquite quemado
Aristolochia ~ello, etz e
, Guerrero, Morelos Toda la NE 11. 27 124
argéentea planta , 27,
< Hplicey g La raiz en trozos en
Oseo-muscular Maceracion Local veces 26, 27, 65
necesarias
Otros 65, 95
Reproductivo Coccion 95
Varios 36
Coccion,
Alexitére Infusién, Oral 3,47,75
Maceracién
Aristolochia . L
.. . Veracruz Tallo, Raiz . . Coccion,
asclepiadifolia Digestivo Infusion 47,75
Endocrino 0 Oral 3
NE 70, 75, 80
Aristolochia Digestivo Coccion, Oral A S Se colecta en octubre 2,67
batucensis Sinaloa, Sonora  Tallo, Raiz Infusion comida ’
Varios 67
. . Alexitére 79
A”s it(?(l;l)ocrhla Morelos Raiz Digestivo 44,79
Oseo-muscular 26,79
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. a Parte de la . Forma de Via de . e .
Especie Estados/pais planta Sistema preparacion adms. Dosis Especificaciones Referencia
Arlstomtha NEM NE NE 131
birostris
i i NE 70, 80
Aristolochia Jalisco, Nayarit NE ) L
bracteosa Varios Coccibn 75
; : Guerrero, NE 60, 75
ArISt(.)IOChIa Michoacéan, NE )
cardiantha Morelos Varios 75
Cardiovascular 17
Dérmico Local Cataplasma 17
Digestivo Oral Solae m\;eirz]glada con 17
Aristolochia : : Hojas, Raiz
. . Argentina, Chile ' ' o 2a3gdefruta Usada con jugo de
Fr .
chilensis uto NE Infusion Oral fresca frutas o jarabe 17
Reproductivo 17
Respiratorio Infusion Oral Gargaras 17
Varios Local Cataplasma 17
Dérmico 63, 85
Aristolochia 5 ) Oseo-muscular 63
. Espaia Raiz )
clematitis Reproductivo 85
Varios 63, 85
20genll de
; ; agua. Se
Aristolochia Morelos Tallo Respiratorio Coccion toma como Endulzada 48,79
cordata agua de
tiempo
Aristolochia NE NE NE 131

cordigera
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. a Parte de la . Forma de Via de . e .
Especie Estados/pais planta Sistema preparacion adms. Dosis Especificaciones Referencia
Puede producir
nauseas, problemas
Cardiovascular Oral psicoldgicos, no usar 17
en nifios 0 mujeres
embarazadas
Dérmico Coccion Local Cataplasma 17
Puede producir
nauseas, problemas
Digestivo Oral psicoldgicos, no usar 17
. . . en nifios 0 mujeres
Arlstol_ochla Brasil, Chile Raiz, Toda embarazadas
cymbifera la planta
NE 17
Puede producir
) nauseas, problemas
Oseo-muscular Oral psicoldgicos, no usar 17
en nifios o0 mujeres
embarazadas
Reproductivo Coccion Local Cataplasma 17
Respiratorio 131
Varios Oral 17,123
Antipiretica-
. 63
Analgesica
Cardiovascular 57, 84
Aristolochi B _ Dérmico Colirio Local 97
s O.O.C a Espana, I_:ranma, Hojas, Raiz Oftalmico Colirio Local 97
debilis Italia .
Oseo-muscular 84, 97
Reproductivo Local PLEsE cqngestlonar el 63, 80, 84, 97
Utero
Respiratorio 84
Aristolochia Pera Tallo Respiratorio 75

didyma
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. p Parte de la . Formade Via de . - . .
Especie Estados/pais planta Sistema preparacion adms. Dosis Especificaciones Referencia
Aristolochia NE NE NE 131
filipendulina
A;',Z%ggg'a Michoacan NE NE 70, 80
3 camotes
con agua. 1/2
Coccion, cgfﬁgg?:i%a 1/3 de agua con 2/3
Alexitére Maceracion, Local, Oral - de alcohol, se deja 1, 70, 76, 108
Pomada 15 min por 1 o reposar por 20 dias
2 horas, 0 15 P P
gotas debajo
de lalengua
Antipiretica-
) 81
Analgesica
CEEE, Dérmico 30g /100mL 17,70, 84
Aristolochia Guerrero, Jalisco, Rizoma, de agua , 10,
. Michoacan, Raiz, Savia, )
foetida Zacatecas Toda la Cataplasma. Se frien
planta con manteca de 70. 76. 81
Digestivo Coccion, Frita Local Armadillo (Dasypus o o
. 118, 119
novemcinctus) o de
Res.
Sindrome de Coccion, Local, Oral Bafios 118, 119
filiaciéon cultural Maceracién
Inmunoldégico 76
NE 36, 70, 75, 80
Nervioso 17
. Coccion, , .
Ne_rwoso- Infusién. Local, Oral Durate las Alcohol, masajear las 1,17
Cardiovascular iy noches sienes
Maceracion
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. a Parte de la . Forma de Via de . . . ;
Especie Estados/pais planta Sistema preparacion adms. Dosis Especificaciones Referencia
Oseo-muscular Pomada Local 108
Bafios. Cataplasma.
- Se frien con manteca
Coccion, de Armadillo
Reproductivo Maceracion, Local, Oral 70, 118, 119
(Dasypus
Pomada i
novemcinctus) o de
Res.
Respiratorio 81
Varios 36, 60, 75, 81
Alexitére Local, Oral Ingesta diaria 57, 84
Antlplretl_ca- 84
Analgesica
Cardiovascular 84
Dérmico 84
Arlstol_ochla GL_JI_ertr)ero, Mgrelps, Tallo, Raiz Digestivo 84
abasco, Peru L
fragrantissima Inmunolégico 84
NE 80
Oftalmico 84
Oseo-muscular 84
Reproductivo 84
Varios 84
Aristolochia Hidalgo, NE NE 70, 80
glandulosa Michoacan
i . Oseo-muscular Seca-molida Local Mezclada lcon sebo. 27,44,59, 79
Aristolochia ] Cataplasma
lossa Morelos Raiz
9 Reproductivo Seca-molida Local Mezclada con sebo. 21,44, 79,
Cataplasma 110
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. a Parte de la . Forma de Via de . e .
Especie Estados/pais planta Sistema preparacion adms. Dosis Especificaciones Referencia
Cataplasma. 25¢g en
1L de alcohol, se deja
reposar 6-7 dias. Se
usa con: barbasco
blanco (Discorea
compositae),
Maceracion, 2 trago, solo Cascarillo blanco 9, 39, 42, 45,
Alexitére Infusion, Seca-  Local, Oral una vez se (Croton nittens), 70, 93, 120,
molida toma Cascarillo rojo (Croton 121, 132
schiedeanus) se
colecta en ayudas
antes de las 12 am,
secada al sol, en el
mismo lugar se limpia
la raiz y se muele.
: . , i Antipiretica-
Aristolochia Potosi, Tabasco, TaSII;J\,/iE?(lz, Ar:];ﬁgsslﬁg Oral 99
grandiflora Veracruz, Yucatan, Toda |
Brasil, Colombia, EI (Tar?taa Cardiovascular 40
salvador P Dérmico 53
Digestivo Infusion 70
Endocrino 93
Inmunoldégico Infusion Oral Con el sz, ol B, 2
Fricciones 120, 121, 132
10g en 1L de 8,9, 14, 34,
NE Coccion agua.la? 40, 60, 69,
tagzas. al dia 70, 75, 80,
86, 131
Seusan 5
NI Coccién Local felfEs, 2 vEees Barios 75
Cardiovascular al dia por 3
dias
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. p Parte de la . Formade Via de . - . .
Especie Estados/pais planta Sistema preparacion adms. Dosis Especificaciones Referencia
. L, L 9, 70, 120,
Oseo-muscular Maceracién Local Locién 121,132
Otros 26, 75
. Infusién, . 9, 70, 93,
Reproductivo Maceracion Local Locion 120, 121, 132
Toxico Savia 70
Infusién 9, 36, 53, 60,
Varios Maceracién Local Buches, Locion 70, 75, 93,
99, 121
Aristolochia . Alexitére 70
. Jalisco NE
guadalajarana NE 70, 80
Arlstoloch_la Perl N NE e
guentheri
Alexitére Coccion Alcohol 47,75
. o 5 dedos por
Cardiovascular Infusiéon Oral 1/421/2 taza 2
A.rIStO|O.ChIa Veracruz, NE Tallo, Raiz, Digestivo Coccitn, oral 5 dedos por 2 47.75
impudica Corteza Infusion 1/4 a 1/2 taza
Reproductivo 47
. o 5 dedos por
Varios Infusién Oral 1/4a1/2 taza 2
Aristolochia India NE Alexitére 39
indica
) _ Chiapas, Colima,  Hojas, Tallo, Alexitére 70, 75,84
Aristolochia Guerrero, Jalisco,  Raiz, Savia, L 9, 70, 80, 84,
inflata Morelos, Oaxaca, Toda la Antlplretl_c a Asada Local 93, 99, 111,
Quintana Roo, planta Analgesica 120
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. a Parte de la . Forma de Via de . . .
Especie Estados/pais planta Sistema preparacion adms. Dosis Especificaciones Referencia
Tabasco, Veracruz, Auditivo Local Gotas 9,111, 120
Yucatan,
Guatemala, Pert . o 1 a 5g, 0 20g
Cardiovascular Infusion en 1L de agua 70, 84
Dérmico Coccion Local Bafios, Cataplasma % 133 789 84,
. . i 1 a5g, 020g 9, 64, 70, 84,
Digestivo Coccion Oral en 1L de agua 111, 109, 120
Inmunolégico 84
14, 34, 69,
NE 70, 75, 80,
131
Oftalmico Local Cataplasma 70, 84
Oseo-muscular Local Cataplasma 70, 75, 84
Otros 60
Reproductivo Local Cataplasma 70, 84
. . ., 9, 64, 111,
Respiratorio Coccion 120
Varios Coccién Local Cataplasma 70, 82, 84
Arlsto_loch_l_a NEM NE NE 70, 80
karwinskKii
i i Dérmico 98
AI‘IStO.|OChIa .~ NE
labiata NE 131
1/2L de agua
Alexitére Coccion de6ail2 2
Aristolochia Guerrero, Oaxaca, ; horas
Tabasco, Veracruz Tl el
leuconeura ; o 1/2L de agua
Antipiretica- L
) Coccion de6al2 2
Analgesica h
oras
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Parte de la

Formade

Via de

Especie Estados/pais planta Sistema preparacion adms. Dosis Especificaciones Referencia
Digestivo Coccion Oral BENE em EE 36
raiz
NE 36,72, 75
) 1/2L de agua
Oseo-muscular Coccion de6ail2 2
horas
Coccion, Aplicar203 Cataplasmas. 10gen 3, 4, 25, 65,
Alexitére Maceracion, Local veces por dia 1/4 de alcohol y se 79, 90, 92,
Pomada por 20 dias deja reposar 20 dias 95, 108
Cardiovascular 25
o NE 75
Estado de Mexico, Oseo-muscular 65
Guerrero, Hidalgo,
) ) Michoacan, Flor, Hojas, Se hacian collares 4.5 25 36
Aristolochia Morelos, Oaxaca,  Tallo, Raiz, Otros paralos jovenes que "o
littoralis San Luis Potosi, Toda la iban al Calmecac 1S
Sinaloa, Sonora, planta . .,
Veracruz, Reproductivo Coccion 25, 95
Guatemala Colocar en el cuello,
1 a2 veces no tomar agua fria ni
Respiratorio Coccidn Local dias por 8 g . 56
. estar con los pies
dias :
mojados
Varios 54,75, 101,
115
i i Alexitére 70
A“StOI.OChIa Durango, Jalisco NE
longipes NE 70, 80
Antipiretica-
. 38
Analgesica
Aristolochia Cardiovascular 38
Oaxaca Raiz A
macrophylla Dérmico 38
Digestivo 38
Oseo-muscular 38
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. p Parte de la . Formade Via de . - . .
Especie Estados/pais planta Sistema preparacion adms. Dosis Especificaciones Referencia
Sindrome de
S 38
filiacién cultural
Urinario 38
1/2 camote en
1L de agua. 2
Aristolochia Digestivo Coccion Oral tazas cada 2 2
TRl Veracruz Tuberculo horas por un
dia
NE 131
Alexitére 70
Aristolochia CllEfes, . Digestivo 18,75
Michoacan, Hojas, Tallo . »
malacophylla Y —— Endocrino Infusion Oral 3
NE 70, 80
Alexitére 10,61, 71
Digestivo Coccion, Seca- Oral 10, 19, 74,
9 molida 75,102,114
Endocrino 61, 75
22, 23,43,
Campeche, NE 52, 60, 70,
Chiapas, Oaxaca, 75 80 84
Aristolochia Quintana Roo, HOJas,’Tallo, _
. Tabasco, Veracruz, Raiz, Nervioso- 71
maxima Yucatan, Belize, Tuberculo Cardiovascular
Estados Unidos, Otros 60
Guatemala i
Reproductivo 19, 75
Respiratorio 10, 61
Urinario 71
Varios 60, 71, 75,
126
Arlstolochla Guerrero, NE NE 36, 70, 80
micrantha Tamaulipas
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Especie Estados/pais Papr):anti 2 Sistema plrzgprz:::cdign Z&amdse Dosis Especificaciones Referencia
Inmunolégico 30&%88?" 84
Ar.IStOIOChIa Guanajuato Hojas, Raiz NE 80
microphylla
Reproductivo 30dg /100mL 84
e agua
Todos los Usada con: estafiate
Digestivo Coccion Oral dias. Varias  (Artemisa mexicana), 89
veces al dia en ayunas
i i . — ' , - Todos los
Oftalmico Infusion Local Lavado; con agua 89
tibia
Varios 75
Cepein, Amuletos. Bafios
Alexitére Infusion, Local, Oral I. : 75, 118, 119
Maceracion Creifel il
Dérmico Infusion Local, Oral Amuletos. 118, 119
Cataplasmas
Amuletos.
Cataplasmas. Usada
_ Digestivo Coccion, Local. Oral Mas de 3 con: zorrillito 36, 75, 118,
Aristolochia Guerrero Hojas, Tallo, 9 Infusion : veces al dia  (Petiveria alliacea) y 119
3 - A Raiz, Toda manzanilla (Matricaria
Michoacan
mycteria la planta reticulata)
NE 75
Oseo-muscular Coccion, Local. Oral Amarrado a la cintura. 36, 75, 118,
Infusion ' Cataplasmas. 119
Sindrome de Amarrado a la cintura.
T Infusién Local, Oral Amuletos. 118, 119
filiacion cultural
Cataplasmas.
Varios 75
Aristolochianana  San Luis Potosi NE Alexitére 70
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. p Parte de la . Formade Via de . - . .
Especie Estados/pais planta Sistema preparacion adms. Dosis Especificaciones Referencia
NE 70
Arlstoloc_hla Oaxaca NE ”Sln'd,rome de 75
nelsonii filiacion cultural
Coccion,
Alexitére Maceracion, Alcohol 2508701325
Pomada '
Antipiretica- Coccion, 95
Analgesica Maceracion
Se enrolla una hoja 'y
Auditivo Local se pone en el oido 73
hasta que se seque
Ciudad de México, Cardiovascular 29, 122
; ; Guanajuato, Hojas, Tallo, 29 70. 82
ArlstOIIOC_?Iflnl_ Guerrero, Hidalgo,  Raiz, Toda Digestivo Parenteral 108, 122
nummularitolia Michoacan, la planta '
Morelos NE 80, 131
Coccion,
Oseo-muscular Infusién, Local Alcohol L ) I B
) 119
Maceracion
Reproductivo Coccién Lavados 70, 83
__Sm_d,rome de Infusién Local Alcohol 1
filiacion cultural
. Coccion, 31, 41, 95,
Varios Maceracion Local Alcohol 115, 128
Aristolochia Oaxaca NE NE 36, 75
Oaxacana
Dérmico 0 Local Alcohol 5, 46
. . ., 2a3cmde
. . i Digestivo Coccion Oral p 36, 51, 75, 94
Aristolochia Guerrero, San Luis Hojas, Tallo, J raiz
orbicularis Potosi Raiz, Toda i
la planta ..S'n.d,rome de Infusién Local, Oral Cataplasma 118, 119
filiaciéon cultural
NE 36, 75, 119
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Parte de la

. a " Forma de Via de . . . .
Especie Estados/pais planta Sistema preparacion adms. Dosis Especificaciones Referencia
Nervioso Coccion Oral 46, 49
Alcohol. Usada con:
damiana (Turnera
Oseo-muscular Local diffusa), salve real 5, 6, 36, 46,
(Lippia dulcis) y 49, 75
Pericon (Tajetes
lucida)
Colocar en el cuello,
Respiratorio Local Por2o03 no tomar agua fr_la ni 5 6,51
noches estar con los pies
mojados
Varios 36, 75
1/2L de agua
de6al2
horas. 1 trago, .
. Coccién, solo una vez Aguay aceite. 25. gen 2,8,42,45,
Alexitére - Local alcohol se deja
Maceracion setoma.102 p 60, 75
reposar por 7 dias
gotas en la
parte afectada
Holas. Tall 1 sola vez.
Aristolochia ojas, 1aflo,
iz Oaxaca, Veracruz Raiz,
ovall Corteza
Antipiretica- LZL e aale
. Coccién de6al2 2,38
Analgesica h
oras
Cardiovascular 38
Dérmico 38
Digestivo Coccion 38, 75
60, 68, 70,
NE 75, 80
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. a Parte de la . Forma de Via de . . .
Especie Estados/pais planta Sistema preparacion adms. Dosis Especificaciones Referencia
) 1/2L de agua
Oseo-muscular Coccion de6al2 2,38
horas
Reproductivo 75
Sindrome de
g 38
filiacion cultural
Urinario 38
Alcohol o vino, un
Varios 0 Oral traguito al dia. 8,75
Fermentacion
Aristolochia : Digestivo 75
Chiapas Tallo )
paracleta Varios 75
L Cataplasma. Masticar 10, 36, 64,
Alexitére Local, Oral un pedazo 70. 75
Antipiretica- . 9, 70, 120,
Analgesica Coccion Oral 121, 132
Usada con
5L de agua Lithospermum 9 27 70 79
Cardiovascular Coccion Oral por 5 dias por oblongifolium, Thyallis ’12(’) 1é1 !
i la mafnana glauca y Mimosa ’
Jalisco, Morelos, Hoias. Raf albida
; : Nayarit, Oaxaca ojas, Ralz,
Aristolochia Quinta{na Roo. Tuberculo, Catanl
_ ) kR ataplasma.
pentandra Sinaloa, Tabasco, planta Dérmico Local Mezclada con masa, 27,44
Veracruz, Yucatan grasa y alcohol
Digestivo Coccion Oral 3 10’7650’ s
14, 34,72,
NE 75, 80
< 9, 64, 70,
Oseo-muscular Oral 120, 121, 132

81



Especie Estados/pais Papr):anti 2 Sistema plrzgprz:::cdign Zéamdse Dosis Especificaciones Referencia
Cataplasma.
Otros Local Mezclada con masa, 27,44
grasay alcohol
. L, 9, 60, 64, 70,
Reproductivo Infusion Oral 120, 121, 132
Respiratorio 10
Varios Coccion Oral 75
A“SIOIQChIa Pera NE NE 75
peruviana
509 a 2009 en
alcohol,
) tintura 25
Aristolochia Ch""g’alS' %@xaca, NE Alexitére gotas o tomar 39, 70
. olombia,
pilosa Honduras una
cucharadita
cada hora
NE 75, 80
Ari lochi Cardiovascular 63
r.IStO oc .Ia Espafa NE Reproductivo 63
pistolochia P P
Varios 63
2 a3 veces al .
Alexitére Maceracion Local dia por 20 ey e en ik 70,75, 79, 91
di de alcohol
fas
Antipiretica- 76
Aristolochia Guerrero, Jalisco, Analgesica
. . Michoacan, Raiz .
pringlei Morelos Dérmico 76
..S'n.d,rome de Infusién Local, Oral Cataplasma 118
filiacion cultural
NE 70, 80, 119
Varios 75, 76
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. a Parte de la . Forma de Via de . . .
Especie Estados/pais planta Sistema preparacion adms. Dosis Especificaciones Referencia
Aristolochia Puebla Rizoma Digestivo 60
pueblana
Raiz tostada y
mezclada con pinole.
Se espolvorea en la
S . llaga. Mezclada con
Dérmico Seca-molida Local manzanilla, goma de 2,67
popal, polvo cernido y
aceite 0 manteca
"Inca"
Aristolochia Sinaloa. Sonora Raiz, .
' Tuberculo sada con
C L s 1/2 L de agua. yebabuena,
Digestivo Coccion Oral 2a3vecesal escursionera, saly 2,3, 67,130
dia por 3 dias cal. Se toma en
ayunas
Sindrome de Molido se pone en
o Local talco y se espolvorea 2
filiacion cultural
en el cuerpo
Varios 67
Antipiretica-
. . Analgesica "
Aristolochia 9
. Oaxaca NE .
rhizantha Cardiovascular 75
Digestivo 75
A“stOIOChIa El salvador NE NE 75
ringens
Alexitére 84
Ari lochi Cardiovascular 57, 80, 84
ristolochia NEM, Espafia Raiz Dérmico 63, 84
rotunda _
Reproductivo 84
Varios 63
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Via de

. a Parte de la . Forma de . . .
Especie Estados/pais planta Sistema preparacion adms. Dosis Especificaciones Referencia
A”SFO.IOChIa Ecuador, Peru NE NE 60, 75
ruiziana
ArIStOIO(.:hIa Sinaloa NE NE 75
savannoidea
Alexitére 17, 84
Antipiretica-
i 17
Analgesica
Cardiovascular 76
Ari lochi Digestivo 17,76
ristoloc ,Ia NEM, I_Estados Raiz Inmunoldégico 84
serpentaria Unidos " . . _
aceracion, g en tintura
NE Seca Oral de quina 80, 131
Reproductivo 76
Respiratorio 17
Varios 76
Aristolochia Chihuahua, Raiz Digestivo Coccion 75
sinaloae Durango, Sinaloa NE 75
Chiapas Cataplasma. Alcohol.
. ’ Usada con flor de frijol
Chihuahua, ” . For e o' 24, 57, 70,
. . . Coccion, y junto con infusion de
Coahuila, Colima Alexitére - Local, Oral . 71,75, 82,
D ’ Estad ' Maceracion borraja, agua de 106
u:janic\;/lo,, -stado malva de hoja
e Mexico, redonda.
Guanajuato,
] : Guerrero, Jalisco, Hojas, Tallo Asiayf 14
Aristolochia sp. 1oy, I ’ g JEACh Antipiretica- Coccion, 1/2tazapor5 Puesto en el cuello 9, 50, 82,
b Michoacan, Raiz Analgesica Infusién Local, Oral dias con un hilo 107, 111
Morelos, Nayarit, -
Oaxaca, Puebla, Auditivo 82
San Luis Potosi, Dérmico Oral 9,111
Sinaloa, Tabasco, 50 70.75
Veracruz, Yucatan, Digestivo Coccion Oral 3-4g Usada con flor de frijol %6 éz ’
Brasil, Colombia :
Amarrado 98

Inmunolégico
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. p Parte de la . Formade Via de . - . .
Especie Estados/pais planta Sistema preparacion adms. Dosis Especificaciones Referencia
36, 55, 70,
NE 6-8¢g 75, 82, 87,
103, 104, 125
Nervioso- Lo
Cardiovascular Local Chiquiador 82
Oftalmico 82
Refregado. Alcohol.
) Coccion, Puesto en el cuello 5, 6, 70, 75,
Oseo-muscular Infusion, Local, Oral 1 vez al dia con un hilo. Usada 80, 82, 106,
Maceracion con: flor de frijol y 107
trementina
Otros 106
Reproductivo Coccion Oral <h (2, 201,
107
Respiratorio 131
Se mezclada con
Sindrome de sebo. Se coloca en
S Pomada Local coyunturas. Puesto en 16, 82, 98
filiacion cultural ;
el cuello con un hilo.
Amarrado
Urinario 62, 76, 82
Varios Infusioén Local Cataplasma. Alcohol 70’761’2820’ e
Aristolochia Oaxaca NE NE 75
styloglossa
Colima, Guerrero, AL 22 (0
F : Jalisco, Michoacan, Hojas, Tallo, : Amarrar las piernas
ArISFOIOChIa Morelos, Nayarit, Toda la Cardiovascular después del parto 88
taliscana Oaxaca, Puebla, planta 70. 75. 78
Sinaloa, Veracruz NE Tl
79, 80, 112
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. . Parte de la . Formade Via de . - . .
Especie Estados/pais planta Sistema preparacion adms. Dosis Especificaciones Referencia
Urinario 36
Varios 3,36, 75,78
Alexitére Infusién 36, 60, 75
Aristolochia Guerrero, Digestivo Coccion Oral 3
g . Tallo
tentaculata Michoacan NE 36, 75
Varios 36, 60, 75
Aristolochia ) Alexitére 70
. Jalisco NE
tequilana NE 70, 80
. . Digestivo Coccion Oral 75
Aristolochia Oaxaca Flor, Raiz : i
teretiflora ’ Otros Silbgie, 58 GOl 2 75
corola y se sopla
Aristolochia . 32, 100, 105
NE NE Varios ; : !
tomentosa 117, 127
Alexitére 17
Antlplretl_ca- 7.17
Analgesica
Cardiovascular 7,17
Dérmico 98
Digestivo 7,17
: ; Tallo, 2
?rrila?r:OIl?lca:.rr]iI: Brasil, Paraguay Rizoma, Endocrino 17
9 Raiz NE 31,77, 123
Oseo-muscular 7,17
Reproductivo Infusion 7,17
Respiratorio 17
Urinario
Varios
Aristolochia Chiapas, Oaxaca Hojas Digestivo Coccion Oral 2 El el Se usan 6 hojas 75

tricaudata
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por 3 dias




. p Parte de la . Formade Via de . - . .
Especie Estados/pais planta Sistema preparacion adms. Dosis Especificaciones Referencia
NE 70, 80
Otros 36
Aristolochia Michoacan NE NE 70, 80
uhdeana
Aristolochia NEM NE NE 70, 80
valentina
ArISt.O.IO(.:hIa Guerrero, Oaxaca NE NE 70, 75, 80
variifolia
Alexitére 60
Aristolochia Digestivo 60
Veracruz NE
veracruzana NE 47
Otros 75
) ) Digestivo Coccion Oral 35
Aristolochia Guanajuato, San .
g . p Hojas NE 56
versabilifolia Luis Potosi o -
Urinario Local, Oral Bafios 75
Alexitére 70
Antipiretica-
. ] 96
Aguascalientes, Analgesica
Baja C_allfo_rnla, Cardiovascular 12
Baja California Sur,
_ _ Chihuahua, Ciudad Hojas, Tallo, 1/2 taza al 12,13, 21,
Aristolochia de México, Raiz, Aerea, Digestivo Coccion Oral dia, no comer Usada con azlcar 67, 96, 113,
watsonii Durango, Nayarit, Toda la grasa 129
Nuevo Leon, . planta Endocrino Oral 12,113
Puebla, San Luis
Potosi, Sinaloa, NE 70, 75, 80
Sonora Sindrome de
S 28
filiacién cultural
Urinario 129
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. a Parte de la . Forma de Via de . e .
Especie Estados/pais planta Sistema preparacion adms. Dosis Especificaciones Referencia
1L de agua -
con 3 trozos Usada con pionia
. . de raiz junto. (Zexmenia
Varios Coccidn 1 Taza antes podo~cephala) , 13, 37,67, 75
de cada pezufia de vaca
; tostado y molida
alimento
Antipiretica-
. . Analgesica 20
Aristolochia Chihuahua, Tallo. Raiz 9
wrightii Coahuila ' Digestivo 20
NE 75, 80
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12.3 REACTIVOS QUIMICOS
Reactivo de Marquis:

Formaldehido al 40%, se toman 3-4 gotas y se disuelven en H,SO, al 10%. Se revela la placa
con ayuda de un algodon desengrasado previamente.

Reactivo de Draggendorff:
Se realizaron dos soluciones:
Solucién A: 0.85 g de nitrato de bismuto
10 mL de acido acético glacial
40 mL de agua destilada
Solucién B: 10 g de yoduro de potasio

40 mL de agua destilada

El reactivo se prepara al momento de su utilizacién mezclado 1:1 cada una de las soluciones.
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12.4 REACTIVOS PARA LA PRUEBA DE MIELOPEROXIDASA

Preparacion de las soluciones y reactivos requeridos en el ensayo

» Buffer de fosfatos (PBS) 80 mM, pH=5.4
Pesar las siguientes sales y aforar a 500 mL.

KCl 100 mg
[ P = © 5,244 mg
NACH e, 4, 000 mg
Na;HPO4.12 H.0O......cccoee. 524.5 mg

HTAB (Bromuro de hexadecitrimetil amonio) 0.5 %
Pesar 0.5 g de HTAB y aforar a 100 ml con PBS 80 mM, pH= 5.4

» 3, 3, 5, 5-tetrametilbenzidina (TMB) 18.4 mM
El reactivo se prepara en una solucion de dimetilformamida (DMF) al 50 % en agua. El TMB se
disuelve primero en DMF y después se agrega la misma cantidad de H-O desionizada para
completar el volumen final usando la siguiente relacién:
18.4 mM = 4.42 mg/ml
> Peréxido de hidrégeno (H202) 0.017 %

Solucién A (concentrado): peréxido de hidrégeno 1.7 %.
Tomar 170 L de peroxido de hidrégeno al 30 % y aforar a 10 ml con agua desionizada.

Solucién B (de trabajo): peroxido a 0.017 %, tomar los volumenes sefialados en la siguiente tabla.

Volumen de solucion de Alicuota solucién A Agua desionizada
trabajo a preparar (ml) (0L) (mL)

10 100 9.9

20 200 19.8

30 300 29.7

> H2S04 (2 M)
Tomar 10.66 mL de H:SOs y aforar a 100 mL con agua des ionizada.
Precaucion: colocar en el matraz aproximadamente 50 ml de agua fria y agregar lentamente

el H,SO4para evitar proyecciones de la solucion.
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12.5 RMN H* DE. FRACCIONAMIENTO EN PLACA PREPARATIVA
FRACCION 1

"H MM (301 Mz, Chloroformed) & 3,69 - 3.53 (m, 1H), 166 — 154 (m, 1H), 1.25 (s, 1H), 0.8
it = 6.8 He, 1Hy

1
Single Pulse Experiment
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FRACCION 2

H NMER (301 MHz, Chloroformrd) B 5.35 (d, J = 5.4 Hz, 0H), .61 (d, ./ = 14.3 Hz, 0H), 2.85 -
2,67 (tn, OH), 234 (L, J = 7.4 Hz, OFD), 1.27 (d, 7= 14.3 He, 1H), 0.90 (dddd, J=26.1, 232, 11.7,
6.1 Hz, TH).
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FRACCION 3

THNME (300 MHz, Chiloroformed) & 3.70— 3.53 {m, 1H), 2.35 (dd, J= 17.7, 10.0 Hz, 1H), 1.60

{d, J= 8.6 Fz, TH), 126 (s, 3H), 091 {ad,J = 24.4, 7.2 Hz, 3.

RG.2.fid

Instituto de Quimica UNAM RG
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Clave : F3P °

Mo Registro 92|3
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Bruker Avance Digital 300 MHz
19-08-16

gEg

7

102

Intensity



FRACCION 4

THNMR (301 MHz, Chiloroformerd) & 6.5 (5, 0H), 4.13 — 388 (my B, 3.68— 3.53 (my 0H), 244

— 221 (g, GH), 1.66— 1.52 (i, OFL), 125 (s, 1FD), 0.89 (dg, J= 154,83, 7.7 H, 1H).

1

Er

Singla Pulse Experiment ]
A a3 83538835 HARNRY TRRNZI5EES
P NN PN N I
1l
— . Ill -
90 85 80 75 70 65 60 55 50 ' 40 35 30 25 20 15 10 05 00




FRACCION 5

H MM (301 MHz, Chloroformed) & 12.10 s, TH), 8.52 — 808 {m, 425H), 731 — 7.23 {my 2H),
626 (5, 4HI), 5,90 s, T1HD, 564 — S.40 ey 151, 472 5, 1H), 467 (5. -1H).

1

r

Single: Pulse Experiment
H SH3HA3IFUBCIRNENN HRRREEARGRZERCCLEAY
3 e = |5 e i
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125 120 115 110 105 100 95 90 &5 80 75 70 6B5 60 55 50 45 40 35

f1 (pprm}
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FRACCION 6

TH MME (300 MHz, Methanokd,) & 4.08 (ddd, J=23.3, 152, .9 Hz, 1H), 3.97— 360 (m, 3H),
360 — 3,47 (im, 1H), 347 — 332 e, 1H), 1.32 (s, OH).

RG.2.fid 5
anﬂ:.lt;l;; Qulglllz UNAM RG = 180
r-R. - D. Lopez TLE 2 EREERR g

Clave: F6p cEEEEEEEEEEEEEE R R EE R bR g 170

Mo Registro 931 e A Pl I

Disolvenke: CD30D

Experimento: 1H 160

Bruker Avance Digital 300 MHz

2308-16 L 150
140
130
F120
110
100
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a0
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F50
F40
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120

|
A_L»; [
N N P
T T T T T T T T T T T T T T
5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 05 0.0

Intensity
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RG.9.fid
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12.6 ABREVIATURAS

2N

AA
AA2
AA3
AA3a
ac.
AcOEt
AINE’s
ANOVA
APG IV
Ca2+
CCF
CD1
CD30D
CDCI3
CG
CG/MS
CHCl;
CHCl3
COX
COox1
COX 2

dd
DHGLA
DLso
DMF
DMSO
EET
ENCB
EPA
et al.
Ext

FA
FCME
FO1
FO2
FO3
Fracc
GPCR

H>0>

2 normal

Acido aristoloquico

Acido aristoléquico 2

Acido aristoloéquico 3

Acido aristoloquico 3a

Acido

Acetato de etilo

Medicamentos antiinflamatorios no esteroideos
Analisis de varianza

Grupo filogenético de Angiospermas
Calcio

Cromatografia en capa Fina

Lineas de ratones genéticamente modificados
Metanol deuterado

Cloroformo deuterado
Cromatografia de gases
Cromatografia de gases acoplado gases masas
Diclorometano

Cloroformo

Ciclo oxigenasa

Ciclo oxigenasa 1

Ciclo oxigenasa 2

Doble

Doble de doble

Acido araquidonico

Dosis letal 50

Dimetillformamida

Dimetilsulféxido

acido epoxieicosatrienoico

Escuela Nacional de Ciencias Biol6gicas
Acido

et aliae (y otros)

Extracto

Fase acuosa

Herbario de la Facultad de Ciencias
Fase organica 1

Fase organica 2

Fase organica 3

Fraccién

Proteinas G transmembranales
Hemolisis

Peroxido de hidrogeno
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H>SO4
HCI

Hex
HPLC
HSF-PLA:
HTBA

Hz

NH40H
NIIST
Nm

NO

P450
PBS
PG1
PG2

acido sulfarico

Acido clorhidrico

Hexano

Cromatografia liquida de alto rendimiento
Fosfolipasa A2 de fluido sinovial humano de pacientes con artritis
Bromuro de hexadecitrimetil amonio
Hertz

Intramuscular

Concentracion Inhibitoria 50
Inter leucina 6

Inhibicion

Infrarojo

Constante de acoplamiento
Lymnaea

Lipoxigenasa 12
Lipoxigenasa 5
Lipoxigenasa 15
Lipopolisacérido

Leucotrieno B4

Per oxidacion

Metros sobre el nivel del mar
m= masa, z= carga

lon molecular

Metanol

Herbario Nacional de México
Mega Hertz

Minutos

Milimolar

Movilizacion

Enzima mieloperoxidasa
Normal

Naja

Numero igual

No especificado

hidroxido de amonio

Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia Interdisciplinaria
Nandmetro

Oxido nitrico

pi value

Propionibacterium

Citocromo P450

buffer de fosfatos
Prostanglandina 1
Prostanglandina 2
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PG3
PGE2
PGI2

pH

PLA:
post hoc
PtdCho
RF

RMN
RMNH*
Rpm

S

SA
Superv
T.

TLC
TMB
TNFa
TPA
TxA2
TxB2
uv
VRV PL-VI
w

A

Mg

ML

MM

Prostanglandina 3

Dinoprostona

Prostaciclina 12

Potencial hidrogeno

Fosfolipasa A2

“Despues de esto”, hace referencia al analisis estadistico de datos
Fosfotidilcolina

Distancia que recorre la muestra desde el punto de aplicacién /
distancia que recorre el disolvente hasta el frente del eluyente
Resonancia Marnetica Nuclear

Resonancia Marnetica Nuclear de Hidrogeno
revoluciones por minuto

Simple

18:4 cis 6,9,12,15-octadecatetraonico
Supervivencia

Trimeresurus

Cromatografia en capa Fina

3,37, 5,5 -tetrametilbenzidina

factor de necrosis tumoral a
13-acetato de 12-tetradecanoilforbol
Tromboxano A2

Tromboxano B2

Ultra Violeta

Fosfolipasa A2 de Vipera russelli
Watts

Lamda

Microgramo

Micro litro

Micro molar
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