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Resumen

Existen pocos estudios cientificos que demuestren el valor terapéutico de las plantas usadas en la medicina tradicional
centroamericana para tratar el envenenamiento ofidico. En este estudio se evalu6 la capacidad de los extractos eta-
nolicos de nueve plantas de uso etnomédico en Centroamérica (Acacia hindsii, Aristolochia maxima, Bursera simaruba,
Cissampelos pareira, Eryngium foetidum, Hamelia patens, Pimenta dioica, Piper peltatum y Sansevieria hyacinthoides)
para inhibir el efecto coagulante del veneno de Bothrops asper. Tres de ellas (B. simaruba, E. foetidum y P. dioica)
también fueron evaluadas en cuanto a su capacidad inhibitoria de los efectos fosfolipasa A, (PLA,) y proteolitico del
veneno. Las plantas fueron colectadas en Guatemala, secadas, extraidas con etanol y los efectos inhibitorios evaluados
in vitro después de preincubar concentraciones variables de extracto con concentraciones fijas de veneno. Los resultados
demostraron que ninguno de los extractos logré inhibir los efectos coagulante y PLA , pero los extractos clorofilados de
P. dioicay E. foetidum inhibieron efectivamente la actividad proteolitica del veneno. El tamizaje fitoquimico, mediante
ensayos macro y semimicrométricos de cromatografia en capa fina, demostro la presencia de metabolitos secundarios
reportados con actividad antiproteolitica (flavonoides, antocianinas, catequinas y taninos) en la composicién quimica
de los extractos de E. foetidum y P. dioica. Su efecto sobre el veneno se evalué mediante electroforesis SDS-PAGE,
demostrandose que no esta mediado por degradacion proteolitica de los componentes del veneno. El aislamiento y ca-
racterizacion especifica de sus metabolitos secundarios en futuros estudios, permitird determinar el mecanismo de accion
inhibitoria ejercido por estos extractos.

Palabras claves: Plantas antiofidicas, antidotos, Guatemala, mordedura de serpiente, envenenamiento ofidico

Abstract

edicinal plants have been traditionally used in Central America to treat snakebite envenomations, however, very

few scientific studies aimed to demonstrate their efficacy and safety have been performed. In this study, ethanolic
extracts of nine plants used in the region by traditional healers in snakebite cases (4Acacia hindsii, Aristolochia maxima,
Bursera simaruba, Cissampelos pareira, Eryngium foetidum, Hamelia patens, Pimenta dioica, Piper peltatum and San-
sevieria hyacinthoides) were evaluated for their ability to inhibit the coagulant effect induced by the venom of the snake
Bothrops asper. Three of these extracts (B. simaruba, E. foetidum and P. dioica) were also evaluated for their inhibitory
effect on the phospholipase A, (PLA,) and proteolytic activities of the venom. Plants were collected in Guatemala, dried,
extracted with ethanol, and their inhibitory effects were evaluated in vitro after pre-incubation of several amounts of
each extract with a challenge concentration of venom. Results showed that none of the extracts inhibited the coagulant
and PLA, effects; however, chlorophyllated extracts of E. foetidum and P. dioica effectively inhibited the proteolytic
activity of the venom. Phytochemical analysis of these extracts, conducted by macrometric assays and semimicroanalysis
by thin layer chromatography, identified secondary metabolites (flavones, anthocyanins, catequines and tannins) whose
anti-proteolytic activities have been widely reported. SDS-PAGE analysis demonstrated that the mechanism of inhibition
is not related to proteolytic degradation of the venom proteins by the plant extracts. Further studies are needed to isolate
and identify the active venom inhibitory compounds of these plants, aimed to understand their mechanism of action.

Key words: Antiophidic plants, traditional medicine, Guatemala, snakebite, antidotes
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Inhibicién del veneno de B. asper por plantas centroamericanas

Introduccion

Se ha estimado que en Centroamérica ocurren
aproximadamente 5,500 casos anuales de mordedura
de serpiente (Gutiérrez, 2014). Sin embargo, el pro-
blema podria ser mayor, ya que el accidente ofidico
sucede mas frecuentemente en areas rurales, alejadas
de los centros de salud, por lo que un nimero inde-
terminado de victimas no es registrado (Giovannini &
Howes, 2017). Los casos mas serios de envenenamiento
se producen por mordedura de serpientes de la familia
Viperidae, especialmente Bothrops asper, siendo los
mas afectados jovenes trabajadores agricolas que son
mordidos mientras desempefian sus labores (Gutiérrez,
2014).

Los envenenamientos por B. asper se caracterizan
por una serie de alteraciones locales que aparecen rapi-
damente en el sito de la mordedura, como edema, he-
morragia, mionecrosis y dermonecrosis (Gutiérrez, Ru-
cavado, Chaves, Diaz, & Escalante, 2009b), asi como
alteraciones sistémicas caracterizadas por coagulopatia,
hemorragia, choque cardiovascular y en casos severos
la muerte (Gutiérrez, Escalante, & Rucavado, 2009a).
Frecuentemente se observan alteraciones en la hemos-
tasia, que dan lugar a trombocitopenia, desfibrin(ogen)
acion y coagulacion intravascular diseminada (Ruca-
vado et al., 2005). Los componentes del veneno res-
ponsables de estos efectos locales y sistémicos son las
metaloproteinasas dependientes de zinc (snake venom
metalloproteinases, SVMPs), las fosfolipasa A, (PLA.)
(Angulo & Lomonte, 2009) y en menor proporcion las
serina proteinasas (Gutiérrez, 2002).

La administracion temprana de antivenenos, o
sueros antiofidicos, es el tratamiento validado para el
manejo del envenenamiento ofidico, sin embargo, su
uso presenta dificultades en areas rurales, especialmente
en regiones donde los servicios de salud no cubren la
totalidad de la poblacion o estan alejados de los lugares
donde ocurren las mordeduras por serpientes (Gutié-
rrez, 2010). Esta situacion, aunada a aspectos culturales,
incide en que gran parte de la poblacion afectada en
Latinoamérica busque la ayuda de curanderos para tra-
tar la mordedura de serpiente con antidotos preparados
con plantas de acuerdo a sus recetas tradicionales. Estos
pueden ser aplicados en forma de toma de infusiones
0 jugos, o bien, como bafios y emplastos sobre el area
afectada (Coe & Anderson, 2005; Hay, 2002; Otero et
al., 2000). En la medicina tradicional centroamericana
se ha reportado el uso de 208 especies vegetales para
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el tratamiento de la mordedura de serpiente; sin embar-
g0, existen muy pocos estudios que hayan evaluado,
de manera rigurosa, su eficacia para inhibir los efectos
del envenenamiento ofidico, de tal forma que puedan
usarse de forma eficaz y segura por los afectados (Gio-
vannini & Howes, 2017).

Este estudio es la continuacion de un trabajo pre-
vio (Saravia-Otten et al., 2015), en el cual se demos-
tré que, de los extractos etanolicos de seis plantas de
uso etnomédico en Guatemala (Acacia hindsii Benth,
Aristolochia maxima Jacq., Cissampelos pareira L.,
Hamelia patens Jacq., Piper peltatum L.y Sansevieria
hyacinthoides Druce), solamente el de S. hyacinthoides
posee alguna capacidad inhibitoria (< 25%) del efecto
PLA, del veneno de B. asper. Asimismo, Unicamente
los extractos de P. peltatum y C. pareira inhibieron
pobremente (< 50%) el efecto proteolitico del veneno.
Debido a que las dos pruebas de tamizaje utilizadas en
el estudio anterior evaluan unicamente la capacidad
de los extractos vegetales para inhibir las principales
toxinas del veneno responsables de los efectos locales,
en el presente estudio se evalud la capacidad de las
seis plantas para inhibir el efecto coagulante (poten-
cialmente desfibrin(ogen)ante) del veneno. Para am-
pliar el nimero de plantas en estudio, se incluyeron
tres especies (Eryngium foetidum L., Pimenta dioica
(L.) Merr y Bursera simaruba (L.) Sarg) seleccionadas
por uso etnomédico para el tratamiento de mordedura
de serpiente en Centroamérica (Castro et al., 1999; Coe
& Anderson, 2005; Hay, 2002). Los extractos etanoli-
cos de estas tres plantas también fueron tamizados en
cuanto a su capacidad para inhibir los efectos PLA, y
proteolitico del veneno.

Se realizé un analisis fitoquimico preliminar de
los extractos de todas las especies, con el objetivo de
correlacionar la presencia de metabolitos secundarios
con las bioactividades detectadas. Ademas, para evaluar
si el mecanismo de accion inhibitoria de estos extractos
estaba mediado por la degradacion proteolitica de las
principales proteinas del veneno, se realizé un analisis
por electroforesis SDS-PAGE.

Materiales y métodos
Seleccion y colecta de especies vegetales
El proceso de seleccion y colecta de A. hindsii, A.
maxima, C. pareira, H. patens, P. peltatum 'y S. hyacin-

thoides se describe en Saravia-Otten y colaboradores
(2015). Adicionalmente se seleccionaron tres especies
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usadas en Centroamérica para el tratamiento de morde-
dura de serpiente (B. simaruba, E. foetidum 'y P. dioica)
segun su disponibilidad, abundancia y capacidad de
recoleccion en Guatemala. La colecta se realizé con
base en un muestreo estratificado, preferencial y por
conveniencia en lugares donde se tienen las especies

Tabla 1
Datos de recoleccion de las plantas del proyecto

bajo cultivo o por manejo, en regiones del pais en donde
el accidente ofidico es frecuente (Tabla 1 y Figura 1).
Larecoleccion, embalaje y transporte se realiz6 confor-
me a los principios de las buenas practicas de colecta y
el proceso conforme a las técnicas convencionales de
secado y molienda.

Lugar de colecta

Familia / Especie Nombre Parte
(niimero de registro)? comun colectada Coordenadas
g Altitud
Burseraceae / Bursera Ecoparcela el Kakawatal, Samayac, Suchitepéquez
simaruba (L.) Sarg. Palo jiote Corteza N 14°33” 08.4”; 0 091° 28” 02.8”
(CFEH® 1386) 453 m.snm®
Apiaceae / Eryngium Aldea Plan Grande Quehueche, Livingston, Izabal
foetidum L. Samat Hojas N 15° 50’ 02.6”; O 088° 49’ 02.1”
(CFEH 1387) 85 m.snm®
Myrtaceae / Pimenta dioica Pimienta Comunidad de Barra Lampara, Livingston, Izabal
(L.) Merr. gorda Hojas N 15°46° 56.76”; O 088° 47° 29.94”

(CFEH 1388)

13 m.snm®

Nota. *CFEH: Cemat Farmaya ethnobotanical herbarium. ®m.snm: metros sobre el nivel del mar.
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Figura 1. Lugares de colecta en Guatemala de las nueve especies vegetales evaluadas en el proyecto. Los rectangulos
negros indican las regiones en las cuales se colectaron las especies vegetales reportadas en Saravia-Otten y colaborado-
res (2015) y los rectangulos blancos las de las especies colectadas en el presente estudio.
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Obtencion de extractos vegetales

Se prepararon extractos etandlicos por perco-
lacion continua a partir de 200 g de material vegetal
segun Kuklinski (2000) y el Ministerio de Sanidad y
Consumo (2002). Cada extracto concentrado se transfi-
ri6 a un cristalizador, se coloco en una desecadora para
eliminar el disolvente restante, se peso y se determind el
porcentaje de rendimiento, tomando en cuenta el peso
final del extracto seco dividido el material vegetal pe-
sado multiplicado por 100.

Desclorofilacion de extractos vegetales

Se utilizo la metodologia descrita por Coll y Bow-
den (1986) y Fernandes y colaboradores (1997) con
algunas modificaciones. Se pesaron 10 g de extracto
seco y se disolvieron en 300 ml de metanol frio, se
filtr6 al vacio para eliminar particulas. Se agregé 100
ml de agua destilada fria y se dejo reposar 15-20 min
en frio. Se filtr6 al vacio en una columna empacada
de celite empleando una mezcla de metanol:agua (1:1)
para favorecer el proceso. El filtrado se fracciono en
una ampolla de decantacion con tres lavados de 100
ml cada uno con hexano; luego se realizaron tres lava-
dos con diclorometano de 100 ml cada uno. La mezcla
metanol:agua (desclorofilada) que quedoé en la ampolla
fue filtrada sobre sulfato de sodio anhidro. Cada una de
las tres fracciones fue secada, pesada y almacenada en
congelacion (-20°C) hasta su uso.

Veneno de B. asper

Se utilizé una mezcla de veneno colectado en el
serpentario del Instituto Clodomiro Picado, Universidad
de Costa Rica, el cual fue obtenido a partir de no menos
de 40 especimenes adultos provenientes de la region
del Pacifico de Costa Rica. La mezcla de veneno fue
centrifugada, liofilizada y almacenada a -20°C hasta su
uso. Estudios previos realizados por Saravia y colabo-
radores (2001b), demostraron que el perfil toxicologico
del veneno de las serpientes de Costa Rica, es similar
al de las especies guatemaltecas.

Disolucion de extractos vegetales
Los extractos vegetales etandlicos, de consisten-

cia viscosa grado miel, se disolvieron en una solucion
tampon de fosfatos (PBS) pH 7.2 utilizando 1-10%
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(v/v) de Tween-80 como emulsionante, segtin el proce-
dimiento reportado por Saravia-Otten y colaboradores
(2015). Cada disolucion fue identificada, distribuida en
alicuotas y almacenada en congelacion (-20°C) hasta
su uso.

Tamizaje fitoquimico preliminar

Se determino la presencia de taninos en los ex-
tractos etandlicos mediante la técnica macrométrica de
tubos descrita por Kuklinski (2000). La presencia de
flavonoides, antocianinas y catequinas fue determina-
da por medio de cromatografia en capa fina sobre una
cromatoplaca de silicagel 60 F,,, de acuerdo a la meto-
dologia descrita en Ministerio de Sanidad y Consumo
(2002) y Wagner y Bladt (1996); los estandares fueron
quercetina, rutina, acido clorogénico e hiperdsido. Las
cumarinas se determinaron también por cromatografia
en capa fina sobre una cromatoplaca de silicagel 60 F,,,
segun el método descrito por Lock (1994), utilizando
estandares de acido p-cumarico y cumarina.

Determinacion de las concentraciones de reto
(CR) de veneno

Para las pruebas de inhibicion de la actividad pro-
teolitica y PLA, se utilizaron como CR 1.25y 0.03 pg/ul
de veneno, respectivamente (Saravia-Otten et al., 2015).
Para establecer la CR de veneno para las pruebas de in-
hibicion de la actividad coagulante, inicialmente se es-
tablecio la Dosis Coagulante Minima-Plasma (DCM-P,
cantidad de veneno que induce coagulacion del plasma
citratado en 60 s) utilizando el ensayo de concentra-
cion-actividad descrito por Theakston y Reid (1983).
La CR (2.15 x107 pg/ul) se prepar6 con la cantidad de
veneno equivalente a dos DCM-P (Gené¢, Roy, Rojas,
Gutiérrez, & Cerdas, 1989).

Actividades intrinsecas de los extractos determi-
nadas por ensayos de concentracion-actividad

Antes de enfrentar el veneno con los extractos
vegetales se evaluaron las actividades intrinsecas de
cada uno, utilizando ensayos de concentracion—acti-
vidad, con el fin de determinar los niveles de extracto
que podrian utilizarse sin provocar dichos efectos, que
invalidarian los resultados de las pruebas de inhibicion.
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Actividad coagulante y anticoagulante intrinseca

Se evaluo utilizando plasma humano citratado se-
gun el método de Theakston y Reid (1983). El plasma
se preincub6 a 37°C por 3 min, luego se enfrentd a
diferentes concentraciones de los extractos vegetales
(0.05-0.86 pg/pl) manteniendo las mezclas en incuba-
cion y se determind el tiempo de coagulacion con un
cronometro. Como control negativo (0% de actividad)
se utilizo PBS, el control positivo fue una solucion de
trombina (2.7 UNIH/ml). Debido a que algunos extrac-
tos vegetales pueden presentar efecto anticoagulante
intrinseco, se realiz6 una curva concentracion-actividad
incubando por 30 min a 37°C una concentracion fija de
trombina (2.7 UNIH/ml) con las mismas concentracio-
nes de extractos evaluadas en la prueba de coagulacion
intrinseca (0.05-0.86 pg/ul). Posteriormente cada una
de las mezclas se agregd a plasma humano citratado
preincubado por 3 min a 37°C, y se determino el tiempo
de coagulacion con un crondémetro, manteniendo las
mezclas en incubacion. Como control de coagulacion
se utiliz6 una mezcla de trombina (2.7 UNIH/ml) in-
cubada con PBS y como control de no coagulacion se
uso solo PBS (Saravia, Caceres, Velasquez, & Lara,
2001a). En ambas pruebas se reportaron como anticoa-
gulantes aquellas concentraciones de extracto que no
presentaron formacion de un coagulo evidente luego de
60 min de incubacion una vez que se agrego la mezcla
conteniendo trombina.

Actividad PLA, intrinseca

Se evalu6 mediante el ensayo de titulacion que
utiliza fosfatidilcolina de yema de huevo como sus-
trato descrito por Dole (1956) con las modificaciones
realizadas por Gutiérrez, Lomonte, Chaves, Moreno
y Cerdas (1986). El sustrato se incub6 con diversas
concentraciones de los extractos vegetales (0.78-12.5
pg/pl) a 37°C. Los acidos grasos liberados se extrajeron
con una mezcla de heptano: H,O: H,SO, y se titularon
con NaOH. La actividad se expresé como peq/mg/min.
Como control negativo se utilizo PBS (0% de actividad)
y como control positivo la CR de veneno (0.03 pg/ul)
establecida previamente.

Actividad proteolitica intrinseca
Debido a que el color verde intenso de los extrac-

tos vegetales podria interferir con la prueba colorimé-
trica de protedlisis descrita por Wang, Shih y Huang
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(2004), se analizaron los extractos vegetales con y sin
clorofila para evaluar si la eliminacion de este pigmento
mejoraba la discriminacion de la prueba. Se determind
el espectro de absorcion de cada uno y se evaluo la
capacidad proteolitica de los extractos sobre azocasei-
na como se describe en Saravia-Otten y colaboradores
(2015). Como blanco de reactivos se utilizo PBS-Tween
80, el control positivo fue la CR de veneno (1.25 pg/ul)
y el control negativo contenia PBS. La interferencia del
color de los extractos se eliminé con un control interno
para cada concentracion con la solucion tampon de tra-
bajo sin azocaseina y cada una de las concentraciones
del extracto evaluado. La actividad proteolitica de cada
extracto se calculo restando al valor de absorbancia de
cada concentracion ensayada de extracto (3.9-62.5 g/
ul), la absorbancia de su control interno y del blanco de
reactivos. La actividad proteolitica del control positivo
(100% de actividad) se determiné restando la absor-
bancia del control negativo (0% de actividad) al valor
de absorbancia del tubo que contenia la CR de veneno.

Pruebas de inhibicion

Se utilizo el ensayo de preincubacion descrito por
Gutiérrez y colaboradores (1990), el cual consiste en
incubar la CR del veneno con concentraciones varia-
bles del extracto. Para los ensayos de inhibicion de las
actividades PLA, y coagulante, las CR se enfrentaron
a los extractos a razon veneno:extracto (p:p) de 1:400
hasta 1:25. Para los ensayos de inhibicion de la acti-
vidad proteolitica se utilizaron razones de veneno:ex-
tracto (p:p) de 1:50 hasta 1:3.125. Estas relaciones se
seleccionaron en base a estudios previos (Saravia et
al., 2001a; Saravia-Otten et al., 2015). Para cada ex-
perimento se prepararon los controles correspondien-
tes, segin la metodologia previamente descrita para
los ensayos de concentracion-actividad; las mezclas y
controles se incubaron por 30 min a 37°C, al cabo de
los cuales se estudi6 la actividad neutralizante de cada
efecto empleando el ensayo de concentracion-activi-
dad. En los casos en los que hubo inhibicion se calcu-
16 1a concentracion efectiva media del extracto (CE,,
concentracion de extracto capaz de inhibir el 50% del
efecto estudiado). Los resultados de los experimentos
de inhibicion se expresaron en términos porcentuales
donde el 100% correspondi6 a la inhibicion total del
efecto evaluado y el 0% a un efecto de igual magnitud
al inducido por el veneno solo.
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Electroforesis en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE)

Los extractos que demostraron capacidad neutra-
lizante de alguno de los efectos estudiados fueron incu-
bados a 37°C por 30 min con el veneno en proporcion
1:20 (veneno:extracto, p:p). Luego se cargaron 10 pl de
cada una de las mezclas en un gel de poliacrilamida al
12% y la electroforesis se corrié en condiciones reduc-
toras a 150 V por 1 h (Laemmli, 1970). Las proteinas
se tifieron con azul brillante de Coomassie. Se comparo
el patron electroforético del veneno frente al patron de
las mezclas veneno:extracto.

Diseiio y analisis estadistico

Para la determinacion de actividades de extractos
vegetales se realizé un disefio de bloques no aleato-
rizados. Los tratamientos correspondieron a las con-
centraciones de extracto evaluadas en las pruebas de
actividad intrinseca y a las relaciones veneno:extracto
en las pruebas de inhibicion. Los ensayos se realizaron
en tres dias diferentes (bloques), con cinco réplicas por
ensayo por conveniencia, para un total de quince lectu-
ras. Los resultados de la actividad coagulante intrinseca
y de inhibicion del efecto coagulante del veneno se
evaluaron por la prueba de hipotesis binomial, con un
nivel de significancia de o =.05. Los resultados de las
actividades proteolitica y PLA, intrinsecas se evaluaron
por un analisis de varianza de dos vias (Andeva) de
cada tratamiento frente al control negativo (PBS), con
un nivel de significancia o = .05. Cuando este anali-
sis demostro que existian diferencias significativas, se
realizo la prueba de comparaciones de Dunnet de cada
tratamiento frente al control negativo (PBS).

El analisis de las pruebas de inhibicion de los
efectos proteoliticos y PLA, del veneno se realizo
mediante un analisis de regresion de la curva concen-
tracion-actividad para determinar el mejor modelo de
ajuste, con un nivel de significancia de a = .05. Con
base en este modelo, se calculd para cada extracto la
CE,, con un intervalo de confianza del 95%. Para la
determinacion de la actividad proteolitica de extrac-
tos vegetales sobre proteinas del veneno, se realizé un
analisis descriptivo del patron electroforético de las
mezclas veneno:extracto, en comparacion con el patron
observado en el veneno solo.

208 |

Resultados

Recoleccion, secado y obtencion de extractos
etanolicos de las plantas.

De cada planta (B. simaruba, E. foetidum 'y P.
dioica) se colecto la parte que se utiliza en el trata-
miento popular de la mordedura de serpiente, segin
revision de literatura (Castro et al., 1999; Coe & Ander-
son, 2005; Hay, 2002). Se deposité una muestra en el
Herbario CFEH del Laboratorio de Productos Naturales
Farmaya y se le asignoé un nimero de registro (Tabla
1). El material seco se extrajo con etanol, obteniéndose
rendimientos del 15-69%.

Actividades coagulante y anticoagulante intrin-
secas de las plantas y pruebas de inhibicion

Se determinaron las actividades coagulante y an-
ticoagulante intrinsecas sobre plasma citratado de los
extractos etanolicos de las nueve plantas del proyecto,
demostrandose que ninguno de los extractos presentaba
actividades intrinsecas significativamente diferentes a
las presentadas por los controles negativos (p > .05).
Asimismo, en los ensayos de inhibicion realizados uti-
lizando las relaciones de CR:extracto establecidas para
este estudio, se demostr6é que ninguno de los extractos
neutralizo el efecto coagulante del veneno (p < .001)
(datos no mostrados).

Actividad PLA, intrinseca de las plantas y prue-
bas de inhibicion

La actividad PLA, intrinseca se determiné incu-
bando diferentes concentraciones de cada extracto con
el sustrato, y se comparo con la presentada por el control
negativo. Se demostro que el extracto de B. simaruba pre-
senta actividad PLA, intrinseca a todas las concentraciones
estudiadas, siendo la mas alta (12.5 pg/pl) la que mostrd
mayor actividad (4.2%, IC 95% [1.97, 6.47]). Aunque
la actividad intrinseca mostrada por esta planta no fue
significativamente diferente a la actividad del control
negativo (p = .076), segln los criterios de inclusion
establecidos en el estudio, este extracto no fue analiza-
do en las pruebas de inhibicion (datos no mostrados).
Al analizarse la capacidad inhibitoria del extracto de
P. dioica, se encontrdé que ninguna de las concentra-
ciones enfrentadas al veneno inhibié efectivamente
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el efecto PLA, (p = .624). De igual manera, las con-
centraciones del extracto de E. foetidum enfrentados
al veneno, carecieron de capacidad inhibitoria (datos
no mostrados).

Actividad proteolitica intrinseca de las plantas
y pruebas de inhibicion

Se demostro que los extractos clorofilados y des-
clorofilados de B. simaruba presentaban una actividad
proteolitica intrinseca significativamente mayor a la del
control negativo (p < .05) a todas las concentraciones
estudiadas (datos no mostrados), por lo que no se eva-
luaron en las pruebas de inhibicion.

Por otro lado, ninguno de los extractos de P. dioi-
ca o E. foetidum presentaron actividad proteolitica in-
trinseca significativa (p > .05) cuando se compararon
con el control negativo. Como se muestra en la Tabla
2, por medio de un analisis de regresion lineal de los

Tabla 2

resultados obtenidos en las pruebas de inhibicion del
efecto proteolitico del veneno, se calcularon las ecua-
ciones que mejor describen el comportamiento de los
datos de las curvas de concentracion-actividad de cada
uno de los extractos (p < .001). En el caso de los ex-
tractos con clorofila de P. dioica y E. foetidum, el ana-
lisis de regresion lineal también mostrd un coeficiente
de determinacion (#?) superior a .9, indicando que el
comportamiento de los datos era lineal. Los resultados
obtenidos mostraron que ambos extractos inhibieron
efectivamente el efecto proteolitico del veneno a las re-
laciones veneno:planta ensayadas, ya que se obtuvieron
valores de CE, de 44.20 pg/ul, IC 95% [40.55, 48.23]
de P. dioica y 62.18 pg/ul, IC 95% [55.52, 69.92] de
E. foetidum (Tabla 2). En la misma Tabla, se muestra
que los extractos sin clorofila de estas dos plantas no
alcanzaron la CE, a las concentraciones evaluadas en el
estudio. En este caso, el analisis de regresion demostro
que, aunque la ecuacion calculada para la prueba con

Capacidad de los extractos etandlicos del estudio para inhibir el efecto proteolitico del veneno de B. asper

Neutralizacion actividad proteolitica del veneno

Extracto etanélico -
Ecuacion® r®

Pe IC 95%¢ CE,, [IC 95%]

P, dioica con clorofila

P, dioica sin clorofila

E. foetidum con clorofila

E. foetidum sin clorofila

<.001

y=1219x-3.854 .956

y=0.088x +5.790  .263

y=0.681x+7.679 .904

y=0475x+3.525 831

44.20
[40.55, 48.23]

Limite inferior:
y=1.280x — 1.885
Limite superior:
y=1.157x - 5.824

<.001 Limite inferior: 503.73
y=0.122x + 6.896 [353.11, 847.66]
Limite superior:
y=0.053x + 4.683
<.001 Limite inferior: 62.18
y=0.732x + 9.343 [55.52,69.92]
Limite superior:
y=0.629x + 6.014
<.001 Limite inferior: 97.87

y=0.525x +5.138
Limite superior:
y=0.425x + 1.912

[85.48, 113.19]

Nota. Los resultados de los ensayos de inhibicion del efecto proteolitico del veneno se evaluaron mediante un analisis
de regresion lineal de las curvas de concentracion-actividad con un nivel de significancia de o = .05. *Ecuacion que
representa el modelo de regresion lineal que mejor describe el comportamiento de los resultados obtenidos. *Coeficiente
de determinacion. “Modelo lineal de regresion significativo a un nivel de .05. “Ecuaciones que delimitan el intervalo
de confianza al 95% de la ecuacion del modelo de regresion lineal. *Concentracion efectiva media expresada en pg de
extracto/pl, entre corchetes se muestran los valores de los intervalos de confianza.
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el extracto desclorofilado de P dioica era significativa
(p <.001), el coeficiente de determinacion era muy bajo
(r°=.262), por lo que la CE calculada (503.73 pg/pl,
IC 95% [353.11, 847.66]) no es necesariamente repre-
sentativa del valor real, lo cual se refleja en la amplitud
de los intervalos de confianza. Por otro lado, la ecuacion
derivada del analisis del extracto desclorofilado de E.
foetidum también fue significativa (p <.001), y aunque
su coeficiente de determinacion (* = .831) fue inferior
a .9, puede considerarse que el comportamiento de los
datos guarda una mejor linealidad que en el caso de P,
dioica. Segun el modelo, su CE, fue de 97.87 pg/pl,
IC 95% [85.48, 113.19], un valor cercano al del extracto
con clorofila. Los extractos clorofilados de P. dioica y
E. foetidum lograron la inhibicion del 71.48 % IC 95%
[65.98, 76.99] y 49.28% IC 95% [47.14, 51.42] del
efecto del veneno respectivamente, cuando se utiliza-
ron en la relacion veneno: extracto mas alta (1:50 p:p),
mientras que el extractos desclorofilados, evaluados
en la misma proporcioén veneno:extracto, inhibieron
solamente el 10.7% IC 95% [9.52, 11.88] y 33.45%
IC 95% [29.98, 36.92] del efecto, respectivamente
(datos no mostrados).

Veneno 1 2

Analisis electroforético

El analisis por electroforesis SDS-PAGE del ve-
neno de B. asper demostr6 la presencia de las bandas
caracteristicas del veneno de especimenes adultos de la
region del Pacifico de Costa Rica, las cuales correspon-
den a proteinas de masas moleculares relativas entre 14
y 70 kDa (Alape-Giron et al., 2009). Cuando el veneno
fue preincubado con los extractos de las plantas que de-
mostraron actividad neutralizante del efecto proteolitico
(P, dioicay E. foetidum), el patron de bandas no mostro
cambios en las mezclas veneno:planta en comparacion
con el patrén del control de veneno solo (Figura 2).
No se detectaron bandas de proteinas en los extractos
vegetales (datos no mostrados).

Tamizaje fitoquimico

Todas las especies vegetales del estudio presen-
taron flavonoides, antocianinas, catequinas en su com-
posicion quimica, los taninos estuvieron presentes en
cuatro de ellas (B. simaruba, E. foetidum, H. patens y
P. dioica), mientras que las cumarinas se detectaron en

A. maxima (corteza), B. simaruba, C. pareira, H. patens
y P. peltatum (Tabla 3).

—— 70 kDa

——55kDa

——40kDa

——35kDa

——25kDa

—— 15 kDa

— B e —

Figura 2. Electroforesis SDS-PAGE del veneno de Bothrops asper crudo y preincubado con extractos vegetales. El
veneno se preincubd con extractos etanolicos en proporciones veneno:extracto (1:20 p:p) a 37°C por 30 min. En un
gel de poliacrilamida al 12% se cargaron en cada pozo 10 pl de cada mezcla conteniendo: Pimenta dioica con (1) y sin
clorofila (2); Eryngium foetidum con (3) y sin clorofila (4). Como control se cargd veneno solo (veneno). Marcador de
peso molecular (M). La electroforesis se corri6 en condiciones reductoras a 150 V por 1 h.
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Tabla 3
Tamizaje fitoquimico de las plantas del estudio

Extracto etandlico

Flavonoides, catequinas y antocianinas®

Taninos®

A. hindsii (corteza) +4
A. maxima (hojas)

A. maxima (corteza)
B. simaruba (corteza)
C. pareira (raiz)

E. foetidum (hojas)
H. patens (hojas)

P, dioica (hojas)

P, peltatum (hojas)

+ o+ o+ o+ o+ o+

S. hyacinthoides (hojas)

d

Nota. *La presencia de flavonoides y antocianinas se evaluo en los extractos etanolicos mediante cromatografia en capa
fina, revelador de productos naturales y polietilenglicol. *Los taninos se determinaron mediante técnicas macrométricas
de tubos por reaccion de formacion de precipitado. °La deteccion de cumarinas se realizdo mediante cromatografia en
capa fina con revelador KOH 5%. 9Se reporta la presencia (+) o ausencia (-) de los metabolitos estudiados.

Discusion

El complejo cuadro clinico desencadenado por
la mordedura de B. asper es el resultado de la accion
de varios componentes del veneno. Las PLA s son las
principales responsables de la mionecrosis producida
por el veneno, la cual produce pérdida del tejido mus-
cular; ademas, sus acciones farmacolégicas incluyen
la induccidn de edema, anticoagulacion in vitro y ci-
totoxicidad (Angulo & Lomonte, 2009). Las SVMPs
son responsables de la hemorragia local y sistémica que
caracteriza el envenenamiento; ademas inducen mio-
necrosis, edema, dermonecrosis, desfibrinogenacion
secundaria al consumo de factores de coagulacion y
fibrino(geno)lisis (Gutiérrez, Rucavado, & Escalante,
2010). Las serina proteinasas tienen accion principal-
mente sobre proteinas de la cascada de la coagulacion,
tales como la de tipo trombina sobre el fibrindgeno, ac-
tivacion del plasmindgeno, fibrinogenolisis, induccion
de la agregacion plaquetaria e hipotension. La accion
combinada sobre la hemostasia de las serina proteinasas
tipo trombina y metaloproteinasas con actividad acti-
vadora de protrombina del veneno de B. asper resulta
en la formacion de microtrombos, con agotamiento de
fibrindgeno plasmatico (desfibrin(ogen)acion) y degra-
dacion de fibrina (Rucavado et al., 2005).
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Por ello, la busqueda de compuestos naturales
efectivos para el tratamiento del envenenamiento in-
ducido por las serpientes Bothrops se ha enfocado en
aquellos que logren la inhibicién de los principales
componentes del veneno de forma rapida y segura (Car-
valho et al., 2013; Santhosh et al., 2013). Los extractos
vegetales pueden contener varios compuestos quimicos
capaces de inhibir los efectos toxicos de los venenos
de serpiente por accion directa, tales como inhibido-
res enzimaticos, quelantes, inactivadores quimicos o
inmunomoduladores (Mors, do Nascimento, Ruppelt,
& Alvares, 2000). También se ha sugerido que pue-
den producir inactivacion del veneno por protedlisis
directa (Mourao et al., 2014; Nuiez et al., 2004). Por
esta razon, en este estudio se realizaron pruebas para
determinar la presencia de flavonoides, antocianinas,
catequinas, taninos y cumarinas en los extractos eta-
nolicos de las especies vegetales, con el objetivo de
correlacionar la presencia de dichos metabolitos con
las bioactividades presentadas.

Los bioensayos demostraron que ninguno de los
extractos (A. hindsii, A. maxima, B. simaruba, C. pa-
reira, E. foetidum, H. patens, P. dioica, P. peltatum y S.
hyacinthoides) present6 actividad coagulante y/o anti-
coagulante intrinseca a las concentraciones evaluadas.
Estos resultados difieren de los obtenidos en un estudio
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anterior realizado con plantas guatemaltecas (Saravia et
al., 2001a), en donde los extractos acuosos y etanolicos
de D. contrajerva demostraron actividad coagulante
intrinseca, y los acuosos de N. lobata y E. odoratum
actividad anticoagulante intrinseca. Sin embargo, las
concentraciones de extractos utilizadas fueron mayo-
res (0.1-5 mg) a las utilizadas en este estudio, por lo
que existe la posibilidad de que el efecto intrinseco de
las plantas sobre la hemostasia sea dependiente de la
concentracion (Houghton & Skari, 1994). Esta nocion
podria ser sustentada ademas por el hecho de que los
extractos de A. maxima (corteza), B. simaruba, C. pa-
reira, H. patens y P. peltatum posean cumarinas ade-
mas de flavonoides en su composicion quimica, pero no
demostraron actividad anticoagulante. Los flavonoides
estan comunmente asociados con cumarinas y ademas
han demostrado efectos antiplaquetario y anticoagulan-
te (Ryu et al., 2013).

Asimismo, ninguno de los extractos mostro ca-
pacidad inhibitoria del efecto coagulante a las propor-
ciones veneno: extracto (p:p) evaluadas. Aunque estas
proporciones resultaron efectivas anteriormente con
plantas nativas de Guatemala (Saravia et al., 2001a),
debe considerarse que otros estudios han reportado el
uso de concentraciones mas altas de extractos vegetales
para la inhibicion del efecto coagulante (Houghton &
Skari, 1994; Patifio et al., 2012). Esto sugiere nueva-
mente que la capacidad inhibitoria pudiera ser depen-
diente de la concentracion del extracto, pero debera
evaluarse, en futuros estudios, que las concentraciones
que resulten efectivas en ensayos in vitro sean biologi-
camente relevantes y de uso seguro para los afectados.

La inhibicion del efecto coagulante del veneno se
ha atribuido a la presencia de flavonoides, ya que tienen
una amplia gama de bioactividades, entre ellas la de in-
hibir la actividad enzimatica de serina proteinasas como
trombina, plasmina y tripsina, posiblemente mediante
un acoplamiento molecular que induce el bloqueo del
sitio activo de la enzima (Jedinak, Maliar, Grancai, &
Nagy 2006). Ademas, se ha descrito que las cumarinas
pueden inhibir serina proteinasas (Pochet, Frédérick,
& Masereel, 2004). Aunque el analisis fitoquimico se
demostro la presencia de estos metabolitos en las es-
pecies del estudio, los resultados obtenidos sugieren
que posiblemente su concentracion sea insuficiente para
inhibir las toxinas del veneno, ya que se utilizaron con-
centraciones relativamente bajas del extracto en estos
experimentos. Podria considerarse también que el eta-
nol no permiti6 la extraccion total de estos metabolitos,
ya que algunos estudios han demostrado que la mayor
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cantidad de flavonoides y polifenoles generalmente son
extraidos con acetona (Singh, Singh, Banu, & Salim,
2013).

Existen reportes de plantas y moléculas activas
que inhiben efectivamente las PLA s miotoxicas de los
venenos de algunas serpientes de la familia Viperidae
(Carvalho et al., 2013). Los metabolitos a los cuales se
les ha atribuido su actividad son principalmente com-
puestos fenolicos, esteroideos y terpenoides (Santosh et
al., 2013; Soares et al., 2005). Si bien ha sido propuesta
una inhibicién competitiva por parte de estos compues-
tos hacia las enzimas mencionadas (Léttig et al., 2007),
también podria pensarse en un mecanismo de inhibicion
por la formacion de complejos inactivos entre la enzima
y los compuestos en mencion, o bien por la quelacion
del Ca** requerido por las PLA s para su ciclo catalitico.
Es posible sugerir que los compuestos polifendlicos
pueden precipitar proteinas y formar complejos con me-
tales como el Ca?* lo cual explicaria la disminucion en
la actividad PLA, (Leanpolchareanchai, Pithayanukul,
Bavovada, & Saparpakorn, 2009). En Colombia y Costa
Rica se han descrito plantas con accion inhibitoria de la
actividad PLA, del veneno de B. asper y de miotoxinas
PLA, aisladas, como es el caso de Piper umbellatum L.
y P. peltatum L. (Lomonte, Ledén, Angulo, Rucavado,
& Nufiez, 2009). En el presente estudio se demostrd
que el extracto de B. simaruba presento actividad PLA,
intrinseca a todas las concentraciones evaluadas y que
los extractos de P. dioica y E. foetidum no inhibieron
el efecto PLA, del veneno. Aunque la presencia de los
compuestos fenolicos en los extractos sugeriria alguna
actividad anti PLA , estos resultados son similares a
los obtenidos anteriormente en el estudio de plantas
guatemaltecas, en donde no se logré detectar inhibi-
cion efectiva de esta actividad (Saravia et al., 2001a;
Saravia-Otten et al., 2015). Estos hallazgos sugieren
que variaciones en el lugar y época de colecta, factores
ambientales como humedad, temperatura y suelo, asi
como el estado fenoldgico de la planta, hayan influido
en la cantidad de metabolitos presentes en los especime-
nes estudiados (Ramakrishna & Ravinshankar, 2011).

Debido a la importancia del efecto proteolitico
de las SVMPs en la produccion de la hemorragia lo-
cal y sistémica que caracteriza el envenenamiento, asi
como en otros efectos fisiopatologicos, se evaluo la
capacidad de los extractos etanolicos de P. dioica y E.
Joetidum (con y sin clorofila) para inhibir este efecto
in vitro. Los resultados de las pruebas de inhibicion
demostraron que los extractos con clorofila de P. dioica
(CE,,=44.20 ug/ul) y E. foetidum (CE = 62.18 pg/pl)
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inhibieron efectivamente la actividad del veneno a las
concentraciones ensayadas en el estudio, mientras que
sus extractos desclorofilados demostraron tener menor
potencia, particularmente el de P. dioica.

En Costa Rica, el estudio realizado por Castro y
colaboradores (1999) identifico la presencia de catequi-
nas, flavonas, antocianinas y taninos condensadas en
los extractos vegetales que inhibieron efectivamente la
hemorragia local inducida en ratones por la inyeccion
de veneno de B. asper. La habilidad neutralizante del
efecto hemorragico en ese y otros estudios (Mouroao
et al., 2014; Santhosh et al., 2013) se ha asociado prin-
cipalmente a la presencia de flavonoides, los cuales
podrian quelar el atomo de zinc requerido para que las
metaloproteinasas ejerzan su accion hemorragica. Los
resultados obtenidos con el extracto etandlico clorofi-
lado de P. dioica de Guatemala correlacionan con los
hallazgos de Castro y colaboradores (1999), en donde
se reportd que los extractos de P. dioica inhiben com-
pletamente la hemorragia local. Se demostré ademas
en el presente estudio, que los componentes de los ex-
tractos vegetales de P. dioica y E. foetidum no tenian
efecto proteolitico sobre las proteinas del veneno. Estos
resultados sugieren entonces que la capacidad neutrali-
zante de la protedlisis evidenciada por los extractos de
P, dioica y E. foetidum, podria deberse a la presencia de
los metabolitos secundarios reportados con bioactividad
antiproteolitica (flavonoides, antocianinas, catequinas y
taninos) en su composicion, y que el mecanismo de in-
hibicion posiblemente sea mediado por la quelacion de
zinc. Asimismo, que la pérdida de bioactividad obser-
vada en los extractos desclorofilados, puede atribuirse
a la pérdida de moléculas lipofilicas activas durante el
proceso de desclorofilacion, tales como los terpenoides,
saponinas y esteroles.

La actividad proteolitica intrinseca de los extrac-
tos de B. simaruba, la cual podria potenciar la actividad
proteolitica del veneno, no correlacion6 con hallazgos
previos, ya que su actividad antihemorragica in vivo fue
demostrada por Castro y colaboradores (1999). Coe y
Anderson (2005) reportan ademas que la decoccion de
corteza o toda la planta de B simaruba es utilizada de
forma oral para tratar los efectos secundarios del enve-
nenamiento por mordedura de serpientes en la region
este de Nicaragua, en donde B. asper es abundante.
Ademas de considerarse los factores de variacion men-
cionados anteriormente para explicar estas diferencias
entre estudios, debe tomarse en cuenta que los antido-
tos tradicionales se preparan con mezclas complejas de
plantas (Giovannini & Howes, 2017), en las que podria
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producirse sinergia entre sus compuestos bioactivos
(Ahmad & Aqil, 2007).

En conclusion, se demostrd que los extractos de
P. dioica y E. foetidum inhiben efectivamente el efecto
proteolitico del veneno de B. asper. Aunque se identi-
ficaron metabolitos secundarios que podrian estar rela-
cionados con su capacidad inhibitoria, el aislamiento de
estos compuestos requiere mas estudios, pues solo asi
se podra determinar el mecanismo directo por el cual
se ven inhibidas las actividades que ocasiona el veneno.
De igual forma, la evaluacion de los extractos acuoso y
acetonico de las plantas de este estudio podrian arrojar
informacion mas exacta sobre su capacidad para inhibir
el efecto coagulante del veneno, ya que los extractos
completos presentan en su composicion quimica los
metabolitos secundarios necesarios para inhibir serina-
y metaloproteinasas. Aunque ninguna de las plantas
guatemaltecas evaluadas demostré capacidad inhibi-
toria del efecto PLA, del veneno, es necesario realizar
mas estudios cientificos para determinar su verdadero
valor terapéutico, ya que, al utilizarse en combinacion
con otras plantas, segtin la forma tradicional de prepa-
racion de los antidotos, podria potenciarse su accion.
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