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NEUTRALIZACION DE LOS EFECTOS COAGULANTE, FOSFOLIPASA A2 Y
PROTEOLITICO DEL VENENO DE Bothrops asper POR EXTRACTOS DE
ESPECIES VEGETALES UTILIZADAS EN LA MEDICINA TRADICIONAL
CENTROAMERICANA

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 evaluo la capacidad de los extractos etanélicos de nueve plantas de uso etnomédico
en Centroamérica (Acacia hindsii, Aristolochia maxima, Cissampelos pareira, Hamelia
patens, Piper peltatum, Sansevieria hyacinthoides, Eryngium foetidum, Pimenta dioica y
Bursera simaruba) para inhibir el efecto coagulante del veneno de Bothrops asper. Tres de
ellas (E. foetidum, P. dioica y B. simaruba) también fueron evaluadas en cuanto a su
capacidad neutralizante de los efectos fosfolipasa A2 (PLA:) y proteolitico del veneno. Las
plantas fueron colectadas en Guatemala, secadas, extraidas con etanol y los efectos
neutralizantes fueron evaluados in vitro después de pre-incubar dosis variables de extracto
con dosis fijas de veneno. Los resultados demostraron que ninguno de los extractos logro
inhibir los efectos coagulante y PLA>, pero los extractos clorofilados de P. dioica y E.
foetidum neutralizaron efectivamente (>DEso) la actividad proteolitica del veneno. El
tamizaje fitoquimico, realizado mediante cromatografia en capa fina y ensayos macro y
semimicrometricos, demostrd la presencia de metabolitos secundarios reportados con
actividad antiproteolitica (flavonoides, antocianinas, catequinas y taninos) en la composicién
quimica de los extractos de P. dioica y E. foetidum. Su efecto sobre el veneno se evalu6
mediante electroforesis SDS-PAGE, demostrandose que no estd mediado por degradacion
proteolitica. Se necesitan futuros estudios que permitan el aislamiento y caracterizacion
especifica de sus metabolitos secundarios para determinar el mecanismo de accion inhibitoria

ejercido por estos extractos.

Palabras clave: plantas antiofidicas, antidotos, Guatemala, mordedura de serpiente,

envenenamiento ofidico



Abstract

Medicinal 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 conducted. In this study, ethanolic extracts of nine plants used in the region
by traditional healers (Acacia hindsii, Aristolochia maxima, Bursera simaruba, Cissampelos
pareira, Eryngium foetidum, Hamelia patens, Pimenta dioica, Piper peltatum and
Sansevieria hyacinthoides) were evaluated for their ability to neutralize 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
A2 (PLA?2) 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 dose of venom. Results
showed that all extracts failed to neutralize the coagulant and PLA2 effects; however,
chlorophyllated extracts of E. foetidum and P. dioica effectively neutralized (>EDsp) the
proteolytic effect of the venom. Phytochemical analysis of these extracts, conducted by thin
layer chromatography and macro- and micrometric methods, 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 antiophidic compounds of these

plants, aimed to understand their mechanism of action.

Key words: Plant extracts, traditional medicine, Guatemala, snakebite, antidote



Introduccion

Planteamiento del problema.

El envenenamiento ofidico es un problema de salud importante a nivel mundial (WHO, 2007)
que produce una alta tasa de mortalidad, morbilidad, secuelas fisicas (como desfiguracion o
amputacion) y sicoldgicas cronicas, lo que incide en una pérdida importante de
productividad. Como son los trabajadores rurales el grupo de mayor riesgo, este problema
tiene un impacto socioeconomico directo sobre las familias y comunidades de los afectados,
contribuyendo al ciclo de pobreza e inequidad existente (Gutiérrez et al., 2013). En Costa
Rica se reportan 15 casos/100,000 habitantes/afio y se calcula que en Nicaragua, Honduras y
Guatemala puede presentarse un nimero de casos similar (Gutiérrez, 2010). No obstante, se
considera que las cifras reales deben ser mayores, ya que un nimero indeterminado no acude
a los centros hospitalarios, lo que los vuelve invisibles al sistema de salud. En Guatemala,
segun datos del Centro Nacional de Epidemiologia (CNE) y el Ministerio de Salud Publica
y Asistencia Social (MSPAS), el nimero de casos de mordedura de serpiente registrados
entre los afios 2001-2010 fue de 7,377 (Morales, 2012).

La serpiente Bothrops asper (barba amarilla) es la responsable de mas del 50% del nimero
total de casos y de la mayor parte de muertes debido a envenenamientos en Centroamérica.
El envenenamiento produce el desarrollo inmediato de dafio tisular local caracterizado por
edema, sangrado y necrosis; y en el envenenamiento grave, por hemorragia sistémica,
coagulopatias y alteraciones hemodinamicas, que pueden ocasionar la muerte (Gutiérrez,
2014). La administracion temprana de sueros antiofidicos es el tratamiento validado para el
manejo del envenenamiento ofidico. Sin embargo, aun en los casos en que los afectados
logren llegar a un hospital a tiempo, el uso de antisueros presenta varias limitantes en areas
rurales, como el alto costo y poca disponibilidad, la necesidad de almacenamiento en
refrigeracion y el riesgo de producir reacciones alérgicas (Gutiérrez, 2010). Se suma la
dificultad de transportar a tiempo al individuo afectado a un centro hospitalario. Como
consecuencia de estas limitaciones, un ndmero indeterminado de victimas de
envenenamiento ofidico son tratados por curanderos tradicionales con antidotos preparados
con plantas nativas (Coe & Anderson 2005; Otero et al., 2000a).



Esta situacion ha renovado el interés de la comunidad cientifica en el estudio de las plantas
utilizadas como antidotos en el tratamiento del envenenamiento ofidico. Su efecto curativo
ha sido estudiado en diferentes regiones del mundo, utilizando los antidotos preparados con
la formula tradicional (Gupta & Peshin, 2012; Otero 2000a). Sin embargo, la composicion
de los venenos de serpiente puede variar dependiendo del area geogréfica (Alape-Giron et
al., 2009), lo que es un aspecto importante desde el punto de vista terapéutico, ya que los
antisueros preparados con mezclas de venenos de serpientes de otras regiones resultan menos
efectivos para neutralizar los efectos de los venenos guatemaltecos (Saravia et al., 2001b).
Igualmente, no se puede asumir que los extractos vegetales que han probado ser efectivos en
otras regiones del mundo, lo sean también para los efectos del veneno de especies

centroamericanas.

En la medicina popular de Guatemala se usan varias plantas contra la mordedura de
serpientes (Hay, 2002). Estos antidotos se usan para tratar el accidente ofidico en regiones
selvaticas, donde el acceso inmediato a sueros antiofidicos y atencion médica es sumamente
dificil. Existen, sin embargo, muy pocos estudios cientificos que validen si dichas plantas o
sus extractos son efectivos en la neutralizacion del envenenamiento. De determinarse que
una o mas plantas son efectivas, podria mejorarse el tratamiento de emergencia del accidente
ofidico y usarse como un complemento terapéutico al tratamiento con antisueros. En caso
contrario, deben demostrarse las limitaciones de dichas sustancias, para prevenir que el
paciente reciba un tratamiento inadecuado con hierbas sin valor curativo, que causen efectos

toxicos o agraven los efectos del envenenamiento.

El presente proyecto se realiz6 dentro del marco de la linea iniciada por este grupo de
investigacion en busqueda de bioactividad en plantas de uso etnomédico para el tratamiento
del accidente ofidico en Guatemala. Los resultados obtenidos en el primer proyecto (Saravia
et al., 2001a) demostraron que los extractos de Neurolaena lobata (L.) Cass, Dorstenia
contrajerva L. y Eupatorium odoratum L., usadas como antidotos en la zona norte del pais,
poseen moderada actividad neutralizante de los efectos coagulante y hemorragico del veneno
de B. asper, pero fallaron en neutralizar sus efectos mas importantes. Ademas, se encontro
gue sus extractos acuosos principalmente, poseen actividades intrinsecas que afectan la

hemostasia, por lo que su uso debe ser controlado en el tratamiento del envenenamientos



moderados y severos, en donde tras la desfibrin(ogen)acién producida por el efecto
coagulante del veneno, ocurre sangrado masivo. Estos hallazgos evidencian ademas su

potencial uso terapéutico para el tratamiento de otras enfermedades.

Posteriormente, se evalué mediante ensayos in vitro la capacidad de los extractos etan6licos
de seis plantas de uso etnomédico en el pais (Acacia hindsii Benth, Aristolochia maxima
Jacg., Cissampelos pareira L., Hamelia patens Jacq., Piper peltatum L. y Sansevieria
hyacinthoides Druce) para neutralizar los efectos proteolitico y PLA: del veneno de B. asper,
indicadores de la capacidad miotoxica, hemorragica e inflamatoria del veneno (Lomonte &
Gutiérrez, 1983; Lomonte et al., 2012). Se determind que, de los seis extractos, solamente el
de S. hyacinthoides posee alguna capacidad neutralizante (< 50%) del efecto PLA,; de forma
similar, solo los extractos de P. peltatum y C. pareira neutralizaron pobremente (< 50%) el
efecto proteolitico del veneno (Saravia-Otten, Hernandez, Gutiérrez, Mérida, & Céceres,
2015). El anélisis global de estos resultados cuestiond seriamente el uso de estas plantas, al
menos de forma individual, para el tratamiento de envenenamientos por mordedura de B.

asper.

Debido a que estas dos pruebas de tamizaje evalian Unicamente la capacidad de los extractos
vegetales para neutralizar las principales toxinas del veneno responsables de los efectos
locales, se considerd necesario completar el panel de tamizaje con pruebas que midan su
capacidad para neutralizar los efectos sistémicos del envenenamiento sobre la hemostasia.
Por ello, en este proyecto se amplié el panel de bioensayos para tamizaje mediante el montaje
de la prueba de neutralizacion del efecto coagulante del veneno. Se evaluaron los extractos
etanolicos de las plantas estudiadas en un proyecto anterior (A. hindsii, A. maxima, C.
pareira, H. patens, P. peltatum y S. hyacinthoides) (Saravia-Otten et al., 2015) y de tres
plantas de reciente ingreso al estudio (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 (anexo 1, tabla 1.1). Las tres nuevas plantas
también fueron tamizadas en cuanto a su capacidad neutralizante de los efectos PLA; y
proteolitico del veneno. Para iniciar la elucidacion del mecanismo de accion de los extractos

que demostraron capacidad neutralizante de los efectos toxicos estudiados, se realizé un



analisis del patron electroforético de las principales proteinas del veneno crudo y se

compararon con el patron mostrado tras ser enfrentado a los extractos vegetales.

Es importante para Guatemala, un pais con amplia biodiversidad y medicina tradicional,
disponer de un panel de pruebas para validar cientificamente la capacidad de las plantas
utilizadas como antidotos para neutralizar de los efectos locales y sistémicos de los venenos
ofidicos de la regidn. Al incrementarse el niUmero de extractos investigados, se aumentaran
las posibilidades de detectar plantas efectivas, de bajo costo y facil acceso para los afectados,
quienes podran ser tratados rapidamente en el lugar en donde ocurre el accidente ofidico.
Ademas, la descripcion de nuevas formas de aprovechamiento de la biodiversidad contribuird
a estimular la conservacion de estos recursos, y fortalecera la identidad de sectores rurales

que han guardado esta informacion como un mecanismo de resiliencia.

El proyecto se ejecutd de febrero de 2016 a febrero de 2017. Las tres nuevas especies (E.
foetidum, P. dioica y B. simaruba) se colectaron durante el primer semestre de 2016 en Izabal
y Suchitepéquez. Sus extractos etanolicos con y sin clorofila se prepararon en las
instalaciones del Laboratorio de Investigacion en Productos Naturales (LIPRONAT) de la
Escuela de Quimica Farmacéutica de esta Facultad de abril a septiembre de 2016. Los
extractos etanolicos de las seis plantas que ya estaban en proceso de tamizaje (A. hindsii, A.
maxima, C. pareira, H. patens, P. peltatum y S. hyacinthoides) se encontraban almacenados
a 4°C en el Depto. de Bioguimica de esta Facultad, en donde se realizaron los bioensayos de
mayo a noviembre de 2016. El andlisis de resultados y escritura del informe final se realizé
de diciembre de 2016 a febrero de 2017.

Preguntas de investigacion

1. ¢Qué capacidad tendran los extractos etandlicos de A. hindsii, A. maxima, C. pareira, H.
patens, P. peltatum, S. hyacinthoides, E. foetidum, P. dioica y B. simaruba para
neutralizar el efecto coagulante del veneno de B. asper? ¢Cual sera su dosis efectiva
media (DEsp)?



2. ¢Qué capacidad tendran los extractos etandlicos de E. foetidum, P. doica y B. simaruba
para neutralizar los efectos fosfolipasa A2 (PLA>) y proteolitico del veneno de B. asper?

¢Cuadl sera su dosis efectiva media (DEsp)?

3. ¢Se debe la inhibicion de los efectos del veneno a un proceso hidrolitico de sus proteinas
producido por componentes del extracto vegetal?

Objetivos
Objetivo general

Evaluar la capacidad neutralizante de los efectos coagulante, fosfolipasa A2 y proteolitico
del veneno de Bothrops asper por extractos de especies vegetales utilizadas en la medicina

tradicional centroamericana.
Objetivos especificos

1. Evaluar la capacidad de los extractos etanolicos de nueve plantas de uso etnomédico (A.
hindsii, A. maxima, C. pareira, H. patens, P. peltatum, S. hyacinthoides, E. foetidum, P.

dioica y B. simaruba) para neutralizar el efecto coagulante del veneno de B. asper.

2. Evaluar la capacidad de los extractos etandlicos de E. foetidum, P. dioica y B. simaruba

para neutralizar los efectos fosfolipasa A2 y proteolitico del veneno de B. asper.

3. Determinar si el efecto neutralizante ejercido por los extractos vegetales se debe a la

protedlisis de las principales proteinas del veneno.

Hipdtesis

Uno o mas de los extractos vegetales tendrd actividad neutralizante sobre alguno de los

efectos coagulante, proteolitico o fosfolipasa A2 del veneno de B. asper.



1. Marco teodrico y estado del arte

El envenenamiento ofidico es un problema de salud importante a nivel mundial, que, aunque
ha sido catalogada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como una de las
enfermedades tropicales desatendidas, sigue sin ser reconocida como un riesgo para la salud
publica. Se calcula que a nivel mundial mas de 5 millones de personas al afio son victimas
de mordedura de serpiente; de ellas mueren entre 25,000 y 125,000 y unas 400,000 quedan
con secuelas fisicas y sicologicas que les imposibilita desenvolverse normalmente en la
sociedad (WHO, 2007). Se ha estimado que en Centroamérica ocurren aproximadamente
5,500 casos anuales (Gutiérrez, 2014). En Guatemala el nimero de casos de mordedura de
serpiente registrados entre los afios 2001-2010 fue de 7,377 (Morales 2012). Sin embargo, el
problema podria ser mayor, ya que el accidente ofidico sucede més frecuentemente en areas
selvéticas, alejadas de los centros de salud, por lo que un nimero indeterminado de victimas

no es registrado (Gutiérrez 2010; como se citd en Giovannini & Howes, 2017).

En Centroamérica, los casos mas serios de envenenamiento se producen por mordedura de
serpientes de la familia Viperidae, especialmente por B. asper (Gutiérrez, 2010). Esta
serpiente se distribuye a lo largo de la vertiente Atlantica de México, el norte de Guatemala,
Honduras y Nicaragua; Costa Rica y Panam4, y vertiente del Pacifico de Colombia. Puede
encontrarse una poblacion aislada en la vertiente del Pacifico de Chiapas y Guatemala
(Campbell & Lamar, 1989). La mayoria de envenenamientos por mordeduras de esta
serpiente afecta a jovenes trabajadores agricolas, predominantemente hombres, que son

mordidos mientras desempefian sus labores (Gutiérrez, 2010).

Los envenenamientos por B. asper se caracterizan por una serie de alteraciones locales que
aparecen rapidamente en el sito de la mordedura, como edema, hemorragia, mionecrosis y
dermonecrosis (Gutiérrez, Rucavado, Chaves, Diaz & Escalante, 2009b), asi como
alteraciones sistémicas caracterizadas por coagulopatia, hemorragia, shock cardiovascular y
en casos severos la muerte (Gutiérrez, Escalante, & Rucavado, 2009a). Frecuentemente se
observan alteraciones en la hemostasia, que dan lugar a trombocitopenia, hipoagregacion
plaquetaria, desfibrin(ogen)acion y coagulacion intravascular diseminada (Rucavado et al.,
2005).



El veneno de serpientes se compone de una mezcla compleja de moléculas de diferente
naturaleza bioguimica, predominando la presencia de proteinas. En B. asper, los principales
componentes del veneno son las metaloproteinasas dependientes de zinc (snake venom
metalloproteinases, SVMPs) las PLA;, responsables de manifestaciones locales y sistémicas
(Angulo & Lomonte, 2009) y en menor proporcion las serina proteinasas (Calvete, et al,
2011; Gutiérrez, 2002). La actividad coagulante del veneno es producida por enzimas que
actian directamente sobre el fibrindgeno (serina proteinasas), sobre el factor X
(metaloproteinasas) o sobre la protrombina (serina proteinasas o metaloproteinasas)
(Gutiérrez et al., 2009a). La actividad desfibrin(ogen)ante del veneno es consecuencia de la
accioén de estos componentes procoagulantes sobre el sistema de coagulacion in vivo, ya que
causan la formacion de microtrombos en la circulacion, con el concomitante consumo de
fibrin6geno y la activacion del sistema fibrinolitico (Rucavado et al., 2005). La hemorragia
sistémica es una de las manifestaciones mas serias en envenenamiento severo por B. asper
en humanos, produce hipovolemia, hipotension, choque cardiovascular y accidentes
cerebrovasculares severos (como se citd en Gutiérrez et al., 2009a). La administracion
temprana de sueros antiofidicos es el tratamiento validado para el manejo del
envenenamiento ofidico. Sin embargo, aun en los casos en que los afectados logren llegar a
un hospital a tiempo, el uso de antisueros presenta varias limitantes en areas rurales, como el
alto costo y poca disponibilidad, la necesidad de almacenamiento en refrigeracion y el riesgo
de producir reacciones alérgicas (Gutiérrez, 2010). Estas limitaciones han renovado el interés
de la comunidad cientifica en el estudio de las plantas usadas en la medicina tradicional para
tratar el envenenamiento ofidico (Coe & Anderson, 2005). El efecto curativo de varias
plantas o sus extractos ha sido estudiado en condiciones in vivo e in vitro en diferentes
regiones del mundo, utilizando los antidotos preparados con la formula tradicional (Gupta &
Peshin, 2012). En algunos casos se ha logrado aislar el componente activo responsable de la
neutralizacién de uno o mas efectos toxicoldgicos de los venenos ofidicos, tales como la
wedelolactona y el alcaloide 12-metoxi-4-metilvoacalotina (Alam, Auddt & Gomes, 1994;
Melo & Ownby, 1999).

Existen estudios realizados con extractos de plantas de uso etnomeédico de Centroamérica y
Colombia para neutralizar los efectos toxicos del veneno de B. asper (como se cit0 en

Giovannini & Howes, 2017). En Colombia se demostrd que los extractos etandlicos de siete
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plantas usadas en el tratamiento del accidente ofidico neutralizaron completamente el efecto
letal y los extractos de 12 plantas neutralizaron el efecto hemorréagico (Otero et al., 2000b,
c). Asi mismo, se reporté la actividad inhibitoria de los efectos proteolitico, edematizante,
desfibrinante y coagulante del veneno de varias especies vegetales colombianas (Gomez-
Betancur, Benjumea, Patifio, Jiménez, & Osorio, 2014; Nufez et al., 2004). Castro y col.
(1999) demostraron que los extractos de 10 plantas de Costa Rica son capaces de neutralizar
el efecto hemorragico del veneno. En Guatemala se demostré la capacidad de tres plantas de
uso tradicional en el pais para neutralizar parcialmente los efectos coagulante y hemorragico
del veneno del veneno de B. asper (Saravia et al., 2001a). Recientemente, Saravia-Otten y
col. (2015) demostraron la capacidad de tres plantas nativas para inhibir moderadamente los

efectos PLA; y proteolitico del veneno de dicha serpiente.

Existen reportes cientificos acerca del uso de especies vegetales guatemaltecas para el
tratamiento de mordedura de serpiente y otros animales ponzofiosos. En la revision de la flora
atil de Guatemala, Morton (1981) indica el uso cuando menos de 100 especies vegetales en
Mesoameérica; Orellana (1987) menciona seis especies de plantas usadas tradicionalmente en
el altiplano de Guatemala y Hay (2002) describio cuando menos 59 especies usadas en el
area norte de Guatemala, algunas de ellas comunes a otras regiones del pais. Aunque existen
personas especializadas en este tipo de tratamientos, no existe un criterio comun en cuanto a
las recetas, preparacion, dosificacion o administracion de los antidotos (Hay, 2002; Saravia
et al., 2001a). Por ello, este proyecto contribuyé al enriquecimiento del conocimiento que se
tiene sobre los recursos naturales del pais y su uso como alternativas terapéuticas seguras a

un problema importante de salud que afecta a la poblacion rural.
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2. Materiales y métodos
2.1 Técnicas e instrumentos

2.1.1 Selecciony recoleccion de especies vegetales de reciente inclusion al

proyecto

A partir de revision de literatura se seleccionaron tres especies vegetales de uso popular en
Centroamérica (E. foetidum, P. doica y B. simaruba) para el tratamiento de mordeduras de

serpiente, especialmente de la especie B. asper (anexo 1, tabla 1.2).

La recoleccion de especies vegetales se realizd en base a un muestreo de tipo estratificado,
preferencial y por conveniencia, definiendose los estratos (asociaciones vegetales
homogéneas), por contactos previamente establecidos. La recoleccidn, embalaje y transporte
de especies vegetales se realizo conforme a los principios de las buenas practicas de colecta.
Para cada especie se recolectd la maxima cantidad posible de la parte de planta a utilizar,
segun su uso reportado. EI material fue procesado conforme a las técnicas convencionales de
secado y molienda (Caceres, 2009). Las colectas se realizaron en lugares donde se tienen las
especies bajo cultivo o por manejo, dado que el uso como antiofidico de la mayoria de ellas
es comun en todo el pais, asumiéndose que las especies vegetales tienen composiciones de

metabolitos secundarios mayoritarios similares.

Las hojas de Eryngium foetidum L. se recolectaron en la propiedad de la sefiora Marta Cal en
aldea Plan Grande Quehueche; las hojas de Pimenta dioica (L.) Merr. se recolectaron en la
propiedad del sefior Nolberto Ticas en la aldea Barra Lampara, ambas del municipio de
Livinsgton, 1zabal, con el apoyo de Felix Cal, guardarecursos del Biotopo Chocon Machacas.
La corteza de Bursera simaruba (L.) Sarg. se recolectd en la ecoparcela El Kakawatal,
municipio de Samayac, Suchitepéquez, propiedad del Lic. Armando Céceres (colaborador
del proyecto), con el apoyo del administrador, sefior Arnoldo Hilario. Las especies se
determinaron utilizando las claves dicotomicas de la Flora de Guatemala (McVaugh, 1963;
Standley & Steyermark, 1946; Standley & Williams, 1966) en las instalaciones del
Laboratorio y Drogueria de Productos Fitofarmacéuticos, S.A (FARMAYA).
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2.1.2 Extraccion de principios vegetales

Inicialmente se realizd la prueba del mejor disolvente, en donde se determind la proporcién
etanol:agua que permitio la mayor extraccion de principios activos, segun lo reportado por
Willoughby en BHMA (1996), Kuklinski (2000) y Ministerio de Sanidad y Consumo (2002).
Se prepararon diferentes diluciones de etanol (20, 30, 50, 70 y 90 %), las cuales fueron
mezcladas con 1 g del material vegetal y se dejaron en reposo por 24 h. Luego, para cada
dilucion de etanol evaluada, se evaporé el disolvente y se peso la cantidad de s6lidos totales
extraidos, seleccionandose la dilucion de disolvente que logra la mayor extraccion de sélidos
totales. Seguidamente se prepararon los extractos etandlicos por percolacién segin la
metodologia descrita en Saravia-Otten y col. (2015). Se pesaron 300 g del material vegetal
seco, se agregod etanol y se percol6 durante 24 h con recambios del disolvente. Los menstruos
extraidos se concentraron en rotavapor y los extractos concentrados se llevaron a sequedad
en un desecador con silica. Cada extracto seco se pesO y se determind el porcentaje de
rendimiento tomando en cuenta el peso final del extracto seco dividido el material vegetal
pesado multiplicado por 100. Todos estos procedimientos se realizaron siguiendo los

protocolos de trabajo establecidos en el LIPRONAT.

2.1.3 Obtencion del veneno

Se utiliz6 veneno completo de B. asper obtenido de una mezcla de no menos de 40 ejemplares
adultos provenientes de la region del Pacifico de Costa Rica, la cual fue una donacion del Dr.
José Maria Gutiérrez, Instituto Clodomiro Picado, Universidad de Costa Rica (ICP-UCR),
colaborador internacional del proyecto. El veneno fue colectado, centrifugado y liofilizado.
Se transport6 y almacend a -20°C. El uso del veneno de especies costarricenses se justifica
por falta de serpentarios en Guatemala con un nimero suficiente de ejemplares adultos de B.
asper que permitan obtener una mezcla representativa de las regiones Pacifico y norte.
Ademas, el estudio realizado por Saravia y col. (2001a) demostro que el perfil toxicolégico

del veneno de ambas especies es similar.
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2.1.4 Disoluciéon de extractos

Los extractos vegetales etandlicos con consistencia viscosa grado miel se disolvieron en una
solucion tampon de fosfatos pH 7.2 (PBS) y Tween 80 (1-10% v/v). Se agito en vortex hasta
lograr la mayor disolucidon del extracto; posteriormente se incubo por 30 min en bafio de agua
a 37°C con agitacion constante. La disolucién se sonico por 15 min, posteriormente se incubd
por 30 min a 37°C en reposo. Después de centrifugarse, se filtrd el sobrenadante y almacené
a -20°C.

2.1.5 Desclorofilacion de extractos vegetales

Se utilizo la metodologia descrita por Fernandes y col. (1997) y Coll y Bowden (1986) con
algunas modificaciones. Se pes6 10 g de material vegetal seco y se disolvio en 300 ml de
metanol frio, se filtr6 al vacio para eliminar particulas. Se agregdé 100 ml de agua destilada
fria y se dejé reposar 15-20 min en frio. Se filtro al vacio en una columna empacada de celite
empleando una mezcla de metanol-agua (1:1) para favorecer el proceso. El filtrado se
fracciond en una ampolla de decantacion con tres lavados de 100 ml cada uno de hexano;
luego tres lavados de diclorometano de 100 ml cada uno. La mezcla metanol-agua
(desclorofilada) que quedd 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.
2.1.6 Tamizaje fitoquimico de los extractos

La determinacion macro y semimicrométrica de metabolitos secundarios se realiz6 como se

describe a continuacion:

2.1.6.1 Taninos: se determind su presencia mediante la técnica macrométrica de tubos
descrita por Kuklinski (2000). Para ello se disolvié 0.1 g de cada extracto en 5ml
de etanol o metanol; se filtrd y se evapor6 a sequedad. Después de afiadir 10ml
de agua caliente al residuo, se agito y se filtrd. Al sobrenadante se agreg6 0.5ml
de NaCl al 10 %y se filtré nuevamente. Se dividid el filtrado resultante en 4 tubos
de ensayo, de los cuales uno se utiliz6 como testigo, al segundo tubo se le agreg6

gelatina al 1%, al tercero gelatina-sal al 1% (v/v) y al cuarto tubo FeCls al 10%.
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La formacion de precipitado y/o cambio de coloracion evidencio un resultado

positivo.

2.1.6.2 Flavonoides, antocianinas y catequinas: se determinaron mediante
cromatografia en capa fina de acuerdo a la metodologia descrita en Wagner y
Bladt (1996) y Ministerio de Sanidad y Consumo (2002). Se disolvi6 0.1 g de
cada extracto en 5ml de metanol y se aplicé 10 pl sobre una cromatoplaca de
silicagel 60 F2s4, En la misma placa se aplicaron 5 ul de estandares de quercetina,
rutina, acido clorogénico e hiperosido. La fase movil fue una mezcla de acetato
de etilo-4cido formico-acido acético glacial-agua (100:11:11:27). Se revel6 con
el reactivo de Productos Naturales / polietilenglicol (NP/PEG) y la placa se
observd bajo luz ultravioleta a 365nm. La presencia de los metabolitos se

evidencio por la aparicion de fluorescencia de color amarillo, azul o verde.

2.1.6.3 Cumarinas: se determind su presencia por cromatografia en capa fina segun el
método descrito por Lock (1994). Se disolvio 0.1g de cada extracto en 5ml de
metanol, se filtr6 y evapord hasta 1ml. Se aplicaron 20ul de esta disolucion en
una cromatoplaca de silica gel 60 Fzss. En la misma placa se aplicaron 20ul de
estandares de acido p-cumarico y cumarina. La fase mavil consistié en una mezcla
de tolueno-acetato de etilo (93:7). El revelador fue una solucion etandlica de KOH
5% Yy se observo bajo luz ultravioleta a 365nm. La aparicidn de fluorescencia azul

o0 verde indico un resultado positivo.
2.2 Evaluacion in vitro de la capacidad neutralizante de los extractos
2.2.1 Primera fase: ensayos dosis — respuesta.

2.2.1.1 Actividad coagulante. Debido a que las actividades intrinsecas (coagulante o
anticoagulante) propias de un extracto enmascararian los resultados en las pruebas
de neutralizacion del efecto del veneno, inicialmente se evaluo la actividad
coagulante intrinseca de los extractos a diferentes dosis utilizando plasma humano
citratado segun el método de Theakston y Reid (1983). El plasma incubado a 37°C

fue enfrentado a cantidades variables de los extractos vegetales (0.005-0.86 mg)
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seleccionadas en base a estudios previos (Saravia et al., 2001a); luego se
determind el tiempo de coagulacion con un cronémetro. Como control negativo
se utilizd PBS, como controles positivos, veneno y soluciones de trombina.
Debido a que algunos extractos vegetales pueden presentar efectos
anticoagulantes intrinsecos, se incub6 por 30 min a 37°C una dosis fija de
trombina con las mismas dosis de extractos evaluadas en las pruebas de
coagulacion intrinseca; posteriormente cada una de las mezclas trombina—
extracto se agregd a plasma humano citratado preincubado a 37°C y se determiné
el tiempo de coagulacion con un cronémetro. Como control negativo se utilizé
PBS y como control positivo una mezcla de la dosis fija de trombina y PBS
(Saravia et al., 2001a). Se reportaron como incoagulables aquellas dosis que no

presentaron formacién de un coagulo evidente luego de 60 min de incubacién.

2.2.1.2 Actividad proteolitica Debido a que el color verde intenso de los extractos
vegetales podria interferir con la prueba colorimétrica de proteolisis, se ensayaron
los extractos vegetales con y sin clorofila, con el fin de evaluar si a eliminacién
de este pigmento mejoraba la discriminacion de la prueba. Se determino
inicialmente el espectro de absorcion de cada extracto con y sin clorofila a la
mayor concentracion evaluada (1.25 mg) realizandose un barrido desde 340 hasta
800 nm. Todos los extractos absorbieron con mayor intensidad a longitudes de
onda menores a 400 nm, por lo que se incluyo un control interno que permitio
restar la absorbancia del color de cada extracto. La capacidad proteolitica de los
extractos sobre azocaseina se evalud utilizando el método de Wang, Shih y Huang
(2004) con las modificaciones descritas en Saravia-Otten y col. (2015). La
cantidad de productos de degradacion del sustrato se determind midiendo la
absorbancia del sobrenadante a 450 nm y la actividad proteolitica se expreso
como unidades por microgramo de veneno (U/ug) (Lomonte & Gutiérrez, 1983).
Como blanco de reactivos se utilizd6 PBS-Tween 80, como control positivo se
utilizo la dosis reto (DR) de veneno establecida previamente (Saravia-Otten et al.,
2015) y el control de PBS contenia PBS pH 7.2. Para eliminar la interferencia del
color de los extractos se utilizd un control interno para cada dosis con la solucion

tampon de trabajo sin azocaseina y cada una de las dosis de extracto evaluado. La
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actividad proteolitica de cada extracto se calcul6 restando al valor de absorbancia
de cada dosis ensayada de extracto (1.25, 0.625, 0.312, 0.156 y 0.078 mg), la
absorbancia de su control interno y del blanco de reactivos. La actividad
proteolitica del control positivo (100% de actividad) se determiné restando la
absorbancia del control de PBS al valor de absorbancia del tubo que contenia la

dosis reto de veneno.

2.2.1.3 Actividad fosfolipasa A, (PLA). Se evalu6 mediante un ensayo de titulacion
que utiliza fosfatidilcolina de yema de huevo como sustrato, segun el método de
Dole (1956) con las modificaciones realizadas por Gutierrez y col. (1986). El
sustrato se incub6 con diversas concentraciones de los extractos vegetales (1.25,
0.625, 0.312, 0.156 y 0.078 mg) o veneno a 37°C. Los acidos grasos liberados se
extrajeron con una mezcla de heptano: H,O:H2SO4 y se titularon con NaOH. La
actividad se expres6 como peq/mg/min. Como control negativo se utilizé PBS y
como control positivo la DR de veneno establecida anteriormente (Saravia-Otten
etal., 2015).

2.2.2 Segunda fase: pruebas de neutralizacion.

2.2.2.1 Determinacion de la dosis reto (DR) del veneno. Para las pruebas de
neutralizacion de la actividad proteolitica y PLA; se utilizaran como DR 25 y
3.125 pg de veneno respectivamente, segun lo reportado por Saravia-Otten y col.
(2015). La DR para las pruebas de neutralizacion de la actividad coagulante fue
de 0.215 pg, valor que corresponde a dos dosis coagulantes minimas (DCM,
cantidad de veneno que induce coagulacién del plasma humano citratado en 60 s)
(Gené, Roy, Rojas, Gutiérrez, Cerdas, 1989). La DCM se establecio utilizando el

ensayo dosis—respuesta como se describe en la seccién anterior.

2.2.2.2 Pruebas de neutralizacion. Se utiliz6 el ensayo de pre incubacion descrito por
Gutiérrez y col. (1990), el cual consiste en incubar la dosis reto del veneno con
dosis variables del extracto. La dosis reto de veneno para la actividad PLA; (3.125
pg) se enfrentd a dosis variables de extracto a razoén veneno:extracto (p:p) de

1:400 hasta 1:12.5. Estas relaciones se seleccionaron para el tamizaje en base a
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estudios previos (Saravia, 2001a, Saravia-Otten et al., 2015). Para los ensayos de
neutralizacion de la actividad proteolitica del veneno, la dosis reto (25 pg) se
enfrento a dosis variables de extracto a razon veneno:extracto (p:p) de 1:50 hasta
1:3.125. Se seleccion0 este &mbito en base a los resultados obtenidos en el estudio
del espectro de absorcion de los extractos vegetales, en donde se determind que
podia leerse sin interferencia la absorbancia del ensayo cuando se utilizan hasta
1.25 mg de extracto. Para los ensayos de neutralizacién de la actividad coagulante
del veneno, la dosis reto (0.215 pg) se enfrent6 a dosis variables de extracto a
razén veneno:extracto (p:p) de 1:400 hasta 1:25 para el tamizaje. Para cada
experimento se prepararon los controles correspondientes segin la metodologia
previamente descrita; las mezclas y controles se incubaron por 30 min a 37°C, al
cabo de los cuales se estudio la actividad neutralizante empleando el ensayo dosis-
respuesta. Los resultados de los experimentos de neutralizacidn se expresaron en
términos porcentuales donde el 100% corresponde a la neutralizacion total del
efecto evaluado y el 0% a un efecto de igual magnitud al inducido por el veneno
solo. En los casos en los que hubo neutralizacion se calcul6 la dosis efectiva media
del extracto (DEsg, dosis de extracto capaz de neutralizar el 50% del efecto

estudiado).

Para establecer el grado de efectividad del extracto se aplicaron los siguientes
criterios: neutralizacion total (100%); neutralizacion parcial (> 50% (DEso) pero menos del
100%); neutralizacion pobre (més del 1% pero menos del 50%); ausencia de neutralizacion
(0-1%).

2.2.3 Tercera fase: comparacion de patrones electroforéticos en geles de

poliacrilamida.

2.2.3.1 Electroforesis SDS-PAGE. Los extractos que demostraron capacidad
neutralizante de alguno de los efectos estudiados fueron incubados a 37°C por 30
min con el veneno en proporciones 1:20 (veneno: extracto p:p). Luego se cargaron
20 ul de cada una de las mezclas en un gel de poliacrilamida al 12% vy la

electroforesis se corrié en condiciones reductoras a 150 V por 1 h (Laemmli,
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1970). Las proteinas se tifieron con azul brillante de Coomassie. Se comparo el
patron electroforetico del veneno frente al patron de las mezclas veneno:extracto.

Todos los experimentos se repitieron cinco veces.
2.3 Muestreo

El presente estudio, por ser experimental, no requirié fase de muestreo; requirio repeticiones
de las dosis y pruebas evaluadas. Con respecto a la actividad coagulante, para cada planta se
evaluaron cinco dosis del extracto, PBS (control negativo), veneno y trombina (controles
positivos) en tres bloques (dias diferentes), cinco réplicas por bloque. Con respecto a las
actividades proteolitica y PLA,, se evaluaron cinco dosis de extracto para cada planta, PBS

y veneno, en tres bloques, cinco réplicas por blogue.
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Obijetivo Variable Definicion | Definicién Técnica Instrumento Escala de
tedricade la | operativa medicién
variable
Evaluar la Independien-
capacidad te:
de los extractos Extractos Cinco dosis | Extraccion | Percolador, | Dilucién de
extractos vegetales de | etandlicos de cada por rotavapor. extractos:
etandlicos uso popular | de especies | extracto percolacion concentra-
de nueve en Guatema- | vegetales. (concentra- cion en ug /
plantas de lay Centro- cién a ul.
uso etno- américa. determinar
médico (A. en base a
hindsii, A. DR de
maxima, C. Veneno).
pareira, H.
patens, P.
peltatum, S. | Dependien-
hyacinthoid | tes:
es, E. Actividad Formacion | Determina- | Método Tiempo de | Tiempoen
foetidum, P. | coagulante de coagu- cion del Theakstony | coagulacion | segundos
dioicay B. los a partir | tiempo de Reid; determinado
simaruba) de plasma | formacion curvas dosis | con
para neutra- humano. del coagulo. | respuesta. cronémetro
lizar el
efecto Actividad Hidrolisis Determina- | Método de | Absorban- | Valor de
coagulante | proteolitica de cion de Wang, Shih | cia determi- | absorbancia
del veneno azocaseina | absorbancia | & Huang, nada por
de B. asper. curvas dosis | lector de
respuesta. placas de 96
p0Z0s.
Actividad Liberacion | Determina- | Método de | Titulacion | Cuantifica-
PLA; de fosfoli- | cion de Dole, visual cion de
pidos de cambiode | curvas dosis | (cambio de | puEg/mg/min
yema de coloracion | respuesta color)
huevo en solucion
Método
Controles Dosis de Theakstony | Tiempo de | Tiempoen
positivos. veneno con | Reid coagulacién | segundos
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Evaluar la
capacidad
de los
extractos
etandlicos
de E.
foetidum, P.
dioica y B.
simaruba
para
neutralizar
los efectos
fosfo-lipasa
A2 (PLAL) Y
proteolitico
del veneno
de B. asper.

Control
negativo.

Veneno
completo de
B. asper.

Trombinay
fibrina

Buffer de
fosfatos, pH
7.2 (PBS)

actividad
coagulante
(60 s).

Dosis de
veneno con
actividad
proteolitica
en el rango
de medicion
de la
prueba.

Dosis de
veneno con
actividad
PLA; en el
rango de
medicién de
la prueba.

Concentra-
cién con
actividad
coagulante
(60 s).

Solucién
que no
posee
actividades
coagulante,
proteolitica
ni PLA..

Método de
Wang, Shih
& Huang

Método de
Dole

Método
Theakston y
Reid

Métodos de:
Theakston y
Reid
(actividad
coagulante),
Wang, Shih
& Huang
(actividad
proteolitica)
y Dole
(actividad
PLA..

determinado
con
cronémetro

Absorban-
cia determi-
nada por
lector de
placas de 96
pOZ0s.

Titulacién
visual
(cambio de
color)

Tiempo de
coagulacion
determinado
con
cronometro

Tiempo de
coagulacion
determinado
con crono-
metro;
absorban-
cia determi-
nada por
lector de
placas de 96
p0Zos;
titulacion
visual
(cambio de
color)

Valor de
absorbancia

Cuantifica-
cion de
nEg/mg/min

Tiempo en
segundos

Tiempo en
segundos;
valor de
absorban-cia;
cuanti-
ficacion de
nEg/mg/min
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Determinar | Independien- | Extractos Dosis de Extraccion | Percolador, | Dilucién de
siel efecto | te: extractos | etandlicos | extractos por rotavapor. extractos:
neutralizant | vegetales de | de especies | que neutra- | percolacién concentra-
e ejercido uso popular | vegetales. lizan alguna cion en pg/ul.
por los en Guatema- de las acti-
extractos lay Centro- vidades del
vegetales se | américa. veneno
debe ala evaluadas.
proteolisis
de las Veneno de B. | Veneno Patron de Electrofo- | Camarade | Observacion
principales | asper. completo. bandas del | resis de electrofore- | patron
proteinas veneno. proteinas sis vertical. | electroforé-
del veneno. (SDS - tico.
PAGE).
Dependien- Mezclas Patrén de Electrofo- | Camarade | Compara-
te: actividad | veneno - bandas del | resis de electrofore- | cion patron
proteolitica extracto veneno proteinas sis vertical. | electroforé-
de extractos. (modifica- | (SDS - tico.
do). PAGE).
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2.5 Metodologia de analisis de la informacion

El anélisis de la determinacion de actividades de extractos vegetales se realizd por un disefio
de bloques no aleatorizados. Los ensayos se realizaron en tres dias diferentes (bloques), con
cinco réplicas por ensayo por conveniencia, para un total de quince lecturas. Los resultados
de la actividad coagulante intrinseca y neutralizacién del efecto coagulante del veneno se
evaluaron por la prueba de hipdtesis binomial, con un nivel de significancia de o= 0.05. Los
resultados de las actividades proteolitica y PLA: intrinsecas se evaluaron por un analisis de
varianza de dos vias (Andeva), con un nivel de significancia a = 0.05; cuando este analisis
demostrd que existian diferencias significativas, se realiz6 la prueba de comparaciones de
Dunnet de cada tratamiento frente al control positivo (veneno). El anélisis de las pruebas de
neutralizacion de los efectos proteoliticos y PLA> del veneno se realizd mediante un analisis
de regresion de la curva dosis-respuesta, para determinar el mejor modelo de ajuste con un
nivel de significancia a.=0.05. Con base en este modelo se calculd para cada extracto la DEsg
con un intervalo de confianza del 95%. Para la determinacion de la actividad proteolitica de
extractos vegetales sobre proteinas del veneno se realizd un andlisis descriptivo del patron
electroforético de las mezclas veneno-extracto en comparacion con el patrén observado en el

veneno solo.
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3. Resultados

3.1 Descripcion de resultados.

Los resultados obtenidos en esta investigacion se presentaran de acuerdo a los objetivos

especificos planteados en el proyecto.

3.1.1 Evaluacion de la capacidad neutralizante de los extractos etandlicos de
nueve plantas de uso ethomédico para neutralizar el efecto coagulante del

veneno de B. asper

Inicialmente se realizo6 la recoleccidn de las tres plantas de reciente inclusion en el estudio
(P. dioica, E. foetidum y B. simaruba) en tres viajes de campo, los cuales se realizaron a los
departamentos de Izabal y Suchitepéquez. De cada una de las plantas se colect6 la parte que
se utiliza tradicionalmente en el tratamiento de la mordedura de serpiente en Centroamérica
(anexo 1, tabla 1.2 y figura 1.2) y se deposité una muestra en el herbario del Laboratorio de
Productos Naturales Farmaya (Cemat Farmaya ethnobotanical herbarium, CFEH), en donde

se le asignd un numero de registro (tabla 1 y anexo 1, fig 1.1).

Se procedio a secar el material vegetal y a realizar la extraccion etanolica en los laboratorios
del LIPRONAT (anexo 2, fig 2.1). El rendimiento obtenido de cada uno de los extractos se
muestra en la tabla 2. Se prepararon ademas las fichas técnicas de las plantas del estudio
(anexo 3, fichas 3.1 — 3.3).

Los extractos etandlicos de las seis plantas procedentes de un estudio previo (A. hindsii, A.
maxima, C. pareira, H. patens, P. peltatum, S. hyacinthoides) (anexo 1, tabla 1.1, figura 1.1),
en el que se evalud su capacidad para neutralizar los efectos PLA; y proteolitico del veneno
de B. asper (Saravia-Otten et al., 2015), fueron pesados (anexo 4, tabla 4.1) y almacenados

a 4°C, protegidos de la luz hasta su uso.

Seguidamente se disolvieron todos los extractos vegetales con la cantidad requerida de
Tween 80 para lograr su maxima disolucion, y se prepararon las soluciones madre (stock) de
trabajo requeridas para cada uno de los tres bioensayos del panel de tamizaje (tabla 3). Todos

los stocks se almacenaron a -20°C durante la fase experimental.
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Para evaluar la capacidad de los extractos etanolicos para neutralizar el efecto coagulante del
veneno de B. asper inicialmente se estandarizd de la prueba de coagulacion utilizando plasma
humano citratado segun el método de Theakston y Reid (1983). El procedimiento operativo
estandar (POE) se adjunta en el anexo 5, (POE 5.1). Seguidamente, por medio de ensayos de
dosis-respuesta, se determind que la dosis coagulante minima sobre plasma (DCM-P) del lote
de veneno de B. asper con el que se trabajé en este estudio es de 1.074 pg/ml (0.1074 pg de
veneno total), por lo que la dosis reto utilizada (2 DCM) fue de 0.215 ug de veneno (gréafica

1 yanexo 5, tabla 5.1).

Posteriormente se evaluaron las actividades coagulante y anticoagulante intrinsecas de los
extractos etanolicos (0.005-0.086 mg) de las nueve plantas del proyecto, demostrandose que
ninguno de los extractos presentaba actividades intrinsecas significativas (p < .001) (tablas
4 y 5). Asi mismo, en los ensayos de neutralizacién realizados utilizando las relaciones de
DR:extracto establecidas para este estudio (1:400 a 1:25 p:p), se demostrd que ninguno de
los extractos etanolicos evaluados neutralizé el efecto coagulante del veneno (p <.001) a las

dosis ensayadas (tabla 6).
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Tabla 1
Datos de recoleccion de especies vegetales
s Lugar de colecta Peso fresco Peso seco N.O' de
Nombre Nombre cientifico denad Fecha de Parte lectado colectado registro de
comuan Familia Coor cnadas colecta colectada  °° herbario
Altitud (kg) (kg) =
armaya
Palo jiote  Bursera simaruba (L.) Ecoparcela el Kakawatal, 03/04/2016  Corteza 6.30 2.60 (CFEH® 1386)
Sarg. Samayac, Suchitepéquez
(Burseraceae) N 14° 33°08.4"
0 091° 28’ 02.8"
453 msnm®
Palo jiote  Bursera simaruba (L.) Ecoparcela el Kakawatal, 26/05/2016  Corteza 2.93 1.21 (CFEH 1386)
Sarg. Samayac, Suchitepéquez
(Burseraceae) N 14° 33’ 08.4"
0 091° 28’ 02.8"
453 msnm®
Samat Eryngium foetidum L. Aldea Plan Grande 28/04/2016 Hojas 2.69 0.54 (CFEH 1387)
(Apiaceae) Quehueche, Livingston, Izabal
N 15°50°02.6"
0 088°49’ 02.1"
85 msnm®
Pimienta  Pimenta dioica (L.) Comunidad de Barra Lampara, 28/04/2016 Hojas 1.10 0.33 (CFEH 1388)
gorda Merr. Livingston, Izabal

(Myrtaceae)

N 15°46° 56.76"
0O 088° 47’ 29.94"
13 msnm®

Nota. 2CFEH: Cemat Farmaya ethnobotanical herbarium. ®msnm: metros sobre el nivel del mar.
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Tabla 2
Rendimiento de los extractos etanolicos de las plantas del estudio
Caracteristicas Bursera Pimenta Eryngium

] simaruba dioica foetidum
Organo Corteza Hoja Hoja
Peso seco 1500 g 1100 g 5211¢g

% de humedad 4.62% 9.57% 8.14%
Mejor solvente Etanol al 50% Etanol al 70% Etanol al 70%
extractor

% de rendimiento 15% 62% 69%

Peso extracto seco 3049 124 g 141.2 g
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Tabla 3

Condiciones de disolucién y preparacion de soluciones madre (stocks) de trabajo de los
extractos etandlicos evaluados en el proyecto para determinar actividades PLA,
proteolitica y coagulante

Planta Prueba Porcentaje Tween 80 Concentracién final
(VIv)2 (g extracto/ ml PBS-
Tween 80)°

Corteza de B. simaruba Proteolitica 10% 0.125
Extracto con clorofila

Corteza de B. simaruba Proteolitica 10% 0.125
Extracto desclorofilado

Corteza de B. simaruba PLA; 10% 0.025
Extracto con clorofila

Corteza de B. simaruba Coagulaciéon 5% 0.032
Extracto con clorofila

Hoja de P. dioica Proteolitica 1% 0.125
Extracto con clorofila

Hoja de P. dioica Proteolitica 10% 0.125
Extracto desclorofilado

Hoja de P. dioica PLA; 5% 0.025
Extracto con clorofila

Hoja de P. dioica Coagulacién 5% 0.032
Extracto con clorofila

Hoja de E. foetidum Proteolitica 1% 0.125
Extracto con clorofila

Hoja de E. foetidum Proteolitica 1% 0.125
Extracto desclorofilado

Hoja de E. foetidum PLA, 1% 0.025
Extracto con clorofila

Hoja de E. foetidum Coagulacién 1% 0.032
Extracto con clorofila

Corteza de A. hindsii Coagulacién 5% 0.032
Extracto con clorofila

Corteza de A. maxima Coagulacién 5% 0.032
Extracto con clorofila

Hoja de A. maxima Coagulacién 5% 0.032
Extracto con clorofila

Raiz de C. pareira Coagulacién 5% 0.032
Extracto con clorofila

Hoja de H. patens Coagulacién 5% 0.032
Extracto con clorofila

Hoja de P. peltatum Coagulacién 5% 0.032
Extracto con clorofila

Hoja de S. hyacinthoides Coagulacién 5% 0.032

Extracto con clorofila

Nota. 2v/v: volumen-volumen. °Concentracion de la solucion madre expresada en gramos de extracto por

mililitro de PBS-Tween 80 al porcentaje indicado (v/v).
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Grafica 1
Determinacion de la dosis coagulante minima en plasma (DCM-P) del veneno para las
pruebas de neutralizacion de la actividad coagulante

160,00
140,00
— 120,00 y = 62.439x0-547
o 2 =
2 100,00 R2=0.9922
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Nota. La DCM-P del veneno se determiné agregando diferentes dosis de veneno a plasma citratado humano y
midiendo el tiempo de coagulacion. DCM-P: concentracién de veneno que induce la coagulacion del plasma
en 60 segundos. Los puntos de la curva representan la media de tres experimentos independientes realizados
por triplicado.



Tabla 4

Determinacion de la actividad coagulante intrinseca de los extractos etandlicos evaluados en el estudio
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Dosis Tiempo de coagulacion (segundos)?

planta A. maxima A. maxima - . S. E. B. -
(mg) (hoja) (corteza) A. hindsii H. patens  P. peltatum C. pareira hyacinthoides foetidum simaruba P. dioica
0.086 Incoagulable®  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable
0.043 Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable
0.021 Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable
0.010 Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable
0.005 Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable
PBS® Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable  Incoagulable

Veneno® 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40

Trombina® 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20

Nota.? La actividad coagulante intrinseca se evalud incubando a 37°C diferentes dosis del extracto con plasma humano citratado y evaluando visualmente el tiempo empleado en la
formacidn de un coagulo evidente. Los resultados presentan el promedio (n = 15) de tres ensayos independientes realizados en quintuplicado para cada una de las dosis evaluadas.
bPBS: control negativo de reaccion. *Veneno: control positivo (DR= 0.215 pg). “Trombina: control positivo (2.7 UNIH/mI; UNIH: unidad establecida por el Instituto Nacional de

Salud de los EE.UU. [National Institute of Health, por sus siglas en inglés]). ¢Se reportan como incoagulables aquellas muestras que no presentaron formacion de un coagulo
evidente luego de 60 minutos de incubacidn.
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Tabla 5

Determinacion de la actividad anticoagulante intrinseca de los extractos etanolicos evaluados en el estudio

Dosis Tiempo de coagulacion (segundos)?
planta A.maxima A maxima A. hindsii H. patens  P. peltatum C. pareira S. E B, P. dioica
(mg) (hoja) (corteza) ' P P P hyacinthoides  foetidum simaruba '
0.086 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
0.043 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
0.021 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
0.010 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
0.005 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
PBSP 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
Veneno® 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Trombina® 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20

Nota. ?La actividad anticoagulante intrinseca se evalud incubando diferentes dosis del extracto con una dosis fija de trombina por 30 minutos a 37°C; posteriormente esa mezcla se
agrego a plasma humano citratado y se midio6 el tiempo empleado en la formacién de un coagulo evidente a 37°C. Los resultados presentan el promedio (n = 15) de tres ensayos
independientes realizados en quintuplicado para cada una de las dosis evaluadas. °PBS: control negativo de reaccion. °Veneno: control positivo (DR= 0.215 pg). Trombina: control
positivo (2.7 UNIH/mI; UNIH: unidad establecida por el Instituto Nacional de Salud de los EE.UU. [National Institute of Health, por sus siglas en inglés]).
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Tabla 6

Neutralizacion de la actividad coagulante del veneno de B. asper por los extractos etanolicos evaluados en el estudio

Tiempo de coagulacion (segundos)

Relaciones

A. maxima A. maxima L P. . S. E. B. -
veneno:planta® (hoja) (corteza) A.hindsii  H. patens peltatum C. pareira hyacinthoides  foetidum simaruba P. dioica

1:400 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
1:200 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
1:100 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
1:50 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40

1:25 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
PBSP 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Veneno® 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Trombina® 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20

Nota.2 La neutralizacion de la actividad coagulante se evalud incubando la DR del veneno (0.215 pg) con dosis variables del extracto (relaciones p:p) por 30 minutos a 37°C;
posteriormente la mezcla se agreg6 a plasma humano citratado y se midio el tiempo invertido en la formacion de un coagulo evidente a 37°C. Los resultados presentan el promedio
(n = 15) de tres ensayos independientes realizados en quintuplicado para cada una de las dosis de extracto evaluadas. °PBS: control negativo de reaccion. °Veneno: control positivo
(DR=0.215 pg). “Trombina: control positivo (2.7 UNIH/mI; UNIH: unidad establecida por el Instituto Nacional de Salud de los EE.UU. [National Institute of Health, por sus siglas
en inglés]).
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3.1.2 Evaluacion de la capacidad de los extractos etanolicos de E. foetidum P.
dioica y B. simaruba para neutralizar los efectos fosfolipasa A2 y

proteolitico del veneno de B. asper

En la siguiente fase del proyecto se determinaron las actividades PLA, y proteolitica
intrinsecas de los extractos etandlicos de B. simaruba, E. foetidum y P. dioica por medio de
ensayos dosis-respuesta, seguin se describe en la seccién de Materiales y Métodos, con la
finalidad de determinar los niveles de extracto que podrian utilizarse en el estudio sin
provocar los efectos PLA2 o proteoliticos, que invalidaran los resultados de las pruebas de
neutralizacion. Posteriormente, utilizando las DR de veneno determinadas en un estudio
previo (Saravia-Otten et al., 2015), se procedi6 a evaluar la capacidad de los extractos

vegetales para neutralizar los efectos del veneno.

La actividad PLA: intrinseca se determino incubando diferentes dosis de cada extracto
(0.078-1.25 mg) con el sustrato. Se demostrd que el extracto de B. simaruba presentaba
actividad PLA: intrinseca a todas las dosis estudiadas (2.3-4.2%), siendo la dosis mas alta
(1.25 mg) la que demostrd la mayor actividad (4.2 %, 1C95% [1.97, 6.47]). Aunque la
actividad intrinseca demostrada por esta planta fue significativamente diferente a la actividad
del veneno (p <.001), de acuerdo a los criterios de inclusion establecidos en el estudio, este

extracto no fue analizado en las pruebas de neutralizacion.

Al analizarse la capacidad del extracto de P. dioica en los ensayos de neutralizacion en las
relaciones DR:extracto establecidas para este estudio (1:400 a 1:25 p:p), se encontré que
ninguna de las dosis enfrentadas al veneno (0.078-1.25 mg) pudo neutralizar efectivamente
(p = .624) el efecto PLA>. De igual manera, las dosis del extracto de E. foetidum enfrentadas
al veneno demostraron carecer de toda capacidad neutralizante, por lo que, al obtenerse

valores de cero en el bioensayo, el analisis de varianza no se pudo realizar.

Debido a que existia la posibilidad de que el color verde intenso de los extractos vegetales
podria interferir con la lectura de absorbancia de los productos coloreados resultantes de la
degradacién de azocaseina en el bioensayo de determinacion de actividad proteolitica
descrito por Wuang, y col. (2004), en el presente trabajo se analizaron los extractos con

clorofila y desclorofilados de B. simaruba, E. foetidum y P. dioica. El rendimiento obtenido
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de las fracciones organicas resultantes durante el proceso de desclorofilacion se muestran en
latabla 7 y el proceso se ilustra en el anexo 6, figura 6.1. El andlisis del espectro de absorcion
de la dosis mas alta de cada extracto con y sin clorofila (1.25 mg), demostro que absorbieron
con mayor intensidad a longitudes de onda menores a 400 nm (anexo 7, figura 7.1 y tabla
7.1). Con los datos obtenidos se determiné el rango de concentraciones de extractos vegetales
(0.039-1.25 mg) que permite la lectura de la prueba a 450 nm con una minima interferencia,
cuyo valor de absorbancia se sustrajo en los calculos finales, segin se describe en la

metodologia.

Ninguno de los extractos estudiados presento actividad proteolitica intrinseca (p <.001) a las
dosis estudiadas (0.078-1.25 mg). Como se muestra en la tabla 8, los extractos con clorofila
de P. dioica y E. foetidum neutralizaron efectivamente el efecto proteolitico del veneno a las
relaciones veneno:planta ensayadas (1:3.125 hasta 1:50 p:p), ya que se necesitaron 0.884 mg,
IC95% [0.811, 0.965] de P. dioica y 1.244 mg, 1C95% [1.110, 1.298] de E. foetidum (p <
.001), para alcanzar la DEso. El analisis de regresion lineal mostré un coeficiente de
determinacion (r?) >.904 en ambos casos. En la misma tabla se muestra que los extractos sin
clorofila de estas dos plantas no alcanzaron la DEsp a las dosis evaluadas en el estudio. El
analisis de regresion (tabla 8) demostré que, aunque la ecuacidn calculada para la prueba con
el extracto desclorofilado de P dioica era significativa (p < .001), el coeficiente de
determinacion era muy bajo (r?=.262), por lo que la DEso calculada (10.07 mg, 1C95% [7.06,
16.95]) no es necesariamente representativa 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 (r? = .831) fue inferior a 0.9, puede considerarse que el comportamiento de
los datos guarda una mejor linealidad que en el caso de P. dioica. Segun el modelo, su DEso

fue de 1.957 mg, 1C95% [1.71, 2.26], un valor cercano al del extracto con clorofila.

Los extractos con y sin clorofila de B. simaruba no demostraron ninguna actividad

neutralizante, por lo que no aparecen incluidos en la tabla 8.



Tabla 7

Porcentajes de rendimiento obtenidos durante el proceso de desclorofilacion de los
extractos vegetales.
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Muestra Descripcion Porcentaje de
Especie vegetal rendimiento
Bursera simaruba (corteza)
Extracto seco  Extracto etandlico al 50% a partir de 200 g de material 15%
vegetal
F1 Fraccion metandlica completa sin fraccionar a partir de 10 51%
g de extracto seco
F2 Fraccion hexanica a partir de 10 g de extracto seco 4.00%
F3 Fraccion diclometanica a partir de 10 g de extracto seco 0.7%
F4 Fraccion metanodlica a partir de 10 g de extracto seco 6%
F5 Fraccion acetonica a partir de 10 g de extracto seco 12%
Pimenta dioica (hojas)
Extracto seco  Extracto etanolico al 70% a partir de 200 g de material 62%
vegetal
F1 Fraccion etandlica completa sin fraccionar a partir de 10 g 14%
de extracto seco
F2 Fraccion hexanica a partir de 10 g de extracto seco 4%
F3 Fraccion diclometanica a partir de 10 g de extracto seco 4%
F4 Fraccion metandlica a partir de 10 g de extracto seco 25%
F5 Fraccion acetonica a partir de 10 g de extracto seco 29%
Eryngium foetidum (hojas)
Extracto seco  Extracto etandlico al 70% a partir de 205.1 g de material
vegetal 69%
F1 Fraccion etan6lica completa sin fraccionar a partir de 10.4 10%
g de extracto seco
F2 Fraccion hexanica a partir de 10.4 g de extracto seco 0.2%
F3 Fraccion diclometénica a partir de 10.4 g de extracto seco 0.2%
F4 Fraccion etandlica a partir de 10.4 g de extracto seco 19.10%
F5 Fraccion acetonica a partir de 10.4 g de extracto seco 34%




Tabla 8

Neutralizacion del efecto proteolitico del veneno de B. asper por los extractos etandlicos evaluados en el estudio

Neutralizacién actividad proteolitica del veneno

Extracto etanolico 2 0 Ecuacion® 1C95%: DExo [IC95%]°
P. dioica con clorofila .956 <.001 y = 60.925x — 3.8536 Limite inferior: 0.884
y =57.873x — 5.823 [0.811, 0.965]
Limite superior:
y =63.978x — 1.884
P. dioica sin clorofila .262 <.001 y =4.388x +5.7897 Limite inferior: 10.075
y =2.673x + 4.683 [7.062, 16.953]
Limite superior:
y =6.103x + 6.8963
E. foetidum con clorofila 904 <.001 y = 34.033x + 7.6791 Limite inferior: 1.244
y = 31.453x + 6.015 [1.110, 1.298]
Limite superior:
y =36.613 +9.343
E. foetidum sin clorofila 831 <.001 y =23.742x + 3.5253 Limite inferior: 1.957

y =21.242x + 1.9121 [1.710, 2.264]
Limite superior:
y =26.242x +5.1384

Nota. 2Coeficiente de determinacion. "Ecuacion que representa el modelo de regresion lineal que mejor describe el comportamiento de los resultados obtenidos en los ensayos de
neutralizacion de la actividad proteolitica del veneno. “Ecuaciones que delimitan el intervalo de confianza al 95% de la ecuacién del modelo de regresidn lineal. YDosis efectiva
media expresada en mg de extracto, entre corchetes se muestran los valores de los intervalos de confianza.

35
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3.1.3 Comparacion de los patrones electroforéticos (SDS-PAGE)

Se evalué por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12%, en
condiciones reductoras, el patron electroforético del veneno crudo de B. asper. En la figura
1 se muestra la presencia de las bandas caracteristicas del veneno la serpiente B asper adulta
del Pacifico de Costa Rica, las cuales corresponden a proteina(s) de masa molecular relativa
entre 14 y 70 kDa (Alape-Girén et al., 2009). No se detectaron bandas de proteinas en los
extractos vegetales (datos no mostrados). Cuando el veneno fue preincubado con los
extractos etandlicos de las plantas que demostraron actividad neutralizante del efecto
proteolitico (P. dioica y E. foetidum) del veneno, el patrén de bandas no mostré cambios en
ninguna de las mezclas veneno:planta (1:20, p:p) en comparacion con el patron del control

de veneno solo (figura 1).
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Figura 1

Electroforesis SDS-PAGE del veneno de B. asper crudo y preincubado con extractos
vegetales.

HMW  Veneno 1 2 3 & LMw

— 100 kDa
70 kDa

55 kDa

40 kDa —— 40 kDa
35kDa

25kDa

15 kDa

Nota. El veneno se preincubd con extractos etanélicos 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 ul de cada mezcla conteniendo: P.
dioica con (1) y sin clorofila (2); E. foetidum con (3) y sin clorofila (4). Como control se carg6 veneno solo. Se
muestran los marcadores de alto peso molecular (HMW, High molecular weight) y bajo peso molecular (LMW,
Low molecular weight).
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3.1.4 Tamizaje fitoquimico preliminar

Adicionalmente a lo propuesto en el anteproyecto de la presente investigacion, se realizé la
determinacion macro y semimicrométrica de los principales grupos de metabolitos
secundarios (flavonoides, antocianinas, catequinas, taninos y cumarinas) presentes en los
extractos etandélicos de B. simaruba, E. foetidum y P. dioica (anexo 8, tablas 8.1-8.3 y figuras
8.1-8.3).

En la tabla 9 presenta el resumen del tamizaje fitoquimico. Como puede observarse, las tres
especies vegetales presentan flavonoides, antocianinas y taninos; mientras que las cumarinas

solo estan presentes B. simaruba.

Tabla 9

Tamizaje fitoquimico de las plantas del proyecto

Extracto etandlico Flavonoides, Taninos® Cumarinas®
catequinas y

antocianinas?

B. simaruba Presencia Presencia Presencia
E. foetidum Presencia Presencia Ausencia
P. dioica Presencia Presencia Ausencia

Nota. 2La presencia de flavonoides y antocianinas se evalud en los extractos etandlicos 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. cLa deteccién de cumarinas se realiz6 mediante cromatografia en capa fina con
revelador KOH 5%.



3.2 Matriz de resultados
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Objetivo Especifico

Resultado Esperado

Resultado Obtenido

Evaluar la capacidad
de los extractos
etanolicos de nueve
plantas de uso
etnomédico (A.
hindsii, A. maxima,
C. pareira, H.
patens, P. peltatum,
S. hyacinthoides, E.
foetidum, P. dioicay
B. simaruba) para
neutralizar el efecto
coagulante del
veneno de B. asper.

e Especies vegetales
(E. foetidum, P.
dioicay B.
simaruba) secas.

Las tres especies vegetales fueron
colectadas y secadas segun los
protocolos establecidos.

e Fichas técnicas de
las plantas (E.
foetidum, P. dioicay
B. simaruba)
elaboradas.

Se cuenta con las fichas técnicas de las
tres especies vegetales, en las que se
presenta su informacién etnobotanica,
quimica y farmacoldgica.

e Tres extractos
etandlicos (E.
foetidum, P. dioica 'y
B. simaruba).

Elaboracion de los extractos etanélicos
de las tres especies segun se describe en
materiales y métodos.

e Disolucion de nueve
extractos etanolicos
(A. hindsii, A.
maxima, C. pareira,
H. patens, P.
peltatum, S.
hyacinthoides, E.
foetidum, P. dioicay
B. simaruba).

Disolucion de los extractos de las nueve
especies vegetales en PBS-Tween 80 (1-
10% v/v) y se prepararon las soluciones
madre necesarias para los bioensayos.

e Pruebas de
coagulacién
estandarizadas.

Estandarizacion de las pruebas de
coagulacién con veneno crudo, los
extractos etanolicos y mezclas
veneno:extracto, segun la metodologia
descrita por Theakston y Reid (1983).

e Actividades
coagulante y
anticoagulante
intrinsecas
determinadas.

Determinacién de las actividades
coagulante y anticoagulante intrinsecas
de los extractos etandlicos de las nueve
especies vegetales del proyecto.
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e Capacidad
neutralizante
actividad coagulante
determinada.

Determinacion de la capacidad de los
extractos etanolicos de las nueve
especies vegetales, para neutralizar el
efecto coagulante del veneno de B.
asper.

Evaluar la capacidad
de los extractos
etandlicos de E.
foetidum, P. dioica 'y
B. simaruba para
neutralizar los
efectos fosfolipasa
A2 (PLA2) y
proteolitico del
veneno de B. asper.

e Actividad PLA,
intrinseca
determinada.

Determinacion de la actividad PLA2
intrinseca de los extractos de E.
foetidum, P. dioica y B. simaruba.

e Capacidad
neutralizante
actividad PLA;
determinada.

Determinacion de la capacidad de los
extractos vegetales para neutralizar la
actividad PLA; del veneno.

e Técnica de
despigmentacion
estandarizada.

Extractos vegetales despigmentados por
medio de la técnica estandarizada segun
Fernandes y col. (1997) y Coll y
Bowden (1986).

e Actividad
proteolitica
intrinseca
determinada.

Determinacion de la actividad
proteolitica intrinseca de los extractos de
E. foetidum, P. dioica y B. simaruba.

e Capacidad
neutralizante de
actividad
proteolitica
determinada.

Determinacién de la capacidad de los
extractos vegetales (con y sin clorofila)
para neutralizar la actividad proteolitica
del veneno.

Determinar si el
efecto neutralizante
ejercido por los
extractos vegetales
se debe a la
proteolisis de las
principales proteinas
del veneno.

e Patrones
electroforéticos
descritos y
comparados

Determinacion y comparacion de los
patrones electroforéticos del veneno de
B. asper solo y enfrentado a los
extractos etanolicos del proyecto que
demostraron alguna capacidad
neutralizante en los bioensayos.
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3.3 Impacto esperado

3.3.1

3.3.2

3.3.3

3.34

3.35

3.3.6

Se generd informacion cientifica acerca de la capacidad de los extractos de nueve
especies de Centroamérica usadas tradicionalmente como antiofidicos para
neutralizar tres efectos tdxicos (coagulacion, prote6lisis y PLA?) del veneno de
B. asper.

Los datos generados en este proyecto serdan divulgados a nivel nacional e
internacional por medio de una publicacion cientifica, conferencias y trifoliares

informativos.

La Facultad de CCQQ y Farmacia cuenta con la tecnologia y personal capacitado
(profesores titulares, auxiliares y estudiantes) en identificacién de plantas
antiofidicas, obtencidon de extractos vegetales, manejo de venenos ofidicos y

pruebas de neutralizacion para resolver un problema de salud nacional.

Se promovid la investigacion conjunta de un equipo multidisciplinario de la
Facultad de CCQQ y Farmacia con el fin de ofrecer al pais una alternativa viable
para el tratamiento del accidente ofidico y aprovechamiento de los recursos

naturales.

Se incidio6 en la formacion de recurso humano profesional y en la informacién
popular sobre el problema del accidente ofidico en Guatemala, su tratamiento

convencional y alternativo.

Se dio continuidad a relaciones colaborativas con grupos de investigacion
internacionales dedicados al tema del ofidismo y el uso de productos naturales

para su tratamiento.
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4. Analisis y discusion de resultados

La mayoria de accidentes ofidicos en Latinoamérica suceden en areas rurales alejadas de los
centros de salud, por lo que un numero indeterminado de victimas de envenenamiento ofidico
son tratados por curanderos o chamanes, quienes preparan antidotos con plantas de acuerdo
a sus recetas tradicionales, y los aplican en forma de toma de infusiones o jugos, o bien, como
bafios y emplastos sobre el area afectada (Coe & Anderson, 2005; Orellana, 1987; Otero, et
al., 2000a, Hay 2002).

La serpiente B. asper es responsable del mayor ndmero de accidentes ofidicos en
Centroamérica y en la regién norte de Sudamérica (Gutiérrez, 2010; Otero-Patifio, 2009).
Aunque la administracion temprana de sueros antiofidicos es el tratamiento validado para
tratar el envenenamiento, su uso en areas rurales presenta severas limitaciones, existiendo el
agravante de que, aunque son altamente eficaces para neutralizar los efectos sistemicos del
veneno, los dafios locales se desarrollan tan rapidamente que su neutralizacion dependera de
la rapidez con la que se administre el antisuero (como se cité en Lomonte, Ledn, Angulo,
Rucavado & Nuriez, 2009).

El complejo cuadro clinico desencadenado por la mordedura de B. asper es el resultado de la
accion de varios componentes del veneno. Las PLAs son las principales responsables de la
mionecrosis producida por el veneno, la cual, en caso de no ser neutralizada, produce pérdida
del tejido muscular y secuelas fisicas; sus acciones farmacologicas incluyen la induccién de
edema, anticoagulacion in vitro, citotoxicidad e hiperalgesia (como se cité en Angulo &
Lomonte, 2009).

El efecto proteolitico del veneno de esta mediado principalmente por las SVMPs, y en menor
proporcidn por serina proteinasas (Gutiérrez, 2002). Las SVMPs son responsables de la
hemorragia local y sistémica que caracteriza el envenenamiento; ademas inducen
mionecrosis, edema, formacion de bulas, dermonecrosis, fibrino(geno)lisis y degradacion de
matriz extracelular, entre otras muchas actividades farmacoldgicas (como se citd en

Gutiérrez, Rucavado & Escalante 2010).

Las serina proteinasas tienen accion principalmente sobre proteinas de la cascada de la

coagulacion, tales como la actividad tipo trombina sobre el fibrindgeno, activaciéon del
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plasmindgeno, fibrinogendlisis, induccion de la agregacion plaquetaria e hipotension
(Markland, 1998; Pérez et al., 2007; Serrano & Maroun, 2005). Dado que el veneno de B.
asper contiene serinaproteinasas tipo trombina y metaloproteinasas con actividad activadora
de protrombina, su acciéon combinada sobre la hemostasis resulta en la formacién de
microtrombos, con agotamiento de fibrindgeno plasmatico (desfibrin(ogen)acion) vy

degradacion de fibrina (Rucavado et al., 2005).

Por esta razon, la busqueda de compuestos naturales efectivos para el tratamiento del
envenenamiento producido por las serpientes Bothrops se ha enfocado en aquellos que logren
la inhibicién de los principales componentes del veneno de forma rapida y segura (Carvalho
et al., 2013; como se citd6 en Lomonte et al., 2009; Patifio, Benjumea & Pereafiez, 2013;
Santhosh et al, 2013). Los extractos vegetales pueden contener una variedad de compuestos
quimicos capaces de inhibir los efectos toxicos de los venenos de serpiente por accion directa
como inhibidores enzimaticos, quelantes, inactivadores quimicos o inmunomoduladores, que
a su vez interacttan con macromoléculas blanco (Mors et al., 2000; Otero et al., 2000b; como
se cito en Sanchez & Rodriguez-Acosta, 2008). También se ha sugerido que pueden producir
inactivacion del veneno por protedlisis directa (Nufiez et al., 2004; Mourao de Moura et al.,
2014).

Se realizaron pruebas para determinar la presencia de flavonoides, taninos, catequinas y
cumarinas mediante cromatografia en capa fina y ensayos macro y semimicrométricos en los
extractos etandlicos de las tres plantas de reciente ingreso al estudio (B. simaruba, E.
foetidum y P. dioica), con el objetivo de correlacionar la presencia de dichos metabolitos con
las bioactividades presentadas. El andlisis fitoquimico evidencio la presencia de flavonoides,
antocianinas, catequinas y taninos en las tres especies, mientras que las cumarinas solo se

detectaron en B. simaruba.

La determinacion de la DCM del lote de veneno utilizado en el proyecto demostré una dosis
de 1.074ug/ml, comparable a la reportado por Bogarin y col. (1999) en Costa Rica para
ejemplares de B. asper adultos de la region del Pacifico. Posteriormente se demostré que
ninguno de los extractos de las seis plantas que proceden del estudio anterior (A. hindsii, A.
maxima, C. pareira, H. patens, P. peltatum y S. hyacinthoides) ni las de este estudio (P.

dioica, E. foetidum y B. simaruba) presentaron actividad coagulante y/o anticoagulante
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intrinseca a las dosis evaluadas (0.005-0.86 mg). Estos resultados difieren de los obtenidos
en un estudio anterior realizado con plantas guatemaltecas (Saravia, et al 2001a), en donde
los extractos acuosos y etandlicos de D. contrajerva demostraron actividad coagulante
intrinseca, y los acuosos de N. lobata y E. odoratum actividad anticoagulante intrinseca. Sin
embargo, debe tomarse en cuenta que las dosis de extractos utilizadas fueron mas altas (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 dosis-dependiente (Houghton & Skari,
1994). Esta nocidn podria ser sustentada ademas por el hecho de que el andlisis fitoquimico
realizado demostrd que posee el extracto de B. simaruba cumarinas (warfarinas) en su
composicion quimica, pero no se logro detectar actividad anticoagulante en el extracto. Los
flavonoides estan comunmente asociados con cumarinas y ademas han demostrado efectos
antiplaquetario y anticoagulante (Bijak et al., 2011; Ryu et al., 2013). Los flavonoides no
encajan dentro de las caracteristicas estructurales tipicas asociadas con la actividad
anticoagulante, sin embargo, han inhibido la adhesion, agregacién y secrecion plaquetaria
mediante ensayos ex vivo (McGregor et al., 1999; Freedman, et al., 2001). Estas
consideraciones sugieren la necesidad de estudiar con mayor detalle la actividad de B.
simaruba sobre la hemostasia, asi como de realizar la caracterizacion fitoquimica de todas

las plantas del estudio.

Cuando los extractos se enfrentaron al veneno, ninguno de ellos mostré capacidad
neutralizante del efecto coagulante a las proporciones dosis reto de veneno: extracto
evaluadas (1:400-1:25). Aungue en la literatura cientifica no existen reportes de que estas
plantas tengan actividad inhibitoria del efecto coagulante del veneno de B. asper de la region
centroamericana (como se cito en Giovannini & Howes, 2017) o Colombia, estos resultados
difieren parcialmente con los hallazgos obtenidos en un estudio anterior, ya que, aunque se
ensayaron las mismas relaciones DR veneno: extracto (p:p), las dosis proporcionales de
planta en dicho estudio fueron mas altas (0.2-3.2 mg) a las utilizadas en esta investigacion.
Asi mismo, los extractos acuosos de las dos plantas (N. lobata y E. odoratum) que
demostraron  neutralizar  efectivamente el efecto coagulante (potencialmente
desfibrin(ogen)ante) del veneno, tenian actividad anticoagulante intrinseca en la fraccion
etanolica (Saravia, et al 2001a). Aunque en este caso también existe la posibilidad de que al

aumentarse la cantidad de extracto en relacién al veneno se pudiera obtener algin grado de
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neutralizacién del efecto coagulante por ser dosis-dependiente (Houghton & Skari, 1994;
Patifio, Lopez, Aristizabal; Quintana, & Benjumea, 2012), deberad evaluarse en futuras
investigaciones que estas dosis sean biologicamente relevantes, sobre todo teniendo en
cuenta que en Colombia se ha reportado que se necesitan 10-20 pg de los extractos etanélicos
de algunas plantas que neutralizan efectivamente el efecto coagulante del veneno de B. asper
(Fernandez et al., 2010; Nufiez et al., 2004).

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 inhibir la actividad
enzimatica de serinaproteinasas como trombina, plasmina y tripsina, posiblemente mediante
un acoplamiento molecular que induce el bloqueo del sitio activo de la enzima (Cuccioloni
et al., Jedinak et al., 2006). Asi mismo, se ha descrito que las cumarinas pueden inhibir
serinaproteinasas (Pochet, Frédérick, R., & Maseereel 2004). Aunque en el analisis
fitoquimico demostro la presencia de flavonoides, antocianinas y taninos en las tres especies
del estudio (B. simaruba, P. dioica y E. foetidum), y de cumarinas en B. simaruba, los
resultados obtenidos sugieren que posiblemente su concentracion sea insuficiente para
neutralizar las toxinas del veneno, ya que se utilizaron concentraciones relativamente bajas
del extracto en estos experimentos. Existe también la posibilidad de que la extraccion en
etanol no permitiera la extraccion total de dichos metabolitos, ya que algunos estudios han
demostrado que la mayor cantidad de flavonoides y polifenoles generalmente son extraidos

con acetona (Singh, Singh, Banu, & Salim, 2013).

Esta situacion podria explicar también que las moléculas de las plantas que interacttan con
los factores de la coagulacién sanguinea o los componentes procoagulantes del veneno
(serina proteinasas y metaloproteinasas) se perdieran durante la extraccion etanolica,
disminuyendo o anulando la bioactividad del extracto. Estas consideraciones deberan
tomarse en cuenta para estudios posteriores, en donde debera evaluarse la actividad de los
extractos acuosos (Mourao de Moura et al., 2014; Saravia, et al, 2001a) y otras fracciones
organicas de las plantas. Es importante mencionar también que la incapacidad de extractos
vegetales para neutralizar el efecto desfibrinante del veneno de B. asper (inducido por su
efecto coagulante) ha sido atribuido, en parte, a la rapida accion de los componentes tipo

trombina del veneno sobre la cascada de la coagulacion (Ho, et al., 1986; Nurfiez et al, 2004).
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Existen reportes en Sudamérica de plantas y moléculas activas que neutralizan efectivamente
las PLA>s miotoxicas de los venenos de algunas serpientes de la familia Viperidae. Los
metabolitos a los cuales se les ha atribuido su actividad son principalmente: a) compuestos
fendlicos: flavonoides, cumestanos, alcaloides, taninos y otros; b) compuestos esteroideos:
esteroles y colesterol; y c¢) terpenoides, incluyendo triterpenoides y saponinas (como se cita
en Carvalho et al., 2013; Da Silva et al., 2007; Melo & Owny, 1999; Santosh et al., 2013). Si
bien ha sido propuesta una inhibicion competitiva por parte de estos compuestos hacia las
enzimas mencionadas (Lattig et al., 2007), también podria pensarse en un mecanismo de
inhibicion menos especifico, ya sea por la formacion de complejos inactivos entre la enzima
y los compuestos en mencidn, o por la quelacion del Ca?* requerido por las fosfolipasas A2
para su ciclo catalitico. Es posible sugerir que los compuestos polifendlicos pueden precipitar
proteinas y formar complejos con metales como el Ca?* lo cual explicaria la disminucion en
la actividad de PLA: activo (Da Silva, Calgarotto, Chaar, & Marangoni 2008;
Leanpolchareanchai, Pithayanukul, Bavovada, & Saparpakorn 2009).

En Colombia y Costa Rica se han detectado plantas con accion neutralizante de la actividad
PLA: veneno de B. asper (Borges et al., 2000; Nufiez et al, 2004; Otero et al., 2000b y ¢) y
de miotoxinas PLA> aisladas, como es el caso de P. umbellatum y P. peltatum (Nufiez et al.,
2005). En el caso de estas ultimas, logro identificarse al compuesto activo 4-nerolidilcatecol
(un compuesto fenolico), el cual inhibid la actividad miotdxica y edematizante en ratones
cuando se preincub6 con la toxina, pero perdié su efectividad al ser inyectados, toxina y
compuesto, separadamente (Nufez et al., 2005). Sin embargo, cabe mencionar que cuando
se evaluo el extracto de hojas P. peltatum colectadas en Izabal, Guatemala, este no demostro
capacidad neutralizante del efecto PLA> del veneno crudo de B. asper (Saravia-Otten et al.,
2015).

Los resultados obtenidos en este estudio en las pruebas de actividad PLA: intrinseca fueron
inesperados, ya que inicialmente se demostré que el extracto de B. simaruba presenta
actividad (< 5%) a todas las dosis evaluadas (0.078-1.25 mg/ml). Asi mismo, los extractos
de P. dioica y E. foetidum no demostraron capacidad neutralizante del efecto PLA; del
veneno, aun cuando se ensayaron en proporciones veneno: extracto de 1:25 hasta 1:400 (p:p).

Aunque la presencia de los compuestos fenolicos (metabolitos secundarios) en los extractos
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sugeriria alguna actividad anti PLA2, estos resultados son similares a los obtenidos
anteriormente en el estudio de plantas guatemaltecas, en donde no se logré detectar
neutralizacion efectiva de esta actividad (Saravia, et al., 2001a; Saravia-Otten et al., 2015).
Estos hallazgos sugieren la posibilidad de 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 especimenes
estudiados (Ramakrishna & Ravinshankar, 2011).

El efecto proteolitico provocado por la acciéon de las SVMPs del veneno sobre diversos
sustratos es responsable de la produccion de hemorragia local y sistémica, un efecto central
producido por lamordedura de B. asper. Por esta razon se evalud la capacidad de los extractos
del estudio para neutralizar el efecto proteolitico del veneno en condiciones in vitro. Debido
a que inicialmente se pensé que el color verde intenso de los extractos vegetales podria
interferir con la prueba colorimétrica estandarizada para medir la actividad proteolitica de
veneno Yy extractos sobre azocaseina (Wang, et al, 2004), los extractos etanolicos de B.
simaruba, P. dioica y E. foetidum se evaluaron con y sin clorofila en ensayos simultaneos.
Ademas, se realiz6 una modificacion en la metodologia, ya que se incluy6 un control interno
que permitié restar el color del extracto disuelto, tal como se describe en la seccion de
materiales y métodos. Los resultados de las pruebas de neutralizacion demostraron que los
extractos con clorofila de P. dioica (DEso=0.884 mg) y E. foetidum (DEso= 1.244 mg)
neutralizaron efectivamente la actividad del veneno a las dosis ensayadas en el estudio,
mientras que sus extractos desclorofilados demostraron tener menor potencia,

particularmente el de P. dioica.

Diversos estudios han demostrado que los metabolitos inhibidores de estas metaloproteinasas
en los venenos de serpiente son principalmente terpenoides, saponinas, esteroles, alcaloides,
antioxidantes, polifenoles, flavonoides y ftalatos (como se cita en Santhosh et al., 2013). En
Costa Rica, el estudio realizado por Castro y col. (1999) identifico la presencia de catequinas,
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 este y otros estudios (Mourao de Moura

et al., 2014) se ha asociado principalmente a la presencia de flavonoides, los cuales podrian
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quelar el atomo de zinc requerido para que las metaloproteinasas ejerzan su accion
hemorragica. Cabe mencionar que, en este contexto, los resultados obtenidos con el extracto
clorofilado de P. dioica de Guatemala correlacionan con dicho estudio, en donde se demostro
que los extractos hidroalcohdlico (85% etanol), en acetato de etilo y acuoso de la hoja de P.
dioica inhiben completamente la hemorragia local en ratones. Adicionalmente, los patrones
electroforéticos del veneno de B. asper preincubados con los extractos de P. dioica y E.
foetidum con y sin clorofila, demostraron que los componentes de los extractos vegetales no

tenian efecto proteolitico sobre el veneno.

Lo expuesto anteriormente sugiere que la capacidad inhibitoria de la protedlisis demostrada
por los extractos de P. dioica y E. foetidum, podria deberse a la presencia de los metabolitos
secundarios reportados con bioactividad anti proteolitica (flavonoides, antocianinas,
catequinas y taninos) en su composicion, y que el mecanismo de inhibicién posiblemente sea
mediado por la quelacion de cinc. Asi mismo, que la pérdida de bioactividad observada en
los extractos desclorofilados, puede atribuirse a la perdida de moléculas lipofilicas activas

durante el proceso de desclorofilacion, tales como los terpenoides, saponinas y esteroles.

Es interesante mencionar que el hecho de que E. foetidum neutralice efectivamente el efecto
proteolitico del veneno de B. asper respalda la forma en que los curanderos del norte de
Guatemala utilizan esta planta para el tratamiento de la mordedura de serpiente, ya que
aplican la hoja de machacada en forma de cataplasma (Caceres, 2009) sobre el area afectada
(Hay, 2002). De igual forma, existen otros trabajos (Garcia, Saenz, Gomez, & Fernandez
1999; Séenz, Fernandez, & Garcia, 1997) que reportan el uso externo de los extractos de las
hojas para reducir la inflamacion crénica y aguda en modelos animales. La forma de uso
tradicional antiofidico de la hoja de P. dioica no aparece reportada en la literatura, pero de
acuerdo a los resultados obtenidos, tendria sentido recomendarse su uso externo, aunque

deberé evaluarse en modelos animales de dafio local, tales como el de hemorragia.

La falta de capacidad del extracto de B. simaruba para inhibir el efecto proteolitico del
veneno fue inesperada, ya que ademas del estudio de Castro y col. (1999) en donde se
demuestra su actividad anti hemorragica in vivo, en el estudio de Coe y Anderson (2005) se
reporta que la decoccion de corteza o toda la planta de B simaruba es utilizada de forma oral

para tratar los efectos secundarios del envenenamiento por mordedura de serpientes en la
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region este de Nicaragua, en donde B. asper es abundante (Campbell & Lamar, 1989). En el
estudio de Castro y col. (1999) se reportd que los extractos hidroalcoholico y en acetato de
etilo de la corteza de B. simaruba neutralizaron completamente la hemorragia local, siendo
los extractos activos de la corteza muy ricos en taninos condensados ademas de presentar

compuestos flavonoides.

Por esta razon, es interesante que el extracto etanélico de la especie guatemalteca, a pesar de
poseer las familias de metabolitos secundarios potencialmente activos contra el veneno de
serpiente (Arvigo & Balik, 1993), no haya demostrado accion inhibitoria alguna de la
actividad proteolitica del veneno en este estudio. Sin embargo, ademas de considerarse 10s
factores de variacion en cuanto a suelo y los ambientales mencionados anteriormente, es
importante tomar en cuenta que los antidotos tradicionales se preparan con mezclas
complejas de plantas (Coe & Anderson, 2005; Hay, 2002; Otero et al; 2001a; Saravia, et al,
2001a), lo cual puede producir sinergia entre sus compuestos bioactivos (Ahmad & Aqil,
2007; Bussmann, Glenn, Meyer, Kuhlman, & Townesmith, 2010). Esto podria explicar la
falta de actividad neutralizante del extracto de B. simaruba cuando se evalud solo. Asi
mismo, el efecto PLA: intrinseco de este extracto no ha sido reportado anteriormente, aunque
es interesante mencionar que los extractos acetonicos y metandlicos de la corteza y hoja de
B. simaruba de Guatemala han demostrado actividad citotoxica contra lineas celulares
tumorales (Cates et al., 2013, 2014), lo cual podria estar mediado, al menos en parte, por su
actividad PLA,.

El andlisis global de los resultados obtenidos en el proyecto demuestra que dos de las plantas
evaluadas (P. dioica y E. foetidum) inhiben efectivamente el efecto proteolitico del veneno
de B. asper, lo cual podria justificar su uso en el tratamiento antiofidico, especialmente en la
neutralizacién del efecto hemorragico local mediado por SVMPs. Aunque se detectaron los
metabolitos secundarios que podrian mediar los efectos inhibitorios demostrados en esta
investigacion, la identificacion especifica de estos compuestos requiere estudios de
aislamiento y caracterizacién en futuras investigaciones, pues solo asi se podréa determinar el

mecanismo directo por el cual se ven inhibidas las actividades que ocasiona el veneno.

Asi mismo, los resultados de las pruebas de inhibicidn del efecto coagulante inducido por el

veneno, sugieren que deberan evaluarse dosis mayores de los extractos etandlicos, acetonicos
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y acusosos de las plantas de este estudio para medir su capacidad neutralizante, ya que
presentan en su composicion quimica los metabolitos secundarios necesarios para neutralizar
a las serina proteinasas y metaloproteinasas del veneno. El extracto de corteza de B.
simaruba, al cual se le ha atribuido actividad antiofidica en otros paises de Centroamérica,
no solo resulté ineficaz para neutralizar los efectos del veneno evaluados en el presente
estudio, sino que ademas demostro actividad PLA: intrinseca. Esto cuestiona seriamente su
uso como antidoto en Guatemala, al menos de forma aislada. Por ello, es necesario realizar
estudios cientificos mas detallados para determinar el verdadero valor curativo de B.
simaruba y las otras plantas del proyecto, ya que posiblemente al utilizarse en combinacién
con otras plantas de acuerdo a la forma tradicional de preparacion de los antidotos, podria

potenciarse su accion.

La informacion generada en el presente estudio contribuye a la validacién de plantas de uso
etnomédico en la region como alternativas terapéuticas seguras y efectivas para tratar un

problema importante de salud que afecta a la poblacién rural de Centroameérica.
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5. Conclusiones

5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

5.6

o.7

5.8

5.9

Ninguna de las plantas estudiadas (A. hindsii, A. maxima, C. pareira, H. patens, P.
peltatum, S. hyacinthoides, B. simaruba, P. dioica y E. foetidum) presentd efectos
coagulantes o anticoagulantes intrinsecos o fue capaz de neutralizar el efecto coagulante
del veneno de B. asper a las dosis del estudio.

El extracto etandlico de la corteza de B. simaruba presento actividad PLA: intrinseca,
pero esta actividad no se detecto en los extractos de hojas de P. dioica y E. foetidum.
Ninguna de las plantas evaluadas (P. dioica y E. foetidum) neutralizé el efecto PLA; del
veneno de B. asper.

Ninguna de las plantas evaluadas (B. simaruba, P. dioica y E. foetidum) presentd
actividad proteolitica intrinseca.

Los extractos etanolicos de P. dioica y E. foetidum neutralizaron efectivamente (més del
50%) el efecto proteolitico del veneno a las dosis ensayadas en el estudio.

La capacidad neutralizante del efecto proteolitico demostrada por los extractos de P.
dioica y E. foetidum posiblemente esté asociada a la presencia de flavonoides,
antocianinas, catequinas y taninos en su composicion quimica.

La ausencia de cambios en el patrdn electroforético del veneno de B. asper preincubado
con los extractos de las plantas bioactivas, indica que el mecanismo de inhibicién no esta
mediado por protedlisis directa.

Los resultados obtenidos respaldan el uso tradicional de P. dioica y E. foetidum en la
region centroamericana para tratar el accidente ofidico, ya que la inhibicién de las
metaloproteinasas del veneno contribuye a disminuir el dafio local producido por la
mordedura de B. asper.

El uso aislado de la corteza de B. simaruba de la region sur de Guatemala posiblemente
resultara ineficaz para contrarrestar los efectos hemorragico, miotoxico, inflamatorio,

letal y coagulante (posiblemente desfibrin(ogen)ante) del veneno de B. asper.
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Anexo 1.

Tabla1.1

Datos de recoleccion de las plantas de un estudio previo que fueron evaluadas en las pruebas de coagulacion en el proyecto
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Familia / especie (nimero de registro)? Nombre comdn Parte Lugar de colecta
P g utilizada Coordenadas y altitud
Rubiaceae / Hamelia patens Jacq. Chichipin Hojas San Bernardino, Suchitepéquez.
(CFEH 1384) N 14°33°43.5%50 091°27'19.3” "
548 msnm®
Asparagaceae / Sansevieria hyacinthoides (L.) Druce Oreja de burro Hojas Guatemala, Guatemala
(CFEH 1380) N 14° 3448.227;'0 90° 33'14.23"
1,474 msnm
Menispermaceae / Cissampelos pareira L. Alcotéan Raiz Guatemala, Guatemala
(CFEH 1381) N 14° 3520.37;'0 90°29'56.90"
1,485 msnm
Piperaceae / Piper peltatum L. Cordoncillo Hojas Morales, 1zabal
(CFEH 1382) N 15°2632.20;'0 88°49'54.10"
46 msnm
Fabaceae / Acacia hindsii Benth. Ixcanal Corteza San Jacinto, Chiquimula.
(CFEH 1383) N 14°3918.20;'0 89°29'56.90"
401 msnm
Avristolochiaceae / Aristolochia sp. Guaco Hojas y Samayac, Suchitepéquez.
(CFEH 1378) corteza N 14°3308.2;'0 090°2801.1"

476 msnm

Nota. *CFEH: Cemat Farmaya ethnobotanical herbarium. "msnm:

metros sobre el nivel del mar. Tomado de: Saravia-Otten et al., 2015.
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Figura 1.1

Lugares de colecta en Guatemala de las nueve especies vegetales evaluadas en el proyecto

Nota. Los rectangulos negros indican las regiones en las cuales se colectaron las especies vegetales reportadas
en Saravia y col. (2015) y los rectangulos blancos las de las especies colectadas en el presente estudio.



Tabla 1.2

Plantas seleccionadas para el estudio por su uso etnomédico para el tratamiento de la

mordedura de serpiente en Centroamérica.

Familia Nombre cientifico ~ Nombre popular Parte Referencia
en Guatemala usada
Apiaceae Eryngium foetidum  Culantro, Samat Hoja Morton, 1981;
L.
Hay, 2002;
Coe & Anderson, 2005
Burseraceae  Bursera simaruba Palo de jiote, indio  Corteza  Castro, 1999;
(L.) Sarg desnudo, cohuite,
palo mulato Coe & Anderson, 2005
Myrtaceae Pimenta dioica (L.) Pimienta gorda Hoja Castro, 1999

Merr.




65

Figura 1.2

Recoleccion del material vegetal

Nota. A. Individuo de Bursera simaruba en la ecoparcela El Kakawatal, Samayac, Suchitepéquez.

B. Adquisicidn de corteza fragmentada de B. simaruba por el sefior Arnoldo Hilario guardian de la
ecoparcela. C. Corteza de B. simaruba colectada. D y E. Eryngium foetidum en aldea Plan Grande,
Quehueche, Livingston, Izabal. F. Recoleccidn de hojas de E. foetidum en colaboracion con pobladores
locales. G. Individuo de Pimenta dioica en comunidad de Barra Lampara, Livingston, lzabal. H. Hojas de P.
dioica. I. Recoleccidn de hojas de P. dioica en colaboracion con pobladores locales y el estudiante Vicente
Genovés.
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Anexo 2
Figura 2.1

Proceso de preparacion de extractos vegetales

Nota. A Secado del material vegetal. B. Prueba del mejor solvente. C. Obtencién de extracto etanélico por
percolacion. D. Concentracion de extractos vegetales por medio de rotavapor.
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PALO JIOTE

Bursera simaruba (L.) Sarg. (BURSERACEAE)

Sinonimias
Pistacia simaruba L.
Bursera gummifera L.
Elaphrimo valifolium Schitdl.

Otros nombres populares

Se le conoce también como jiote, chino,
chinacahuite, solpiem, cajha, xacago-que
(Huehuetenango), palo chino, chacah, chacah
colorado (maya de Petén), palo mulato
(Petén), chacad (Huehuetenango), indio
desnudo (costa norte) chic-chica, chicah
(Petén), cacah (Q'eqchi’). En Belice se le
conoce como hirch o gumbolimbo; en
Honduras a veces es llamado copdn; en
Tabasco se le conoce como palo retinto; en
Oaxaca y Veracruz se le llama mulato
(Standley & Steyermark, 1946).

Partes recomendadas para su uso como
antiofidico

La corteza es responsable del efecto
antihemorragico de la planta (Castro, et al.,
1999).

Segun Coe y Anderson (2005), en la regién
oriente de Nicaragua, la corteza y la planta
entera se han usado en decoccion como
antidoto para tratar los efectos causados por
mordedura de serpientes.

Descripcion botéanica

Es un arbol de pequefio a mediano tamafio.
En bosques himedos alcanza los 25 m. de
alto o més, algunas veces de 1 m. de
diametro. La corteza joven es verde o pardo
verdosa, la corteza madura es color rojo
brillante a pardo rojiza oscura la cual se
descascara en laminas delgadas parecidas al
papel. Las hojas son compuestas y estan
formadas usualmente por 5-7 foliolos de 5-12
cm. de largo, acuminados, pubescentes
cuando son jévenes Yy glabros cuando
maduran. Las flores divididas en 3 partes,
grisaceas o amarillentas, fragantes. Los frutos
son variables en tamafio y forma, 6-10 mm.de
longitud, 3-valvados, usualmente tefiidos de
rojo (Standley & Steyermark, 1946).

(1) Hoja (2) Corteza

Localidad: Ecoparcela El Kakawatal, Samayac,
Suchitepéquez
Fotografias por Max Mérida
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Habitat

Es un arbol comin o abundante en muchas regiones de las tierras bajas, a menudo en bosques
virgenes, pero mas abundante en bosques secundarios o matorrales secos o humedos, muy comun
en cercos. Se encuentra desde el nivel del mar hasta alrededor de los 1,800 msnm, pero es mas
frecuente a los 1,000 msnm o menos. En Guatemala se encuentra en los departamentos de Petén,
Alta Verapaz, Baja Verapaz, |zabal, Zacapa, El Progreso, Chiquimula, Jalapa, Jutiapa, Santa Rosa,
Escuintla, Guatemala, Sacatepéquez, Suchitepéquez, Retalhuleu, San Marcos, Huehuetenango,
Quiché. Se distribuye desde el sur de Florida, México, Belice, El Salvador, Panama, las Antillas y el
norte de Sudamérica (Standley & Steyermark, 1946).

Composicién quimica de la parte medicinal

En la corteza de B. simaruba se han identificado flavonoides, taninos condesados (bajo contenido),
triterpenos, acidos fendlicos, acidos grasos de cadena larga, ésteres metilicos y sacarosa. Se ha
encontrado acido galico, acido protocatecuico, epicatequina, proantocianidina, apigenina, luteolina y
kaempferol. También se encontré el ursa-9(11)-12-dien-3-B-ol, el 24(28)- metilencicloartanol, &cido n-
hexadecanoico, acido 9Z,12Z-octadecadienoico, 2E,4E-decadienal, esteres metilicos de
hexacosanoico, acidos octacosanoico y triacontanoico. (Castro et al., 1999; Bah, Gutiérrez, Mendoza,
Rodriguez & Castafieda,2014). Y en la resina se han encontrado los triterpenos lup-20(29)-en-3
B,23diol, B-amyrina, lupeol, epilupeol, picropoligamainay epiglutinol (Peraza, Salazar & Pefia, 1995;
Camporese, Balick, et al., 2003; Coe & Anderson, 2005).

El extracto metandlico de la corteza de B. simaruba, presenta los siguientes compuestos fendlicos:
lignanoyateina, B-peltatina-O-B-glucopiranosido, hinokinina,bursehernina, 3,4-dimetoxifenil-1-O-f3-
D-(6-sulfo)-glucopiranosido,3,4,5-trimetoxifenil 1-O-3-D-(6-sulpho)-glucopiranoside y 3,4-
dihidroxifeniletanol-1-O- B -D-(6-sulfo)-glucopiranosido (Maldini, Montoro, Piacente & Pizza, 2009).

Los aceites esenciales presentes en la corteza son a-pineno (32.1%), B-pineno (13.5%) e
isolimoneno (5.6%), viridiflorol (7.1%), B-cariofileno (4.9%), B-selineno (4.3%), a-humuleno (3.1%) y
oxido de cariofileno(3.1%) (Junor, Porter & Yee, 2008).

Usos medicinales populares

Este arbol es muy utilizado en medicina doméstica, siendo uno de los humerosos “remedios” para
mordeduras de serpientes. Se utilizan cataplasmas de las hojas en casos de gangrena para evitar
su propagacion (Standley & Steyermark, 1946).

En la medicina popular se utiliza a resina como purgante, sudorifico y diurético (Niembro, 1990).

En México se ha utilizado como antipirético, antihemorragico nasal, en el alivio del dolor muscular,
llagas en la piel, en inflamacién de ovarios, analgésico, antiinflamatorio, afrodisiaco, en asma,
citostatico, depurativo, diaforético, en hidropesia, disenteria, enterorragia, expectorante, insecticida,
purgante y fiebre amarilla (Bah, Gutiérrez, Mendoza, Rodriguez & Castafieda, 2014; Jasso, Angulo
& Hernandez, 2006).

En Belice, se utiliza como antipruriginoso, en calambres estomacales, infecciones en el rifion, como
diurético y “sanador de heridas” (Balick & Mendelsohn, 1992; Camporese, et.al., 2003). La decoccién
es tomada en forma de té para infecciones internas, del tracto urinario, fiebre, quemaduras de sol,
resfriado y gripe (Camporese, et.al., 2003).
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Propiedades antiofidicas medicinales demostradas

El extracto hidroalcohdlico de la corteza mostré neutralizacién total hacia el efecto hemorragico
inducido por el veneno de Bothrops asper en un bioensayo basado en la cuantificacion macroscépica
de la hemorragia producida por el veneno en ratones (Castro, et al., 1999).

Propiedades medicinales demostradas

El extracto hexanico de la corteza mostrd actividad antibacterial contra Pseudomonas aeruginosa,
con una concentracion inhibitoria minima (CIM) de 2.5 mg/ml y también contra Escherichia coli. El
extracto etandlico también mostro actividad antibacterial contra Micrococcus luteus pero no contra
Escherichia coli. EI compuesto Lupeol, mostré actividad in vitro contra bacaterias gram positivas y
gram negativas. Sin embargo los extractos acetonicos y metanodlicos de corteza no mostraron
inhibiciébn contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus mutans, y Candida
albicans. El extracto metandlico de hojas de B. simaruba produjo una CIM mayor a 1000 pug/ml contra
S. aureus y una CIM de 500 ug/ml contra Escherichia coli. Segun Céaceres, Samayoa, Cano & Aguilar
(1990), B. simaruba no posee actividad inhibitoria contra Escherichia coli, Salmonella enteritidis,
Salmonella typhi, Shigella dysenteriae y Shigella flexneri (Camporese, et.al., 2003; Cates, et al. 2013;
Cates, et. al., 2014).

Fracciones aisladas del extracto hexanico de hojas, mostraron actividad antiinflamatoria significativa
(Noguera, et.al., 2004), utilizando una concentracion de 80 mg/kg se observd alta inhibicion en fases
agudas y crénicas de inflamacién (Duke, 2009). El extracto cloroférmico mostro actividad antifingica
(Rahalison, et.al., 1993)

Los extractos de acetona y metanolico de corteza mostraron inhibicion de lineas celulares en cancer
de pecho, obteniendo una concentracibn méaxima inhibitoria (IC50) de 113138 ug/ml (extracto
acetoénico) y 116+14 ug/ml (extracto metandlico) y para cancer cervical de 148+14 ug/ml (extracto
aceténico) y 170£18 pg/ml (extracto metandlico). Asi mismo es importante mencionar que los
extractos acetonicos y metandlicos de hojas fueron activos en un 60 y 70% contra células
cancerigenas de pecho (Cates, et al., 2013; Cates, et al., 2014).

El aceite esencial de fruto y corteza de B. simaruba son activos contra Escherichia cogli, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylocococcus aureus, Staphylococcus aureus resistente a
la meticilina (MRSA) y el Streptococcus betahemolitico del grupo A (EBHA) (Junor, Porter, Facey &
Yee, 2007).

Otros usos de la planta

La resina es utilizada a menudo como sustituta de pegamento y como un cemento para reparar
porcelana y cristal. Los caribes la empleaban para pintar sus canoas, para preservarlas de los
ataques de los gusanos (Standley & Steyermark, 1946).

Efectos toxicos de la planta

El extracto etandlico de hojas mostro una CL50 igual 163.56ug/mL frente a larvas de Artemia salina;
contra peces del género Mollinesia, mostro toxicidad (500 mg/kg), al igual que el extracto acuoso de
corteza. Los extractos cloroférmicos de resina fueron citotdxicos contra A. salina (CL50: 33 ppm). En
el uso popular no se le conocen efectos téxicos ni contraindicaciones (Fernandez, et al., 2009; Gupta,
Santana & Espinoza, s.f.)

Los extractos de corteza (acetdnicos y metandlicos) y de hoja (metanélico) de B. simaruba obtuvieron
concentraciones de citotoxicidad media (CC50) mayores a 800 pg/ml en células Vero (células
epiteliles de rifidn de mono) (Cates, et al., 2013; Cates, et al., 2014).
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Ficha 3.2 PIMIENTA GORDA

Pimenta dioica (L.) Merr. (MYRTACEAE)
Sinonimias
Eugenia micranthaBertol.
Myrtus pimenta L.
Myrtus dioica L.

Otros nombres populares

Se le conoce con los nombres de pimiento,
pimienta, peensia (Coban), pimienta de
Chiapas, pens (Q'eqchi’), ixnabacuc (maya de
Petén), pimienta de Jamaica (McVaugh,
1963).

Partes recomendadas para su uso como
antiofidico

Hoja (Castro et al.,, 1999). El extracto
neutraliza la actividad hemorragica inducida
por veneno de Bothrops asper (Duke, 2009).

Como es la planta

Es un arbol de 20 m. de alto, 30 cm. de
diametro, con la corteza color pardo claro. Las
hojas son coriaceas, ovadas o elipticas, 3-9
cm. de ancho, 9-20 cm. de longitud, la mayoria
2-3 veces mas largo que ancho; la lamina
foliar variable en forma. La vena central
profundamente surcada en el haz, las venas
laterales de 9-12 pares, distantes, bastante
prominentes en el envés. Las flores en su
mayoria agrupadas cerca de las puntas,
sésiles pero las laterales sobre las ramas
cortas son pediceladas. Los pétalos son
blancos de alrededor de 5 mm.de longitud. El
fruto es subgloboso de 4-8 mm.de diametro
(McVaugh, 1963).

Donde crece

Este arbol se encuentra en bosques humedos
de suelo cérstico a 350 msnm o menos. En
Guatemala se encuentra en los
departamentos de Petén y Alta Verapaz,
cultivado cominmente en fincas de
Guatemala, o algunas veces como ornato o
por sus frutos en parques, a lo largo de calles, (1) Corteza (2) Hojas con botones
0 en viviendas, a elevaciones medias y bajas. florales

Se distribuye desde el sur de Meéxico,
incluyendo la peninsula de Yucatéan, Belice,
Centroamérica, las Antillas, quizas el norte de
Sudamérica (Attokaran, 2011; McVaugh,
1963).

Plantacion en la comunidad de Barra Lampara,
Livingston, Izabal. Fotografias por Max Mérida
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Composicién quimica de la parte medicinal

El extracto hidroalcohdlico de hojas presenta alcaloides, saponinas, taninos, flavonoides, proteinas
y triterpenoides (George & Joseph, 2013).

Se evidencid la presencia de eugenol (47.80-55.35%) como componente principal del aceite esencial
de hojas el cual mostré variacion en el rendimiento dependiente de la estacion de colecta (Rao,
Navinchandra, Jayaveera, 2012).

El fruto contiene flavonoides, taninos, esteroles, triterpenos y aceites volatiles (eugenol, eugenolmetil
éter, a- pineno, B-cariofilenoyescualeno) (Adnan, Mansour, Mohammed, Jaber & Syed, 2002; Ankli,
Sticher & Heinrich, 1999).

Usos medicinales populares

Se utiliza para tratar problemas gastrointestinales, tales como “aire en el estébmago” (Ankli et al.,
1999).

En la India las hojas son utilizadas como tratamiento para el dolor, artritis, fiebre y estrés (Nayak,
Abhilash, Vijaynarayana & Fernandes, 2008).

Los frutos secos han sido usados para el tratamiento de la hipertension, adiposidad y analgesia
(Jiang, Feng, Li & Wang, 2013).

Las hojas y la corteza son consideradas Utiles para aliviar problemas estomacales por las familias
de Uaxactun (Mutchnick & McCarthy, 1997) y los frutos son utilizados hasta cierto punto en la
medicina doméstica (McVaugh, 1963).

Propiedades antiofidicas demostradas

Se demostré la actividad anti-hemorragica causada por el veneno de Bothrops asper en un
bioensayo basado en inyecciones intradermicas en ratones, concentrandose la actividad en las
fracciones acetato de etilo y acuosa del extracto hidroalcohdlico de hojas. Este estudio sugiere que
la actividad anti-hemorragica podria deberse a compuestos de tipo flavonoide y taninos
condensados, presentes en el extracto (Castro et al., 1999).

Otros usos de la planta

El fruto es muy utilizado como condimento para saborizar los alimentos en la mayoria de paises
americanos y europeos, y se venden cominmente en los mercados guatemaltecos (McVaugh,
1963).

En Guatemala, los indigenas a menudo aplican los frutos pulverizados a los cadaveres de los nifios,
porque se dice que esto los preserva indefinidamente, practica que probablemente es de origen muy
antiguo (McVaugh, 1963).

En Costa Rica, se ha usado para tratar los sintomas de la menopausia, y segun Doyle et al (2009),
el extracto mostré capacidad para unirse a receptores de estrdgeno e inducir transcripcion de genes
de respuesta a estrégeno (Doyle, et al., 2009).
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Propiedades medicinales demostradas

El extracto acuoso de hojas produjo un efecto depresor nervioso central por via intravenosa (Ankli et
al., 1999).

El extracto etandlico de hojas demostré6 buena proteccion contra la ciclosfamida inductora de
mielosupresién la cual podria ser a causa de sus compuestos totales fendlicos. El eugenol que es el
compuesto mayoritario en las hojas podria ser responsable de la actividad. El extracto también
demostré actividad antioxidante significativa, proporcional al contenido de fenoles (Nayak et al.,
2008).

El extracto metandlico de hoja y corteza fue efectivo en inhibir cepas aisladas de Staphylococcus
aureus y Streptococcus mutans aislados de quemaduras y caries dentales de pacientes
respectivamente, utilizando el método de agar por difusién en pocillo. El potencial de los extractos
en inhibir los aislados clinicos de bacterias podria ser atribuido a la presencia de componentes
inhibitorios que estan presentes en los extractos. Esta especie puede ser un candidato potencial para
el desarrollo de agentes activos contra bacterias patégenas (Asha, Chaithra, Yashoda, Vivek, &
Prashith, 2013).

El extracto acetdnico demostré una concentracién inhibitoria minima (CIM) de 250 pg/ml contra
S.aureus (Cates, et al., 2014).

El aceite esencial de las hojas demostré actividad antioxidante en el modelo de emulsién del acido
linoleico, donde a concentracién de 0.005 % la muestra inhibié la formacion de dienos conjugados
en 65.47% y en 72.98% la generacion de productos de oxidacion de &cido linoleico secundario
(Jirovetz et al., 2007).

El extracto acuoso de hojas mostré actividad contra radical DPPH en manera dependiente de la
concentracion. La ICso del extracto acuoso de hojas de fue de 390 ug/ml y para el aceite esencial fue
de 2,340 pg/ml. Los estandares BHA, BHT y a-tocoferol mostraron ICso de 840, 900 y 840 pg/ml
respectivamente. Esto muestra que la actividad contra radicales libres del extracto acuoso es mucho
mas alta que los estandares mientras que la actividad del aceite esencial es mucho menos (Kumar,
Badarudin, & Jose, 2010).

El aceite esencial de hojas demostré actividad inhibitoria contra bacterias (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus coreus) y contra hongos
(Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus flavus y Candida utilis) a diferentes diluciones por el método
de difusion en disco (Kumar et al., 2010).

El extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas mostraron un ICso < 30 yg/ml en la prueba de
reduccién del radical DPPH y un IC5<32 pl en la inhibicion de la peroxidacion lipidica. También
mostré un 20% de inhibicion del dafio ocasionado por el radical hidroxilo a la desoxiglucosa. En el
ensayo de antimutagénesis utilizando Escherichia coli IC 188, el extracto mostré inhibicion de la
mutagenesis oxidativa del dafio al ADN bacteriano inducido por el ter-butil hidroperoxido (TBH)
(Ramos et al., 2003).

Efectos toxicos de la planta

Estudios de toxicidad aguda del fruto no mostraron mortalidad ni efectos adversos hasta una dosis
de 7,5 g/kg en ratones (Adnan, Mansour, Mohammed, Jaber, & Syed, 2002).
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Ficha 3.3 SAMAT

Eryngium foetidum L. (APIACEAE)
Sinonimias
Eryngium antihystericum Rottb.
Eryngium foetidum fo. comosum Urb.
Eryngium molleri Gand.

Otros nombres populares

Se le conoce como culantro, culantro
extranjero, culantro real, alcapate,
escorzonera, xamat (Coban; Q'eqchi’),
silantro cimarrén (Petén). Algunas veces
llamado acapate en El Salvador y Honduras
(Standley & Williams, 1966).

Partes recomendadas para su uso como
antiofidico

Hojas y raiz (Wang, Su, Yuan, Deng & Li,
2012; Ramcharan, 1999). La hoja se utiliza
machacada en cataplasma (Hay, 2002) y en
infusién o decoccidn para tratar los efectos
provocados por mordedura de serpiente.
También se ha reportado el uso de las hojas
frotadas sobre el cuerpo para repeler
serpientes (Morton, 1981; Coe & Anderson,
2005; Duke, 2009).

Descripcién botanica

Es una hierba perenne, glabra, fuertemente
aromatica. Presenta hojas basales
usualmente numerosas y formando una
roseta, sésiles, la mayoria de 8-20 cm. de
longitud, finamente serradas. Las cabezas
florales son numerosas de alrededor de 1 cm
de longitud, cilindricas, verde amarillentas.
Fruto globoso-ovoide de 2 mm de longitud
(Standley & Williams, 1966).

Habitat

Esta hierba crece en riberas abiertas o pastos
hdamedos, algunas veces en terrenos baldios
en 1,300 metros sobre el nivel del mar o
menos; a menudo cultivado en jardines. En
Guatemala se encuentra en los
departamentos de Petén, Alta Verapaz,

Izabal, Jutiapa y Escuintla. Se distribuye en L)) DiBIESEEER () WEEs En MesEis)
México, Belice hasta El Salvador y Panama, Cultivo en aldea Plan Grande Quehueche,
en las Antillas, Sudamérica. Es naturalizada Livingston, Izabal. Fotografias por Max Mérida
en Africa y Asia (Standley & Williams, 1966).
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Composicién quimica de la parte medicinal

Las partes aéreas son ricas en calcio, hierro, riboflavina, caroteno, vitaminas A, B, C y aceites
esenciales. Las hojas frescas poseen cerca del 85% de humead, 3.3% de proteina, 0.6% de grasas,
6.5% de carbohidratos, 1.7% de cenizas, 0.06% de fosforo y 0.02% de hierro. En las hojas se han
encontrado triterpenoides libres, a-colesterol, brassicasterol, campesterol, estigmasterol
(componente principal con 95% del total) y clerosterol, B-sitosterol, &-5-avenasterol, &-(5)-24-
stigmastadienol and &-7-avenasterol. Sin embargo no se han reportado alcaloides en hojas (Paul,
Seaforth & Tikasingh, 2011)

La hoja no contiene alcaloides, en esta se puden encontrar flavonoides, taninos, saponinas y varios
triterpenoides. El extracto de hojas presenta carotenoides (luteina, zeaxantina, b-criptoxantina, b-
caroteno, clorofila-a, clorofila-b y feofitina-b), compuestos fendlicos (acido galico, acido protocateico,
acido siringico, acido p-cumarico, acido ferdlico y acido sinapico) y antraquinona (norlichexantona,
telochistina, &cido secalonico, citreoroseina, emodina y parietina) (Singh, Singh & Banu, 2013;
Robineau, 2005).

De las fracciones hexanicas y acetato de etilo, obtenidas a partir de un extracto metandlico de hojas
se aislo lasidiol p-metoxibenzoato, un sesquiterpenodaucano; y el 4-hydroxy-1,1,5-trimetil-2-
formilciclohexadieno-(2,5)-[a-acetoximetil-cis-crotonato], un derivado terpenoide aldehidico (Rojas-
Silva, et al., 2013).

Se han aislado del aceite esencial de hojas varios compuestos, como el 2-dodecenal (37.4%), acido
dodecanoide (10.7%), acido trans-2-dodecanoic (9.7%), E-2-tridecenal (6.7%), duraldehido (5.1%) y
tetradecanal (4.4%) (Singh, Ramakrishna & Ngachan, 2014).

Las hojas presentan el glicasido triterpenoidepentaciclicoo-(3)-{3-D-glucopiranosil-(1 - 2 rham)-8-D-
fucopiranosil-(1 2 3 rham)-a-L-rhamnopiranosil-(1 2 4 glu)-B-D-glucopiranosil}-olean-12-en-23,28-
diol (Anam, 2002).

En el aceite esencial los mayores constituyentes son 2,4,5-trimetil-benzaldehido (27.7%), (E)-2-
dodecenal (27.5%), carotol (8.8%), 3-dodecenal (5.2%) y terpineno (3.8%) (Cardozo, Rubio, Rojas &
Usubillaga, 2000). Ademas, presenta alto porcentaje de tetradecanal y de 3,4,5-trimetilfenol)
(Jaramillo, Duarte, Martelo, 2011).

Usos medicinales populares

En Guatemala esta planta es utilizada hasta cierto punto en la medicina doméstica (Standley&
Williams, 1966).Las hojas se han usado como expectorante y mucolitico (Anam, 2002).Su aplicacién
medicinal incluye su uso como té para la gripe, diabetes, el estrefiimiento y la fiebre (Jaramillo,
Duarte, Martelo, 2011).También se ha utilizado para el tratamiento de quemaduras, dolor de oidos,
hipertension, asma, dolor de estémago, infertilidad, mordeduras de serpiente, diarrea'y malaria (Paul,
et al.,, 2011).En el tratamiento de mordedura de serpiente, en Guatemala se ha utilizado la hoja
machacada en cataplasma (Hay, 2002).

Propiedades antiofidicas medicinales demostradas

El extracto acuoso de hojas y raices ha demostrado inhibicién de la actividad hemolitica del veneno
de serpientes y escorpiones (Wang, Su, Yuan, Deng & Li, 2012).

Propiedades medicinales demostradas

Las hojas han demostrado actividad analgésica central, segin Almeida, Navarro y Barbosa-Filho
(2001).
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El derivado sesquiterpenodaucano, obtenido del extracto metandlico de hojas, presenté actividad
leishmanicida al inhibir el crecimiento de Leishmania tarentolae (promastigotes) y L. donovani
(amastigotes) (Cardozo, Rubio, Rojas & Usubillaga, 2004).

Las hojas de E. foetidum mostraron actividad antiinflamatoria tépica en ratones e inhibicién del
edema de pata inducido por carragenina (Saénz, Fernandez & Garcia, 1997).

Otros usos de la planta

Esta planta es muy conocida en la region por su uso en la cocina. La planta fresca posee un fuerte
olor nauseabundo, pero cuando es hervida en las sopas o estofados le confiere un delicioso sabor,
el cual no se esperaria de la planta fresca (Standley & Williams, 1966).Se usa cominmente en salsas
como estimulante del apetito (Jaramillo, Duarte & Martelo, 2011).

Efectos toxicos de la planta

De fracciones hexanicas y acetato de etilo extraidas de hojas de E. foetidum, se aislo sidiol-p-
metoxibenzoato, un sesquiterpenodaucano, que no mostro citotoxicidad (ICso>50 uM), por medio del
ensayo in vitro contra lineas celulares L6 de mioblastos procedentes de huesos de rata (Rojas-Silva
et.al., 2013). El extracto acuoso de la planta entera congelada no presenté mortalidad a dosis de
2000 mg/kg, sin embargo, en los ratones se observaron signos de toxicidad (Garcia,1996).

En otra investigacion realizada en Tailandia, se evallo la toxicidad crénica de E. foetidum en ratones,
concluyendo que al administrarlo junto con la dieta a dosis mayores a 0.8% de la dieta diaria por 24
semanas se presentan efectos adversos en la funcion del rifidbn (Anwitthayanuchit, Kupradinun,
Rungsipipat, Kettawan & Butryee, 2016).
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Anexo 4

Tabla 4.1
Cantidad disponible de extractos etandlicos secos de especies vegetales provenientes del
proyecto de Saravia-Otten y col. (2015)

Especie vegetal Peso neto (g)
P. peltatum (hoja, etanol 70%) 43.95
S. hyacinthoides (hoja, etanol 90%) 37.52
A. hindsii (corteza, etanol 70%) 19.49
H. patens (hoja, etanol 70%) 57.42
A. maxima (corteza, etanol 70%) 21.29
A. maxima (hoja, etanol 70%) 22.27

C. pareira (raiz, etanol 70%) 15.54
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Anexo 5 PROCEDIMIENTO ESTANDAR DE OPERACION —PEO- POE 5.1

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD COAGULANTE/ANTICOAGULANTE

FECHA DE EMISION: FECHA DE APROBACION: PEO NO.:
ELABORADO POR: Firma: Reemplaza:
REVISADO POR: Firma: Péaginas:5
APROBADO POR: Firma:

I OBJETIVO

Establecer el procedimiento estandar para determinar la presencia de actividad coagulante y
anticoagulante en veneno de serpiente y extractos vegetales

. POLITICA

Es la politica del LAP contar con procedimientos escritos de distintas técnicas, que describan con
detalle la forma correcta de cada una de las operaciones que se efectlian, de manera que sirvan de
referencia al personal que debe realizarlas.

. RESPONSABLE
Auxiliar de investigacion del LAP.

IV.  MATERIALES Y REACTIVOS

Material descartable

Guantes de latex

Papel mayordomo

Marcador permanente de punta fina
Gradilla para tubos de ensayo

Tips amarillos de capacidad de 10 a 100 pl
Tips azules de capacidad de 100 a 1000 pl
Microtubos de capacidad de 1.5 mL

Papel parafilm

Tubos de plastico con anticoagulante (citrato de sodio al 3.8% o al 3.2%)
Jeringas de plastico de capacidad de 5 mL

Cristaleria y material de laboratorio
= Tubos de vidrio con capacidad para 10 mL.
» Gradilla para tubos de ensayo

Equipo
= Balanza analitica.

=  Micropipetas de volumen variable (10 a 100 pL y 100 a 1000 pL).
= Vortex.

= Bafio de agua

= CronOGmetro

Reactivos

= PBS 1x

= PBS 1x + Tween 80 al 5% v/v
= Kit para la determinacion de tiempo de trombina (Wiener lab)
= Citrato trisodico
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Material biolégico

Veneno de serpiente (Bothrops asper).
Pool de plasma humano citratado

V. PROCEDIMIENTO

METODOLOGIA

Antes de iniciar cada ensayo calcular la cantidad de reactivos a utilizar y revisar las existencias de
los mismos.

A. Obtencion de plasma humano citratado

1.

Obtener sangre cuidadosamente mediante puncién venosa, evitando estasis 0 espuma, y
colocarla en un tubo con anticoagulante (citrato de sodio al 3.2%), en una relacién
sangre:anticoagulante de 9:1. Mezclar suavemente.

Centrifugar por 10 minutos a 2000 x g. Separar el sobrenadante antes de los 30 minutos.
Mantener el plasma en refrigeracion (2-10°C) hasta el momento de efectuarse la prueba. En
caso de no procesarse inmediatamente, se debe almacenar el plasma a una temperatura de
-20°C. La descongelacion de este plasma debe realizarse en bafio de Maria, a 37°C.

B. Determinacién de dosis reto de veneno

Rotular 5 tubos de vidrio por cada concentracién de veneno que se evaluara (el ensayo se
realizara en quintuplicado).

Rotular 5 tubos de vidrio por cada control a analizar (control positivo de reaccién: solucion
de trombina; control negativo de reaccion: PBS).

Agregar 100 pl de plasma citratado a los tubos de vidrio e incubar de 3 a 5 minutos en bafio
de agua a 37°C.

Preparar diluciones de veneno en PBS a las concentraciones a evaluar. Se recomienda
analizar las siguientes dosis (concentraciones de veneno): 0.25, 0.50, 1.00, 2.00 y 4.00 g
de veneno por 100 pl de solucién.

Agregar a cada uno de los tubos con plasma citratado (incubados a 37°C) 100 pl de la dosis
de veneno a evaluar.

Inmediatamente determinar el tiempo de coagulaciéon con cronémetro, indicado por la
formacién de un coagulo evidente en el tubo de ensayo.

Preparar una curva dosis-respuesta (ug de veneno en el eje de las abscisas [x] vs tiempo de
coagulacion en el eje de las ordenadas [y]), empleando una escala logaritmica para la dosis
de veneno y una escala milimétrica para el tiempo de coagulacién. Determinar la dosis de
veneno que induce coagulacion del plasma en 60 segundos, el cual corresponde a la dosis
coagulante minima-plasma (DCM-P).

La dosis reto (DR) de veneno a ser utilizada en la pruebas de neutralizacion correspondera
a 2 DCM-P.

C. Ensayos dosis-respuesta -Actividad coagulante intrinseca

1.

2.

3.

Rotular 5 tubos de vidrio para cada repeticién de cada concentracién de planta que se
evaluara, asi como para controles positivos (trombina y DR de veneno) y control negativo
(PBS).

Agregar 100 pl de plasma citratado a los tubos de vidrio e incubar de 3 a 5 minutos en bafio
de agua a 37 °C.

Preparar diluciones de extractos vegetales a las concentraciones a evaluar. Se recomienda
analizar concentraciones de extractos que presenten las siguientes relaciones con respecto
a la DR de veneno: 1:25, 1:50, 1:100, 1:200 y 1:400.
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Agregar a cada tubo 100 ul de cada una de las soluciones a ensayar (diluciones de extractos
0 mezclas de extractos). Usar como control negativo 100 ul de PBS. Se usara dos controles
positivos diferentes: 100 pl de veneno (DR), y 100 ul de solucién de trombina.
Inmediatamente determinar el tiempo de coagulaciéon con cronémetro, indicado por la
formacién de un coagulo evidente en el tubo de ensayo. Verificar la formacion del coagulo a
los siguientes tiempos (en minutos): 1, 2, 3, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60. Todos los extractos
(o mezclas de extractos) que no demuestren formacién de coagulo evidente a los 60 minutos
seran clasificados sin actividad coagulante intrinseca a las concentraciones evaluadas.

Si se demuestra actividad coagulante de algin extracto luego de los 30 minutos, se repetira
la determinacion de esta actividad realizando evaluaciones en periodos mas cortos (35, 40,
45, 50, 55 min), para observar con mayor detalle el tiempo especifico de formaciéon del
coagulo.

D. Ensayos dosis-respuesta -Actividad anticoagulante intrinseca

1.

Preparar diluciones de extractos vegetales a las concentraciones a evaluar. Se recomienda
analizar concentraciones de extractos que representen las siguientes relaciones con
respecto a la DR de veneno: 1:25, 1:50, 1:100, 1:200 y 1:400.

Realizar una mezcla con una dosis fija de trombina y cada una de las diluciones de extractos
a evaluar por quintuplicado. Las mezclas se preparan en microtubos de 1.5 ml en proporcién
1:1. Preparar mezclas de controles positivos: trombina:PBS relacién 1:1 y DR de veneno:
PBS relacion 1:1. Como control negativo se utilizara PBS.

Incubar mezclas y controles por 30 minutos en bafio de agua a 37°C.

Rotular 5 tubos de vidrio para cada dosis de extracto a evaluar, asi como para controles
positivos y negativo.

Agregar a cada tubo 100 pl de plasma citratado incubar de 3 a 5 minutos en bafio de agua
a 37 °C.

Agregar a cada tubo 100 pl de cada una de las mezclas pre-incubadas. Incluir controles
positivos y negativo.

Inmediatamente determinar el tiempo de coagulaciéon con cronémetro, indicado por la
formacion de un codgulo evidente en el tubo de ensayo. Verificar la formacién del coagulo a
los siguientes tiempos (minutos): 1, 2, 3, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60.

Para los extractos que retarden el tiempo de coagulacion del plasma se reportara el tiempo
(en minutos), requerido para la coagulacion. Todos los extractos (0 mezclas de extractos)
gue no demuestren formacion de coagulo evidente a los 60 minutos seran considerados con
actividad anticoagulante intrinseca a las concentraciones evaluadas.

E. Ensayos de neutralizacién

1.

Realizar mezclas veneno-extracto segun las relaciones seleccionadas (x dosis reto de
veneno: y partes de extracto a probar [se recomienda utilizar una razén de 1:25 hasta 1:400])
en microtubos de 1.5 ml en una proporcién de 1:1 de volumen. Incluir como control negativo
PBS y como controles positivos la DR de veneno:PBS relacién 1:1 y trombina:PBS relacién
1:1.

Incubar mezclas y controles a 37°C por 30 minutos en bafio de agua.

Rotular 5 tubos de vidrio para cada mezcla a evaluar, asi como para controles positivos y
negativo.

Agregar 100 pl de plasma citratado a los tubos de vidrio e incubar de 3 a 5 minutos en bafio
de agua a 37 °C.

Agregar a cada tubo 100 pl de cada una de las mezclas pre-incubadas. Incluir controles
positivos y negativo.

Inmediatamente determinar el tiempo de coagulaciéon con cronometro, indicado por la
formacién de un coagulo evidente en el tubo de ensayo. Verificar la formacién del coagulo a
los siguientes tiempos (minutos): 1, 2, 3, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60.

Para las mezclas que retarden el tiempo de coagulacion del plasma se reportara el tiempo
(en minutos), requerido para la coagulacion. Todas las mezclas que no demuestren
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formaciéon de coagulo evidente a los 60 minutos serdn considerados con capacidad de
neutralizar la actividad coagulante del veneno a la dosis empleada en la preparacion de la
mezcla.

8. Si se demuestra actividad coagulante para alguna mezcla luego de los 30 minutos, se
repetira la determinacion de esta actividad realizando evaluaciones en periodos mas cortos
(35, 40, 45, 50, 55 min), para observar con mayor detalle el tiempo especifico de formacién
del coagulo.

VI. ANEXOS

PREPARACION DE SOLUCIONES DE TRABAJO

A. PBS 1x

Para 100 mL de soluciéon de PBS 1x, pesar 0.87 g de NaCl, 0.144 g de Na>HPO4 y 0.021 g de
NaH2PO4 y disolver en 60 mL de agua estéril. Mezclar bien y aforar a 100 mL. Autoclavear.

B. Citrato de sodio al 3.2%

Para 50 mL de solucion de citrato de sodio al 3.2%, pesar 1.62 g de citrato disodio tribasico y disolver
en agua destilada estéril. Filtrar la solucién con filtro de 0.22 um. Almacenar la solucion filtrada a
4°C.

C. Solucién de trombina

Reconstituir la trombina liofilizada de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para trombina de la
casa comercial de Weiner Lab, se puede utilizar dos volimenes diferentes, que resultaran en dos
concentraciones diferentes:

Reconstituido con 2 mL—=> Trombina a 4 UNIH/mL
Reconstituido con 3 mL = Trombina a 2.7 UNIH/mL

Asegurarse de usar una misma concentracion de trombina para todos los experimentos. Para la
determinacion de la actividad anticoagulante, se debe reconstituir la trombina con la mitad del
volumen normalmente trabajado, para que cuando se realice la mezcla con la soluciéon stock de la
planta, la trombina alcance la concentracién deseada.

Por ejemplo, si se ha estado trabajando con trombina a 4 UNIH/mL, se debe reconstituir la trombina
con 1 mL, y si se ha estado trabajando con una concentracién de trombina de 2.7 UNIH/mL, se debe
utilizar 1.5 mL para reconstituir. La concentracion de la solucién stock de la planta también debe
estar a una concentracién doble de la que se va a evaluar, para que al mezclar con la trombina,
alcance la concentracién deseada.
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Tabla 5.1

Determinacion de la dosis coagulante minima en plasma (DCM-P) de veneno de Bothrops

asper
Concentracion veneno (pg/mL) Tiempo de coagulacion
(segundos)?

4.00 31.11

2.00 41.11

1.00 58.89

0.50 90.00

0.25 140.00

Nota: 2L os resultados representan el promedio de tres ensayos independientes realizados en triplicado (n = 9).
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Anexo 6

Figura 6.1

Fotografias del proceso de desclorofilacion

Nota. A. Proceso de desclorofilacion de extractos vegetales por columna de silica. B. Fraccionamiento de la
solucion desclorofilada utilizando solventes de polaridad creciente en ampolla de decantacion. C y D.
Separacion de fracciones de diferente polaridad utilizando ampolla de decantacién.
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Anexo 7
Figura 7.1

Determinacion de los espectros de absorcién en el rango de 340-800 nm de los extractos

vegetales con y sin clorofila.

Nota. Los extractos evaluados fueron: B. simaruba con clorofila (A) y sin clorofila (B); P. dioica con clorofila
(C) y sin clorofila (D); E. foetidum con clorofila (E) y sin clorofila (F).
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Tabla 7.1
Resumen de los espectros de absorcion de los extractos utilizados en la evaluacion de la

capacidad neutralizante del efecto proteolitico del veneno de B. asper

Mayor absorbancia® Menor absorbancia® _
i i Absorbancia
Extracto Longitud _ Longitud ]
Absorbancia Absorbancia  a 450 nm°
de ondaP® de onda®
B. simaruba 397 2.08 787 0.112 1.55
con clorofila
B. simaruba 352-257 2.50 800 0.63 1.83

sin clorofila 392-394

P. dioica 390 2.24 800 0.113 1.16
con clorofila
P. dioica 352-357 2.50 800 0.496 1.80

sin clorofila 387-388

E. foetidum 340-365 2.50 800 1.33 1.95
con clorofila 385-395

E. foetidum 390 2.24 800 0.13 1.87

sin clorofila

Nota. ®La determinacidn del espectro de absorcion de los extractos se realiz6 evaluando la absorbancia de
cada extracto en un espectrofotometro desde 340 hasta 800 nm. "En nanémetros (nm). ‘Longitud de onda
utilizada en la prueba de actividad proteolitica.
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Anexo 8
Tabla 8.1

Determinacion de flavonoides y antocianinas y catequinas

Extracto etandlico Numero Color de banda Rf
de bandas

Bursera simaruba 1 Celeste 0.25

2 Celeste 0.46

3 Celeste 0.52

4 Celeste 0.86

Eryngium foetidum 1 Verde 0.21

2 Anaranjado 0.31

3 Verde 0.34

4 Turquesa 0.46

5 Anaranjado 0.55

6 Anaranjado 0.62

7 Verde 0.81

8 Anaranjado 0.89

Pimenta dioica 1 Verde 0.2

2 Violeta 0.29

3 Violeta 0.35

4 Anaranjado 0.51

5 Anaranjado 0.61

6 Violeta 0.73

7 Anaranjado 0.76

8 Verde 0.82

Estandar quercertina 1 Anaranjado 0.76

Estandar rutina

1 Anaranjado 0.05

Estandar hiperdsido 1 Verde 0.22

Estandar &cido clorogénico 1 Verde 0.70

Nota. Determinacion metabolitos por cromatografia en capa fina. Fase estacionaria: TLC Silicagel 60 RP-18
F254S; fase movil: acetato de etilo-acido formico-acido acético glacial-agua (20:2:2:5); revelador: productos
naturales y polietilenglicol, observado a 365 nm.



Tabla 8.2

Determinacioén de taninos

Reactivo utilizado en el analisis / Resultado

Extracto etanolico - - Testigo
Gelatina 1% Gelatina-sal FeCls; g
. . Turbi Turbi | i -grisa .
Eryngium foetidum urbidez urbidez Coloracion negro-grisaceo Amarillo
(+) (+) (+)
. . Turbidez Turbidez Coloracion negro-azulado
Pimenta dioica Bronce
(+) (+) (+)
. Turbidez Turbidez Cambio de color, a caramelo
Bursea simaruba Incoloro
(+) (+) (+)

Nota.?Determinacion de metabolitos mediante técnica macrométricas de tubos.
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Tabla 8.3

Determinacion de cumarinas

91

- NUmero de Intensidad de
Extracto etanélico Color de la banda Rf
bandas la banda
Bursera simaruba 1 Fluorescencia celeste +++ 0.07
Pimienta dioica - - - -
Eringyum foetidum - - - -
Estandar &cido p-cumarico 2 Fluorescencia azul + 0.12
+
Estandar cumarina 2 Fluorescencia azul + 0.14
Fluorescencia verde ++++ 0.45

Nota. Determinacion metabolitos por cromatografia en capa fina. Fase estacionaria: TLC Silicagel 60 RP-18
F254S; fase movil: tolueno-acettao de etilo (93:7); revelador: KOH al 5%, observado a 365 nm.
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Figura 8.1

Determinacion de flavonoides, antocianinas y catequinas por analisis cromatografico

Nota. BS. Bursera simaruba. E. Eryngium foetidum. PD. Pimenta dioica. Q. Estandar de quercitina. R.
Estandar de rutina. H. Estandar hipersddico. A+ cloro. Estandar de 4cido clorogénico.



Figura 8.2

Determinacion de taninos por...macrometrica

Nota. A. Extracto de B. simaruba. B. Extracto de P. dioica. C. Extracto de E. foetidum.
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Figura 8.3

Determinacion de cumarinas por analisis cromatogréfico

Nota. BS. B. simaruba. PD. P. dioica. EP. E. foetidum. SH. S. hyacinthoides. CP. C. pareira. PP. P. peltatum.
Std1. Estandar acido p-cumarico. Std2. Estandar cumarina.
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8. Actividades de gestion, vinculacion y divulgacion
8.1 Actividades de docencia

De manera paralela al desarrollo del proyecto de investigacion se asesoro el seminario de
graduacion “Determinacion de la capacidad neutralizante de mezclas de plantas usadas en
Guatemala como antidotos para la mordedura de serpiente”, el cual fue desarrollado por
estudiantes de la Escuela de Quimica Farmacéutica; y asesorado por las siguientes
catedraticas: Dr. Patricia Saravia, M. Sc. Rosario Hernandez (Unidad de Biologia Celular,
Depto. de Bioquimica) y Dra. Sully Cruz (Lipronat, Depto. de Farmacognosia y
Fitoquimica). Los estudiantes fueron capacitados en la realizacion de los bioensayos y

concluyeron todos los ensayos correspondientes a parte experimental del seminario
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s/ TRICENTENARIA

FACULTAD DE CC.QQ. Y FARMACIA
Escuela de Quimica Farmacéutica

23 de enero de 2017
REF.EQF.49.01.017

A quien interese:
La Direccién de la Escuela de Quimica Farmacéutica, por este medio
HACE CONSTAR QUE: La Doctora Patricia Saravia, es Asesora de Seminario de

Tesis titulado “Determinacién de la capacidad neutralizante de mezclas
de plamtas asadas en Guatemala, como antidotos para la merdedura
de serplemte”, el cual esté siendo desarrollado por los estudiantes, Jaqueline

Alvarado, Rossana Navarijo, Michael Mo. -

Para los usos que a la interesada convengan, extiendo la presente en la
ciudad de Guatemala, a los veintitrés dias del mes de enero del afio dos mil
diecisiete.

T T Lt e gy
__“BVENSENAD A TODOS”

U(&Wom?
irectora

Escuela de Quimica Farmacéutica

ranico escuslaaf@amail.com
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ot/ TRICENTENARIA

FACULTAD DE CC.QQ. Y FARMACIA
Escuela de Quimica Farmacéutica

23 de enero de 2017
REF.EQF.50.01.017

A quien interese:
La Direccién de la Escuela de Quimica Farmacéutica, por este medio

HACE CONSTAR QUE: La Licenciada Rosario Herndndez, es Asesora de
Seminario de Tesis titulada “Determinacion de la capacidad neutralizante
de mezclas de plantas usadas en Guatemala, como antidotos para Ia

mordedura de serpiente”, el cual estd siendo desarrollado por los estudiantes,

Jaqueline Alvarado, Rossana Navarijo, Michael Mo.--
Para los usos que a la interesada convengan, extiendo la presente en la

ciudad de Guatemala, a los veintitrés dias del mes de enero del aio dos mil

diecisiete.

“ID Y ENSEN ODOs”

%&AM

Licda. Hada Marigta-Atvgrado Beteta
—Directora
Escuela de Quimica Farmacéutica

HMAS Ingric

af@gmail.com

§
S A
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Se iniciaron las gestiones para la realizacion de dos tesis de graduacion en las cuales se
continuard investigando la capacidad neutralizante de extractos vegetales de plantas
colectadas en Guatemala, sobre diferentes efectos del veneno de B. asper. Actualmente los
anteproyectos se encuentran en proceso de escritura para someter a aprobacion a las Escuelas
de Quimica Bioldgica (Br. Vicente Genoves) y Quimica Farmacéutica (Br. Alba Torres).

8.2 Actividades de divulgacion

Se presentd al claustro del Depto. de Bioquimica, en el marco de actividades de educacion
continua, la conferencia “Neutralizacion de los efectos coagulante, fosfolipasa A2 y
proteolitico del veneno de B. asper por extractos de especies vegetales utilizadas en la

’

medicina tradicional centroamericana”.
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Se elabord y present6 de un poster cientifico dentro de la Feria Cientifica 2016 organizada
por el Instituto de Investigaciones Quimicas y Bioldgicas - 11QB en el marco del VV Congreso
de la Escuela de Quimica Farmacéutica. La elaboracion del poster se realizo con el apoyo del
11QB, en cuanto al disefio y de DIGI en impresion.
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Otorga del presente reconocimiento a:

Dra. Patricia Saravia

Por su participacion en la exposicion de los poster cientificos: Validacion de plantas
utilizadas en Guatemala para el tratamiento del envenenamiento por mordedura de

la serpiente Bothrops asper y Homogenates of skeletal muscie injected with snake
venom inhibit myogenic differentiation in cell culture; dentro de la Feria Cientifica 2016.

Realizado en el marco del V Congreso de la Escuela de Quimica Farmacéutica.
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Otorga del presente reconocimiento a;

Licda. Rosario Hernandez

Por su participacion en la exposicion del poster cientifico Validacion de plantas utilizadas

en Guatemala para el tratamiento del envenenamiento por mordedura de la serpiente

Bothrops asper . Realizado en la Feria Cientifica 2016, en el marco del V Congreso de la
Escuela de Quimica Farmaceéutica.
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Guatemala, 25 de octubre de 2016

Dro. Karin Larissa Herrera Aguilar
Directora - 11QB
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Se presentd la conferencia titulada “Tratamiento convencional y alternativo del
venenamiento producido por mordedura de serpiente en Guatemala”, dirigida a supervisores
y estudiantes la carrera de Quimica Farmacéutica como parte de las actividades de
seguimiento de los estudiantes que realizaron su Ejercicio Profesional Supervisado (EPS)

durante el segundo semestre del afio 2016.
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Se presento la conferencia titulada “Accidentes ofidicos, su tratamiento convencional con
antisuero y el tradicional con extractos de plantas”, dirigida a supervisores y estudiantes las
carreras de Quimica Biologica y Biologia durante las actividades de induccion de los

estudiantes que realizaran su EPS durante el primer semestre 2017.
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Se elaboraron e imprimieron 500 trifoliares, los cuales contienen informacion actualizada
acerca del accidente ofidico en Guatemala, su fisiopatologia y tratamiento convencional y
alternativo. Estos trifoliares fueron entregados al Centro de Informacion y Asesoria
Toxicologica (CIAT) de la Facultad de CCQQ y Farmacia, asi como a estudiantes de tres
carreras de la misma Facultad que realizaron su EPS el segundo semestre del afio 2016 (QF)
0 que lo estan realizando durante el primer semestre del 2017 (QB y B), con la encomienda

de distribuirlos en los hospitales, centros de salud o comunidades en donde lo realicen.
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28 de noviembre de 2016
REF.EQB.690.11.2016
TRICENTENARIA

Universidad de Sen Carlos de Guatiemala DEPARTAMENTO DE TOXICOLOGIA

Cantro de Informacion y Asasoria Totll‘.o!égl‘l_
Fac.de CC Q0 y Farmacia

1 i ™
I

M.Sc. Carolina Guzman l
Directora 28 WOl e |
Centro de Informacién y Asesoria Toxicologica =CIAT-

Presente L[‘J D @ D ;

S
Hora 1L ~> _ Firma

Estimada M.Sc. Guzman:

Por este medio teremos el gusto de hacerle entrega de 75 trifoliares con
informaciéon referente al accidente ofidico en Centroamérica, su fisiopatologia,
tratamiento convencional y tradicional, asi como teléfonos, direcciones y sitios
electronicos en donde se puede obtener mas informacién sobre el tema.

Estos trifoliares fueron elaborados con el apoyo de la Direccion General de
Investigaciones (DIGI) de esta Universidad, con la finalidad de ponerlos a la disposicion de
personas e instituciones que puedan contribuir a la diseminacién de la informacién, para
que esta llegue a trabajadores de salud, curanderos tradicionales y publico en general en
los lugares en donde sucede y sa trata el accidente ofidico en el pais.

Siendo el CIAT un centro de informacidn y asesoria en el tratamiento del
envenenamiento ofidico, esperamos que puedan servirle de apoyo en su labor, y que de
manera conjunta podamos contribuir al bienestar de la poblacién afectada con este
probiema.

Sin otro particular, nos despedimos de usted,

Atentamente,
“ID Y ENSENAD A TODOS”
Dra. Patrjcia Saravia M.Sc. Rosario Hernéndez
Coordinadora Investigadora

Unidad de Biologia Celulz¢ Unidad de Biologia Celular

DEPTO. DE BIOQUIMICA

ESCUELA DE GUIWICA BICLOGICA
eatiTad OF CCLL L Y FARMACH

cc. Archivo
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Guatemala, 28 de octubre de 2016

REF.EQB:664.10.2016

M.Sc. Bessie Orozco

Supervisora de EPS de Quimica Farmacéutica
Programa de Experiencias Docentes con la Comunidad
Presente.

Estimada M.Sc. Orozco:

Por este medio tenemos el gusto de hacerle entrega de 75 trifoliares con informacién
referente al accidente ofidico en Centroamérica, su fisiopatologia, tratamiento convencional y
alternativo, asi como teléfonos, direcciones y sitios electrénicos en donde se puede obtener mas
informacion spbre el tema.

Estos trifoliares fueron elaborados con el apoyo de la Direccion General de Investigaciones
(DIGI) de esta Universidad, con la finalidad de ponerlos a la disposicién de personas e instituciones
que puedan contribuir a la diseminacion de la informacién, para que esta llegue a trabajadores de
salud, curanderos tradicionales y publico en general en los lugares en donde sucede y se trata el
accidente ofidico en el pais.

Sabiendo que los estudiantes de la carrera de Quimica Farmacéutica durante la realizacién
de su EPS, sobre todo en los hospitales nacionales, estdn a cargo de proveer informacién y
asesoria en el uso de fadrmacos y antisueros, esperamos que los trifoliares puedan servirles de
apoyo en su labor, que puedan distribuirlos en donde se necesiten y que de esta manera conjunta
podamos contribuir al bienestar de la poblacion afectada con este problema.

Sin otro particular, nos despedimos de usted,
Atentamente,

“ID Y ENSENAD A TODOS"

DEPYTO. DE BIOQUIAIC /
ESCUELA BE QUIMICK BiOLOGICA A
FACULTAD OE C.C.L 0 Y FARMA Sc. Rosario Herndndez
- Investigadora
Unidad de Biologia Celular Unidad de Biologia Celular

cc. Archivo
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USAC 28 de noviembre de 2016

TRICENTENARIA REF.EQB.691.11.2016

Universidad do San Carlos do Guabemals

Licenciado

Marvin Rivera

Supervisor de EPS de Quimica Bioldgica

Programa de Experiencias Docentes con la Comunidad
Presente

Estimado Licenciado Rivera:

Por este medio tenemos el gusto de hacerle entrega de 75 trifoliares con informacién
referente al accidente ofidico en Centroameérica, su fisiopatologia, tratamiento convencional y
alternativo, asi como teléfonos, direcciones y sitios electrénicos en donde se puede obtener mas
informacion sobre el tema.

Estos trifoliares fueron elaborados con el apoyo de la Direccién General de Investigaciones
(DIGI) de esta Universidad, con la finalidad da ponerlos a la disposicién de personas e instituciones
que puedan contribuir a la diseminacion de la informacién, para que esta llegue a trabajadores de
salud, curanderos tradicionales v pUtlico en general en los lugares en donde sucede y se trata el
accidente ofidico en el pais.

Sabiendo que durante la realizacién de su EPS, en hospitales nacionales y centros de salud
del pais, los estudiantes de la carrera de Quimica sioldgica estén a cargo de supervisar las pruebas
de laboratorio que permiten dar seguimiento al envenenamiento ofidico, asi como de proveer
informacion y asesoria, esperamos que los trifoliares puedan servirles de apoyo en su labor, que
puedan distribuirlos en donde se necasiten v que de esta manera conjunta podamos contribuir al
bienestar de la poblacién afectada con este probiema de alto impacto socioecondémico en nuestro
pals.

Sin otro particular, nos despedimos de usted,

Atentamente,
“ID Y ENSENAD A TODOS”
3.2 . M.Mndez
Coordinadora Investigadora
Unidad de Biologia Celular Unidad de Biologia Ce
DEPTQ. DE BIOQUIMICA
"PEACULTAD OE C.COQ Y FARMARA
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8.3 Actividades de gestion y vinculacién

Se integro un equipo multidisciplinario (Unidad de Biologia Celular, Depto. de Bioquimica,
Lipronat, Depto. de Farmacognosia y Fitoquimica, Escuela de Quimica Farmacéutica y
Depto. de Quimica Organica, Escuela de Quimica) de la Facultad de CCQQ y Farmacia,
apoyados por expertos internacionales (Lic. Armando Caceres, Farmaya y Dr. José Ma.
Gutiérrez, Instituto Clodomiro Picado) en el tema, con el objetivo de validar cientificamente
plantas de uso etnomédico en la region, asi como el aislamiento y caracterizacion de

moléculas con actividad antiofidica.
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v US AC UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA

g & :* .“:;-; N
il TRICES”IE‘N“ARlA INSTITUTO DE INVESTIGACIONES QUIMICAS Y BIOLOGICA

REF.IIQB.031.01.2017
CONSTANCIA

La Directora del Instituto de Investigaciones Quimicas y Bioldgicas de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia hace constar que las personas que figuran a continuacion,
miembros del Personal Académico y de Investigacion de la Facultad, fungen en calidad de
Investigadores en el proyecto de Investigacion Neutralizacién de los efectos coagulante,
fosfolipasa A2 y proteolitico del veneno de Bothrops asper por extractos de especies
vegetales utilizadas en la medicina tradicional centroamericana, partida No. 4.8.63.1.82,
cofinanciado por la Direccion General de Investigacion -DIGI- ejecutado durante el 2016.

Dra. Patricia Saravia, Coordinadora e Investigadora

M. Sc. Rosario Hernandez, Investigadora asociada

Dra. Sully Cruz, Investigadora asociada

M. Sc. Nereida Marroquin, Investigadora asociada
Licda. Nohemi Orozco, Investigadora asociada

Licda. Gabriela Garcia Hernandez, investigadora Titular
Lic. Max Mérida, investigador Titular

Br. Libny Pernillo, Auxiliar de Investigacion.

A solicitud de los interesados se extiende la presente constancia a los veintitrés dias del
mes de enero del 2017.

“Id y Ensefiad a Todos” P "

\

" ) e

s

Dra. Karin Larissa Herrera Aguilar
Directora
Instituto de Investigaciones Quimicas y Bioldgicas

KLHA/tvch,
c.c.archivo
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Como parte del proceso de integracién del equipo multidisciplinario se desarrollaron
capacitaciones en las cuales participaron investigadores y estudiantes. Las capacitaciones
fueron en la técnica de desclorofilacion de extractos vegetales (Lipronat), determinacion de
actividad proteolitica y evaluacion de actividad intrinseca de un extracto vegetal (Unidad de
Biologia Celular), colecta y secado de material vegetal (actividad realizada en campo, a cargo

del Lic. Max Mérida), extraccion etandlica (Lipronat).
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Guatemala, 29 de febrero de 2016

Por este medio se hace constar que el Laboratorio de Investigaciéon de Productos Naturales —

LIPRONAT- realizd la capacitacion de

“PROCESO DE DESCLOROFILACION DE EXTRACTOS VEGETALES"

con una duracién de cuatro horas de trabajo efectivo, impartido el 18 de febrero del presente afio,
por la Licda. Nereida Marroquin para los integrantes del proyecto “NEUTRALIZACION DE LOS
EFECTOS COAGULANTE, FOSFOLIPASA A2 Y PROTEOLITICA DEL VENENO Bothrops asper POR

EXTRACTOS VEGETALES UTILIZADOS EN LA MEDICINA TRADICIONAL CENTROAMERICANA".

-

4

Dra. Patricia Saravia
Coordinadora del Proyecto de Investigacion

7/5) , ,511 .

M.Sc. Rosario Hernandez

Jefa del Departamento de Bioquimica

Facultad de CCQQ y Farmacia
USAC | DEPTO. DE BIOQUIMICA
ESCUELA DE GUWICA BIOLOGICA
FAGULTAD DE € C.& 0 Y FARMACA
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Se dio continuidad a la relacion colaborativa previamente establecida con el Instituto
Clodomiro Picado de la Universidad de Costa Rica. Como parte de la colaboracion, el ICP
dono veneno de B. asper liofilizado para los experimentos. Asi mismo, se recibio asesoria
del Dr. José Ma. Guitérrez para la realizacion de las pruebas de coagulacion y

anticoagulacion.

Gestion ante la DIGI, para obtener apoyo en el disefio e impresion de los 500 trifoliares
informativos del proyecto.

Gestion ante el 11QB, para obtener el apoyo en el disefio del poster presentado en la Feria

Cientifica 2016, asi como ante la DIGI para obtener el apoyo en la impresion del mismo.



EQUIPO DE INVESTIGADORES

Contratados por unidad avaladora

Otros colaboradores

Dra. Patricia Saravia Otten

Lic. Armando Céceres

M Se. Rosario Heméndez

Dr. José Maria Gutiérrez

Dra, Sully Cruz

Licda. Nereida Marroquin

Licda. Nohemi Orozco

Contratados por la Direccion General de investigacion

Nombre Categoria Registrode | Pago DIGI Firma
personal
S1 NO

Dra. Patricia Coordmadora 971022
Saravia
Lic. Max Ménda | Investigador titular | 20060419

I
Licda Gabriela Investigadora 20121088
Garcia titular 1
Br. Libny Pemillo | Auxiliar de 20140512

investigacion I

Dra. Patricia Saravia Otten

Nombre coordinador del proyecto de investigacion

Dra Hilda Valencia de Abril

Vo. Bo. Nombre coordinador del Programa Universitario Firma
Ing. Rufino Salazar

Vo. Bo. Nombre coordinador general de Programas Firma



