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1. AMBITO DE LA INVESTIGACION

En Guatemala las investigaciones en plantas medicinales que reportan
capacidad inhibitoria de los efectos del envenenamiento producido por mordedura
de la serpiente Bothrops asper son escasas. En los primeros estudios realizados en
esta linea de investigacion, se llevé a cabo un estudio etnobotanico en el que se
recopil6 informacion acerca de las plantas utilizadas por los chamanes y curanderos
entrevistados para el tratamiento de mordedura de la serpiente, principalmente de
B. asper (barba amarilla), su forma de uso y la cantidad empleada en la preparacion
de los antidotos (Hay, 2002, Saravia, Caceres, Velasquez & Lara, 2001a). Los datos
fueron recolectados mediante entrevistas y colecta de especimenes en los
departamentos de Alta Verapaz, Izabal y Petén. Estos estudios mostraron que no
existia un criterio Unico en cuanto a la forma tradicional del uso de las plantas y la
preparacion de antidotos; sin embargo, el elemento comun era el uso de plantas en

diferentes combinaciones.

Dado que el envenenamiento ofidico provoca efectos locales y sistémicos,
mediados por las diferentes proteinas y toxinas que componen el veneno, en el
estudio de Saravia y colaboradores (2001a) se realizaron pruebas de inhibicién
sobre algunos de los efectos del veneno de B. asper (letal, hemorragico, coagulante
y actividad fosfolipasa A2 [PLA2]), evaluando de manera individual los extractos
acuosos y etanolicos de tres de las especies detectadas (Neurolaena lobata (L.)
Cass, Eupatorium odoratum L. y Dorstenia contrajerva L.), las cuales fueron
colectadas en el norte del pais. Los resultados de este estudio en cuanto a la
neutralizacion de la hemorragia, uno de los principales efectos locales del veneno,
demostraron que los extractos de las tres plantas tenian una baja actividad
antihemorragica en ratones, ya que solamente dos de ellos demostraron
bioactividad: el extracto acuoso de N. lobata neutralizé aproximadamente el 27%
del efecto y el etandlico de D. contrajerva el 11.7%. Ademas, ninguna de las

especies del estudio logro neutralizar efectivamente la dosis letal en ratones, por lo



gue en ese estudio se concluyo que no podia recomendarse el uso aislado de dichas
especies vegetales para tratar el envenenamiento por B. asper hasta que se
realizaran mas estudios de validacion, y se sugirid6 que el uso de las plantas de
forma combinada podria potenciar su accion, lo cual vendria a explicar que
tradicionalmente los antidotos estan compuestos de la mezcla de varias plantas
(Martz, 1992; Pereira, Pereira, Nascimento, Parente & Mors, 1994). La necesidad
de utilizar las plantas en las formas y combinaciones usadas ancestralmente en la
medicina tradicional ha sido planteada también por otros autores en Latinoameérica

gue han realizado estudios similares (de Moura et al., 2014; Hay, 2002).

Como se mencion6 anteriormente, uno de los principales efectos locales es
la produccion de hemorragia, la cual es causada, principalmente, por la accién de
metaloproteinasas de matriz del veneno de serpiente (SVMP), las cuales ejercen un
efecto proteolitico sobre diversos componentes de matriz extracelular. Debido a que
las nuevas politicas que restringen el uso de animales de laboratorio (3 Rs) exigen
la demostracion de bioactividad en los extractos antes de ser evaluados in vivo, la
inhibicion de la actividad proteolitica general del veneno sobre azocaseina se utiliza
como un indicador. Aunque esta prueba no reemplaza los ensayos de neutralizaciéon
de la actividad hemorragica en ratones, existen varios estudios en donde se ha
demostrado que los extractos naturales que inhibieron la actividad proteolitica del
veneno también neutralizaron efectivamente el efecto hemorragico en modelos
animales (Borges et al., 2001; Patifio, LOpez, Aristizabal, Quintana & Benjumea,
2012). Estos hallazgos indicarian entonces que las mezclas de este estudio que
demuestren ser efectivas in vitro, deberian ser evaluadas en pruebas de hemorragia
local in vivo en futuras investigaciones, con el fin de validar su uso para neutralizar

los efectos locales del veneno.

Por estas razones, en el presente estudio se evaluaron cuatro mezclas de
tres extractos etanolicos preparados a partir de las plantas estudiadas originalmente

por Saravia y colaboradores (2001a), D. contrajerva, N. lobata y E. odoratum, con



el fin de determinar cientificamente si se logra potenciar su efecto inhibitorio sobre
la actividad proteolitica del veneno de B. asper en condiciones in vitro, de forma tal
que una o mas de las mezclas produzcan una inhibicion efectiva (=2 50%) con una
potencia (CEso) aceptable, lo cual demostraria la sinergia que se logra en una
mezcla por la presencia de los metabolitos secundarios, abriendo la posibilidad para
su recomendacion como coadyuvantes en el tratamiento convencional del accidente

ofidico.



2. RESUMEN

En el presente estudio se seleccionaron tres especies vegetales que han sido
reportadas en Guatemala por su uso tradicional, en el tratamiento para la mordedura
de serpiente, que han sido evaluadas individualmente, demostrando que ninguno
de los extractos inhibi6 efectivamente el efecto hemorragico del veneno en ratones
siendo los extractos acuoso de N. lobata (~27.3%) y etandlico de D. contrajerva

(~11.72%) los Unicos que mostraron algun efecto antihemorragico.

El objetivo del presente estudio fue determinar si las mezclas de los extractos
etandlicos de las especies vegetales D. contrajerva, E. odoratum y N. lobata, en
proporciones de 1:1y 1:1:1 (p:p), eran capaces de inhibir el efecto proteolitico del
veneno de B. asper. El efecto proteolitico es causado, en gran medida, por las
metaloproteinasas dependientes de zinc, mediadoras de los efectos hemorragicos

locales y sistémicos.

Inicialmente, se evalud la capacidad de las mezclas de los tres extractos para
inhibir el efecto proteolitico del veneno por medio del ensayo de degradacion de
azocaseina descrito en el método modificado de Wang, Shih & Huang (2004) con
las modificaciones realizadas en Saravia-Otten y col. (2015). Se observé que las
mezclas D. contrajerva + N. lobata; E. odoratum + N. lobata y D. contrajerva + E.
odoratum + N. lobata en la concentracion 62.5 pg/uL lograron inhibir efectivamente
(= 50%) el efecto proteolitico y la mezcla D. contrajerva + E. odoratum tiene un

efecto inhibitorio muy pobre (<26%) en la misma concentracion.

En la segunda fase del estudio se realizé el tamizaje fitoquimico de los tres
extractos mediante ensayos macro y semimicrométricos de cromatografia en capa
fina, en donde se observé en los tres extractos la presencia de: flavonoides,
antocianinas y saponinas, principios activos a los que se les ha atribuido

previamente la capacidad inhibitoria de metaloproteinasas, en estudios similares



para el veneno de especies del género Bothrops. En consecuencia, es necesaria la
confirmacion de su actividad inhibitoria por medio de estudios para aislar las
moléculas responsables y asi poder estudiar de una forma mas especifica su

mecanismo de accion.



3. ANTECEDENTES
3.1.Ofidios

La abundancia de las serpientes venenosas en Centroamérica depende,
claramente, de las especies, clima, localidad, temporada del afio y otros factores
(Russell, Walter, Bey, & Fernandez, 1997). La mayoria no son agresivas ya que
las mordidas usualmente son accidentales o se dan debido al contacto
descuidado en respuesta al susto que pueden provocar al verlas (Campbell&
Lammar, 2004).Generalmente en América Latina y el Caribe, las especies
venenosas son de las familias Viperidae y Elapidae. Por otro lado, existen
especies clasificadas en la familia Colubridae que son capaces de producir una
secrecion toxica e inyectarla, pero la severidad de los casos por mordeduras de

serpientes de esta familia generalmente, es leve (Campbell & Lammar, 2004).

En Centroamérica, las serpientes mas importantes desde el punto de
vista médico pertenecen a la familia Viperidae. Son serpientes con colmillos
delanteros maviles. Las escamas en la parte superior de su cabeza son
pequefias, similares a las del resto del cuerpo, y sus pupilas en forma elipsoidal.
Cuatro géneros de la familia Viperidae se encuentran en Centroamérica:

Agkistrodon, Crotalus, Lachesis y Bothrops (Bolafios, 1982).

En Guatemala se encuentran descritas 133 especies de las cuales solo
21 son venenosas, divididas en ocho familias y dos de ellas presentan especies
gue son potencialmente peligrosas para el ser humano. La familia Elapidae
contiene siete especies de serpientes coral de Guatemala que pertenecen al
género Micrurus y la vibora marina que habita en la costa sur del género
Pelamis. La familia Viperidae es la de mayor importancia médica debido a que
provoca gran cantidad de accidentes ofidicos y la accién de su veneno se da
rapidamente. Esta familia incluye trece especies de viboras de los géneros

Bothrops, Agkistrodon, Atropoides, Crotalus, Cerrophidion, Bothriechis vy



Porthidium (Organizacion Panamerica de la Salud/Organizacion Mundial de la
Salud, 2009).

3.1.1. Clasificacion de las serpientes venenosas, segun su aparato

venenoso

Opistoglifas, en las que los dientes posteriores de los maxilares
superiores son mas grandes que los demas y presentan una
acanaladura en su cara anterior, la cual conecta con glandulas
salivales modificadas, productoras de saliva débilmente ponzofiosa
(De Lozoya, 1994).

Proteroglifas, en este grupo el veneno es mas potente e inoculado
de forma mas réapida por un par de colmillos situados en la parte
anterior de los maxilares superiores y, a menudo, por el par
siguiente de dientes. Estas serpientes necesitan morder durante
cierto tiempo para inocular suficiente cantidad de veneno (De
Lozoya, 1994).

Solenoglifas, este grupo de serpientes posee el aparato venenoso
mas evolucionado, se observa en las viboras y crotalinos que
poseen dos colmillos anteriores muy grandes, que la boca no puede
cerrarse, por lo que poseen una articulacion movil que les permite
gue gueden sobre el paladar en posicion de reposo. Los colmillos
estdn huecos y en su base se comunican con las glandulas
venenosas. conformando un sistema de inyeccién de veneno que
logra inocular mucha cantidad de forma casi instantanea. A este
grupo pertenecen las serpientes de la familia Viperidae a la que

pertenece Bothrops asper (De Lozoya, 1994).



3.2.Bothrops asper
Conocida con los nombres comunes de barba amarilla, cantil boca
dorada, terciopelo, cantil devanador, equis, nauyaca e i’kbolay; pertenece a la
familia Viperidae y habita en bosque tropical himedo o seco, y busque
subtropical humedo. Se encuentra entre 0 — 1300 m.s.n.m., y puede ser
encontrada en potreros, cultivos de cafia, de palma africana, milpa, cardamomo

y café (Campbell& Lammar, 2004).

Entre sus caracteristicas se encuentran que posee foseta loreal, cabeza
triangular y una mandibula inferior de color amarillo, la cual la hace
caracteristica. Su habito es nocturno, aunque puede encontrarse tomando el sol
en horas de la mafiana. Siendo sus habitos terrestres, los pies y las piernas de
sus victimas suelen ser los sitios mas expuestos a posibles mordeduras
(OPS/OMS, 2009).

Su distribucion comprende principalmente los departamentos de Petén,
Quiché, Alta Verapaz, lzabal, San Marcos, Retalhuleu, Suchitepéquez,
Escuintla, Huehuetenango, Jutiapa y Santa Rosa (OPS/OMS, 2009). El
ejemplar de la serpiente B. asper adulto posee un dorso que contiene de 18 a
25 figuras triangulares oscuras que pueden ser negras o café, con bordes claros
a cada lado del cuerpo, este patrén de colores sirve de camuflaje entre hojas
caidas. El macho mide 130 cm y la hembra 159.5 cm en promedio (Campbell &
Lammar, 2004).

El género Bothrops esta representado principalmente en América del Sur
con 32 especies, mientras que en México y América Central solamente por una
especie. En este género destaca la especie B. asper por ser la serpiente mas
frecuente implicada en accidentes ofidicos en Centroamérica, distribuyéndose
desde la vertiente Atlantica de Tamaulipas (México), hasta Colombia; y de la

vertiente del Pacifico de Costa Rica hacia Ecuador con una poblacion separada



en el sur de Chiapas y la vertiente del Pacifico de Guatemala (Campbell &
Lammar, 2004).

3.2.1. Composicion del veneno

El veneno es una secrecion que es producida por glandulas
exocrinas especializadas que se encuentran conectadas a los
colmillos de las serpientes, esta secrecion es una mezcla compleja
en la que predominan las proteinas, muchas de las cuales
presentan actividad enzimatica, atribuyendo asi, los efectos del
veneno (Jiménez-Porras, 1970). Se han logrado aislar proteinas, de
al menos ocho familias, del veneno de B. asper, entre ellas: las
metaloproteinasas, fosfolipasa Az y serinproteasa, y otras menos
representativas como la disintegrinas, L-amino acidos oxidasas y

lectinas del tipo C (Angulo & Lomonte, 2009).

3.2.1.1. Fosfolipasa miotéxica A2 (PLA2) y homologos

Este grupo de proteinas se encuentra ausente en B.
asper recién nacidas, empiezan a producirse en serpientes
jovenes alcanzando la proporcion mas alta en su fase adulta
(Gutiérrez, Chaves, & Bolafios, 1980; Lomonte & Carmona,
1992), llegando a representar entre el 29 a 45% de las proteinas
presentes en el veneno (Alape-Girdn, et al.,, 2008). Se han
logrado aislar 10 enzimas de este tipo y se clasifican en dos
grupos: acidas (PLA I, PLA 1l, PLA2 1, PLA2 2 y PLA2 3) y
bésicas (miotoxinas |, miotoxina Il, miotoxina Ill, miotoxina IV y
miotoxina PLA2) los pesos varian desde 11kDa (Alagon et al.,
1980) hasta 32kDa (Ferlan & Gubensek, 1978). Las enzimas
acidicas pueden tener efectos sobre la agregacion plaquetaria
ademas de bloqueo neuromuscular, miotoxicidad y efecto

hipotensivo. (Gutiérrez & Lomonte, 1995). Por otro lado, las
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enzimas basicas son mas abundantes que su contraparte acida
y se ha demostrado que son capaces de causar dafio al
musculo esquelético (Gutiérrez, Lomonte, Chaves, Moreno &
Cerdas, 1986). Estos efectos se atribuyen a la actividad
enzimatica, sin embargo, las miotoxinas Il y IV no presentan
actividad enzimatica debido a la mutacion Lys49, manteniendo

efectos miotdxicos (Lomonte, Angulo & Calderén, 2003).

Metaloproteinasas

El veneno de B. asper presenta del 41 al 44% de
metaloproteinasas (Alape-Giron et al., 2008), las cuales son
dependientes de Zn*?, de las que se han aislado del grupo
estructural P-1 (proteinasa G y BaP1) y del grupo P-lll (BaH1,
BH2, BH3, BaH4 y Basparin A). Estas presentan pesos que
varian desde 18kDa (Aragdn-Ortiz & GubenSek, 1987) hasta
70kDa (Loria et al., 2003). La metaloproteinasa G fue la primera
en ser aislada y pertenece al grupo P-l. In vitro hidroliza
sustratos proteicos como caseina, hemoglobina, gelatina y
fibrindbgeno (Aragon-Ortiz & Gubensek, 1987).

Serina proteinasas

Las serinas proteinasas son constituyentes en el
veneno de B. asper y se presentan entre un 5 a 18% (Alape-
Giron et al., 2008) de las cuales se han aislado: asperasa,
ficozima y tipo trombina. Estas proteinasas presentan efecto
de desfibrogenacién (Pérez, Rucavado, Sanz, Calvete &
Gutiérrez, 2008). La primer serina proteinasa con actividad
similar a la trombina que ha sido aislada del veneno de B.

asper es la asperasa (Aragon-Ortiz & Gubensek, 1978).
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Ademas de las familias anteriormente descritas, el veneno de B.
asper contiene otras familias de proteinas que comprenden
aproximadamente el 10% de la composicion del veneno (Alape-Girdn, et
al., 2008), las cuales son: L-amino oxidasas, de las que no se conoce su
perfil toxicologico (Umafa, 1982a,1982b); desintegrinas como la
botrasperina que podria inhibir la agregacion plaquetaria (Alape-Giron, et
al., 2008); y lectinas del tipo C como la aspercetina que es un potente
agregante plaquetario (Rucavado, et al., 2001).

3.2.2. Fisiopatologia del envenenamiento por mordedura de

Bothrops asper

Las principales manifestaciones clinicas de la mordedura de B.
asper se caracterizan por la aparicion de edema, hemorragia local,
ampollas, dermonecrosis y mionecrosis durante los primeros minutos de
la mordida. Los envenenamientos moderados 0 severos provocan
alteraciones sistémicas como hemorragia sistémica, coagulopatia,
hipovolemia, inestabilidad hemodinamica, shock, falla renal aguda,
eventos  cerebrovasculares 'y cardiovasculares. Segun las
manifestaciones clinicas se puede clasificar el grado de envenenamiento
(Tabla 1). Dentro de las complicaciones frecuentemente descritas estan:
infeccion de tejido, caracterizada por celulitis y abscesos; también artritis,
osteomielitis, sepsis, neumonia y meningitis, estos Ultimos menos
frecuentes (Delgado & Del Brutto, 2012; Gutiérrez, Escalante, &
Rucavado, 2009; Otero-Patifio, 2009)
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Grados de Envenenamiento por Mordedura de B. asper

Signos locales
Dolor leve, edemay
hemorragia sin importancia.
Hinchazon alrededor de uno o
dos segmentos de la
mordedura (ej. pie y pierna),
circunferencia de la extremidad
aumentada <4 cm, hematoma;
sin sagrado o sangrado escaso
en el sitio de la mordedura, sin
necrosis.

Hinchazon en dos o tres
segmentos del sitio de la
mordedura (ej. pie, pierna 'y
muslo), circunferencia de la
extremidad aumentada >4 cm;
sangrado local, sin necrosis
local y ampollas en algunos
casos.

Hinchazon extendida hasta el
tronco; ampollas; sangrado
local; necrosis o sindrome
compartimenta. Observar
textos de casos de mordeduras
por especimenes mayores a 1
metro de largo.

Grado

Sin
envenenamiento
Envenenamiento
leve

Envenenamiento
moderado

Envenenamiento
severo

Signos sistémicos
Signos vitales y coagulacion
sanguinea normal.
Sangre normal o
incoagulable, no hay
sangrado sistémico ni
alteraciones
hemodinamicas.

Sangre no coagulable,
sangrado sistémico
(hematuria gingival, heridas
recientes, etc.), no hay
alteraciones
hemodindmicas ni falla
renal.

Sangre no coagulable,
multiples sangrados
sistémicos, hipotension o
shock, coagulacién
intravascular diseminada o
falla renal, hemorragia
cerebral o fallas
multisistémicas.

Fuente: adaptado de Otero-Patifio, R. (2009). Epidemiological, clinical and therapeutic aspects of
Bothrops asper bites. Toxicon, 54(7), 998-1011. doi:10.1016/j.toxicon.2009.07.001

La inflamacion (el edema acompafiado de dolor) es la mayor

caracteristica del envenenamiento por la mordedura de B. asper. El edema

causado puede llegar a provocar isquemia y compresion neural, lo cual

lleva a perdida permanente de tejido, discapacidad o amputaciéon. El

veneno de B. asper es capaz de reducir el lumen de los vasos linfaticos,

perjudicando el flujo linfatico (Mora, Mora, Lomonte & Gutiérrez, 2008).

También se sabe que las miotoxinas inducen la liberacion de grandes

cantidades de potasio y ATP al musculo esquelético amplificando sus



13

efectos, causando dafios al interactuar con receptores purinérgicos y
potenciando la reaccién al dolor (Cintra-Francischinelli, et al., 2010). Existe
evidencia que indica que el principal mecanismo de accion de estas
miotoxinas consiste en atacar la membrana plasmética al causar la
hidrélisis de fosfolipidos seguido de un ingreso de iones calcio (Ca*?) y
egreso de componentes citosoélicos (Fernandez et al., 2013). Paralelo al
edema sucede una infiltracion de leucocitos induciendo fagocitosis. Un
estudio in vivo demuestra que las miotoxinas estimulan la fagocitosis de
zimosano no sensible a fagocitosis, causando dafio en los tejidos mediante
la liberacion de anion superoxido (Rueda et al., 2013; Teixeira, Cury,
Moreira, Picolo, & Chaves, 2009). A estos efectos se le afiade la
mionecrosis causada por la enzima PLA2 de las cuales se han descrito
mecanismos diferentes entre los subtipos Asp49 y Lys49, que pueden
trabajar sinérgicamente actuando sobre los miotubos (Mora, Fernandez,

Montecucco, Gutiérrez, & Lomonte, 2014).

La hemorragia sistémica es una de las manifestaciones serias en
los envenenamientos severos. Esta ocurre en diversos oOrganos,
especialmente en los pulmones, causando hipovolemia, hipotensién,
hipoperfusion de tejidos, shock cardiovascular y severos accidentes
(Gutiérrez, Escalante, & Rucavado, 2009). Las metaloproteinasas son
causantes del efecto hemorragico, la actividad proteolitica de la P-l Bapl
de B. asper es capaz de digerir rapidamente el colageno tipo 1V, hidrolizar
laminina, nidégeno y perlecan (Escalante et al., 2011). Las
metaloproteinasas P-lll son responsables de la hemorragia sistémica
mediante la destruccion de la membrana celular, dejando a las P-I con un
efecto mayormente local (Gutiérrez, Escalante, & Rucavado, 2009). El
dafio a los vasos capilares causado por el veneno de B. asper se traduce
a una reduccién de la densidad de capilares sanguineos e inervaciones

musculares, lo que en conjunto con la inhibicion de formacién de miotubos,
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efecto de la PLAz, dificultan la regeneracion muscular (Hernandez et al.,
2011; Saravia-Otten et al., 2013).

Las alteraciones hemostaticas estan dadas por la
desfibrinogenacion, lo cual altera el tiempo de protrombina y la actividad
parcial de tromboplastina mientras las concentraciones de fibrinbgeno son
reducidas drasticamente por los efectos de las metaloproteinasas y las
serinas proteasas. La trombocitopenia es causada por una proteina
llamada aspercetina que es del grupo lectina tipo C. Las alteraciones
renales agudas estan dadas por necrosis cortical, nefrosis distal,
microangiopatia tromboética y necrosis tubular, siendo una de las
complicaciones mas criticas. En casos severos la accion combinada de las
toxinas y el deterioro de los mecanismos homeostaticos pueden terminar
en la muerte del paciente (Gutiérrez, Escalante, & Rucavado, 2009). Los
efectos del envenenamiento por mordedura de B. asper pueden variar por
diferentes factores. La distribucion geografica, edad, sexo, alimentacion,
talla y temporada del afio pueden afectar la composicion del veneno y con

ello los efectos toxicos (Chippaux, 1991).

3.3. Epidemiologia de la mordedura de Bothrops asper
La serpiente B. asper es la causante de la mayoria de mordeduras por
serpientes en América Central (Tabla 2) y el norte de Sur América, siendo el
mayor grupo de riesgo los trabajadores jévenes agricultores en areas rurales
(Otero-Patifio, 2009). En Guatemala cada afio se reportan al menos 600
casos, los departamentos de Alta Verapaz, Petén, Quiché y Escuintla fueron
los mas afectados durante el periodo 2001-2010 (Morales, 2012).

Estos datos epidemiol6gicos se basan en reportes de hospitales, los
cuales son parciales especialmente cuando la indecencia es baja (Yafiez-

Arenas, Peterson, Mokondoko, Rojas-Soto, & Martinez-Meyer, 2014). Debido
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a que muchas victimas de mordedura de serpiente se encuentran en areas
rurales, no son hospitalizados y acuden a tratamientos tradicionales como
preparaciones herbales (Hay, 2002; Snow et al., 1994). Esto, sumado a la
carencia de infraestructura y recursos para la recoleccion de datos fiables, se
traduce a datos que no reflejan la situacion real que se vive (Gutiérrez, 2014a,
2014b).

Tabla 2

Numero Total Estimado de Casos por Afio e Incidencia de Accidente Ofidico en
Paises de Centroamérica.

. NuUmero total de casos Incidencia (por 100,000

Pais ~ - ~

— por afio habitantes por afo)
Guatemala 600 4.2

Belice 50 15.2
Honduras 600 7.2

El Salvador 50 0.8
Nicaragua 600 10.5

Costa Rica 600 12.9
Panama 2,800 79.8

Fuente: adaptado de Gutiérrez, J. (2014a). Current challenges for confronting the public health
problem of snakebite envenoming in Central America. Venomous Animals and Toxins incliding
Tropical Diseases, 20(7). doi:10.1186/1678-9199-20-7

3.4. Suero antiofidico (antisuero)

La administracién parenteral de sueros antiofidicos es la Unica terapia
cientificamente validada para el tratamiento de mordedura de serpiente. Las
substancias activas de los sueros antiofidicos pueden ser: inmunoglobulinas
G (lgG) completas o sus fragmentos F(ab’): y Fab, las cuales tienen la
habilidad de unirse a las toxinas del veneno e inhibir sus efectos toxicos. Estas
substancias activas son purificadas del plasma de animales inmunizados con
el veneno de serpientes (World Health Organization, 2018; Gutiérrez, Gené,
Rodas & Cerdas, 1985).

Los pacientes deben ser atendidos en una unidad de cuidados

intensivos. Para lograr un tratamiento eficiente se debe realizar un diagnéstico
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certero y, de ser posible, identificar la serpiente causante de la mordida para
administrar el antiveneno adecuado. ldealmente utilizar pruebas de ELISA
(Enzyme-Lynked Immuno Sorbent Assay) para identificar y cuantificar veneno-
antigeno en suero y concentracion de suero antiofidico. La administracion de
suero antiofidico puede causar efectos adversos correspondientes a
reacciones de hipersensibilidad tipo | pudiendo llegar a una reaccion
anafilctica (Otero-Patifio, 2009). Siendo los sueros antiofidicos substancias
especificas provenientes de animales inmunizados, existen datos de inhibicion
cruzada entre sueros producidos en México, Costa Rica de diferentes
poblaciones de B. asper, siendo variable la cantidad de suero necesario para
inhibir las manifestaciones clinicas de los venenos de diferente origen
geografico (Segura, et al., 2012). Para el caso de B. asper de Guatemala se
ha demostrado efecto neutralizante con los sueros antiofidicos del Instituto
Clodomiro Picado en Costa Rica y del Laboratorio Bioclon en México, siendo

el primero de mayor potencia neutralizante (Saravia et al., 2001b).
Para lograr una prevencion y tratamiento adecuado se debe:

— Promover el trabajo interdisciplinario y buscar establecer politicas
nacionales que cumplan su objetivo (Otero-Patifio, 2009).

— Capacitar constantemente al personal de salud sobre las
manifestaciones clinicas del accidente ofidico, el tratamiento y sus
efectos adversos (Gutiérrez, Williams, Fan, & Warrell, 2010).

— Lograr que la informacion epidemiolégica sea exacta y actualizada y
garantizar la disponibilidad de sueros antiofidicos (Gutiérrez,
Theakston & Warrell, 2006).

3.5. Medicina tradicional basada en plantas para el tratamiento del envenenamiento
por Bothrops asper.

La medicina tradicional son los conocimientos basados en creencias y

experiencias indigenas de las diferentes culturas, para el tratamiento de una

afeccion (World Health Organization, 2000). Se conoce que un gran numero
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de plantas son utilizadas por curanderos y chamanes como tratamiento
tradicional para el envenenamiento por mordedura de serpientes en diferentes
regiones (Mors,1991; Samy, Thwin, Gopalakrishnakone & Ignacimuthu, 2008)
Los géneros Aristoloquia y Ficus pueden considerarse representativos por la
cantidad de especies que se han reportado (Tabla 3) (Lopez & Pérez, 2009).
Estos antidotos vegetales pueden ser usados por dos razones: para inhibir el
veneno o para aliviar los sintomas, por lo que los curanderos pueden estar
usando plantas medicinales como calmantes sin que en realidad sean
antidotos (L6pez & Pérez, 2009).
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Especies de los Géneros Aristolochia y Ficus, Usadas Tradicionalmente para el

Tratamiento en las Mordeduras de Serpientes en Diferentes Regiones.

Reqion
Centroamérica

Brasil

Colombia

India

Sudeste asiatico

India y Sudeste asiatico

Occidente de Africa

Plantas usadas tradicionalmente como antiofidicos

Aristolochia arborescens
Aristolochia grandiflora
Aristolochia maxima
Aristolochia odoratissima
Aristolochia pentandra
Asclepias curassavica
Lophophora williamsii
Aristolochia barbata
Aristolochia teriaca
Cynara scolymum
Aristolochia barbata
Aristolochia teriaca
Cynara scolymum
Aristolochia brateata
Aristolochia indica
Aristolochia longa
Aristolochia serpentaria
Aristolochia cucurbitifolia
Aristolochia debili
Ficus bengalensis
Ficus glomerata
Ficus religiosa
Ficus rumphii
Ficus septica
Ficus carica
Ficus sycomorus

Fuente: adaptado de Lopez, J., & Pérez, J. (2009). Plantas alexitéricas: antidotos vegetales contra
las picaduras de serpientes venenosas. Espafa: Medicina Naturista, 3(1), 17-24.

En la medicina tradicional de Guatemala se han reportado hasta 32

plantas para el tratamiento del envenenamiento por mordedura de

serpientes. Estas practicas se observan con frecuencia en areas rurales,

donde el acceso inmediato a sueros antiofidicos y atencion médica es dificil.

Aunque chamanes y curanderos son personas especializadas en este tipo

de tratamientos, se ha reportado que no existe un criterio comdn en cuanto

a las recetas, preparacion, parte de la planta utilizada, dosificacion o
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administracion de los antidotos, observandose como factor comun el uso de
mezclas de varias plantas en las recetas preparadas (Hay, 2002). De
manera muy similar se han reportado mas de 100 plantas en Colombia, en
donde se sabe que cerca del 60% de los afectados por mordeduras de
serpientes son tratados por curanderos y chamanes las cuales son
preparadas en infusién, decoccion, maceracion o emplasto de forma

individual o en mezclas (Otero, et al., 2000).

3.6. Plantas evaluadas como inhibidores de los efectos PLA2 y proteolitico del
veneno de Bothrops asper.

En Guatemala los estudios de plantas de uso tradicional por Saravia y
col. (2001a), demostraron, mediante la evaluacion individual de extractos
etandlicos, que las especies Dorstenia contrajerva, Neurolaena lobata y
Eupatorium odoratum no fueron capaces de inhibir los efectos PLA2. D.
contrajerva present6 pobre inhibicion del efecto hemorragico y E. odoratum y
N. lobata cerca del 50% de la inhibicién del efecto coagulante. En otro estudio
al evaluar extractos etanolicos de seis plantas de uso tradicional en Guatemala
(Acacia hindsii, Aristolochia méaxima, Cissampelos pareira, Hamelia patens,
Piper peltatum y Sansevieria hyacinthoides), se determind que los extractos
de P. peltatum y C. pareira inhibieron el efecto proteolitico del veneno con una
efectividad menor al 50% y S. hyacinthoides neutralizé pobremente la actividad

fosfolipasa Az (Saravia-Otten, et al., 2015).

Otra planta que ha sido evaluada es Renealmia alpinia es utilizada en
la regién norte de Colombia. El extracto de las hojas con diclorometano
contiene principalmente pinostrobina, que es un flavonoide al cual se le
atribuye la inhibicion significativa de la actividad proteolitica del veneno, asi
como de mitigar el dafio local de tejidos debido a los efectos hemorragicos del
mismo (GOmez-Betancur, Benjumea, Patifio, Jiménez, & Osorio, 2014). El

extracto de R. alpinia inhibe la actividad de las metaloproteinasas y serina
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proteinasas presentes en el veneno de B. asper debido a la interaccion
molecular de los metabolitos secundarios de la planta con las proteinasas del
veneno (Patifio, Benjumea, & Pereafiez, 2013). Por otro lado, el extracto
acuoso de Caesaria sylvestris ha demostrado ser un potencial inhibidor de la
actividad PLAz del veneno de B. asper (Cavalcante et al., 2007). Las hojas y
corteza de Brownea ariza, cuya corteza tiene un efecto neutralizante en
efectos hemorragicos e inhibicion de actividad proteolitica (Mack-Wen, Rico,
Alarcon, & Pereafiez, 2011). Estos son ejemplos de que plantas de uso
tradicional son un nicho por explorar para la busqueda de alternativas para el

tratamiento efectivo del envenenamiento por el veneno de B. asper.
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4. JUSTIFICACION

En Guatemala, la serpiente Bothrops asper (barba amarilla) es considerada
la causante de la mayoria de los accidentes ofidicos. Se encuentra principalmente
en los departamentos de Izabal, Alta Verapaz, Petén y algunas poblaciones aisladas
en la cuenca del Pacifico. Actualmente el Unico tratamiento validado para
contrarrestar los efectos causados por su veneno consiste en la administracion de
sueros antiofidicos, cuyos efectos secundarios pueden conducir a un ataque
anafilactico. La mayoria de los accidentes ofidicos ocurren en areas rurales, donde
predomina la pobreza y es dificil el acceso al sistema de salud. Muchas de estas
victimas no llegan a ser hospitalizadas, por lo que acuden a médicos tradicionales
(curanderos o chamanes), quienes administran preparados a base de mezclas de

plantas.

Este estudio, con base en los resultados y en las recomendaciones de
investigaciones realizadas en Guatemala acerca del tema, evalud la capacidad de
cuatro mezclas de tres plantas, evaluadas individualmente en investigaciones
previas (Dorstenia contrajerva, Neurolaena lobata y Eupatorium odoratum), para
inhibir uno de los principales componentes del veneno siendo estas las
metaloproteinasas dependientes de zinc, el veneno de B. asper presenta alrededor
del 41-44% de metaloproteinasas, causando hemorragia local y sistémica. Se
realizd el ensayo de actividad de inhibicién proteolitica in vitro, para observar la
relacion entre la concentracion del extracto y la capacidad inhibitoria de las mezclas,
dejando abierta la posibilidad de realizar investigaciones posteriores con las

mezclas que muestren efectividad.

Al evaluar mezclas de las plantas se busca la reproduccién de las condiciones
utilizadas por los médicos tradicionales para demostrar si se potencia el efecto de
inhibicion, posibilitando la validacion del uso de estas mezclas de plantas,

determinando su efectividad y limitaciones.



22

5. OBJETIVOS

5.1.General
Evaluar la capacidad inhibitoria del efecto proteolitico del veneno de Bothrops

asper de cuatro mezclas de tres extractos de plantas utilizadas tradicionalmente

como antiofidicos en Guatemala.

5.2.Especificos

5.2.1. Determinar la capacidad de cuatro mezclas de extractos
etandlicos de Eupatorium odoratum, Dorstenia contrajerva y Neurolaena

lobata para inhibir la actividad proteolitica del veneno de B. asper.

5.2.2. Comparar la capacidad inhibitoria de cada una de las mezclas
evaluadas para establecer si existe diferencia significativa en cuanto a su

potencia.

5.2.3. Correlacionar los metabolitos secundarios presentes en la
composicién quimica de los extractos etandlicos de las especies en estudio

con su capacidad para inhibir el efecto proteolitico del veneno.
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6. HIPOTESIS

Al menos una de las cuatro mezclas inhibira el 50% o mas del efecto

proteolitico del veneno de B. asper.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Universo
Plantas nativas de uso popular para el tratamiento de accidentes ofidicos
en Guatemala, como antidotos para el envenenamiento por mordedura de la

serpiente Bothrops asper.

7.1.1. Muestra
Extractos etandlicos de: Eupatorium odoratum (hojas), Neurolaena lobata
(hojas) y Dorstenia contrajerva (hojas).

7.2. Materiales

7.2.1. Recursos humanos

Rossana Judith Navarijo Garcia Autor
Jaqueline Lourdes Alvarado Cardenas Autor
Michael Javier Mo Leal Autor
Dra. Patricia Saravia Otten Asesor
M. Sc. Rosario Hernandez Asesor
Dra. Sully Cruz Coasesor

7.2.2. Recursos econOmicos e institucionales

— Biblioteca Central, Universidad de San Carlos de Guatemala.

— Biblioteca, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. USAC.

— Laboratorio de proteinas, Unidad de Investigacion en Biologia Celular,
Departamento de Bioquimica. Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.
USAC.

— Laboratorio de Farmacognosia y Fitoquimica. Departamento de
Farmacognosia. Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. USAC.

— Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales, (LIPRONAT). Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia. USAC.

— Laboratorio de extractos vegetales (LIEXVE). Facultad de Ingenieria. USAC.
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7.2.3. Equipo de laboratorio

—Lector de ELISA —Estufa eléctrica
—Espectrofotémetro —Horno de secado
—Potenciémetro —Rotavapor

—Balanza de humedad —Termometro

—Bafio de ultrasonido —Percolador

—Balanza analitica —Liofilizadora

—Balanza semianalitica —Bomba de vacio
—Vortex —Camara cromatografica
—Campana de extraccion —Lampara de luz UV
—Centrifugadora

7.2.4. Cristaleria y materiales.

—Balones aforados —Micropipetas

—Balones para colecta para rotavapor —Pipetas

—Capsulas de porcelana —Bafio Maria

—Condensador para rotavapor —Gradillas

—Cristalizadores —Asperjador

—Erlenmeyers —Pipetas automaticas de volumen
—Embudos de vidrio variable

—Frascos de liofilizador —Cromatoplacas de silica gel 60 F254

—Micropipetas -
—Probetas -
—Tubos de ensayo -
—Varillas de vidrio —
—Vaso de precipitar

—Viales de vidrio

—Vidrio de reloj

—Capilares de 5uL

—Regla
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7.2.5. Reactivos

—Etanol 95% —Reactivo de Dragendorff
—Agua destilada —Cloruro férrico
—Veneno liofilizado de B. asper —Acido acético
—Solucién tampon de fosfatos (PBS) —Acetato de etilo

pH 7.2 —Acido férmico
—Tween-80 (PBS-T80) —Anisaldehido-&cido sulfurico
—Acido sulfarico —Tolueno
—Hidroxido de sodio —Reactivo NP/PEG
—Azocaseina —Diclorometano
—Acido tricloroacético —Anhidrido acético
—Metanol —Vainillina-acido sulfurico
—Hidroxido de amonio —Cloroformo
—Acido clorhidrico —Permanganato de potasio
—Reactivo de Mayers —Cloruro de metileno

—Reactivo de Wagner —Estandares de referencia para TLC
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Area geogréfica de recoleccion

El material vegetal se recolectd en Samayac,

Suchitepéquez; Cobéan, Alta Verapaz y Ciudad Universitaria Zona
12, Guatemala.

7.3.2. Teécnicas, procedimientos y equipo.

7.3.2.1.

7.3.2.2.

Las técnicas y procedimientos empleados en esta investigacion

fueron los estandarizados por las unidades de investigacion y
laboratorios en los cuales se desarrollaron las diferentes fases del
proyecto (Laboratorio de proteinas, LIPRONAT y LIEXVE).

Seleccion de la muestra.

De acuerdo a revisiones de literatura y base de datos
generadas en investigaciones anteriores de especies
vegetales de uso ethomédico en el pais para el tratamiento del
envenenamiento por mordedura de serpientes, se
seleccionaron tres especies: D. contrajerva, N. lobata y E.
odoratum (Anexo 1, monografias de las tres especies)
(Saravia et al., 2001a).

Muestreo

Se realiz6 un muestreo por conveniencia en Samayac,
Suchitepéquez; Coban, Alta Verapaz y Ciudad Universitaria
Zona 12, Guatemala, definiéndose los estratos (asociaciones
vegetales homogéneas), por contactos previamente
establecidos. La recoleccion, embalaje y transporte de
especies vegetales se realizo conforme a los principios de las
buenas practicas de colecta (World Health Organization,
1998). La cantidad colectada fue mayor a 2 kg de material

vegetal fresco. Las especies se identificaron en el Herbario
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BIGU (Biologia de Guatemala), de la Escuela de Biologia. Los
datos de recolecciéon se resumen en la Tabla 5 en la seccion

de resultados.

Preparacién de la muestra.

El material vegetal se sec6 en sombra a temperatura
ambiente sobre papel periédico, por un tiempo minimo de 24
horas, seleccionando la parte de la planta de interés (hojas) y
eliminando la materia extrafia. Luego se colocé en hornos de
secado por conveccion a una temperatura de 40°C hasta lograr
una humedad menor a 10% (p/p) (WHO, 1998).

Prueba de mejor solvente

Se determind la proporcion de etanol-agua que permitia
la mayor extraccion de principios activos. Para lo cual se
prepararon diferentes diluciones de etanol (30%, 50%, 70% y
95%), las cuales fueron mezcladas con 1 g de materia vegetal
y se dejaron macerar por 24 horas. Luego se evapor6 el
disolvente en capsula de porcelana, previamente secada y
tarada, la dilucion que present6 el mayor porcentaje de sélidos
totales extraidos se seleccion6 para preparar el extracto (Tabla
6, seccion de resultados) (Kuklinski, 2000; Willoughby, Mills &
British Herbal Medicine Association, 1996).

Extraccién de los principios vegetales.

Se pesaron 200 g, aproximadamente, de material vegetal
seco y se coloco en un percolador con 2,000 ml del disolvente
seleccionado. Se dejé reposar inicialmente de 24 a 48 horas
para permitir la extraccién, luego se recogi6 alrededor del 85%

del volumen del liquido y se coloc6 mas disolvente dejando
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reposar por 24 a 48 horas, repitiendo el proceso de 5 a 8 veces,
hasta que el liquido extraido no presentara mayor coloracion
(Kuklinski, 2000). El extracto fue concentrado por medio de
rotavapor a una temperatura no mayor de 45°C. El extracto
concentrado se traspaso a un cristalizador para ser colocado en
una desecadora, con el fin de eliminar cualquier residuo de
disolvente, luego se pesoé el extracto seco para determinar el
porcentaje de rendimiento tomando en cuenta el peso final del
extracto seco dividido el material vegetal pesado, multiplicado
por 100 (Harwood & Moody, 1989).

Tamizaje fitoquimico de los extractos.

El tamizaje se llevo a cabo segun los procedimientos del
Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales
(LIPRONAT) (Kuklinski, 2000; Lock, 1994; Ministerio de
Sanidad y Consumo, 2002; Sharapin, 2000; Vila & Reing, 2003;
Wagner & Bladt, 1984 y WHO, 1998). Se realiz0 la identificacion
de metabolitos secundarios presentes en los extractos
mediante técnicas micrométricas realizadas por cromatografia
en capa fina, utilizando cromatoplacas de aluminio de silice gel
60 F254 de 10 cm de altura, utilizando la fase movil, estandares
y reveladores de acuerdo al metabolito a identificar, de la

siguiente manera.

a. Alcaloides. Se peso6 0.1 g de extracto y se disolvi
en 5 ml de metanol, se agreg6é 1 ml de hidroxido de amonio al
10% (p/v) y acidifico con 2 gotas de acido clorhidrico 2 N. Se
filtr6, concentrd y aplico, utilizando como estandar una solucion
de atropina y papaverina al 1% en metanol. Fase movil: tolueno-
acetato de etilo-dietilamina (70:20:10), se observé sin

tratamiento en luz UV 254 nm y 365 nm coloraciones azul o
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amarillo y con revelador Dragendorff zonas cafés o naranjas en
visible.

b. Flavonoides y antocianinas. Se pes6 1 g de
material vegetal seco pulverizado, se agregd 10 ml de metanol,
se colocd por 5 minutos en bafio Maria a 60°C. se filtro la
solucion y se aplicé. Fase movil: acetato de etilo- acido formico-
acido acético glacial-agua (50:5.5:5.5:13.5). Para antocianinas,
se utilizé estandar rojo de sudan, se revel6 con anisaldehido-
acido sulfarico y se calenté 3 minutos a 105°C, se detectd con
luz UV visible zonas rojas, azules y moradas. Para flavonoides,
se utilizé estandar de quercetina, rutina, acido clorogénico,
kaempferol e hiperdsido, se observo bajo luz UV 254 nm
fluorescencia azul o amarilla, UV 365 nm fluorescencia amarillo,
azul o verde y para la deteccidn con tratamiento se reveld con
reactivo de productos naturales NP/PEG.

C. Antraquinonas. Se pesO 0.1 g de extracto, se
agreg6b 5 ml de metanol y disolvi6 empleando el bafo
ultrasénico o vértex; se colocé en bafio Maria (60°C) por 5
minutos. Se filtrd y aplicd. Utilizando como estandar soluciéon de
antraquinonas 0.1%. Fase movil: acetato de etilo-metanol-agua
(100:17:13), se observé en luz UV 254 nm fluorescencia y 365
nm fluorescencia amarilla o rojo-café, con tratamiento quimico:
se reveldé con hidréxido de potasio al 10%, antraquinonas:
zonas rojas en visible y fluorescencia roja en UV 365 nm,
antronas y antranolas: zonas amarillas en visible y fluorescencia
amarilla en UV 365 nm.

d. Cumarinas. Se pes6 0.1 g de extracto y disolvid
con 5 ml de metanol. Se filtr6 y se concentré hasta 1 ml. Se
aplicé y utilizo como estandar canela en metanol al 1%,
umbeliferona, cumarina. Fase movil: tolueno-acetato de etilo

(93:7), se observd con luz UV 254 nm fluorescencia y 365 nm
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fluorescencia azul o verde-azul y con tratamiento se reveld con
hidroxido de potasio 10%, se observd con luz UV 365 nm
fluorescencia azul o verde.

e. Saponinas. Se pesé 0.1 g de extracto y disolvié
con 10 ml metanol. Se aplicé y utilizé estandar de saponinas
0.1%. Fase movil: cloroformo-metanol-agua (65:50:10), se
reveldo con vainillina-acido sulfurico, evaluar zonas azules,
violetas y amarillentas en visible.

f. Principios amargos. Se peso6 0.1 g de extracto y
disolvié con 10 ml de metanol, se filtr6 y aplic6. Se utilizd
estandar de artemisina al 1% en metanol. Fase movil:
cloroformo-metanol (95:5), se revel6 con anisaldehido-acido
sulfarico, se calenté a 100°C durante 5 minutos y se observa en
visible o bajo luz UV 365 nm coloraciones rojo-violeta, café-
rojizo, azul-verdoso y azul.

g. Taninos. Se peso 0.1 g de extracto y disolvié con
5 ml de etanol 95%, se dejé reposar por 5 minutos, se filtré y
concentrd en bafio Maria 60°C, se aplico y utiliz6 estandar de
solucién de taninos 1%. Fase movil: acetato de etilo-acido
férmico-acido acético-agua (17:2:2:5), se observé en luz UV
254 nm fluorescencia y 365 nm fluorescencia azul y con
revelador FeCls 10%, bandas en espectro visible.

h. Aceites volatiles. Se pes6é 0.1 g de extracto y
disolvié en 5 ml de metanol y se filtr6. Se aplicé y utilizé estandar
de mentol, timol, anisaldehido, anetol y 1,8-cineol. Fase movil:
Tolueno-acetato de etilo (93:7), se revel6 con anisaldehido-
acido sulfurico y colocé en horno a 100°C por 5 min y se observo
la presencia de zonas azules, verdes, rojas y cafés en el
espectro visible.

I. Sesquiterpenlactonas. Se peso0 0.1 g de extracto y

disolvié 5 ml de metanol, se filtré y aplicd. Se utiliz6 como fase
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movil: cloroformo- metanol (99:1), se reveld con vainillina 1% en
etanol luego se calentd 5 min a 100°C, observando coloraciones

verdes, amarillas, marrones, rojas o azules.

Obtencidn del veneno.

Se utiliz6 una mezcla de veneno colectado en el
serpentario del Instituto Clodomiro Picado (ICP), Universidad de
Costa Rica (UCR); el cual se obtiene a partir de un namero no
menor de 40 especimenes adultos provenientes de la regién del
Pacifico de Costa Rica. La mezcla de veneno es centrifugada,
liofilizada y guardada a -20°C hasta su uso (Saravia-Otten et al.,
2015).

Disolucion de extractos vegetales.

Los extractos vegetales etandlicos, se disolvieron en
solucion tampon de fosfatos (PBS) pH 7.2 utilizando Tween 80
como emulsionante. Se peso la cantidad de 1.25 g de extracto
y se disolvié en un tubo cénico de 15 ml con PBS y se agrego
Tween 80 (5 0 10% v/v) y se agregd 5 ml de PBS. Esta mezcla
se agitd en vortex hasta lograr la mayor disolucién del extracto;
se complet6 el volumen final con PBS (10 ml) y se calenté a
37°C en bafio Maria por 30 min, agitando constantemente con
una varilla de vidrio. La mezcla se someti6 a bafio ultrasonido
por 15 min y nuevamente se calenté a 37°C en reposo. La
disolucién se centrifugd a 2,500 rpm por 15 min, después se
filtr6 el sobrenadante. El filtrado se identifico y se almacend en
congelacion (-20°C) para su uso posterior, segun el
procedimiento de Saravia y col. (2001a) con las modificaciones

realizadas por Saravia-Otten y col. (2015).
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Preparacion de mezclas a evaluar.

Las mezclas de los extractos etanolicos se realizaron en
proporciones iguales (1:1 [p/p] y 1:1:1[p/p/p]) de manera que la
solucién madre tuviera una concentracion de 62.5 pg/ul de cada
planta para los ensayos de inhibicion de la actividad proteolitica.
La solucion madre y sus diluciones se prepararon antes de cada
ensayo, de tal manera que fueran utilizadas el mismo dia. Las
mezclas se identificaron de la 1 ala 4 como se indica en la Tabla
4,

Mezclas de Extractos Vegetales Evaluadas.

Mezcla Concentracién de Proporcion de Composicién de la mezcla
No. cada extracto? cada extracto
1 62.5 pg/ul 1:1 D. contrajerva + E. odoratum
2 62.5 pg/ul 1:1 D. contrajerva + N. lobata
3 62.5 pg/ul 1:1 E. odoratum + N. lobata
4 62.5 pg/ul 1:1:1 D. contrajerva + E. odoratum +
N. lobata

Nota:  Concentracion mas alta utilizada en los ensayos a partir de la cual se prepararon diluciones
seriadas para obtener el resto de las concentraciones utilizadas (31.25, 15.625, 7.8125 y 3.906

pg/ul)

7.3.2.10. Primera fase: evaluacion de actividad intrinseca por medio de

ensayos concentracién-actividad.

7.3.2.10.1. Determinaciéon de la actividad proteolitica intrinseca de

las mezclas de extractos vegetales.

Segun el método modificado de Wang, Shih & Huang
(2004) con las modificaciones realizadas en Saravia-Otten y
col. (2015). Se evaluaron 5 diferentes concentraciones de
mezclas de extractos preparadas por diluciéon seriada en PBS
(62.5, 31.25, 15.625, 7.8125 y 3.906 pg/ul) a partir de los

extractos previamente disueltos. Por cada concentracion de
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mezcla de extractos, se prepard en un microtubo de reaccion
una mezcla de 100 pl de solucion de sustrato (azocaseina 10
mg/ml en solucion tampon de trabajo) y 20 pl de extracto. El
control positivo contenia 100 ul de solucion de sustrato y 20 pl
de veneno disuelto en PBS, utilizando 1.25 pg/pl de veneno
como concentracion reto establecida previamente (Saravia-
Otten et al., 2015).

Para eliminar la interferencia del color de los extractos
se prepard un control interno para cada dosis a evaluar, el cual
contenia 100 pl de solucién tampdén de trabajo libre de
azocaseinay 20 yl de cada dosis de mezcla de extractos. Para
eliminar la absorbancia debida al Tween-80 se realiz6 otro
control conteniendo 100 pl solucion de sustrato y 20 pl de
diluciones seriadas de PBS—Tween 80 las cuales representan
el porcentaje de Tween 80 presente en cada una de las dosis
a evaluar. Se preparé un blanco conteniendo 100 pl solucién
de sustrato y 20 pl de PBS.

Los tubos (ensayos y controles) fueron incubados por
90 min en bafio Maria a 37°C. Al terminar la incubacion se
agregd 200 ul de acido tricloroacético a cada tubo; estos
fueron mezclados en vortex y centrifugados a 4,000 rpm. Del
sobrenadante de cada tubo se transfiri6 150 uyl a una
microplaca de titulacion de 96 pozos de fondo plano, y se
agrego luego a cada pozo 150 ul de NaOH 0.5 N. El contenido
de los pozos se mezclé por agitacion suave y se leyo la

absorbancia a 450 nm en un espectrofotometro.

La actividad proteolitica intrinseca de cada mezcla de

extractos se calcul6 de la siguiente manera: a cada ensayo se
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le restd el valor de absorbancia del blanco correspondiente,
para obtener el valor de absorbancia neta del ensayo a la que
se atribuye la actividad proteolitica de la mezcla de extractos
sobre el sustrato. Se tomé como el 100% de la actividad
proteolitica la absorbancia del control positivo menos la

absorbancia del blanco.

7.3.2.11. Segunda fase: ensayo de inhibicion

7.3.2.11.1. Evaluacién in vitro de la capacidad inhibitoria de las

7.3.2.12.

mezclas de extractos ante la actividad proteolitica del veneno.
Segun el método modificado de Wang, Shih & Huang
(2004) con las modificaciones realizadas en Saravia-Otten y col.
(2015). Se prepararon las mezclas veneno:extractos evaluando
distintas concentraciones de mezclas (62.5, 31.25, 15.63, 7.81
y 3.90 pg/ul), utilizando 1.25 ug/pl de veneno como
concentracion reto (CR) establecida previamente por Saravia-
Otten y col. (2015). Se prepar6é un microtubo de reaccién para
cada concentracion de las mezclas de extractos en donde se
mezclé 20 yl de mezcla de extractos y 20 pl de veneno,
logrando de esta forma distintas relaciones veneno-extracto
(1:50, 1:25, 1:12.5, 1:6.75 y 1:3.125). Los microtubos (ensayos
y controles descritos en el ensayo de concentracion-actividad)
fueron incubados por 30 minutos en bafio Maria a 37 °C. Al
terminar la incubacion se repitieron los pasos descritos en el
ensayo concentracion-actividad agregando solucion de sustrato

y buffer de trabajo respectivamente.

Interpretacion de resultados.
Los resultados de los experimentos de actividad
intrinseca se expresaron en términos porcentuales donde 100%

corresponde a una actividad de igual magnitud al inducido por
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la concentracion reto del veneno y 0% corresponde a la

actividad observada en el control negativo (sustrato + PBS).

Los resultados de los experimentos de inhibicion se
expresaron en términos porcentuales donde el 100%
corresponde a la inhibicion total del efecto evaluado y el 0% a
un efecto de igual magnitud al inducido por el veneno (Saravia-
Otten et al., 2017).

Metodologia de analisis de la informacion.

Definicion de variables.

Variables independientes. Mezclas de extractos de plantas,
concentracion de mezclas de extractos y dosis control de
veneno.

Variables dependientes. Porcentaje de inhibicion de la actividad
proteolitica del veneno.

Variable activa. Actividad proteolitica ejercida por el veneno.

Metodologia de analisis de resultados.

Los ensayos de actividad proteolitica intrinseca de las
cuatro mezclas de extractos se realizaron por triplicado. Los
resultados se sometieron a un andlisis descriptivo,

obteniéndose la media de las tres repeticiones.

Los ensayos de inhibicién de la actividad proteolitica del
veneno por las cuatro mezclas de extractos vegetales se
realizaron por un disefio de bloques, tratamientos (mezclas),
bloques (concentraciones ensayadas), los cuales se realizaron
en tres dias diferentes, con tres réplicas por ensayo, para un
total de nueve lecturas. Se realizé un analisis de varianza para

determinar si existia diferencia significativa entre los
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porcentajes de inhibicidbn alcanzados por cada una de las
mezclas evaluadas. Al determinarse la existencia de diferencias
significativas entre los porcentajes de inhibicién entre mezclas,
se procedid a realizar la prueba de pares de Tukey por medio
del software Minitab18, comparando entre si las cuatro mezclas
por cada concentracion evaluada. La prueba determiné cuales
mezclas diferian significativamente entre si en cuanto a su

actividad proteolitica a una misma concentracion.

Los resultados de las pruebas de inhibicién de protedlisis
se sometieron a un analisis de regresion lineal
(concentracion/actividad), para determinar el modelo de mejor
ajuste con un nivel de error a =.05. Con base en este modelo
se obtuvo la ecuacion de la recta y se calcul6d para cada mezcla
de extractos la CEso con un intervalo de confianza del 95%. El

analisis del tamizaje fitoquimico se realiz6 de forma descriptiva.
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8. RESULTADOS

Se realiz6é la recoleccién de los 6rganos de interés de las tres plantas
seleccionadas para el estudio (Dorstenia contrajerva (L.), Eupatorium odoratum (L.)
y Neurolaena lobata (L.) Cass), mediante muestreo por conveniencia en los
departamentos de Suchitepéquez, Alta Verapaz y Guatemala. Los datos de colecta
y la georreferencia se muestran en la Tabla 5 y Anexo 1. El material vegetal
colectado fue transportado, secado y molido siguiendo las buenas practicas de
colecta (WHO, 1998).

Tabla 5

Datos de Recoleccion de las Plantas

Lugar de colecta

Eamllla/ Espe_:ue Noml?re Parte Coordenadas
(nimero de reqistro)? comun colectada —_—
Altitud
Moraceae / Dorstenia Contrahierba Hojas Ecoparcela el Kakawatal, Samayac,
contrajerva (L.) Suchitepéquez
(BIGU72573) N 14° 33 08.4”, O 091° 28’ 02.8”
453 msnmP
Asteraceae / Eupatorium Bacché Hojas Centro universitario del norte Zona 5,
odoratum (L.) Coban, Alta Verapaz
(BIGU 72564) N 15° 27° 59.6”, O 090° 23’ 16.0”
1320 msnm®
Asteraceae / Neurolaena  Tres puntas Hojas Centro experimental docente de
lobata (L.) Cass agronomia, ciudad universitaria zona
(BIGU 72565) 12, ciudad de Guatemala, Guatemala
N 14° 34’ 47.2”, O 90° 33’ 13.8”
1485 msnm®

Nota.2Herbario BIGU de la Escuela de Biologia, Universidad de San Carlos de Guatemala. Pmsnm:
metros sobre el nivel del mar.

Se realizé la prueba de mejor solvente, en donde se evaluaron diferentes
concentraciones de etanol (30, 50, 70 y 95%), para seleccionar la concentracion
que permite la mejor extraccion de solidos totales, segun Kuklinski (2000). En la
Tabla 6 se muestra los diferentes porcentajes de sélidos obtenidos. El criterio de
seleccién fue el mayor porcentaje de solidos recuperados y cuando la diferencia no

es mayor a 10% se prefiere el etanol a mayor concentracion ya que esto permite

38



39

una concentracion mas rapida del extracto en el rotavapor. Se escogio etanol 30%
para D. contrajerva, etanol 50% para E. odoratum y etanol 50% para N. lobata. En
el caso de N. lobata se escogi6 etanol al 50% ya que con etanol al 30% solo se logro

1.9% mas de extraccion de sdlidos.

Tabla 6
Prueba de Mejor Solvente
Especie Porcentaje de Porcentaie de Concer_ltracién
ESPECE etanol solidos seleccionada
Dorstenia contrajerva 30 1.04 30%
50 0.36
70 0.80
95 0.01
Eupatorium odoratum 30 1.05 50%
50 1.64
70 1.14
95 0.73
Neurolaena lobata 30 1.05 50%
50 1.03
70 0.58
95 0.23

Seguidamente se prepararon los extractos etandlicos por el método de
percolacién, agregando la concentracion de etanol seleccionada previamente. Se
percol6 por 24 horas, los menstruos extraidos se concentraron en rotavapor y los
extractos concentrados se colocaron en desecadora para extraer la humedad
residual. Al obtener el extracto seco se pes6 y determiné el porcentaje de

rendimiento (Tabla 7), el mejor porcentaje de rendimiento se obtuvo con N. lobata.

Tabla 7
Porcentaje de Rendimiento
Extracto Extracto obtenido Rendimiento
(9) (%)
Dorstenia contrajerva 69.10 23
Eupatorium odoratum 73.97 37
Neurolaena lobata 82.23 41
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Con el fin de evaluar si existe sinergia entre extractos vegetales, bajo la
premisa reportada por diferentes investigadores en donde exponen que las
especies vegetales utilizadas como antidotos para la mordedura de serpiente son
utilizadas en mezclas y no de forma individual (Hay, 2002; Otero et al., 2000; Saravia
et al., 2001a), se procedié a preparar cuatro diferentes mezclas de extractos
etandlicos en proporcion 1:1 p/p y 1:1:1 p/p/p utilizando las tres especies vegetales
(Tabla 4).

En la primera fase del estudio se evalué la actividad proteolitica intrinseca de
las mezclas de extractos vegetales, para lo cual se incubaron las cuatro mezclas de
los extractos utilizando azocaseina como sustrato segun la metodologia descrita por
Wang y col. (2004) adaptado por Saravia-Otten y col. (2015), en la que se mide la
hidrélisis del sustrato mediante la lectura de absorbancias. Se determiné que
ninguna de las cuatro mezclas posee actividad proteolitica intrinseca bajo las
condiciones de trabajo, por lo que se procedio a evaluar su capacidad inhibitoria del

efecto proteolitico del veneno.

Para ello, se incub6 la concentracion reto (CR) del veneno (1.25 pg/ul) con
concentraciones variables de extractos (3.01 - 62.50 pg/ul), en relaciones
veneno:extractos desde 1:3.12 hasta 1:50 (p:p). Se prepar6é un control positivo
conteniendo la CR de veneno y un control negativo con PBS. Los resultados se
presentan en la Tabla 8, en donde se observa que las mezclas de dos plantas (D.
contrajerva + N. lobata y E. odoratum + N. lobata) y la de tres plantas (D. contrajerva
+ E. odoratum + N. lobata) inhibieron efectivamente (= 50%) el efecto proteolitico
del veneno (Anexo 2). Las relaciones veneno:extractos que resultaron efectivas
fueron 1:50 y 1:25 (p:p) para la mezcla D. contrajerva + E. odoratum + N. lobata y
1:50 (p:p) para las que contenian D. contrajerva + N. lobata y E. odoratum + N.
lobata (Tabla 8). En la misma Tabla puede observarse que la mezcla compuesta
por D. contrajerva y E. odoratum tiene un efecto inhibitorio muy pobre (<26%) aun

a la proporcion mas alta evaluada en el estudio.
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Tabla 8

Capacidad de Cuatro Mezclas de Extractos para Inhibir la Actividad Proteolitica
del Veneno de B. asper
Porcentaje de inhibicion del efecto proteolitico por las mezclas

Concentracién

de cada Media? (DE)®
== vara 4
extracto en la IC 950% .
- . . D. contrajerva +
mezcla D. contrajerva+ D. contrajerva+ E. odoratum + E odoratum +
(ua/ul)* E. odoratum N. lobata N. lobata =N lobata
62.50 22.39 (4.97)¢ 51.16 (4.20)° 63.49 (3.34)2 67.34 (5.05)2
[18.57, 26.21] [47.93, 54.39] [60.92, 66.05] [63.46, 71.22]
31.25 20.37 (5.11)° 17.99 (4.94)° 37.96 (5.22)° 51.03 (8.67)2
[16.45, 24.30] [14.19, 21.79] [33.94, 41.97] [44.37, 57.70]
15.63 17.18 (3.38)° 2.64 (2.55)° 30.81 (4.74)2 32.02 (4.33)2
[14.59, 17.78] [0.68, 4.60] [27.17, 34.46] [28.69, 35.34]
7.81 6.40 (1.80)° 0.17 (0.33)° 13.11 (4.14) 20.79 (1.60)2
[5.01, 7.78] [0.00, 4.60] [9.93, 16.29] [19.56, 22.03]
3.91 0.57 (1.18)° 0.00 (0.00)° 7.68 (5.91)2 16.78 (5.34)?
[0.00, 1.42] -- [3.14, 12.22] [12.68, 20.88]

Nota.lConcentracion de cada uno de los componentes de la mezcla en proporciones 1:1 (p/p) para
mezclas de dos plantas, y 1:1:1 (p/p/p) para mezcla de tres, disueltas en el volumen total de cada
ensayo. Las concentraciones equivalen a distintas relaciones veneno:extractos (1:50, 1:25, 1:
12.5, 1: 6.25 y 1:3.125) ?Se reporta el promedio del porcentaje de inhibicion de tres experimentos
independientes realizados por triplicado (n=9). 3Desviacion estandar. “Valores que delimitan el
intervalo de confianza al 95%. 2acLas medias que no comparten la misma letra son
significativamente diferentes entre si, la prueba de comparaciones en pares de Tukey se realizé
para cada concentracion entre mezclas ensayadas.

El analisis de los datos obtenidos en las pruebas de inhibicién del efecto
proteolitico del veneno se realiz6 mediante el modelo de regresién lineal de las
curvas de concentracion-actividad con un nivel de error a=.05. Con base en estos
datos se obtuvo la ecuacion de la recta que mejor describe la relacion entre la
concentracion de la mezcla y la respuesta de inhibicién. Con la ecuacion obtenida
se calcul6 para cada mezcla la concentracion efectiva media (CEso) con un intervalo
de confianza de 95% (IC 95%) (Tabla 9). El analisis de varianza de dos factores
(a=.05) demostré que al menos una de las mezclas estudiadas posee capacidad
antiproteolitica significativamente diferente a la que tienen las otras mezclas del

estudio (p<.01). Por ello, se procedi6 a realizar la comparacion de pares de Tukey,
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para determinar cuales mezclas y a cuales concentraciones variaban
significativamente en cuanto a su capacidad inhibitoria del efecto proteolitico del
veneno (Tabla 8). Se encontré que las mezclas conformadas por D. contrajerva +
E. odoratum + N. lobata y E. odoratum + N. lobata fueron similares en cuanto a su
capacidad inhibitoria, presentando diferencia Unicamente cuando se evaluaron a la

concentracion de 31.25 ug/pl.

En los resultados del analisis de regresion lineal (Tabla 9), se observo que la
mezcla de tres plantas (D. contrajerva, E. odoratum y N. lobata) presentd la CEso
mas baja (38.45 ug/ul, IC95% [31.46, 47.17]) lo que significa que se requiere menor
concentracion de las plantas para lograr inhibir el 50% del efecto evaluado del

veneno, Yy por lo tanto es la que tiene mayor potencia inhibitoria.

Tabla 9

Concentracion Efectiva Media (CEsp) de las Mezclas de Extractos Etanolicos para
Inhibir el Efecto Proteolitico del Veneno de B. asper.

Mezcla de Inhibicién de la actividad proteolitica del veneno
extractos
A= ionb 2c d 04 Al
etanolicos? Ecuacion r< p¢ IC 95% CEso [IC95%)]
D. contrajerva + y=0.324x + 5.530 573 <.001 Limite inferior 137.17
E. odoratum y=0.410x + 8.308 [101.61, 198.45]

Limite superior
y=0.238x + 2.751
D. contrajerva + y=0.907x — 7.575 955 <.001 Limite inferior 63.48
N. lobata y=0.967x — 5.627 [57.50, 70,31]
Limite superior
y=0.847x — 9.523
E. odoratum + y=0.908x + 8.622 905 <.001 Limite inferior 45.58
N. lobata y=0.998x + 11.535 [38.53, 54.17]
Limite superior
y=0.818x + 5.708

D. contrajerva+  y=0.872x + 16.447 .887 <.001 Limite inferior 38.45
E. odoratum + y=0.968x + 19.564  [31.46, 47.17]
N. lobata Limite superior

y=0.776x + 13.390

Nota.2Las mezclas fueron preparadas en proporcion 1:1 p/p y 1:1:1 p/p/p para cada ensayo.
bEcuacion que representa el modelo de regresion lineal que mejor describe el comportamiento de
los resultados obtenidos. cCoeficiente de determinacién. ®Modelo de regresion lineal significativo
a un nivel de confianza de a=.05. ®Ecuaciones que delimitan el intervalo de confianza al 95% de
la ecuacion del modelo de regresion lineal. ‘Concentracion efectiva media expresada en ug de
cada extracto/ul de mezcla total, entre corchetes se muestran los valores de los intervalos de
confianza.
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Con el objetivo de correlacionar la presencia de los metabolitos secundarios
gue pueden ser los responsables de la bioactividad presentada por los extractos, se
realizaron pruebas para determinar la presencia de metabolitos a los cuales se les
ha atribuido propiedades antiofidicas, tales como alcaloides, antraquinonas,
flavonoides, antocianinas, cumarinas, saponinas, principios amargos, taninos,
aceites esenciales y sesquiterpenlactonas. El analisis fitoquimico se realizd
mediante cromatografia en capa fina y ensayos macro y semimicrométricos como
se describe en la seccion de metodologia. En la Tabla 10 puede observarse que
todos los extractos presentaron alcaloides, antraquinonas, flavonoides,
antocianinas, saponinas, principios amargos Yy sesquiterpenlactonas en su
composicidén quimica, no se observaron las cumarinas en E. odoratum y los aceites
esenciales en D. contrajerva. Por otro lado, ninguno de los extractos mostré la

presencia de taninos. Los resultados se muestran detalladamente en el Anexo 3.

Tabla 10
Tamizaje Fitoquimico de Plantas Evaluadas
Prueba D. contrajerva E. odoratum N. lobata

Alcaloides + + +
Antraquinonas + + +
Flavonoides + + +
Antocianinas + + +
Cumarinas + - +
Saponinas + + +
Principios amargos + + +
Taninos - - -
Aceites esenciales - + +
Sesquiterpenlactonas + + +

Nota.La ausencia se representa con “-“. La presencia de metabolitos se representa con “+”, estos
fueron identificados segun las metodologias descritas en la seccién de materiales y métodos.
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9. DISCUSION

El accidente ofidico esta catalogado por la Organizacion Mundial de la Salud
como una de las 20 enfermedades tropicales desatendidas prioritarias (Gutiérrez et
al., 2015). Es dificil determinar la situacion real del accidente ofidico, sin embargo,
se estima que en Centroamérica cada afio ocurren aproximadamente 5,500 casos.
Estas cifras podrian elevarse, debido a que sucede con mayor frecuencia en areas
rurales, en donde se dificulta monitorear el nimero exacto de victimas, ya que, al
no acudir a un centro de salud, les vuelve invisibles a las estadisticas del pais
(Giovannini & Howes, 2017; Gutiérrez, 2014a).

En Guatemala, como en los otros paises de América Latina, los problemas
de accesibilidad geografica o economica dificultan la atencién hospitalaria del
accidente ofidico y la aplicacion de antisueros efectivos que contrarresten el
envenenamiento, por lo que muchos afectados son tratados por chamanes o
curanderos que utilizan antidotos preparados con plantas medicinales segun sus

recetas tradicionales (Hay, 2002; Saravia et al., 2001a).

Las manifestaciones clinicas del envenenamiento por B. asper son causadas
principalmente por metaloproteinasas dependientes de zinc (SVMPs), fosfolipasas
Az (PLA2) (Angulo & Lomonte, 2009) y serina proteinasas (Pérez et al., 2008; Yong-
Hong et al., 2003). Las SVMPs son enzimas proteoliticas que digieren componentes
de la matriz extracelular y lamina basal del endotelio, produciendo isquemia,
hemorragia local, edema y sangrado sistémico (Delgado & Del Brutto, 2012;
Gutiérrez, Escalante & Rucavado, 2009; Otero-Patifio, 2009).

En el estudio de Saravia y colaboradores (2001a) se realizaron pruebas de
inhibicion sobre algunos de los efectos del veneno de B. asper (letal, hemorragico,
coagulante y actividad fosfolipasa A.) de extractos acuosos y etandlicos de las
especies Neurolaena lobata, Eupatorium odoratum y Dorstenia contrajerva de
manera individual. Los resultados demostraron que ninguno de los extractos inhibi6

efectivamente el efecto hemorragico del veneno en ratones, siendo el extracto
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acuoso de N. lobata el Unico que mostré algun efecto antihemorragico (27%). Asi
mismo, ninguna de las especies del estudio logré neutralizar la dosis letal en
ratones, por lo que los autores concluyeron que no podia recomendarse su uso
aislado hasta realizarse més estudios de validacién. En el mismo estudio se report6
que los antidotos preparados por los chamanes que fueron entrevistados en el area
norte de Guatemala pueden contener varias especies vegetales en su composicion,
cada una de ellas en distintas proporciones, dependiendo del curandero que los
prepare (Hay, 2002; Saravia et al., 2001a). Por esta razén, en el presente estudio
se evalug la capacidad inhibitoria del efecto proteolitico del veneno de B. asper por
mezclas preparadas con extractos etanodlicos de las tres especies del estudio de

Saravia y colaboradores (2001a).

Los resultados de este estudio mostraron que las mezclas conformada por D.
contrajerva + E. odoratum + N. lobata (1:1:1 p:p:p), y por E. odoratum + N. lobata
(1:1 p:p) poseen mayor potencia de inhibicién del efecto proteolitico del veneno en
comparacion con las otras mezcla (D. contrajerva + E. odoratum [1:1 p:p] y D.
contrajerva + N. lobata [1:1 p:p]), ya que las dos primeras tienen una CEso de 38.45
Mg/ul 1C95% [31.46, 47.17] y 45.58 pg/ul IC95% [38.53, 54.17] respectivamente, en
comparacion con la CEsode 137.17 ug/ul IC95% [101.61, 198.45] para la mezcla D.
contrajerva + E. odoratum y 63.48 ug/pl 1C95% [57.50, 70.31] para la mezcla D.
contrajerva + N. lobata.

El aumento de la capacidad inhibitoria de las mezclas E. odoratum + N. lobata
y D. contrajerva + E. odoratum + N. lobata podria atribuirse a una accion sinérgica
entre los metabolitos de las especies vegetales que las conforman, ya que el efecto
sinérgico se conoce como el efecto que se observa al combinar sustancias que
actian mejor en conjunto, que al usarlas individualmente (Williamson, 2001).
Aunque la inhibicion del efecto proteolitico del veneno sobre sustratos como la
azocaseina no sustituye a la prueba de hemorragia local en ratones (Gutiérrez et
al., 2017), existen estudios en donde los extractos de plantas que lograron la
inhibicion de la protedlisis in vitro también neutralizaron el efecto hemorragico en

modelos animales (Patifio et al, 2013; Preciado, Comer, Nufiez, Rey-Suarez &
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Pereafiez, 2018). Estos hallazgos indican que es factible que las mezclas evaluadas

en este estudio puedan inhibir el efecto hemorragico del veneno en ratones.

Las combinaciones de extractos vegetales se han empleado histéricamente
en formulaciones basadas en la experiencia, cuando el sinergismo es conocido o
se sospecha de su existencia, utilizando mezclas de especies vegetales para lograr
el efecto terapéutico como sucede en combinaciones mundialmente conocidas
como el caso de Ginseng y Ginko (Panax ginseng + Ginkgo biloba) o Piper
methysticum + Valeriana officinalis (Williamson, 2001; Gilbert & Ferreira, 2003).

Segun el andlisis de varianza de los resultados, en conjunto con la prueba de
pares de Tukey realizados en este estudio, se concluye que los mayores
porcentajes de inhibicion del efecto proteolitico del veneno se lograron al utilizar las
mezclas que contenian D. contrajerva + E. odoratum + N. lobata y E. odoratum + N.
lobata, las cuales no presentaron diferencia significativa entre si, excepto a la
concentracion de 31.25 ug/ul (Tabla 8). El otro par de mezclas (D. contrajerva + N.
lobata y D. contrajerva + E. odoratum) presentaron diferencias en las
concentraciones ensayadas, siendo la mezcla de D. contrajerva + E. odoratum la

que obtuvo menor porcentaje de inhibicion.

Las mezclas que demostraron ser mas eficaces en base a su CEso contienen
en su composicion los extractos etandlicos de N. lobata y E. odoratum, lo que puede
sugerir que los metabolitos de una o ambas plantas tienen mayor capacidad para
inhibir el efecto proteolitico in vitro de las SVMPs del veneno de B. asper, generando
posibles efectos sinérgicos al momento de trabajar en conjunto, ya que se observé
un efecto significativamente diferente al utilizarse cada una por separado en
combinacion con D. contrajerva. Estas observaciones apoyan la idea de que se
obtendrian resultados diferentes segun las plantas que los chamanes mezclen en

sus recetas tradicionales (Otero et al., 2000; Saravia et al., 2015).

La actividad antiproteolitica observada puede explicarse en gran parte por los

metabolitos secundarios presentes en la composicion quimica de cada uno de los
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extractos, en los que se observé la presencia de flavonoides, antocianinas y

saponinas.

Estos metabolitos han sido identificados como posibles responsables de la
actividad antiproteolitica en otros estudios con venenos de serpientes. El estudio de
Castro y col (1999) en Costa Rica, identifico la presencia de flavonas y antocianinas
en los extractos vegetales que inhibieron totalmente la actividad hemorragica del
veneno de B. asper en ratones, sugiriendo que este efecto se debia a la inhibicion
de las SVMPs. En Colombia, Preciado y col. (2018) demostraron que el flavonoide
miricetina inhibié especificamente la actividad proteolitica y hemorragica de la
metaloproteinasa mas abundante del veneno de la serpiente B. atrox, confirmando
la publicacion previa de Parellada, Suarez & Guinea (1998) en donde se establecio
que los flavonoides y compuestos fendlicos relacionados inhiben a las
metalopeptidasas dependientes de zinc. Asi mismo, en la revision de Santhosh y
col (2013) se reporta que los terpenoides, saponinas, fenoles y flavonoides aislados
de productos naturales inhiben a las SVMPs de serpientes del género Bothrops. El
estudio realizado por Januario y col (2004) utilizando el diterpenoide Bt-CD de tipo
clerodano, mostré actividad anti-hemorragica y anti-proteolitica del veneno de

serpientes Bothrops de Sudameérica.

Se han descrito dos mecanismos por los cuales los compuestos fendlicos
pueden actuar como antivenenos mediante la inhibicibn de metaloproteinasas
dependientes de zinc, los cuales suceden por interaccién directa con el sitio activo
de las metaloproteinasas. Un mecanismo propuesto sucede quelando el ion Zn*? de
forma similar a como lo hace el EDTA, segun han sugerido Nithitanakool y col
(2009). El otro mecanismo propuesto por Pithayanukul y col (2009) es la capacidad
de formar fuertes puentes de hidrogeno cercanos al sitio activo, dando como
resultado la inhibicion de la actividad enzimatica por bloqueo del sitio activo e

interaccion con el ion Zn*2.

Son varios los estudios en donde se ha recopilado el uso etnobotanico de las

especies de la presente investigacion para el tratamiento de la mordedura de
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serpiente (Félix-Silva, Silva-Junior, Zucolotto & Fernandes-Pedrosa, 2017;
Giovannini & Howes, 2017; Hay, 2002), los cuales coinciden en que las partes
empleadas son hojas, tallos y partes aéreas, resaltando su uso externo y en algunos
casos uso interno. Las plantas se aplican en cataplasmas, emplastos, infusiones o
decocciones para ser ingeridas o lavar el area afectada (Anexo 5), utilizando varias

plantas a la vez, segun reporté Hay (2002).

En el caso de Guatemala, se puede mencionar que el uso reportado para las
hojas de N. lobata es por medio de cataplasma siendo masticadas inicialmente por
el paciente y luego aplicadas sobre la mordedura (Hay, 2002; Saravia et al, 2001a).
De esta especie también se han reportado otras actividades biolégicas como
cicatrizante y antiinflamatorio que pueden contribuir a la recuperacion del paciente
(McKinnon et al., 2014).

Es necesario realizar pruebas mas especificas para evaluar la efectividad de
las mezclas mas promisorias de esta investigacion, para inhibir los efectos
sistémicos producidos por el veneno como la desfibrinogenacién producida por su
accion procoagulante, hemorragia, letalidad y actividad PLA2; ya que dichas
pruebas se sugieren como parametros para el control de la potencia y efectividad
de los antivenenos (Gutiérrez, Lomonte, Sanz, Calvete & Pla, 2014). Los resultados
de este tamizaje determinaran cientificamente el verdadero valor terapéutico de

estas plantas en el tratamiento temprano del envenenamiento por B. asper.
Asi mismo, para garantizar el uso seguro de las mezclas evaluadas en este

estudio, debera determinarse en futuras investigaciones su toxicidad, asi como

también debera estandarizarse la forma y dosis en la que deberan administrarse.
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10. CONCLUSIONES

10.1. Tres mezclas de las cuatro mezclas evaluadas de tres extractos vegetales
inhibieron mas del 50% del efecto proteolitico del veneno de B. asper, siendo
la mejor la mezcla conformada por D. contrajerva + E. odoratum + N. lobata,

por lo tanto, se acepta la hipotesis del estudio.

10.2. Se observo que las mezclas de D. contrajerva + E. odoratum + N. lobata y E.
odoratum + N. lobata fueron las més eficaces para inhibir el efecto proteolitico

(250%) del veneno de B. asper a la mayor concentracion evaluada.

10.3. Se evidencié la presencia de flavonoides, antocianinas, y saponinas en la
composicién quimica de las especies evaluadas, principios activos a los que
se les ha atribuido previamente la capacidad para inhibir el efecto de las

SVMPs del veneno de B. asper en estudios similares.
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11. RECOMENDACIONES
11.1. Evaluar las mezclas de extractos del estudio con pruebas especificas que
permitan observar su capacidad para inhibir los efectos locales del veneno de
B. asper no estudiados en esta investigacion, tales como hemorragia local,

inflamacién o edema.

11.2. Realizar estudios de toxicidad para garantizar el uso seguro de los extractos

vegetales individuales y en mezclas.

11.3. Realizar un fraccionamiento de los extractos de D. contrajerva, E. odoratum
y N. lobata, para una separacion selectiva de los posibles metabolitos
secundarios responsables de la actividad antiofidica, para su posterior

identificacion.

11.4. Siendo N. lobata la especie en comun en las mezclas promisorias de este
estudio, realizar estudios in silico de las moléculas que se han reportado con
actividad antiofidica, para identificar su relacidon estructura—actividad elucidando

el mecanismo de accion.
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13.ANEXOS

Anexo 1. Mapa de georreferencia de especies vegetales
Figura 1. Lugares de colecta en Guatemala de las tres especies vegetales
evaluadas
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Anexo 2. Capacidad de los extractos etandlicos del estudio para inhibir los
efectos proteoliticos del veneno de Bothrops asper
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Nota: Composicion de las mezclas: Mezcla 1 = D. contrajerva + E. odoratum. Mezcla 2 = D.

contrajerva + N. lobata. Mezcla 3 = E. odoratum + N. lobata. Mezcla 4 = D. contrajerva + E. odoratum
+ N. lobata.
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Anexo 3. Caracterizacion de metabolitos secundarios

En la Tabla 3.1 se observan los resultados obtenidos para la identificacion de
alcaloides.

Tabla 3.1. Deteccion de alcaloides por medio de cromatografia en capa fina.

Muestra Bandas Color Rf
D. contrajerva 1 Café 0.74
E. odoratum 1 Café 0.66
N. lobata 1 Naranja 0.79
Estandar Atropina 1 Café 0.39
Estandar Papaverina 1 Naranja 0.64

Fuente: Datos experimentales. Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales -LIPRONAT-,
USAC.

Figura 2. Cromatografia en capa fina de alcaloides

Fuente: Datos experimentales. Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales -LIPRONAT-,
USAC.

En la Tabla 3.2, se muestran la presencia de antraquinonas determinada por
cromatografia en capa fina, todas las muestras evidenciaron la presencia de una
gran diversidad de bandas.

63



Tabla 3.2. Deteccién de antraquinonas por medio de cromatografia en capa fina.

64

Muestra Bandas Color Rf
D. contrajerva 1 Amarillo 0.70
E. odoratum 1 Rojo 0.23
2 Rojo 0.49
3 Rojo 0.54
4 Rojo 0.59
5 Rojo 0.63
6 Amarillo 0.69
7 Rojo 0.74
N. lobata 1 Rojo 0.54
2 Rojo 0.60
3 Rojo 0.63
4 Rojo 0.73
Estandar Antraquinonas 1 Celeste 0.39

Fuente: Datos experimentales. Laboratorio de Investigaciéon de Productos Naturales -LIPRONAT-,

USAC.

Figura 3. Caracterizacion de antraquinonas.

Fuente: Datos experimentales. Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales -LIPRONAT-,

USAC.

En la Tabla 3.3, se muestran los resultados obtenidos para flavonoides por

cromatografia en capa fina, todas las muestras evidenciaron la presencia de dichos

compuestos con una gran diversidad de bandas.
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Tabla 3.3. Deteccién de flavonoides por medio de cromatografia en capa fina.
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Muestra Bandas Color Rf
D. contrajerva 1 Azul 0.31
2 Morado 0.37
3 Naranja 0.51
4 Azul 0.66
5 Amarillo 0.83
E. odoratum 1 Azul 0.46
2 Amarillo 0.51
3 Morado 0.60
4 Morado 0.64
5 Naranja 0.73
6 Amarillo 0.76
7 Amarillo 0.86
N. lobata 1 Naranja 0.33
2 Amarillo 0.49
3 Naranja 0.59
4 Amarillo 0.67
Estandar Kampferol 1 Verde 0.71
Estandar Quercetina 1 Naranja 0.74
Estandar Acido clorogénico 1 Amarillo 0.49
Estandar Rutina 1 Naranja 0.29

Fuente: Datos experimentales. Laboratorio de Investigaciéon de Productos Naturales -LIPRONAT-,

USAC.
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Figura 4. Caracterizacion de flavonoides.
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Fuente: Datos experimentales. Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales -LIPRONAT-,

USAC.

En la Tabla 3.4 se observan los resultados obtenidos para la identificacion de

antocianinas.

Tabla 3.4. Deteccion de antocianinas por medio de cromatografia en capa fina.

Muestra Marca Color Rf
D. contrajerva 1 Azul 0.39
2 Morado 0.43
3 Verde 0.71
4 Azul 0.87
E. odoratum 1 Morado 0.46
2 Azul 0.51
3 Azul 0.66
4 Azul 0.71
5 Rojo 0.84
N. lobata 1 Azul 0.54
2 Azul 0.76
3 Rojo 0.87
Estandar Rojo de sudan 1 Rojo 0.97

Fuente: Datos experimentales. Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales -LIPRONAT-,

USAC.
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Figura 5. Caracterizacion de antocianinas.

Fuente: Datos experimentales. Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales -LIPRONAT-,
USAC.

En la Tabla 3.5, se muestran los resultados para evaluar la presencia de cumarinas,

las cuales se evidenciaron en los extractos de D. contrajerva y N. lobata.

Tabla 3.5. Deteccion de cumarinas por medio de cromatografia en capa fina.

Muestra Marca Color Rf
D. contrajerva 1 Azul 0.07
2 Verde 0.40
3 Azul 0.76

E. odoratum
N. lobata 1 Azul 0.36
Estandar Umbeliferona 1 Azul 0.06
Estandar Cumarinas 1 Celeste 0.04
2 Verde 0.46
3 Azul 0.98

Fuente: Datos experimentales. Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales -LIPRONAT-,
USAC.
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Figura 6. Caracterizacion de cumarinas.

Fuente: Datos experimentales. Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales -LIPRONAT-,
USAC.

En la Tabla 3.6, se muestran los resultados obtenidos para detectar la presencia de
saponinas, evidenciandose su presencia en las tres plantas evaluadas.

Tabla 3.6. Deteccion de saponinas por medio de cromatografia en capa fina.

Muestra Marca Color Rf
D. contrajerva 1 Morado 0.43
E. odoratum 1 Morado 0.40
N. lobata 1 Morado 0.39
2 Morado 0.61
Estandar Saponinas 1 Morado 0.93

Fuente: Datos experimentales. Laboratorio de Investigaciéon de Productos Naturales -LIPRONAT-,
USAC.
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Figura 7. Caracterizacion de saponinas.

Fuente: Datos experimentales. Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales -LIPRONAT-,
USAC.

En Tabla 3.7, se muestran los resultados obtenidos para la evaluacion de
sesquiterpenlactonas por cromatografia en capa fina, todas las muestras
evidenciaron la presencia de dichos compuestos con una gran diversidad de

bandas.
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Tabla 3.7. Deteccién de sesquiterpenlactonas por medio de cromatografia en capa

fina.
Muestra Marca Color Rf
D. contrajerva 1 Amarillo 0.69
2 Azul 0.73
E. odoratum 1 Café 0.35
2 Verde 0.49
3 Naranja 0.59
4 Azul 0.66
5 Naranja 0.73
6 Rojo 0.81
N. lobata 1 Café 0.49
2 Naranja 0.57
3 Naranja 0.70
4 Amarillo 0.73
5 Rojo 0.77
6 Naranja 0.81
Estandar N. lobata 1 Naranja 0.74
2 Amarillo 0.79

Fuente: Datos experimentales. Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales -LIPRONAT-,

USAC.

Figura 6. Caracterizacion de sesquiterpenlactonas.

Fuente: Datos experimentales. Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales -LIPRONAT-,

USAC.
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Anexo 4. Monografias de plantas
TRES PUNTAS

Neurolaena lobata(L.) Cass(ASTERACEAE)

Sinonimias

Conyza lobata L., Calea lobata
Caleasuriani Cass, ConyzasymphitofofiaMill.
Neurolaena integrifoliaKlatt, Plucheasymphytifolia (Mill.) Gillis

Otros nombres populares
En Guatemala se le conoce también

como Hierba de coronas, gavilana y mano de
lagarto, arnica, hierba amarga, quina y
tabaquillo. En paises como Costa Rica, Panaméa
y Colombia es llamada contragavilana,
valeriana, salvia-gavilana y patelancha (Blair
Trujillo & Madrigal, 2005).

Partes recomendadas para su usO cOmo
antiofidico

Hojas y tallos (Binorkar & Jani, 2012)
Cbémo es la planta

Planta perenne, por lo general
escasamente ramificada, a menudo arbustiva,
gue puede crecer 1 - 4 metros de altura (Ospina
& Pinzén, 1995). Tallo estirado, pubescente,
muy ramificado, suave, casi esférico, con
abundante médula blanca. Hojas alternas, las
adultas inferiores lobuladas (tres lobulos, los
laterales mas cortos que el central) opuestas,

N Sy, 5 Wi
By y i -

(1) Tallo, hoja y flores; (2) Hojas y

flores.
Localidad: Ciudad Universitaria,
zona 12.
Fotografias por Michael Mo.
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ovado — lanceoladas, hasta oblongo lanceoladas, margen serrada o denticulado,

apice y base acuminados, limbo hasta de 25 cm de largo x 9 cm de ancho en la

parte media, asperas en el haz. Inflorescencias en corimbos o paniculas de

cabezuelas pediceladas; flores amarillas, involucro con 3 o 4 series de bracteas
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imbricadas. Aquenio glabro con vilano de aristas blancas densas (Blair Trujillo &
Madrigal, 2005).

Donde crece

Crece en matorrales hiumedos o muy humedos y algunas veces en bosques
de encino, comunmente en vegetacion secundaria, a menudo en campos
cultivados, a orillas de rios con arbustos y laderas abiertas y bordes de caminos
(Blair Trujillo & Madrigal, 2005). Nativa desde el sur de México hasta el norte de
Colombia y Venezuela, incluyendo las islas del Caribe. Se distribuye desde el nivel
del mar hasta 1450 msnm de altura. En Guatemala, se encuentra en Alta Verapaz,
Chiquimula, Escuintla, 1zabal, Petén, EIl Progreso, Quetzaltenango, Retalhuleu, San

Marcos, Santa Rosa y Suchitepéquez (Nash & Williams, 1976).

Composicion quimica de la parte medicinal

La planta contiene derivados de timo, lactona. Las hojas contienen las
sesquiterpenlactonas lobatinas A y B y neurolaninas Ay B. De las hojas se han
aislado once flavonoides: cinco derivados de quercetagenina, cuadro derivados de

kaempferol y dos derivados de luteolina(Ospina & Pinzon, 1995).

Usos medicinales populares

Se utilizan las hojas en decoccién por via oral para diabetes y diarrea. De
manera especial en Guatemala se utiliza contra el paludismo en una decoccion de
las hojas por via oral; 5-8 hojas en una taza de agua hirviendo. Se le atribuye
propiedad antibibtica, antimalarica, aperitiva, carminativa, diurética, espasmolitica,
febrifuga, hipoglicémica, hipotensora y ténica (Caceres, 2006).Su actividad
hipoglucemiante ha sido popular en areas rurales del pais, lo que ha dado paso a
estudios que comprueban que su efecto inicia a los 90 minutos después del
consumo (Andrade-Cetto, Cruz, Cabello-Hernandez & Cardenas Vasquez, 2019;
Andrews, Wyne & Svenson, 2018). Su actividad antiinflamatoria ha sido confirmada
por el alto contenido de sesquiterpenlactonas presente en extractos etandlicos
(McKinnon et.al., 2014).
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Propiedades antiofidicas medicinales demostradas

Muestra una proteccion parcial frente a hemorragias causadas por
accidentes ofidicos (Gomes et al., 2010). De forma etnoboténica es utilizada para
el tratamiento de mordeduras de serpientes y otros animales ponzofiosos (Vasquez
et al., 2013). Los flavonoides son capaces de inhibir diferentes tipos de proteasas,
actuando como ligandos pequefios, bloqueando la capacidad proteolitica de las
enzimas dependientes de zinc, por lo cual podrian inhibir la actividad hemorragica
del veneno (Castro, Gutiérrez, Barrios, Castro, Romero & Umafa, 1999).

Efectos toxicos de la planta
En las raices se han aislado varios flavonoides derivados de kaempferol,
quercetina y luteolina. Hojas y tallos son usados como veneno para peces y como

insecticida en las Indias Occidentales (Blair Trujillo & Madrigal, 2005).
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Eupatorium odoratum L.(ASTERACEAE)

Sinonimias

Ageratinaligustrina(DC.) R.M. King & H.
Ageratinacaeciliae (B.L. Rob.) R.M. King & H. Rob.
Ageratinaplethadenia (Standl. &Steyerm.) R.M. King & H. Rob.
Ageratum glaucum, Eupatorium biceps Klotzsch ex Vatke
Eupatorium caeciliaeB.L. Rob, Eupatorium ligustrinum DC.
Eupatorium micranthum Less, Eupatorium myriadeniumSchauer
Eupatorium plethadeniumStand|. &Steyerm, Eupatorium semialatumBenth.
Eupatorium vetularumStandl. &Steyerm, Eupatorium weinmannianum Regel
&Korn(Robinson, 1990).

Otros nombres populares

Bacché, bac-ché, bac ce’, q'eqcikay
(Lenguas nativas de Guatemala), barretillo, chicajol
(espafiol de Guatemala), amargoso, escoba
amarga, flor de pascua, hoja lisa, mafitero, pascua
(espafiol de Honduras), ch'a te', k'anal ton ch'a te’,
muk'tikch'a te', sakilch'ajtez, sakilpayte (Chiapas,
México) (Davidse, Sousa, Knap&Chiang, 2016).

Partes recomendadas para su uso como antiofidico
Hojas (Hay, 2002; Saravia, 2001).

Como es la planta

Arbol fragil de 1.5-6 m de altura, ramas

cafés, densamente puberulentas; tallo café- B

tomentoso; raices semi-lefiosas y ramificadas.
Hojas gruesas, opuestas, peciolos cortos, de
forma rectangular angostamente lanceoadas, 4-12
cm de ancho, punteadas en los extremos, mas o
menos aserradas, verde oscuro; en la superficie
posee vellosidades. Inflorescencias numerosas,

(1) Hojas, tallo e inflorescencia (2)
Inflorescencia

Localidad: Cobén, A. V.
Fotografias por: Michael M6

en forma de racimo o cabeza de 6-7 mm de largo, los racimos son redondeados y
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muy ramificados presenta vellosidades cafés; flores fragantes, menudas, blancas o
rosado nacarado. Aqueninos de 2-3 mm de largo, angostamente oblongos,

ligeramente estrigosos (Caceres, 1996).

Donde crece

En terreno ondulado, bosque de Pinus rudis, no se reproduce cuando solo
guedan unos pocos arboles, sobre todo la vegetacionarbustival-3m de altura, rozo,
dominado por Baccharis, Quercus, y Buddleia. De clima tropical se encuentra desde
el sur de México hasta Costa Rica. (The New York Botanical Garden, 1983; Encina,
Zarate, Estrada, Valdés, & Villareal, 2009).

Composicion quimica de la parte medicinal

De las hojas, se han logrado aislar de extractos: acido oleanolico
sesquiterpenlactonas, derivados de oplopanona como la cinamoiloxioplopanona,
lactonas del tipo eudesmanolidos asi como derivados del 8R3-hidroxireinosina y 813-
hidroxibalchanina (Lang, Passreiter, Medinilla & Castillo , 2000). De los tallos y hojas
colectadas en Costa Rica mediante medios cromatograficos obteniendo
sesquiterpenoscariofileno, cariofileno-epoxido correspondiente, espatulenol, el
triterpenolupeol, el flavonoide cisimaritina, siete lactonas sesquiterpénicas, acido
sarracinico, acido lignano y pinorresinol(Rojas, Castro, Ciccio & Tamayo, 1990). Por
otro lado, en hojas recolectadas en Guatemala se determind por cromatografia en
capa fina la presencia de principios amargos, alcaloides, cumarinas, arbutina,

antraglicésidos, flavonoides y aceites esenciales (Mufioz, 1997)
Usos medicinales populares

La decoccion de las hojas se utiliza popularmente en Alta Verapaz para el
tratamiento de la malaria, diabetes, amebiasis, hepatitis, inflamacion estomacal e

intestinal (Lang, Passreiter, Medinilla & Castillo , 2000).

Propiedades antiofidicas y medicinales demostradas
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El extracto etandlico de E. odoratum neutraliz6 parcialmente el efecto
coagulante del veneno de B. asper y el extracto acuoso inactiva la trombina en
ensayos de preincubacion, lo que produce la incoagulabilidad sanguinea (Saravia,
2001).

El extracto acuoso posee efecto hipoglucemiante en ratas normales y en
diabéticas inducidas con aloxano a una dosis de 1,000 mg/kg (Martinez , 1990). Se
determiné la actividad antiinflamatoria de la infusibn acuosa de hojas en ratas
hembras albinas (Veldsquez, 2008). Estudios antimicrobianos demostraron que la
tintura de las hojas es activa contra bacterias (E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, S
pyogenes, S. flexneri, S. tuphi) con una CIM para S. aureusy S. pyogenesde 1
mg/ml, hongos levaduriformes (C. Albicans, C. neoformans) con una CIM de
10mg/mly hongos filamentosos (E. floccosum, M. gypseum, T. rubrum) con una CIM
para T. rubrum de 5 mg/ml y de 10 mg/ml para los otros dermatofitos (Caceres,
1996).

Efectos toxicos de la planta

Para el extracto acuoso de la planta se demostr6 un buen margen de
seguridad en dosis de 0.2 a 6.4 g/kg con un DLso en raton mayor a 6.4 g/kg (Céceres,
1996).
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CONTRAHIERBA
Dorstenia contrajerva L. (MORACEAE)

Sinonimias
Dorstenia contrajerva subsp. TenuilobaS.F. Blake, Dorstenia contrajerva var.
houstonii,
Dorstenia alexiteriaL., Dorstenia maculataLem., Dorstenia palmataWilld. Ex
Schult.,
Dorstenia quadrangularisStokes.

Otros nombres populares

Contrahierba,; Mano de ledn
(Quetzaltenango); Hierba de sapo (Petén);
Cambahan (Petén, Maya); Contadul
(Chimaltenango), matadolor, Drakena—Tarofé,
Tarapé, Caépia. Otros Idiomas:
inglés:contrayerva; portugués: Contra-erva;
aleman: Widergift; francés: Contrayerva;

italiano: contraierva(Ordofiez, 2007).

Partes recomendadas para su uso como
antiofidico

Los remedios vegetales se administran
por via oral o por aplicacion externa en la herida
0 ambos, segun las creencias esto proporciona
proteccion contra el veneno si se toma 7-14 dias
antes de iniciar una actividad de riesgo como
tala de arboles o corte de madera (Coe &
Anderson, 2005). Se utiliza la raiz como antidoto

para las mordeduras de vibora, la rabia y la

intoxicacion por alimentos. El tratamiento

(1) Hojas (2) Habito
consiste en ingerir el rizoma seco o pulverizado | Localidad: Samayac, Suchitepéquez
Fotografias por: Michael Mo

o bien, elaborar un té con las hojas y el tallo

(Samayoa, 2008).
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Como es la planta

Planta acaulescente o casi acaulescente. Hojas frecuentemente muy
numerosas y amontonadas, largamente pecioladas, pinadamente lobadas o casi
palmadamente lobadas, escasamente escabrosas o puberulentas, usualmente algo
rugosas al tacto, los I6bulos agudos a acuminados, estrechos o amplios.
Receptaculos en largos pedunculos delgados, cuadrangulares o profunda o
irregularmente lobados, acrescentes en edad y 2-5 cm de ancho, escaberuloso
abajo (Caceres, 2011).

Donde crece

Se encuentra en bosques tropicales, lugares humedos y sombreados.
Crecen alrededor de 1,800 metros; se encuentra en Petén, Alta Verapaz,
Chiquimula, Jalapa, Santa Rosa, Escuintla, Guatemala, Sacatepéquez,
Chimaltenango, Retalhuleu, Quetzaltenango y Huehuetenango. En Sur América,

México, y desde Honduras hasta Panama (Ordoiiez, 2007).

Composicion quimica de la parte medicinal

Hojas: alcaloides, péptidos como la contrayervina y el psoraleno de 5-(3-4-
epoxi-2-7-dimetil-6-7-octenoil). Rizoma: mucilagos, la cumarina dorsteniol y el
cardenolidosiriogenina. Partes aéreas: furanocumarinasglucosiladas como a-L-
rhamnopiranosil-(1—6)-B-D-glucopiranosil-bergaptol, bergapten, 4-[[3-(4,5-dihidro-
5,5-dimetil-4-oxo-2-uranil)butiljoxi]-7H-furo[3,2-g][1]benzopiran-7-one,bergaptol,
catequina y epicatequina, geiparvarina, 2,3-dihidro-2-isopropenil-6-
metoxibenzofurano, (2S*, 1'S*)-2,3-dihidro-2-(1’-hidroxi-1’acetiloximetiletil)-7H-
furo[3,2][1]benzopiran-7-o0 (Diaz & Flores, 2015).

Usos medicinales populares

Otros usos comunes son para malestares relacionados con el aparato
digestivo tales como bilis, disenteria, vomito, dolor de estomago y mala digestion;
asi como para tratar las caries. La raiz en cocimiento es utilizada en padecimientos

ginecolégicos o venéreos. El latex se aplica de manera externa para la cicatrizacion
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de las heridas, ademas de emplearse contra la disipela, erisipela y paperas;
mientras que por via oral se utiliza en casos de tos crénica, diabetes, inapetencia y
paludismo. Estimulante, tonica diaforética, recomendada en las fiebres putricas y

adinamicas(Samayoa, 2008).

Propiedades antiofidicas y medicinales demostradas

El extracto etandlico de D. contrajerva logré una inhibicién pobre (menor del
50%) del efecto hemorragico del veneno de B. asper. Tanto el extracto etandlico
como el acuoso también presentaron actividad coagulante sanguinea (Saravia,
2001).

El péptido de contrayervina produjo una fuerte inhibicion del efecto citopatico
de la infeccion del virus de inmunodeficiencia humano HIV (HIV-1rr) en una linea
celular de linfocitos T-linfoblastos humana. Se ha determinado que los polifenoles
de la raiz son antipiréticos, astringentes e hipotensores. La contrayervina aislada
(parte no especificada) tiene un efecto inhibitorio citopatico contra la infeccion de
una linea del virus HIV. La actividad contra las fiebres, diarrea y mordeduras de
serpientes se le atribuye a las cumarinas, chalconas, flavonas y flavononas
(Bokesch et al., 2004). Un estudio in vitro, demostré que la geiparvarina, una
cumarina 7-substituida, inhibe el carcinoma humano de la nasofaringe. El extracto
etandlico de la raiz posee actividad inhibitoria sobre la via clasica del complemento,
pero es inactiva en la via alterna. El extracto etandlico de la flor es inactiva sobre la

via alterna y clasica (Castillo, Osorio, Paz, & Caceres, 2005)

Se aislaron dos nuevos bencilbenzofuranos, dorsjervin Ay dorsjervin B, junto
con otros nueve compuestos, los cuales fueron evaluados en cuanto a una actividad
anti-leishmania in vitro, dos de los once compuestos evaluados fueron activos contra
leishmania (Peniche-Pavia, Medrano-Nahuat, Torres-Tapia, Mut-Martin, Garcia-
Miss & Peraza-Sanchez, 2016)

Efectos toxicos de la planta

No se encontraron datos sobre la toxicidad de la especie.
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Anexo 5. Formas de preparacion fitoterapéutica.

Cataplasmay Emplasto

La cataplasma se prepara machacando la parte medicinal de la planta, se calienta
y aplica directamente sobre el area que se desea tratar. En el emplasto se mezcla
la planta con una harina, logrando una pasta que se aplica igual que la cataplasma.
Se administran para calmar dolores o inflamaciones, madurar abscesos y resolver

catarros e inflamaciones de las vias respiratorias.

Se prepara de la siguiente forma: Recoger un manojo de la planta tierna y fresca,
lavarla bien con agua. Machacarla hasta lograr una pasta. Envolver en un pafio
limpio y colocar sobre el &rea afectada. Las cataplasmas también pueden realizarse
con las hierbas secas, mezclandolas con agua hirviendo y haciendo una pasta, que
a la temperatura adecuada se aplica en el area afectada. En el caso del emplasto
se cocina la harina (trigo, avena, cebada o linaza) y se le incorpora la planta

deseada.

Infusion

También llamada apagado o té, forma parte de una cultura de consumo de hierbas
aromaticas que se usan no soélo con fines medicinales. Consiste en dejar en
contacto por 3-5 minutos la parte materia vegetal (hojas, flores y tallos) con agua
hirviendo. Por no usar calor directo garantiza que sus partes no sufran deterioro. Se
utiliza para hacer preparaciones de las partes suaves como flores y hojas.

Se prepara de la siguiente forma: Colocar 1-2 cucharadas de la planta en una taza,
agregarle agua hirviendo, tapar, dejar reposar de 5-10 min, colar, endulzar al gusto
y beber caliente. Las infusiones no deben conservarse por mucho tiempo, lo ideal

es prepararlas justo antes de beberlas.
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Decoccion o cocimiento

Se prepara hirviendo durante algunos minutos la planta y luego se filtra; es
ampliamente usado para preparaciones caseras, pero en ocasiones la aplicacion de
calor puede destruir los principios activos, sobre todo cuando el principio activo es
un aceite esencial o un aroma. Debe utilizarse para las partes duras de la planta
como: troncos, raices, cortezas y semillas y tomando en cuenta que los principios

activos sean termoestables.

Se prepara de la siguiente forma: Colocar 2 cucharadas de la planta desmenuzada
en una ollita o recipiente que no sea de aluminio; agregar dos tazas de agua, tapar,
poner al fuego y hervir durante 5 min Colar, exprimir ligeramente y enfriar hasta una

temperatura agradable.

Lavados
Es la aplicacion de infusiones, cocimientos o tinturas diluidas para tratar
topicamente afecciones externas localizadas como heridas, llagas, Ulceras,

hemorroides, vaginitis y otras afecciones de la piel 0 mucosas.

Para su preparacion se debe hacer un cocimiento o infusion de la parte de la planta

indicada, colar y aplicar en forma de bafio en el area afectada.
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