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Presentacion de la Coleccion Biblioteca Plural

La Universidad de la Republica (Udelar) es una institucién compleja, que
ha tenido un gran crecimiento y cambios profundos en las ultimas décadas. En
su seno no hay asuntos aislados ni independientes: su rico entramado obliga a
verla como un todo en equilibrio.

La necesidad de cambios que se reclaman y nos reclamamos permanente-
mente no puede negar ni puede prescindir de los muchos aspectos positivos que
por su historia, su accionar y sus resultados, la Udelar tiene a nivel nacional, re-
gional e internacional. Esos logros son de orden institucional, ético, compromiso
social, académico y es, justamente a partir de ellos y de la inteligencia y voluntad
de los universitarios que se debe impulsar la transformacion.

La Udelar es hoy una institucién de gran tamano (presupuesto anual de
mads de cuatrocientos millones de délares, cien mil estudiantes, cerca de diez mil
puestos docentes, cerca de cinco mil egresados por afio) y en extremo heterogé-
nea. No es posible adjudicar debilidades y fortalezas a sus servicios académicos
por igual.

En las tltimas décadas se han dado cambios muy importantes: nuevas fa-
cultades y carreras, multiplicacion de los posgrados y formaciones terciarias, un
desarrollo impetuoso fuera del drea metropolitana, un desarrollo importante de
la investigacién y de los vinculos de la extension con la ensenanza, proyectos muy
variados y exitosos con diversos organismos publicos, participacion activa en las
formas existentes de coordinacién con el resto del sistema educativo. Es natural
que en una institucion tan grande y compleja se generen visiones contrapuestas
y sea vista por muchos como una estructura que es renuente a los cambios y que,
por tanto, cambia muy poco.

Por ello es necesario

a. Generar condiciones para incrementar la confianza en la seriedad y las
virtudes de la institucion, en particular mediante el firme apoyo a la
creacién de conocimiento avanzado y la ensenanza de calidad y la plena
autonomia de los poderes politicos.

b. Tomar en cuenta las necesidades sociales y productivas al concebir las
formaciones terciarias y superiores y buscar para ellas soluciones supe-
radoras que reconozcan que la Udelar no es ni debe ser la Gnica institu-
cién a cargo de ellas.

c. Buscar nuevas formas de participacion democratica, del irrestricto ejer-
cicio de la critica y la autocritica y del libre funcionamiento gremial.

El anterior Rector, Rodrigo Arocena, en la presentacién de esta coleccion,
incluy6 las siguientes palabras que comparto enteramente y que complemen-
tan adecuadamente esta presentacion de la coleccién Biblioteca Plural de la

—
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Comision Sectorial de Investigacion Cientifica (cs1c), en la que se publican tra-
bajos de muy diversa indole y finalidades:

La Universidad de la Republica promueve la investigacion en el conjunto de
las tecnologias, las ciencias, las humanidades y las artes. Contribuye, asi, a la
creacion de cultura; esta se manifiesta en la vocacién por conocer, hacer y
expresarse de maneras nuevas y variadas, cultivando a la vez la originalidad, la
tenacidad y el respeto por la diversidad; ello caracteriza a la investigacién —a
la mejor investigacién— que es, pues, una de la grandes manifestaciones de la
creatividad humana.

Investigacion de creciente calidad en todos los campos, ligada a la expansién
de la cultura, la mejora de la ensenanza y el uso socialmente util del conoci-
miento: todo ello exige pluralismo. Bien escogido esta el titulo de la coleccion
a la que este libro hace su aporte.

Roberto Markarian
Rector de la Universidad de la Republica

Mayo, 2015

Universidad de la Republica



In memorian al profesor Armando I. A Ricciardi

El profesor A. Ricciardi fue un académico

cuya trayectoria ha sido, y es, reconocida

en su pais (Argentina) 9 a nivel internacional
por su capacidad como investigador

en el drea de la quimica de los productos naturales
9 sus aplicaciones. Un campo en el que hizo
importantes contribuciones reflejadas

en sus publicaciones y su reconocida capacidad
como docente.

Quienes hemos tenido la oportunidad de conocerlo
nos sentimos afortunados y honrados

de haber podido colaborar

con el profesor A. Ricciardi pero, sobre todo,

de haber tenido la suerte de disfrutar

de su amistad, vivir buenos momentos y al mismo
tiempo verificar su rigor cientifico

9 gran capacidad intelectual.






Introduccion

El estudio de las plantas medicinales se remonta al principio de la evolucion
del hombre sobre la Tierra, siendo la fitoterapia considerada como la medicina
mads ancestral por excelencia. Son numerosas las observaciones del empleo de
plantas por los animales, por ejemplo las comadrejas cuando deben enfrentar-
se a una serpiente suelen envolverse en hojas de llantén, y las aguilas andinas
cuando son picadas frotan sus partes heridas sobre la planta Mikania guaco con
propiedades antiofidicas. Se puede destacar entre otros hechos, lo sucedido con
el conquistador Diego Rojas que fue herido por los indigenas con una flecha
envenenada y observandolos encontrd el antidoto en el zumo de Dorstenia bra-
siliensis, contrayerba.

Al conocimiento de los productos naturales vegetales se vincula el interés
en la diversidad bioldgica, la preservacion de las especies autdctonas, la posibi-
lidad de lograr especies, variedades, hibridos o clones con rendimiento elevado
estable mediante bioingenieria, el aseguramiento de la calidad, la produccién de
materias primas vegetales por cultivos controlados, alternativas de produccion
diversificada a regiones aptas, el menor costo de los fitoterapicos con respecto
a los farmacos de sintesis, aceptacion de la medicina tradicional en poblaciones
en las que la fitoterapia es la base de toda terapia, etc. Es decir, un problema
cientifico de interés botdnico, fitoquimico, quimiotaxonémico, pero también
econémico (Ricciardi, 2000).

En Sudamérica, se cuenta con una extensa tradicion en el empleo de plantas
medicinales, que se remonta a la época de los indigenas, conocimiento que nos
transmitieran los cronistas espanoles y jesuitas de la época de la colonia y se publi-
caran como: Materia Médica Misionera (1945) de autoria atribuida al Hno. Pedro
de Montenegro, S.J.; De Natura Novi Orbis (1588) de José de Acosta; Descripcion
chorographica del Terreno Rios, arboles y animales de las dilatadissimas Provincias
del Gran Chaco, Gualamba, y de los Ritos y costumbres de las inumerables nacio-
nes barbaros e infideles que le habitan. Con una cabal Relacion Historica de lo que
en ellos han obrado para conquistarlas algunos Gobernadores y Ministros Reales, y
los Misioneros Jesuitas para reducirlos a la_fé del Verdadero Dios (1733) del padre
Pedro Lozano de la Compania de Jesus, Historia de Abiponibus, equestris bellicos
aque Paraguariae natione (1783-1784) de Martin Dobrizhoffer, obra traducida al
castellano en 1967 como Historia de Abiponibus por la Clara Vedoya de Guillén
y editado por la Facultad de Humanidades de la uN.NE. (trad.); Hacia alld y para
acd. Una estada entre los indios mocobies (1749-1767), de Floridn Paucke; Saggio
sulla storia naturale della provincia del Gran Chaco e sulle pratiche, e su’ costumi
dei popoli che labitano (1789) de José Jolis, traducida y editada con el titulo de
Ensayo sobre la Historia natural del Gran Chaco en 197 2; Historia de la conguis-
ta del Paraguay, Rio de la Platay Tucuman (1882) de José Guevara;, Paraguay

P

Natural (1767) de José Sanchez Labrador; Descripcion historia y geografia de la f——
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ciudad de San Juan de Vera de las siete Corrientes, sus términos y jurisdiccion
(1759) de Bernardino Lépez de Lujén.

Obras mas recientes como las de Félix de Azara y Amado Bonpland Diario
botdnico (1849); Pedro Tturralde Erbe medicinali del Chaco (1925); Martinez
Crovetto Uso de plantas medicinales por las etnias indigenas; Chifa y Ricciardi
relevamiento publicado en 2000 por la fundacién Miguel Lillo, Misceldnea r17
que proveen un cumulo de informacién de gran interés, debido a la posibili-
dad de validacion de esas propiedades y el empleo de plantas, en condiciones
de calidad y contenido en principios activos controlados y certificados o como
fuente de nuevos farmacos y sin efectos colaterales indeseables (Ricciardi, 2003;
Ricciardi, 2010b).

En 1998, los editores del New England Journal of Medicine declararon «es
tiempo que la comunidad cientifica detenga el libre andar de la medicina alter-
nativa». En respuesta a esto, en la actualidad, las principales firmas farmacéuticas
del mundo estudian, investigan y desarrollan medicamentos provenientes del
reino vegetal, ya sea a través de la planta entera, del aislamiento de sus principios
activos o a través de hemisintesis quimica a partir del principio vegetal. Existen
en el mundo 25 0oo especies vegetales utilizadas como medicinales y, seguin la
Organizacién Mundial de la Salud (oMs) en 1994, casi el 80% de la poblacién
mundial depende de ellas para la atencién primaria de su salud (Alonso, 2008,;
Duke ez al., 2009; Canigueral ez al., 2003). Existen dos realidades muy disimi-
les: el uso muy arraigado de plantas medicinales en las poblaciones rurales (por
inexistencia o falta de acceso a la asistencia sanitaria) y el uso en las grandes
ciudades donde es una alternativa mas (Caﬁigueral et al., 2003).

Con respecto a las especies autoctonas, seria necesario primero generar la
demanda, ya que se trata de productos regionales desconocidos en otros ambitos
(Canigueral e al., 2003; Duke ez al., 2009). Se debe, por lo tanto, estudiar
sistematicamente las plantas, encarandolo de manera multidisciplinar para que
con el aporte de cada disciplina se puedan obtener farmacos o drogas novedosas
de importancia para el hombre (Alonso, 2008; Rates, 2001; Zhang y Demain,
2003). Por otra parte, el empleo de plantas medicinales no estd exento de ries-
gos; debe ser descripto el perfil fitoquimico, farmacoldgico, farmacognésico y
toxicologico de las especies con rigurosidad cientifica; debe tenerse en cuenta
la posibilidad de variaciones fitoquimicas, fenoldgicas o ecolégicas que puedan
alterar la actividad especifica y controlarse el riesgo de contaminaciones (Lopez
y Dérez, 2009; Mukherjee, 2009).

Este trabajo se orienta al estudio de la tradiciéon de empleo de plantas para
tratar las intoxicaciones por accion de venenos de viboras (actividad alexitérica)
que se ha mantenido entre las distintas etnias aborigenes y llega hasta nuestros
dias. Hoy se encuentran en bancos de datos publicaciones y trabajos reconocidos
internacionalmente informacién que sustenta la interaccién entre plantas, sus
extractos o componentes y venenos animales, reconociendo asi las propiedades
atribuidas en la tradicién vernacula.

§
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Todas, o la gran mayoria de estas publicaciones, estdn referidas a plantas
y serpientes de otras regiones o paises pero no se encuentran referencias cien-
tificas, excepto las publicadas por nuestro grupo de investigacion, acerca de la
inhibicién o neutralizacion de la toxicidad de venenos de serpientes de nuestra
region, por plantas autéctonas.

En Uruguay cerca del 100% de los accidentes tienen como agente causal al
género Bothrops y en Argentina el 97%, de este el 80% corresponde a la especie
Bothrops diporus (Achaval ez al., 1993; Achaval, 1997; Fagundez y Carreira,
2000; Meneghel ez al., 2001; Achaval y Olmos, 2003; Carreira e al., 20035;
<http://www.infecto.edu.uy/revisiontemas/temar 1/ofidiotema.htm> ).

Hasta el momento, el unico tratamiento médico posible ante un accidente
ofidico es la administracion de suero antiveneno heterélogo obtenido por in-
munizacién en caballos, lo cual no estd exento de riesgos (shock anafildctico, hi-
pertermia, enfermedad del suero, etc.), necesita condiciones de mantenimiento,
administracién por parte de personal idéneo, ete. (Pino Cheroni, 1994; Morais,
2012). Por otra parte hay tener en cuenta que dicho antiveneno tiene baja efecti-
vidad sobre las acciones locales producidas por el veneno inmediatamente luego
de la picadura (dolor, edema, hemorragia local y necrosis).

Si se tiene en cuenta que los accidentes por picaduras de viboras son un
grave problema de Salud Publica, con mayor incidencia en zonas rurales donde
buena parte de la poblacion frecuentemente se encuentra alejada de centros
asistenciales, es evidente el interés en el estudio de las plantas alexiteras, ya que
podrian ser utilizadas como recurso terapéutico para neutralizar el veneno o
simplemente paliar los sintomas locales de envenenamiento (dolor, sangrado,
inflamacién e infeccién).

Los extractos de plantas representan una fuente extremadamente rica en
compuestos farmacolégicamente activos, y los metabolitos secundarios aislados
(fenoles, flavonoides, alcaloides, esteroides, etc.), podrian ser importantes en el
desarrollo de nuevas terapéuticas, nuevas drogas sintéticas, etc. Por lo tanto, las
especies vegetales pueden ser beneficiosas para el tratamiento de los accidentes
ofidicos. Es facil advertir las implicancias favorables que tiene el desarrollo de
un trabajo de este tipo, si se considera las reacciones adversas que puede produ-
cir el tratamiento habitual, entendiéndose que si se pudiera lograr un extracto
vegetal de efectiva actividad, ello significaria un enorme avance en la seguridad
inherente a esta terapéutica.

También es importante destacar que este trabajo esta orientado a revalorizar
el vasto conocimiento ancestral de las etnias que poblaron y pueblan nuestra re-
gion, con més de 400 anos de uso avalado solo por la practica, lo cual constituye
un acto de justicia.

—
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Viboras venenosas. Accidente ofidico

Viboras venenosas

Los venenos animales son secreciones producidas para emponzonamiento
de otras especies, mediante un mecanismo de transferencia activo o pasivo. Su
composicién sumamente compleja y la toxicidad varian con la especie, edad y
tamano del individuo, hébitat y factores ecoldgicos, alimentacion, exposicion a
xenobidticos, estado de deplecion de las glandulas, estado sanitario de los colmi-
llos y la existencia de variedades inmunoldgicas.

A su vez, se denomina ofidismo al emponzonamiento como consecuencia
de la mordedura de serpientes con inyeccion de veneno, accidente que pueden
llevar a la muerte de la persona. En Sudamérica, pueden presentarse accidentes:
botropico (yararées); crotalico (cascabeles) y elapidico (corales). No todas las
veces que un ofidio muerde, inyecta veneno (mordedura blanca o seca), en este
caso solo puede ser causa de una infeccién mas o menos grave o de tétanos, pero
no de emponzofiamiento (Ricciardi ez al., 2010).

La gravedad del cuadro clinico depende no solo del animal agresor, sino tam-
bién del agredido: edad, peso, estado de salud, parte del cuerpo donde se produjo
la picadura (accidentes mas graves en inyecciones sobre vasos sangufneos), profun-
didad de la mordedura, susceptibilidad individual, ete. (Ricciardi, 1999).

La incidencia de picaduras en las distintas regiones del mundo podria resu-
mirse en el siguiente cuadro, pudiéndose observar el elevado indice en América
Latina (Ldpez Séez et al., 2009; Chippaux y Goyffon, 2000).

n. (o]

Region Poblacién x 10®  n.° mordeduras . ) n.° muertes
envenenamientos

Europa 700 25.000 8.000 30
Préximo Oriente 160 20.000 15.000 100
América del

Norte 270 45.000 6.500 15
América Latina 400 300.000 150.000 5.000
Africa 750 1.000.000 500.000 20.000
Asia 3.000 4.000.000 2.000.000 100.000
Oceania 20 10.000 3.000 200
Total 5.300 5.400.000 2.682.500 125.345

Los accidentes ofidicos revisten una enorme importancia desde el punto de
vista socio-sanitario. Esto es asi debido a la coexistencia de una serie de factores,

entre los que se destacan:
y—
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El gran nimero de casos que se reportan anualmente.

2. La complejidad del cuadro clinico derivado de la accion directa del
veneno ofidico.

3. Lasimportantes e invalidantes secuelas fisicas que se presentan a corto,
mediano y largo plazo sobre la poblacién afectada.

Este estado de situacion condiciona la aparicion de una doble amenaza sobre
la economia de un pais o region ya que afecta muy especialmente a la poblacion
rural econdmicamente activa y, a su vez, genera una importante y creciente pre-
sién sobre los recursos materiales y humanos del sistema sanitario, sea publico o
privado, para abordar integral y adecuadamente la compleja situacion que impli-
ca el tratamiento médico de este tipo de casos (Gutiérrez et al., 20006).

Teniendo en cuenta la frecuencia de accidentes de algunos paises de América
Latina: Brasil: 20 0oo casos/ano; Argentina: 2000 casos/ano; Uruguay: 60-70
casos/ano nos podemos dar una idea de la importancia sanitaria de ellos.

En Argentina, las especies venenosas que pueden encontrarse son, segln la
clasificacién de Hoge y Romano (1972):

1. Familia Viperidae (dientes solenoglifos (sole: tubo, conducto)); Subfamilia
Crotalinae (viboras de foseta: yarardes, sururucuc, cascabeles, mocasi-
nes, habu, etc.); género y especies:

*  Bothrops alternatus, yarara, vibora de la cruz, crucera.

*  B. newwiedi diporus, yarara chica (Ha sufrido cambios de deno-
minacién: Bothrops diporus (Wister er al., 2002), Bothropoides
diporus (Fenwick ez al., 2009), y actualmente Bothrops diporus
(Carrasco e al., 2012).

* B. ammodytoides, yarard nata.

* B. atrox, fer de lance, quemadora.

* B. cotiara, yarara de vientre negro.

*  B. jararacd, jararaca.

*  B. jararacussu, yarard negra.

* B. moopeni, caigaca.

*  Crotalus durissus terrificus, cascabel.

Figura1

Fuente: Torres, 2011b

§
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2. Familia Elapidae (con dientes proteroglifos (proteros: primeros, gli-
fos: ranuras); Subfamilia Elapinae (viboras que habitan en bosques o
desiertos, de vida reservada, subterrdnea, terrestre, arbdrea o acuatica,
habito diurno o nocturno; son las corales, cobras, cobras escupidoras,
bungaros, kraits, taipan); género y especies de las corales de la regién
nordeste argentina:

o Micrurus corallinus.
s M. fromalis altirostris.
s M. frontalis mesopotamicus.

s M. pyrrhocryptus.

Figura 2

)

Fuente: Torres, 2011b

Segun el boletin epidemiolégico (BEP) del 20009, si tenemos en cuenta las
provincias y la tasa pais, se puede observar que la zona nordeste se encuentra por
encima de la tasa pais:

Grafico 1. Tasas de notificacion de casos de ofidismo por 10.000 habitantes
segun departamentos - mapa 2008 - y jurisdicciones de Argentina en los afios 2007
y 2008
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Grafico 2. Evolucion de las tasas de notificacion de casos de ofidismo segun regiones
por 10.000 habitantes en escala logaritmica. Argentina, periodo 2000-2008
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Fuente: Direccién de epidemiologia. Ministerio de salud de la nacién

En Uruguay, las especies venenosas que pueden encontrarse son: Bothrops
alternatus, crucera, Brothrops pubescens, yara;, Crotalus durissus terrificus, cas-
cabel y Micrurus altirostris, coral (BEP 201 1).

Grafico 3. Distribucion geografica de B. alternatus, B. pubescens; C. durissus terrificus

Fuente: Departamento de Parasicologia y Micologia. Udelar

<http://www.higiene.edu.uy/parasito/teoog/ofid.pdf>

—\\
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Grafico 4. La distribucion de casos notificados de accidentes por ofidio segun semanas
epidemioldgicas en 2010y 2011
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Fuente: <http://www.higiene.edu.uy/parasito/teoog/ofid.pdf>

En referencia a la distribucién geografica, a la fecha del informe, el 20% de las noti-
ficaciones de mordidos por ofidios corresponden al departamento de Tacuarembd, el
16% a Rivera y el 10% a Cerro Largo (Fuente: <http://www.msp.gub.uy/ucepidemio-
logia_493 8 1.html>).

Los venenos de serpientes son mezclas de proteinas y componentes de
bajo peso molecular como aminas biégenas, glucdsidos, alcaloides, terpenoi-
des, péptidos cardioténicos y neurotéxicos, nucledsidos, iones metalicos, citra-
tos (presentes en los vipéridos y elépidos), cuya principal funcién seria actuar
como buffers o inhibidores enddgenos selectivos de algunas enzimas del vene-
no, quelando iones metalicos bivalentes mediante la formacion de complejos
(Speroni, 1994; Tu, 1977).

No obstante, la mayor proporcién del veneno son proteinas (9 5%) responsa-
bles de casi todos los sintomas fisiopatolégicos que caracterizan el emponzona-
miento, entre las cuales tenemos:

Toxinas: son los compuestos mds letales de los venenos y responsables de la

muerte inmediata de la presa. Poseen un peso molecular generalmente menor

a 30 Kpa (miotoxinas, neurotoxinas, citotoxinas, etc.).

Proteinas no toxicas pero activas farmacoldgicamente

Enzimas que intervienen en la digestién de las presas (hidrolasas, proteina-
sas, hialuronidasa, hemorraginas, etc.) (Ricciardi, 1999).

Los venenos producen ademds la liberacién de diversas sustancias farma-
colégicamente activas capaces de producir alteraciones fisiolégicas tan graves
como las del mismo veneno, como por ejemplo histamina, bradiquinina, dcidos
grasos no saturados (primariamente sobre el musculo liso), lisolecitina (altera la
permeabilidad celular), compuestos que actiian sobre los mecanismos cardiacos
de la conduccion, etc.

Resulta interesante el hecho de que si bien los venenos tienen muchos com-
ponentes proteicos que podrian actuar como alergenos provocando reacciones de

hipersensibilidad, el niimero de reacciones de este tipo es muy bajo. En general,
—
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las reacciones alérgicas violentas en los casos de ofidismo, al igual que reacciones
retardadas como la enfermedad del suero, son provocadas por la administracion
de los sueros antiveneno, actualmente el tratamiento de referencia.
Con respecto al ofidio, el veneno es vital para su supervivencia puesto que
le sirve para:
*  procurar el alimento: inmoviliza a la presa para su captura. Produce la
muerte rapida de la presa por paro respiratorio o cardiaco,
*  iniciar la digestion del alimento,
* como elemento de defensa ante animales superiores e incluso el
hombre.
Rosenfeld (1971) agrupa a los venenos en cinco tipos de acuerdo a su ac-
cioén fisiopatologica:
> venenos hemoliticos 'y neurotoxvicos, en los crétalos de América del Sur,
> venenos neurotoxicos y hemoliticos, principalmente en hidréfidos,
*  venenos neurotoxicos y proteoliticos, en las najas,
> venenos proteoliticos y coagulantes, en los vipéridos: las yarardes y crota-
los de Norteamérica,
> venenos neurotoxicos, en las corales y los bungaros.

Nos enfocaremos particularmente en viboras del género Bothrops, ya-
rara (que en guarani significa soberbia) ya que son las causantes de la mayor
tasa de accidentes ofidicos: T100% de los accidentes en Uruguay (B. alternatus
y B. newwiedi pubescens) (BEP 2011, Dra. Araceli Pino Cheroni, Especialista
Enfermedades Infectocontagiosas, Instituto de Higiene, Montevideo, Uruguay)
y 97% en la Argentina (B. alternatus y B. diporus, especificamente el 80%
debido a B. diporus) (BEP 2011). Los accidentes por especies de B. neuwiedi
pubescens en Uruguay y B. diporus de Argentina poseen sintomatologia general
similar, dado que ambas pertenecen al Complejo newwiedi.

El género Bothrops, es centro y sudamericano, con mas de noventa especies
de serpientes muy venenosas y agresivas, con cuerpo de complexion robusta,
cubierto de pequenas escamas lanceoladas y carenadas. El veneno posee ac-
ciones: proteolitica (debido a proteasas, fosfolipasas A, L.-amino-oxidasa, hialu-
ronidasa, nucleasa y factores liberadores de sustancias vasoactivas), coagulante
(L—arginina—estearasa que transforma el fibrinégeno en fibrina) y vasculotoxica
(metaloproteinas que actuan en los endotelios vasculares).

Dentro de las especies de Borhrops citadas en Argentina, B. diporus «yarara
chica» o «vibora cabeza de candado» es la especie que mayor numero de acci-
dentes ofidicos produce (80%) y posee un veneno mucho mas activo (DL 138,18
pg/20g de ratén (Marunak ez a/., 2010) que la yarard grande 5. a/lermzms (DL
55,86 pg/20g de ratén, Acosta de Perez et al., 1997). Segin estudios realizados
por Oliveira ez al. (2002) en ejemplares sudamerlcanos la DL, de b. dzporus en
raton 1v es de 26,6 pg/20g; 1p 128,2 pg/20g; la dosis proteohtlca minima es de
0,27 pg/ml y la dOSIS citotoxica es de 14,4 +4,26 pg/ml.

§
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Figura 3. Caracteristicas de la cabeza y cuerpo de B. diporus

Fuentes: Hoge e Romano, 1972 (izq.)
<http://fotonat.org/showthread. php?bid=11&threadid=3953> (der.)

El veneno de esta especie es una secrecion viscosa, de color amarillo como
consecuencia de la presencia de una flavoproteina, la L.-aminodcido oxidasa (Ohler
et al., 2010). De 28 ejemplares provenientes de Chaco y Corrientes, con longitud
promedio de 85 c¢m se extrajeron 213 mg de veneno por ejemplar (0, 0,057), y
luego por desecacion al vacio en el laboratorio, 42 mg de veneno promedio por
ejemplar, con una relacién peso seco/veneno de 19,7%. Estos valores permiten te-
ner una idea de la cantidad de veneno que un ejemplar puede inyectar, pero deben
tomarse solo como orientativos ya que no existe la seguridad de que en la extrac-
cién del veneno sea vaciada la totalidad de la glandula. Con respecto a la especie
B. alternatus, posee mayor cantidad de veneno, extrayendo de 19 ejemplares con
longitud promedio de 100 cm, 466,3 mg por ejemplar (0, 0,094), y por dese-
cacion 117 mg. Las enzimas presentes son muy estables si se conserva en estado
de sequedad, pudiendo mantener su actividad por cuarenta anos, en cambio en
solucién se deteriora rapidamente aun si se lo refrigera.

El veneno posee accion edematizante (DEM 2,05 pg/ratén); aceién proteo-
litica (ppM 29,00 U/mg); actividad hemorrdgica (pHM 1,5 pg/ratén); accion
coagulante (pcMm 0,56 pg con plasma ovino, 3,9 pg plasma bovino, 4,5 pg
plasma equino y 0,4 pg plasma humano) y actividad miotézica (White, 2005;
Chippaux, Jp.,, 2002; Acosta de Pérez er al., 2000; Harvey, 1991; Chippaux ez
al., 1991 Tu, 1997).

En lo referente a la composicion proteica del veneno del género Borhrops, y
tomando como referencia el trabajo de Ohler ez al. (2010) para Bothrops alter-
natus, puede observarse que el mismo estd compuesto por una triada caracte-
ristica que, en conjunto, representa mas del 70% de los constituyentes proteicos
del veneno; a saber: metaloproteasas, serinoproteasas y fosfolipasas a . Entre los
componentes minoritarios del veneno se pueden mencionar: LL-aminoacido oxi-

dasas, desintegrinas, lectinas tipo-c, entre otros.
y—
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Fuente: Ohler ez al,, 2010

Las metaloproteasas son las toxinas mas abundantes del veneno de B. alster-
narus, representando mas del 50% de los componentes identificados del veneno
en la region de 1o-100 kpa. Estas toxinas son las responsables de los efectos
hemorragicos, del edema y de la mionecrosis que se asocian al accidente bothré-
pico. Asimismo, las metaloproteasas son capaces de activar la cascada de coagu-
lacién, actuando sobre los factores involucrados en la misma.

La elevada concentracion de estas enzimas en el veneno ofidico pueden
explicar los efectos hemorrdgicos, locales y sistémicos, como asi también los
disturbios hemostéticos que se observan luego del envenenamiento.

Las serino simil-trombina proteinasas son proteinasas que constituyen el
segundo gran grupo de toxinas presentes en el veneno de Borhrops. Ellas po-
seen actividad coagulante directa y fibrinolitica y son menos toxicas que las

metaloproteasas.
y—
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Las fosfolipasas A, constituyen un complejo grupo de enzimas, las cuales
representan el tercer gran grupo de componentes que se encuentran invariable-
mente presentes en el veneno de ofidios del género Borkrops. Poseen la capaci-
dad de hidrolizar fosfolipidos en la posicion sn-2 de manera dependiente de ca
(Garcia Denegri ez al., 2010).

Se han detectado varias fosfolipasas en 4. diporus, algunas de ellas son:

+  Una miotoxina homdloga a una Fosfolipasa bésica a2 (Geoghegan ez a/.,
1999) cuyas variaciones geogrificas en la composicion, caracteristicas
bioquimicas y actividad biolégica de las miotoxinas del veneno han sido
examinadas también por Rodrigues ez al. (1998).

+  Lasisoenzimas p-1 (~15 kpa, pI 4,8) y P-2 (~ 16,2 kba, pI 4,6), fosfoli-
pasas A2 (rLA2) que inducen fuertemente la formacién de edema (inhibido
por la accién de histamina), pero muestran una toxicidad relativamente
baja en inyeccion 1P en ratones, como también baja actividad miotdxica,
hemolitica, anticoagulante o de agregacion plaquetaria.

*  Una tercera isozima, P-3 (15 kpa, 14 aa) isoforma de fosfolipasa A2
(Ec 3.1.1.) de letalidad relativamente alta sobre ratén (>a 3 pg/g; por
inyeccion ) con actividad inductora de edema similar a las dos ante-
riores (Daniele ez al., 1993).

Cuando se considera la complejidad inherente a la composicién del vene-
no ofidico, particularmente el que corresponde a los ejemplares de la Familia
Viperidae ( género Bot/zrops), se comprende claramente la complejidad de fe-
némenos y reacciones que tienen lugar una vez que el veneno entra en contacto
con el tejido vivo. Ello explica, en gran medida, la aparicién de fenomenos /Aermo-
rragicos, proteoliticos y coagulantes, tan caracteristicamente ligados al accidente
bothrépico. La importancia de este fenémeno adquiere su verdadera dimension
cuando se considera que el accidente provocado por ofidios del género Borhrops
rara vez resulta fatal, condicionando sin embargo, en el individuo afectado, la
aparicion de secuelas a corto, mediano y largo plazo; lo cual lo convierte en un
verdadero problema socio-sanitario para la economia y el sistema de salud de un
pais o regién (Esteso, 1983).

Rosenfeld (197 1) gradia la gravedad del accidente en:

*  Benigno: edema local discreto o ausente, tiempo de coagulacion normal

0 No mayor a I§ minutos.

*  Medio: edema local evidente, tiempo de coagulacién mayor a 60 minu-
tos con estado general conservado.

*  Grave: edema local intenso, sangre incoagulable y estado general malo
o con choque periférico.

La medicién del tiempo de coagulacion permite, por lo tanto, distinguir si
el accidente es botropico, si ha habido o no inyeccion del veneno, si la cantidad
de antiveneno inyectada es suficiente y la gravedad del accidente.

Inmediatamente después de producida la inoculacién del veneno ofidico se
produce un fuerte dolor local con edema cianético (aproximadamente 5 a 15

§
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minutos después de ocurrida la inoculacion del veneno). La sintomatologia que
se asocia con este tipo de accidentes es la misma, variando solo en intensidad
segun la gravedad del caso (lo cual depende fundamentalmente de la cantidad de
veneno inoculada). El edema se extiende por el miembro afectado a razén de ;5
a 20 cm por hora; en muy breve lapso aparece un intenso dolor al movilizar las
articulaciones del mismo, con marcada cianosis, la cual se hace més evidente en
virtud de la equimosis que acompana la lesion. Durante la primera media hora del
accidente tienen lugar fenémenos coagulantes, lo que se denomina fase positiva
del accidente.

Transcurrido este periodo, tiene lugar la llamada fase negativa del acci-
dente, donde predominan fenémenos hemorragicos locales y a distancia, segun
la gravedad del cuadro en evolucién. Los fendmenos proteoliticos tienen lugar
en la fase positiva del accidente y, una vez desencadenados son irreversibles.
Cuando el accidente bothrépico tiene varias horas de evolucién, resulta frecuen-
te la aparicion de fenémenos toxicos derivados del vuelco de cantidades variables
de veneno al torrente circulatorio, o bien por el ingreso a él de detritos prove-
nientes de las lesiones tisulares. En los casos mas graves, existe gran compromiso
sistémico, con gran afectacion renal o cerebral que resultan practicamente indis-
tinguibles del accidente cerebrovascular clésico.

Figura 4. Cascada de coagulacion. Las metaloproteasas inducen fendmenos
pro-coagulantes actuando sobre factores de coagulacion (via intrinsica / extrinseca)
Las serinoproteasas actuan sobre la transformacion de fibrindgeno en fibrina
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El emponzonamiento por B. diporus se manifiesta entonces con dolor, ede-
ma local (83%), en menos casos con equimosis (50%), abscesos (5%), trastornos
en la coagulacion sanguinea (12%) (Jorge y Riveiro, 2000), seguido de necrosis
hemorrdgica con efusion abundante en el sitio de puncién y escarificaciéon de la
piel (17%) (Méndez y Riet, 1995). Este sindrome va acompanado de desfibrina-
cién severa. Una vez neutralizado el veneno los niveles de fibrinégeno aumentan
lentamente a expensas de fibrinégeno hepitico, alcanzando valores normales a
las 36 horas.

Figura 5. a. mordedura grave de bothrops, b., c., d. necrosis por bothrops, e., f.

Fuente: <www.redbioriesgo.unal.edu.co/textos/Ofidios.pdf>

También en los emponzonamientos pueden existir infecciones por
Escherichia, Proteus, Pseudomonas, Clostridium provenientes de la boca del ani-
mal (Ricciardi, 1999; Acosta de Perez ez al., 2000).

El laboratorio de andlisis clinicos ademads es importante en la evaluacién
del estado del paciente envenenado tanto en el diagndstico como en el segui-
miento de la evolucién, requiriéndose pruebas de coagulacién, hemograma,
perfil renal y enzimas (para descartar midlisis intensa y complementar el estu-
dio hepético).

El antiveneno o suero antiofidico

La sueroterapia descubierta por Calmette, r.c.a. (1894), constituye el trata-
miento especifico para los emponzonamientos, ya que su empleo reduce el dano
y los sintomas. Hoy se prefiere emplear el término inmunoterapia pues las pre-
paraciones antiveneno estan constituidas por fragmentos de inmunoglobulinas
purificadas que se designan como antiveneno.

El antiveneno consiste en un suero hiperinmune, con anticuerpos especifi-
cos obtenidos por inmunizacién en animales (equinos previamente inmunizados

contra el tétano), mediante inyeccién de cantidades progresivas de veneno. Es
=\
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importante inyectar un pool de veneno valorado en su toxicidad determinando
su LD_ para tener en cuenta la variabilidad natural en la composicién de los ve-
nenos de ejemplares de una misma especie. Si bien la inyeccién de veneno crudo
al equino produce el maximo de anticuerpos, es mal tolerado por el animal por
lo que se lo detoxifica biologicamente por complejamiento con formalina o glu-
taraldehido. La adsorcion del veneno a inyectar en un coadyuvante permite una
liberacion paulatina de los toxoides mejorando la respuesta inmunoldgica. Se usa
el de Freund, (coadyuvante de Freund incompleto: parafina con agregado de
un emulsionante no iénico (Arlacel A: monooleato de manita) o el coadyuvante
de Freund completo que tiene ademas agregado de Mycobacterium tuberculosis
(H37Ra, ATCC 25177) muertos y secados, o bentonita, alginato de sodio e hi-
droxido de aluminio.

Experiencias realizadas con crotoxina muestran que por encapsulacion del
téxico en liposomas no solo se reduce considerablemente la reaccion toxica, sino
que es posible conseguir mayores titulos de inmunogenicidad en los antivenenos
que cuando se emplea el coadyuvante de Freund. Actualmente se preconiza la
detoxificacion mediante radiaciones ionizantes.

Las inyecciones van aumentando paulatinamente su volumen y concentra-
cién en veneno hasta obtener en el plasma sanguineo del animal el titulo ne-
cesario en anticuerpos antiveneno. Cuando esto se ha logrado lo cual implica
facilmente un periodo de un ano o mds se inicia el sangrado parcial periddico
del animal extrayendo sangre de la yugular (en recipiente estéril y citrato sédico
como anticoagulante. Se enfria a 4°c¢).

Como la administracién a pacientes de antivenenos de origen equino los
expone a los efectos adversos de los sueros heterdlogos, los sueros son purifica-
dos precipitando las proteinas inactivas por cromatografia y por clivaje de los
anticuerpos inmunoglubulinicos (1gG), para formar los fragmentos Fab o F(ab) .
De estos procesamientos de purificacion dependera la actividad del antiveneno
e incidencia de reacciones adversas tanto sistémicas como locales que se puedan
producir, reacciones generalmente de naturaleza alérgica como la anafilaxia y la
enfermedad del suero.

La sangre primeramente se centrifuga para eliminar restos celulares; luego
se separan proteinas indeseables (albiminas y complemento), precipitando las
v.globulinas con sulfato de amonio. Para clivar las inmunoglobulinas se pueden
utilizar enzimas proteoliticas como pepsina (por debajo de las dos uniones inter-
disulfuro en la parte de las terminales carboxilicas de la cadena pesada generando
un dimero Fab: (¢(ab’), de 100 kpa) con mejor coeficiente de difusion y tolerancia
y dos fragmentos pequenos (ch’) o papaina (sobre las uniones disulfuro en la
parte del grupo amino terminal de la cadena pesada separando dos fragmentos
Fab menores que son bien tolerados y cuya eficacia neutralizadora estd bien esta-
blecida (45 kpa c/u) y un tercero cristalizable el fragmento re (50 kpa).

—
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Es conveniente el agregado de antisépticos (timerosal, mertorgén) y se ajus-
ta el pH a 6,7. Se esteriliza por filtracion. Antes de su entrega el antiveneno es
sometido a controles bacterioldgicos, toxicolégicos y de valoracién de su titulo
capacidad inmunoldgica y especificidad, in vivo e in vitro.

Actualmente se puede disponer de métodos ELISA que permiten medir la
concentracion de veneno en sangre de pacientes, determinar la gravedad de la
intoxicacién y regular la dosificacion en la administracion del antiveneno. Esta
prueba presenta la gran ventaja de poseer cardcter de prondstico, pues muchos
sintomas se desarrollan tardiamente de veinticuatro a cuarenta y ocho horas lue-
go de la mordedura y en cambio mediante el test se puede conocer la concentra-
cién de veneno en sangre después de cuatro horas del accidente.

La funcién del antiveneno es la de redistribuir los antigenos de los sitios
periféricos al compartimiento plasmatico donde son complejados por los anti-
cuerpos; esto explicaria la supresion de la respuesta del organismo al veneno. Las
inmunoglobulinas (IgG) poseen un volumen aparente de distribucién similar al
volumen plasmatico alcanzando su maxima concentracion en tejido superficial en
aproximadamente seis horas y en el profundo en unas treinta horas.

El fragmento F(ab’)2 muestra un volumen de distribucion plasmaético aproxi-
madamente doble, y pobre en tejidos, pero se redistribuye mas rapidamente que
las inmunoglobulinas y su maxima concentracion en tejido superficial se produ-
ce en alrededor de una hora y en seis en los tejidos profundos, con vida media de
aproximadamente 50 horas. Esto sugiere que si el veneno se distribuye princi-
palmente en los tejidos y en cambio las inmunoglobulinas y fragmentos lo hacen
mayormente en el plasma, es el veneno en circulacion el que es neutralizado por
las ultimas.

Por el alto peso molecular de las proteinas del veneno unidas al antigeno,

aun si se trata de los fragmentos r(ab) o r(ab’) , se dificulta su filtracién renal lo
§
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que hace que los antigenos desaparezcan de la orina y el complejo permanezca
circulando en sangre, y su posible disociacién o no es la que condiciona el riesgo
de toxicidad hasta tanto sean metabolizados o eliminados.

Los fragmentos F(ab) de menor peso molecular son eliminados por filtra-
cién renal, libres o ligados a un hapteno, pero no combinados a las proteinas
del veneno, lo primero reduce su vida media en el organismo y la duracién de
su accion; por su amplia distribucion en tejidos profundos mantienen alli al
complejo inmune. En cambio los fragmentos F(ab’)2 son eliminados mucho mas
lentamente y mas atn las 1gG.

El antiveneno en forma liquida, conservado entre 2-8 °c, mantiene su ac-
tividad durante varios anos; el plazo de vencimiento es de tres anos, lapso en el
cual su capacidad neutralizadora disminuye al limite. Por tanto no es necesario
desechar los sueros vencidos que se podran utilizar en casos de emergencia te-
niendo en cuenta su disminucién de actividad. Es conveniente que los antive-
nenos liquidos sean conservados al abrigo de la luz. Los antivenenos liofilizados
presentan un lapso mayor de duracion.

Existen diferentes tipos de sueros antivenenos

En Uruguay:

El tratamiento especifico consiste en la administracion del antiveneno hipe-
rinmune equino. Presentacion: frascos-ampollas de 1o ml. Neutraliza 2 5 mg de
veneno de B. alternatusy 15 mg de b. diporus.

Se inicia la seroterapia administrando el suero especifico, en perfusion i/v
diluido en Too ml de suero glucosado al 5%, en treinta minutos. Deben suminis-
trarse al inicio 4 frascos y en caso de accidentes con ninos, administrar 8 frascos.
Debe conservarse entre 5 y 8 °cy no puede ser congelada. Su periodo de validez
es de g anos.

Desde 1988 Uruguay cuenta con produccion nacional de antiveneno ofidi-
co, producido en el Instituto de Higiene y distribuido por el Ministerio de Salud
Publica a todo el territorio nacional. LLas consultas se deben realizar al Centro
de Informacion y Asesoramiento Toxicolégico (c1aT) del Hospital de Clinicas y
también debe realizarse la denuncia telefénica y por formulario correspondiente
ante la Divisién Epidemiologia del Ministerio de Salud Publica.

En Argentina, se dispone de los siguientes sueros:

*  Suero antiveneno bothripico bivalente hiperinmune equino. Presentacion
frascos-ampollas de 1o ml. Neutraliza 25 mg de veneno de B. alter-
natus y 15 mg de B. diporus. Sirve para todo el pais excepto Misiones
(Laboratorio Central de Salud Pdblica, La Plata, Provincia de Buenos
Aires).

*  Suero antiveneno Bothrops bivalente (suero antiyararé). Presentacion en
frasco-ampolla de 1o ml. Neutraliza 41 mg de veneno de B. alternarus
y 33 mg de veneno de B. diporus. Se puede utilizar en cualquier parte

—
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del pais excepto Misiones (Instituto Nacional de Microbiologia «Dr.
Carlos G. Malbréan»).

*  Suero antiveneno Bothrops tetravalente (suero antiyarard Misiones).
Presentacion en frasco-ampolla de 1o ml. Neutraliza minimo de 2
mg de veneno de B. alternatus, 25 mg de veneno de B. diporus, 2
mg de veneno de B. jararacd y 20 mg de veneno de B. jararacussu.
Uso preferente en Misiones. (Instituto Nacional de Microbiologia «Dr.
Carlos G. Malbréan»).

*  Suero antiofidico polivalente. Presentacién frasco-ampolla de 1o ml
Neutraliza 4 mg de veneno de Crotalus durissus terrificus, 12,5 mg de
venenos de B. alternatusy B. diporus. Necesita mayor niimero de ampo-
llas, seguin la gravedad del cuadro. En lo posible seria el de ultima elec-
cion, solo utilizado en casos de emergencias (suero de Laboratorios Biol).

Primeros auxilios
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En caso de un accidente ofidico, se sugiere seguir los siguientes pasos:

*  no efectuar ningun tipo de incision (aumenta el riesgo de infeccion y
favorece el sangrado),

* 1o efectuar succién (aumenta el riesgo de infeccion y extrae muy poco
veneno),

* 7o utilizar torniquetes (aumenta el edema, aumenta la isquemia y au-
menta la lesién tisular),

*  no aplicar compresas de hielo (causa mayor isquemia y necrosis),

*  no suministrar descargas eléctricas. Se trata de una practica repetida-
mente desautorizada en la literatura médica internacional,

*  siinmovilizar al paciente, tranquilizarlo, hidratarlo con agua, limpiar
la zona afectada y trasladarlo lo més rdpido posible al centro médico
mds cercano para administrar el tratamiento especifico (Ricciardi ez
al., 2010).
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Estado del conocimiento sobre plantas alexitéricas

Diferentes autores han realizado un exhaustivo relevamiento de las plantas
alexiteras (Reyes Chilpa ez al., 1995; Mors ez al., 2000; Riceiardi, 2005; Lépez
Séez er al., 2009; Makhija ez al., 2010). Se les atribuye la capacidad de aliviar
uno o varios sintomas complejos como ser dolor, sangrado, inflamacion, infec-
cién o incluso el mismo envenenamiento.

El conocimiento y uso de estas plantas es muy antiguo: en tratados de me-
dicina ayurvédica de la India (siglos antes de la era cristiana) aparecen 211 plan-
tas; en México se utilizan desde la época prehispdnica; en el siglo xv1 Francisco
Hernandez en su obra Historia de las plantas de la nueva Esparia cita 119 plantas
con este fin; en el siglo xv1 Fray Bernardino de Sahagun cita el uso del picietl o
tabaco. Algunos grupos étnicos como los Colorados, Cayapa y Coaquier del norte
del Ecuador utilizan 40 especies de Gesneridceas; los Colorados y Cayapa ademas
emplean 11 especies de Polypodiales y 7 especies de Piperaceas.

Las plantas se aplican maceradas y frecuentemente cocidas sobre las he-
ridas, también en forma de decocciones para ser ingeridas o lavar el area afec-
tada. Un ejemplo de procedimiento utilizado es el del curandero chinanteco
de Jalahui (México) Don Pedro Hernindez, que abre la herida, succiona con
la boca el veneno, posteriormente aplica una cataplasma de hojas frescas de
Asclepias curassavica, Eupatorium macrophyllum, Siparuna andina, Solanum
diflorum, S. torvum, Verbesina oncoféra y finalmente saca el veneno con una
hoja de Dorstenia contrajerva calentada en el comal o con una cataplasma del
camote hervido de Philodendron hederaceum. El resto del tratamiento varia con
los sintomas, empleando un total de 53 especies vegetales y terminando con una
ceremonia limpia, acompanada de rezos.

Samy ez al. (2008), en un estudio muy amplio en Tamilnadu (India), reportan
que a los accidentados se les da a beber la decoccion acuosa de las plantas, y lue-
go se liga en la zona de la picadura la piedra Vishakallu, consistente en Ocimum
sanctum, Anisomeles malabarica, Leucas aspera, Piper betle, Santalum album
y piedras de la ribera del rio, la cual se descarta una vez actie como antidoto.
Algunos sabores de hojas y raices son utilizados como prondstico: si es amargo, se
juzga al paciente libre de dano, pero si el material sabe dulce, el paciente necesita
urgente atencién médica. Otros grupos creen que cepillandose los dientes dia-
riamente con Zephrosia purpurea y Azadirachta indica se vuelven resistentes al
veneno o, similarmente, aplican en forma externa el aceite de hojas de Aristolochia
tagala durante la noche para prevenir las mordeduras.

Reyes Chilpa e al. (1995), sobre los tepehuanos de Chihuahua «los indios
rara vez abren las heridas causadas por mordeduras de serpientes y para curarlas
dependen de la aplicacion de cataplasmas preparadas con varias plantas».

Otero e al. (2000a), describen el uso de més de 77 plantas en Colombia

P

en forma de bebidas preparadas por infusion, decoccién o maceracion en 2 | de/——
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agua; en forma de aplicaciones locales; como extractos alcohdlicos (30-38% v/v)
o mezclando varias plantas con aguardiente de cana.

Makhija ez al. (20710), describen el uso de més de 70 plantas utilizadas en
la India en forma de pasta (externa) jugo o decoccion (oral) para tratar acciden-
tes ofidicos por serpientes de los géneros Bothrops, Naja, Echis, Viper, Bitis,
Laticauda y Daboia.

Esteso (1985), en su obra Ofidismo en la Repiiblica Argentina, cita el folclo-
re del pais, casi siempre referido a los dichos de un antepasado respetable como el
abuelo, que pasaron de familia en familia. Entre las plantas citadas y sus acciones
se encuentran: la cana tacuara (paraliza y repele viboras venenosas); el ajo (A%ium
sativuwm) machacado puesto sobre la picadura no deja correr el veneno; el jugo
de quimil (Opuntia quimilo: chumbera, tuna, quimil) las mata y puesto sobre la
picadura detiene el veneno; el tabaco (NVicotiana tabacum) no deja correr el vene-
no sea en forma de cigarrillo armado, en hoja, picado y puesto sobre la picadura
o mezclado con grasa de gallina ponedora y kerosene; los tallos de cuaco (Isipo,
enredadera trepadora) como envoltura floja detiene el veneno inyectado y si se
llevan en una bolsita las viboras no pican; una torta de sacha poroto (poroto sil-
vestre) colocada sobre la picadura y mojada cada dos horas con dos gotas de dlcali
que no toque la piel calma el dolor y evita que el veneno progrese; la yerba del
zorro, picada y en forma de cataplasma sobre la picadura no deja correr el veneno
y si se le agrega alcali tiene el mismo efecto que el sacha poroto; el jugo amargo
de ayapana (Eu;mmﬂum @Jd;mmz) es preventivo si se toman tres cucharadas dia-
rias y en caso de picadura es curativo tomando quince cucharadas juntas; el té de
raiz de bejuco (Ipomom acuminata) se utiliza para lavar la picadura y la raiz en
polvo colocada sobre ella detiene el veneno; el jugo de cardo santo recién expri-
mido (Cnicus benedictus) se toma como curativo durante tres dias seguido y como
preventivo una cucharada tres dias seguidos; las hojas y raices de contra yerba ma-
chacada (Dorstenia conmylerba) sobre la picadura detiene el veneno; tomar quince
cucharadas del jugo amargo de hojas secas y tallos verdes de guaco (Mikania
guaco) cura las picaduras de yarard; la mostaza negra (Smdpis nigra) triturada y
mezclada con vinagre sobre la picadura detiene el veneno; tres o cuatro semillas
de mandiroba (Fevillea cordifolia) ralladas y tomadas con un poco de vino detiene
el veneno de yarar; el jugo de hojas de pareira brava (Cissampelos pareira) sobre
la picadura inhibe el veneno y las hojas de la sanguinaria (Eup/zorbm pi/u/y@'m)
machacadas y colocadas sobre la picadura calman el dolor, pero si se mastican las
hojas el efecto es mucho mas rapido.

Dentro de las plantas alexiteras cuya primera revision realizaran Mors ez
al. (1989), las familias mds importantes son:

*  Dicotileddneas: Asteraceae (9%), Fabaceae (7,8%), Euphorbiaceae (4,5%),

Apocynaceae, Rubiaceae y Lamiaceae.

*  Monocotiledoneas: Araceae (4%) y Zingiberaceae (1,2%)

Una revisién posterior de Houghton (1993) incrementd este nime-
ro registrando 781 especies de las familias Fabaceae (60), Asteraceae (58),

§Eapﬁorbmcme (42), Avocynaceae (32), Rubiaceae (29), Aristolochiaceae (24) y
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Araceae (26). Kvist (1986) revisé el uso de las Gesneridceas en Sudamérica.
Los paises que destacan por la abundancia en plantas alexiteras son India,
Brasil y México.

Lépez Sdez er al. (2009), citan el uso del género Aristolochia (22 espe-
cies), Ficus (5 especies en la India ademas de la higuera comun), Araceae (26),
Amaranthus (4), Rawvolfia (7), Amorphophallus (4, Araceae), Heliotropium
(5, Heliotropiaceae), Asteraceae (Eupatorium, Mikania, Vernonia) 1erminalia
(5, Combretaceae), Ipomoea (6, Convolvulaceae), Euphorbia y Phyllantus (9 y
5, Euphorbiaceae), Cassia (6, Fabaceae), Strychnos (4, Loganiaceae), Piper (8,
DPiperaceae), Zanthoxylum (6, Rutaceae), Solanum (6, Solanaceae) y Clerodendrum
(6, Verbenaceae). También muchas plantas ornamentales o alimenticias son re-
portadas como alexiteras: mango (Manggfem indica), litchi (Litchi chinensis),
azafran (Crocus sativus), papaya (Carica papaya), garbanzo (Cicer arietinum),
nuez moscada (Myristica fragrans), pimiento (Capsicum annuum), longin
(Euphorbia longan), ricino (Ricinus communis), ajo y cebolla (Allium cepa, A.
sativum), batata (Ipomoea batatas), kaki (Diospyros kaki), hojas de alcachofas
(Cynam scoljmus), en Brasil adelfa (Nerium oleander) en Oriente Medio, hojas
de la flor de sangre (Asc[epias curassavica), en Centroamérica achiote (Bixa
orellana) en la India y Filipinas, las raices de la mandioca (Manihot esculenta),
las semillas del cacao (7heobroma cacao) en Sudamérica, coco (Cocos nucifera),
y muchas especies en la India como el girasol (Helianthus annuus), granado
(Punica granatum), vid (Vitis vm{ﬁm) y cidro (Citrus medica).

Algunos cactus como Opuntia dillenii en la India y el alucinégeno
Lophophora williamsii en América Central son reportados, como también las
hojas del cahamo Cannabis sativa, del tabaco Nicotiana tabacum y la planta de
la adormidera Papaver somniferum.

Otros géneros citados como alexiteros en Argentina son Cyperus,
FEuphorbia, Aloysia, Araujia, Anthemis, Boerhavia, Chiococca, Echium, Erythrina,
Eupatorium, Fevillea, Flaveria, Ipomoea, Macfadyena, Morrenia, Nicotiana, etc.
(Ricciardi ez al., 1996; Ricciardi, 20035).

En otras regiones del mundo, se ha comprobado cientificamente entre otras,
la actividad alexitera de:

Especie vegetal serpiente
Acalypha indica L. (Euphorbiaceae) Vipera russelli Shirwaikar ez al., 2004
Anacardium occidentale (Anacardiaceae) Vipera russelii Ushanandini ez a/., 2009

Nazimuddin ez a/., 1978
Meenatchisundaram ez al.,
20003,b

) . cobra
Andrographis paniculata (Acanthaceae) Daboia russelli

Naja nigricolis

Annona senegalensis (Annonaceae) e
nigricolis

Adzu ez al., 2005

Abristolochia albida (Aristolochiaceae) Naja nigricollis Abubakar ez al., 2006

Dey and De, 2011
Meenatchisundaram ez al.,
20002

Daboia russelli
Apristolochia indica (Aristolochiaceae) Heteropneustes
fossilis

Comision Sectorial de Investigacion Cientifica
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ESPECIQ Vegetal serplente

Aristolochia indica (Aristolochiaceae),
Hemidesmus indicus (Apocynaceae),
Gloriosa superba (Colchicaceae), Crotalus
Sﬂyc/mas nux-vomica (Loganiaceae)) adamanteus
Ech;ﬂm prostrata (Asteraceae) N
Andrographis paniculata (Acanthaceae)

Samy ez al., 2008

Aristolochia odoratissima

(Aristolochiaceae) Bothrops atrox Usubillaga ez al., 2005
Abristolochia radiz (Aristolochiaceae) Trimeresurus Vishwanath ez al., 1987b
flavoviridis Tsai ez al., 1980

Vishwanath y Gowda, 1987
Vipera russelli Vishwanath ez a/., 1985
Vishwanath e a/., 1987a

Aristolochia sp (Aristolochiaceae)

Aszadirachta indica (Meliaceae) Vipera russellii Mukherjee e al,, 2008

Bothrops newwiedi

Baccharis trimera (Asteraceae) .
B. jararacussu

Januario ez al., 2004

Bauhinia_forficata (Fabaceae) Cro.talus durissus Oliveira ef al,, 2005
terrificus

Blutaparon portulacoides Bothrops Dereira et al., 2000

(Amaranthaceae) jararacussu

Brongniartia podalyrioide (Fabaceae) Bothrops atrox Reyes-Chilpa ez al, 1994

Buddleja americana (Scrophulariaceae),
Mikania guaco (Asteraceae), Liper

darienense (Piperales), Vernonia patens | Bothrops asper Baltodano ez al., 2006
(Asteraceae), Echinacea purpurea
(Asteraceae)
Naja naja,
Calloselasma
Camellia sinensis / Thea sinensis r/wd.osloma kaouthia, .
(Theaceae) Ag,éztczrodo.n. con- Pithayanukul ez 2/, 2010
tortrix laticinctus, Hung ez al., 2004
Agkistrodon halys
blomhoffii, Crotalus
atrox
Canistrocarpus cervicornis (alga ma- Lachesis muta Moura et al, 2010

rrén) (Dictyotaceae)

Bothrops neuwiedi

Casearia mariquitensis (Salicaceae) .
pauloensis

Izidoro ez al., 2003

Bothrops

Casearia sylvestris (Salicaceae) .
jararacussu

Cintra-Francischinelli, 2008

Bothrops asper, B.
pirajai, B. moojent,
B. neuwiedi, B.

| jararacussu

Casearia sylvestris (Salicaceae) Borges ez al., 2001

§
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ESPCCIQ Vegetnl serplente

Borges ez al., 2000
Bothrops y Crotalus | Raslan e al., 2002

Casearia sylvestris (Salicaceae) Cavalcante ez al., 2007
Da Silva ez al., 2008
B. jararacussu Cintra-Francischinelli ez a/,
2008
Cissampelos pareira (Menispermaceae) | Bothrops asper Badilla ez al,, 2008
Bothrops

Cordia verbendcea (Boraginaceae) Ticli ez al., 2005

jararacussu

FEchis ocellatus,
Bitis arietans, Naja | Ode y Asuzu, 2006
nigricollis

Crinum jagus (Amaryﬂidaceae)

Curcuma of. cedoaria, C. longay C.

parvifiors (Zingiberaceae) Naja naja siamensis | Daduang ez a/., 2005

Ferreira er al., 1992
Naja naja Chethankumar y Srinivas,
2008

Curcuma longa (Zingiberaceae)

Curcuma sp. (Zingiberaceae) Ratanabanangkoon ez @/,

Naja naja siamensis

1993
. Bothrops Nazato e al., 2010
Dipteryz alata (Fabaceae) jararacussu Puebla ez al, 2010

Crotalus durissus
terrificus Bothrops | Diogo ef al., 2009
jararacussu

Eclipta alba (Asteraceae)

Crotalus durissus
terrificus, Bothrops
Eclipta prostrata (Asteraceae) jararaca, B. jara-
racussu, Lachesis
muta, Calloselasma

Mors ez al., 1989
Melo ez al., 1989, 1994

Pithayanukul ez a/,, 2004

rhodostoma
Emblica officinalis (Euphorbiaceae) y Vipera russellii, Alam y Gomes, 2003 Sarkhel
Vitex negundo (L.amiaceae) Naja kaouthia et al., 2011
. . Naja naja .
Fagonia cretica (Zygophyllaceae) Karachionsis Razi et al,, 2011
Guiera senegalensis (Combretaceae) Ec}}ls carinatus, Abubakar ez al,, 2000
Naja nigricollis Sallau ez al., 2005
Heliconia latispatha Benth Hemidesmus _
g . . Bothrops asper Pereanez ez al., 2008
indicus y H. curtispatha (Commelinidae)
Heliconia psittacorum y Heliconia rostra- Bothrops asper Estrada et al, 2009; 2070

ta (Commelinidae)

Alam ez al., 1996
Vipera russellii Alam y Gomes, 1998a
Alam y Gomes, 1998b

Hemidesmus indicus (Apocynaceae) y
Pluchea indica (Asteraceae)

Daboia russellii,
Naja kaouthia
Echis ocellatus,
Naja n. nigricollis

Hemidesmus indicus (Apocynaceae) Chatterjee e al., 2006

Hibiscus aethiopicus (Malvaceae) Hasson ez al., 2010

Indigeféra pulchra (Fabaceae) Naja nigricollis Abubakar ez al., 2006

—
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Especie vegetal

serpiente

Mandevilla illustris (Apocynaceae)

Crotalus durissus
terrificus

Biondo ez al., 2004

Mandevilla velutina (Apocynaceae)

Crotalus durissus
terrificus, Bothrops
| jararacussu, B. al-
ternatus, B. moojeni,
B. pirajai

Biondo er al., 2003

Mangifera indica (Anacardiaceae) y Vizis

vinifera (Vitaceae)

LPorthidium nasu-
tum, Bothrops asper

Estrada ez al., 2009

Mangifera indica (Anacardiaceae)

D. russellii,
Calloselasma
rhodostoma, Naja
naja kaouthia

Dhananjaya et al., 2011
Pithayanukul ez a/., 2009
Leanpolchareanchai ez a/.,
2009b

Mikania glomerata (Asteraceae)

Bothrops alterna-
tus, B. moojeni, B.
neuwiedi, B. jara-
racussu, Crotalus
durissus terrificus

Maiorano et al., 2005
Napimoga y Yatsuda, 2010
Floriano e al., 2009

Mimosa pidica (Fabaceae)

Naja kaouthia

Mahanta y Mukherjee, 2001

Mimosa pudica (Fabaceae)

Naja naja, Vipera
russelii, Echis
carinatus

N. kaouthia
Ophiophagus
hannah, Bungarus
candidus, B. fas-
ciarus, Calloselasma
rhodostoma

Naja naja Bangarus
caerulus

Girish ez al., 2004
Ambikabothy ez a/, 2011
Vejayan ez al., 2007

Meenatchisundaram ez al.,
2009b

Morus alba (Moraceae)

Daboia russelii

Chandrashekara ez a/., 2009

Mouriri pusa (Magnoliopsida),
Byrsonima crassa (Malpighiaceae) y
Davilla elliptica (Dilleniaceae)

Bothrops jararaca

Nishijima ez al., 2009

Mucuna puriens (Fabaceae)

Echis carinatus

Naja sputatrix
Calloselasma
rhodostoma

Aguiyi er al., 2001
Guerranti e al., 2001; 2002;
2004;

Tan et al., 2009;

Fung ez al.,, 2009; 2011,
2012

Murraya paniculata (Rutaceae)

Bothrops asper,
Crotalus durissus
cumanensis

Loboer al., 2010

Musa pzzmdismm (Musaceae)

Crotalus

Borges ¢ al., 2005

Padina boergesenii (Dictyotaceae) i
Hypnea valentiae (extracto de algas)
(Cystocloniaceae)

Naja nigricollis

Vasanthi ez al., 2003

§
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Especie vegetal

Parkia biglobosa (Fabaceae)

serpiente
Naja nigricollis,
Echis ocellarus

Asuzu y Harvey , 2003

Pentaclethra macroloba (Fabaceae)

Bothrops newwiedi
B. jararacussu

Da Silva ez al., 2005
Da Silva ez al., 2007

Persea americana (Lauraceae)

Bothrops asper

Salazar ez al., 2009

Piper sp. Piper umbellatum, Piper pelta-
tum (Piperaceae)

Bothrops

Nunez ez al., 2005

Pluchea indica (Asteraceae)

Vipera russellii

Alam ez al., 1996

Gomes ez al., 2007

Pouzolzia indica (Urticaceae)

Vipera russellii

Ahmed ez al., 2010

Renealmia alpinia (Zingiberaceae) Bothrops asper Fernandez ez al., 2010

Bothrops alterna-
tus, B. moojent,
Bothrops pauloensis,
Crotalus durissus
terrificus

Vale et al., 2008

Schizolobium parahyba (Fabaceae) Mendes or 4l 2008

Schumanniophyton magnificum
(Rubiaceae), Mucuna pruriens
(Fabaceae), Ophiorrhiza mungos
(Rubiaceae) y Cassia tora (Fabaceae)

Naja nigricollis,
Naja melanoleuca

Houghton, 1993
Akunyili y Akubue, 1986

Bothrops

i Fernandes e al., 2011
jararacussu

Serjania erecta (Sapindaceae)

. . Crotalus durissus
Tabernaemontana catharinensis .
terrificus, Bothrops
(Apocynaceae) )
jararacussu

Batina ez al., 2000
De Almeida ez al., 2004
Veronese ¢t al., 2005

Tamarindus indica (Fabaceae)

Vipera russelli Ushanandini ez a/., 2006

Vipera russellii,
Naja kaouthia
Echis carinatus

Vitex negundo (Lamiaceae) Alam y Gomes, 2003

Mahadeswaraswamy ez al.,

L . 2008
Vitis viniféra (Vitaceae) Daboia, Vipera Mahadeswaraswamy ez al.,
russelli 2009
Naja naja, Deepa y Gowda, 2002

Withania somniféra (Solanaceae) Machiah ez al., 2006

Machiah y Gowda, 2006

Daboia russelii

La pregunta importante en este punto es: ;qué clases de metabolitos secun-
darios presentes en estas especies vegetales son capaces de interactuar con los
target macromoleculares de tal manera de inhibir a los venenos?

Por otra parte, para poder entender mejor los mecanismos de inhibicién, es
necesario el estudio de los compuestos aislados, lo cual puede ser un problema
ya que la purificacién puede excluir componentes que actien en combinacién o
sinérgicamente, como ocurre con muchas hierbas medicinales. Sin perder esto
de vista, se agrupan en familias quimicas los compuestos activos que son citados

en bibliografia:
y—
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Componentes activos

Flavonoides (Liang, 1987)

Actian mediante la formacién de complejos, se han demostrado uniones
puente hidrégeno entre grupos fendlicos y amidas de cadenas proteicas. Poseen
actividad antiinflamatoria, antihepatotoxica, antiarritmica, hipocolesterolémica,
antialérgica, antitumoral, etc. La actividad mds importante desde el punto de
vista antiveneno es la inhibicién de enzimas.

a.  Flavonoides simples

Figuray
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rutina, inhibe la enzima fosfolipasa A (administrada en forma con-
junta con antihistaminicos, protege contra los efectos vasculares de
Bothrops atrox) presente en Achillea millefolium, Euphorbia hiria,
Forsythia suspensa, Marsypianthes chamaedrys, Nerium oleander
y Ruta graveolens entre otros. Muestra por difraccion de rayos x,
cuatro grupos hidroxilos libres para participar en uniones puente hi-
drégeno y el grupo carbonilo del anillo de pirona esta espacialmente
disponible para fijarse a sitios activos del receptor rutina.
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quercitina, inhibe la lipoxigenasa, presente en Albizzia lebbeck;
Allium cepa 'y como glucosido en Foeniculum vulgare, Helianthus
annuus, Nerium oleander, Polygonum bistorta y Rheum palmatum
morina, se une a metales como zn y al, por lo tanto a metaloprotei-
nasas que los contienen. En Morus alba y en Artocarpus integrifolia
(planta antiescorpidnica).
primetina, en Primula denticulata, hesperitina en Prunus persica; pi-
nostrobina, en Heterothalamus psiadioides, naringenina, en Prunus
persica, galangina, en Heterothalamus psiadioides; apigenina, en
Boehmeria nivea, kaempferol, en Cassia tora, Impatiens capensis,
Nerium oleander, Paeonia albiflora y Prunus persica; luteolina, en
Ajuga decumbens y Merremia tridentata; diosmetina, en Merrenia
tridentata;, isoramnetina, en Argemone mexicana;, miricetina, en
Mpyrica rubra entre otros. Las especies Phyllanthus niruri y P.
wrinaria contienen quercetina, rutina, quercitrina e isoquercitrina.
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Cuando se utilizan las flores como antiveneno es mucho mas cons-
picua la presencia de flavonoides: isoramnetina en Calendula offi-
cinalis; quercitina en /Hibiscus mutabilis; miricetina en Impatiens
balsamina y luteolina en Lonicera_japonica.

Todos los flavonoides poseen similitud estructural: la proximidad y co-
planaridad del grupo hidroxilo fenélico sobre el c5 y el grupo carbonilo
pirénico. La misma caracteristica la poseen las cromonas por ejemplo
en Schummanniophyton magnificum.
Los flavonoides, al ser ingeridos, se metabolizan a metabolitos activos
por la microflora intestinal. La primera etapa es la hidrdlisis de los gli-
cosidos, luego la ruptura del anillo pirénico produciéndose pequenas
moléculas (dcidos fendlicos) que son activos contra los venenos. Por
ejemplo en suero y orina humanas se puede detectar acido protocaté-
quico luego de la administracién oral de quercitina.

b.  Hlavonoides complejos: como isoflavonoides, pterocarpanos y coumestanos.

*  Isoflavonoides: Poseen propiedades biodinamicas pero no son fre-
cuentes en plantas alexiteras. Algunos ejemplos son tectoridina,
iridina y sus 7-o-glucésidos en rizomas y raices de Belamcanda
chinensis, con actividades antihepatotéxicas y antiinflamatorias,
muy utilizada como antiveneno en China; derricidina en Derris
sericea.

*  pterocarpanos prenilados: cabenegrinas A-1 y A-2, edunol. Mostraron
efecto protector en ratones inyectados con veneno de Bothrops
atrox. Compuestos con distribucién quimiotaxonémica muy pre-
cisa ya que solo son sintetizados por ciertas tribus de Fabaceae
(Desmodiae, Dalbergiae, Sophoreae, Phaseoleae y Brongniartiae) cir-
cunscriptos incluso a la subfamilia Papilionoideae.

Las cabenegrinas (Nakagawa er al., 1982) se han aislado mediante frac-
cionamiento del extracto hidroalcohdlico de la raiz de una planta denominada
«Cabega de negra». El producto «Especifico Pessoa» producido y elaborado en
el nordeste de Brasil por el Laboratorio Frota (Sobral), poseia el 100% de ac-
tividad en los ensayos. En la Cuenca Amazonica, los trabajadores de las plan-
taciones lo utilizan como antidoto oral contra el veneno de serpientes y aranas.
Curiosamente, la identidad botanica de las plantas con las que se preparaba el
Especifico Pessoa no se conoce; hay aproximadamente 1o plantas denominadas
cabeza de negro en Sud América, y dos son reputadas como antiveneno en la re-
gion Ibiapaba del noreste brasilero: Bredemeyera floribunda Willd. (Polygalaceae)
llamada pacari y Harpalyce brasiliana (Fabaceae—Papilionoideae), la cual posee
pterocarpanos muy similares lo que marca un posible parentesco.

—

Comision Sectorial de Investigacion Cientifica 39



40

Figura 8

W ™~
H L}
);"v"’ b 1‘~.u¢:§}:¢f . |'-'va_*x\', '-'xhv.mh
|
A—')’-’ﬁ\ e H
e
_,_\\ J - ,.\I,If' \I,:—: .—-' ‘\-"/\ —
H .'z j — H Yy ""\.‘L
o—{¢ 1r—o . O =0 .. -
\x\__,,{\ 1 W '%__/'..- | 0- —‘:\L '}(\ '
s P A - 5
o HA—oH o i o
cabenegrina A 1 cabenegrina A 11 =) eslaened

Tas pEM (dosis efectivas minimas) son de 2,8mg/Kg para a-1 y 2mg/kg
para A-II en ratones inyectados con 2,5 veces la DL, del veneno de B. atrox. 1
mg/kg por via intravenosa de () cabenegrina a-1 inyectada 1 5§ minutos antes de
inyectar veneno contrarresta después de 30-60 minutos la hipotensién, el paro
cardiaco y respiratorio producido por la DL_, del veneno. También en corazén
aislado de perro las cabenegrinas revierten los efectos cardiovasculares del vene-
no. Su sintesis fue patentada en Japon.

Un compuesto similar, el edunol, fue aislado de raices de la «hierba de la
vibora» Brongniartia podalyrioidesy b. intermedia (Fabaceae) siendo activo tam-
bién contra 4. arrox. 3,1 mg/kg 1P en ratones anula totalmente la mortalidad
causada por la bL_ 'y es efectivo disminuyendo la mortalidad de 100 a 70% para
2 pL_. Sin embargo dosis de 10 mg/Kg mostré un efecto protector bajo para la
DL_y nulo para 2 pL_, esto puede ser debido a que algunos pterocarpanos como
una mezcla de gliceofinas 1, 11 y 111 pueden bloquear el transporte de electrones y
presentar toxicidad a altas concentraciones. En México se usan la corteza y hojas
de B. glabrata contra mordeduras de serpientes de cascabel como también las
raices de B. goldmanii.

Se conocen otros pterocarpanos prenilados en plantas del género Erythrina
como E. berteroana.

Da Silva ez al. (1999), han aislado del extracto alcohdlico de hojas de
Harpalyce brasiliana «raiz de cobra» utilizada como alexitérica, una isoflavo-
na nueva harpalicina y el flavonol quercitina y de las raices 3-hidroxi-4-iso-
pentenil-8,9-metilene-dioxipterocarpano y el triterpeno pentaciclico acido
betulinico.

*  coumestanos: wedelolactona (Mors ez al., 1989), fue aislada de
partes aéreas de Edipta prostrata (Asteraceae), junto a otros
componentes activos como flavonoides y fitoesteroles. Inhibe la
lipoxigenasa y la liberacion de creatina-cinasa involucrada en los
procesos inflamatorios. Activa contra veneno de Crotalus duris-
sus terrificus, neutraliza su letalidad en ratones. También posee
actividades antimiotoxica, antihemorragica, antiproteolitica,
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antifosfolipasica, antihepatotéxica. Es usada en Brasil y China en
el tratamiento de picaduras de serpientes. En dosis de 0,54 mg/
animal anula la mortalidad de 3pL_ del veneno. Con respecto a
Bothrops jararaca, la wedelolactona inhibe la actividad miotéxica
in vitro y tiene un efecto antihemorragico ( smg/ kg) y el extrac-
to etandlico posee un efecto protector contra la miotoxicidad del
veneno. La wedelolactona, estigmasterol y sitosterol actian sinér-
gicamente neutralizando in vivo la miotoxicidad y el efecto hemo-
rrégico de venenos de Crotélidos (B. jararaca, B. yararacussu 'y
Lachesis muta) con accién antiproteolitica y antifosfolipasa A, y
por lo tanto antiinflamatoria.

Figurag

wedelolactona

La dimetilwedelolactona fue aislada por Pithayanukul ez a/. (2004) como
componente mayoritario del extracto butandlico de Ec/ipta prostrata, el cual in-
hibe en un 100% la actividad letal de 2 pr_| del veneno de Calloselasma rhodos-
toma, también inhibe parcialmente la actividad hemorragica, posee muy poca
actividad sobre la fosfolipasa o y no inhibe la actividad proteolitica. Un posible
mecanismo de inhibicion seria debido a la naturaleza polifendlica de este com-
puesto. Konarev ez al. (2002), detectaron inhibidores de la tripsina, subtilisina y
quimotripsina en semillas de £. prostraza.

Un estudio realizado por Diogo ez al. (2009) en extractos de partes aéreas
(wedelolactona) y raices (demetilwedelolactona) de £. alba silvestre, y modifi-
cada genéticamente con Agrobacterium rhizogenes para aumentar la produccion
de los cumestanos, demostré que el clon 19 posee mayor actividad que la planta
silvestre con respecto a la inhibicion de la actividad miotdxica inducida por la
fosfolipasa A extraida del veneno de Crotalus durissus terrificus y B. jararacus-
su, lo cual demuestra la importancia del conocimiento de los compuestos activos
presentes en los extractos.

Cumestanos sintéticos preparados por Melo ez al. (2010), han demostrado
actividad, sobre todo el LqB 93 7 vitro inhibe completamente la liberacion de
cK (actividad miotéxica) e i vivo posee efecto antimiotdxico (ID50:0,17 mg/kg),
antiedematogénico (ID5O: 0,14 mg/kg), inhibe la fosfolipasa a_y el efecto cardio-
toxico de B. jararacussu. También la actividad hemorragica en forma similar a

la wedelolactona, y la actividad proteolitica de B. jararaca.
y—

Comision Sectorial de Investigacion Cientifica 41



Figura 10

HO, o~ 0. .0 LOB 08 Ry=R=0CH,0
LB 10 Ry=0H: R:=0CH;
o LOE 12 R;=R+= OH
Voo _“qk LOBY3 Ry=0CH;; Ry=0H
4 —R
L—:{\
R;

En resumen, para que estos compuestos muestren efecto protector contra
venenos de crotalidos, deben poseer un esqueleto isoflavonoide, funcionalidad
dioxigenada y naturaleza dcida. Las (—)—cabenegrinas A-1Y A-I1, el (<) edunol po-
seen rotacion Optica negativa, configuracion S en los carbonos quirales 6% y 11°,
diferenciandose por la hidroxilacion del sustituyente isoprenilo y la posicién de
este con respecto al esqueleto principal. La magnitud del efecto protector po-
dria deberse al grado de oxidacion del grupo isoprenilo dado que el (-) edunol
es el menos potente, aunque la wedelolactona que no posee este grupo es activa

(Reyes Chilpa y Jiménez Estrada, 1993).

Alcaloides

Li-Shian ez al. (2004) han aislado de las raices y tallos de Aristolochia elegans
alcaloides N-oxido benzoil benciltetrahidroisoquinolin éter, las aristoloquinoli-
nas A, B y c¢. Otros alcaloides como (-)-(r,7)-7"-0-metilcuspidatina, alcaloide
bis-1-benciltetrahidro isoquinolina puenteado entre los anillos ¢ y ¢’ por un
éter difenilo; alcaloide bisbencilisoquinolinico; pericampilinona 4, isoquinoli-
na: coridalina, thalifolina, northalifolina, N-metil caridalina. Si bien la actividad
alexitera se considera debida a los dcidos aristoloquicos.

El schumaniofosido (Akunyili y Akubue, 1986) del jugo de la corteza de
Schumanniophyton magnificum (Rubiaceae) es utilizado por los trabajadores ni-
gerianos al ser mordidos por serpientes o escorpiones. Es activo disminuyendo
la mortalidad en un 16% en ratones pretratados (2,06mg/kg sc de extracto de
corteza) y envenenados con una bL de veneno de /Naja melanoleuca. Es ineficaz
cuando se administra 1o minutos antes o una hora después debido quizas a ter-
molabilidad del compuesto. Estudios posteriores no adjudican la actividad a este
alcaloide pero no han podido aislar el compuesto activo.
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La atropina reduce la actividad del veneno de las mambas Dendroaspis an-
gusticeps y d. polylepis al bloquear el receptor colinérgico. Este alcaloide se
encuentra en Solandceas como Cyphomandra betacea y C. hartwegii cuyo tallo
subterraneo es utilizado por los guaymies de Panama.

Figura12
CH;

En partes aéreas y raices de Cissampelos pareira se ha encontrado el alca-
loide bis bencilisoquinoleinico Aayabinina, alcaloides berberinicos palmatina,
hayatinina, hayatidina, insularina, pelosina (d-berberina, condrodendrina), cu-
rina (1-berberina), g-metilcurina, cicleanina, ciclanolina (cissamina), isochondo
dendrina, tetrandrina, dimetiltetrandrinio, alcaloides isoquinoleinicos del grupo
de la berberina e isoberberina; alcaloides protoberberinicos: berberina. En la
raiz: hayatidina, hayatinina con actividad curariforme, laudanosina alcaloide
bencil isoquinoleinico, y cissampareina, alcaloide bisbenzilisoquinoleinico, alca-
loides tropoloisoquinoleinicos: pareirubrinas a y b, grandirubrina e isoimeru-
brina, pareitropona, bulbocapnina, corituberina, dicentrina, dehidrodicentrina,
magnoflorina y nuciférina, todos alcaloides aporfinicos.

La tetrandina es un alcaloide con propiedades analgésicas, antiinflama-
torias y febrifugas, acciones que también presentan las pareirubrinas A y B,
pero la tetrandrina es demasiado téxica para ser utilizada en seres humanos;
también la berberina es hipotensora, la cisampelina relajante de la muscu-
latura lisa, incluso comercializada como tal y la palmatina posee actividad
hipotensora y sedativa.

Esteroides y triterpenoides

Los esteroides tienen la capacidad de formar compuestos de adicion mo-
lecular estables mediante fuerzas de Van der Waals e hidrofébicas, por ejem-
plo los acidos coleicos formados por los acidos biliares, el colesterol que puede
combinarse con la lisolecitina hemolitica en forma equimolecular, inhibiéndola.
Algunos estudios muestran como la hemdlisis provocada por la cobra india Naja
repudians en animales es inversamente proporcional a su contenido de colesterol
en sangre (Mors ez al., 2000).

Ademds de la mencionada wedelolactona, los esteroles sitosterol y estig-
masterol (aislados de partes aéreas de FHdlipta prostmm) en dosis de 2,3 mg/
animal son activos contra el veneno de Croialus durissus terrificus en ratones.
El sitosterol que da una proteccién del 70% y puede encontrarse como tal o

—
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como glucdsido (sitosterolina), con accién antiinflamatoria. Compuestos como
el sitosterol, con un grupo hidrofilico en un extremo, puede asociarse con otro
hidrofébico rodeandolo, formando un complejo el grupo hidrofilico hacia afuera
con sus propias propiedades fisico-quimicas. El glucésido del estigmasterol estd
demostrado se une al receptor de serotonina. También es activo el a-spinasterol
de Polygala senega.

Figura13
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Pueden encontrarse ademds en otras plantas alexiteras como: Achillea
millefolium, Aegle marmelos, Aristolochia serpentaria, Caesalpinia bonduc,
Calendula officinalis, Cissampelos glaberrima, Cocculus hirsutus, Cynanchum
paniculatum, Euphorbia hirta, Gloriosa superba, Marsypianthes chamaedrys,
Ocimum basilicum, Ophiorriiza mungos, Oldenlandia diffitsa, Pluchea indica,
DPothomorphe umbellata, Prestonia coalita, Serenoa repens, Sophora subprostrata,
Tarazacum officinale. Otros esteroides como a-spinasterol, tigogenina y hecoge-
nina poseen actividad antiinflamatoria. Un compuesto no natural pero muy uti-
lizado es el 4cido colerético, obtenido por oxidacion del dcido cdlico, que brinda
un 80% de proteccion contra la accion del veneno de B. jararaca.

Los derivados p-glucurénidos de la gimnemagenina aislados de Gymnema
sylvestre (Asclepiadaceae) son activos contra Naja'y Vipera ruselli (Reyes Chilpa
y Jiménez Estrada, 1995). El gimnemato potdsico inhibe la aTrasa.

Triterpenos tetraciclicos, como los lanostanos poseen actividad antiinflama-
toria y antifosfolipasa A, (Giner-Larza ez al., 2000). Segiin Mors (2000), no
tienen actividad alexitera.

Triterpenos pentaciclicos, la estructura y conformacion triterpénica de cin-
co anillos es necesaria para la actividad antiinflamatoria o antiveneno (Mors ez
al., 2000).

Muchos de ellos, con actividades comprobadas como antiinflamatorios y
antihepatotdxicos: dcido oleandlico (Achyranthes aspera, Albizia lebbeck, Allium
cepa, Calendula officinalis, Chiococca alba, Forsythia suspensa, Marsypianthes
chamaedrys, Ocimum basilicum, Plantago major, Thymus vulgaris); lupeol;
acido ursdlico (Chiococca alba, Ehretia buzifolia, Marsypianihes chamaedrys,
Nerium oleander, Oldenlandia diffitsa, Rabdosia amethystoides, Thymus vul-
garis); taraxerol; taraxasterol; a-amirina; B-amirina (se une directamente a re-
ceptores); friedelina; epifriedelinol; alnusenona; dcido betulinico (con actividad

§
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n-aminopeptidasa); betulina; bredemeyerdsido; dcido echinocistico; cicloarte-
nol; acido quindvico; presenegenina; gymnemagenina; gypsogenina. Los mas ac-
tivos son el acido oleandlico y el acido ursdlico.

Figura 14
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Compuestos fendlicos

Los fenoles simples pueden unirse a proteinas por uniones puente hidroge-
no o uniones covalentes mucho mads fuertes, ocupando sitios de unién criticos.
En plantas, estdn practicamente siempre en forma conjugada. Por otra parte, los
fenoles son sustratos de las fenolasas, resultando quinonas que pueden unirse
a proteinas con uniones covalentes. Estructuras como el cazeco/ son particular-
mente propensas a formar quinonas que condensan con proteinas resultando una
copolimerizacién. Son importantes constituyentes de las plantas alexiteras y se
pueden dividir para el estudio en:

a.  Acidos hidroxibenzoicos y sus éteres merilicos, son muy activos, con
83% de proteccion el dcido 2,4-dihidroxibenzoico; 8o% el dcido
3,4-dihidroxibenzoico o 4cido protocatechuico (en Cryprlepis sinen-
sis, Fagopyrum cymosum, Allium cepa, Polygonum bistorta).

El derivado 4-O-metil éster éter del primero es un factor neutralizante
de Hemidesmus indicus utilizada como contrayerba, se ha aislado tam-
bién un factor del extracto metandlico de la raiz denominado HI-RVIF
(a1 de Hemidesmus indicus, RviF de factor inhibidor de veneno de ¥/
russelli) que in vitro (50 mg) inhibe 10 pL_, 5 dosis hemorrdgicas
minimas, 20 dosis coagulantes, y 1o actividades anticoagulantes; 77
vivo inhibe significativamente 3 prL_, 2 dosis hemorragicas y 2 dosis
anticoagulantes en ratones (Alam ez al. , 1994). El éster metilico corres-
pondiente de algunas especies de Pmmulcz (g1u0031do prlmver051do) es
un conocido antiveneno de la India con considerable actividad antiin-
flamatoria, el 2-hidroxi-4-metoxi benzaldehido es un potente inhibidor

de la tirosinasa (polifenol oxidasa) con gran poder quelante.
ﬁ
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Otros como vainillina (Marsdenia condurango) y su dimeril éter (Eryngium

sp.) son

utilizados como antiveneno. Asi también el dcido gentisico (Gentiana

lutea), el aldehido correspondiente al acido protocatecuico (Perilla ternata), el
monometil éter del 4cido 2,6-dihidroxibenzoico (Gloriosa superba) y el dcido
anisico (Ruta montana). El dcido p-hidroxibenzoico sin embargo es inactivo.

b.

46

Acidos cindmicos 9 derivados, €l dcido cafeico y el clorogénico (4ci-
do cafeico esterificado con 4cido quinico) se unen fuertemente a pro-
teinas, provocando un cambio conformacional. El acido caféico es de
gran actividad dada su propiedad de ser quelante (derivado de cate-
col) y su facil oxidacién a quinona por fenolasas. Entre sus actividades
se pueden nombrar la de ser un fuerte inhibidor de la lipoxigenasa y
antihepatotoxico. Se puede encontrar en especies como [ olygonum,
Prestonia coalita, Strychnos nux-vomica, Taraxacum officinale, etc
también se encuentra junto al acido feridlico en especies de pinos como
Pinus sylvestris utilizados en forma externa como contraveneno. El
4cido isoferiilico también estd presente en plantas alexiteras (Cimicifuga
racemosa), el verbascosido (Budd/q/d y Forqyt/zia), acido rosmarinico (es-
pecies de Perilla); ésteres del dcido cafeico se identificaron en especies
de Merremia y son utilizados como antidotos.

El cafeato de miricerona (dcido cafeico esterificado con triterpeno) en
Mpyrica cerifera muestra un antagonismo selectivo por el receptor de
endotelina, causando la ruptura de la unién endotelina-membrana; al-
gunos oligémeros del acido cafeico (Bené/@} spekeana y Echinops am-
p[exicau/is) son antidotos por via oral y parenteral.

Se ha demostrado que el éster etilico del acido caféico es un ligando
competitivo de los receptores de benzodiacepinas.

El acido clorogeénico es inhibidor de la enzima lipoxigenasa lo que con-
fiere su actividad antiinflamatoria y antihepatotdxica. Se encuentra en
muchas plantas alexiteras: Achillea millefolivim, Arctium lappa, Citrullus
colocynthis, Coffea arabica, Fagopyrum cymosum, Heliantus annuus,
Marsdenia condurango, Nicotiana tabacum, especies de Strychnos,
LPolygonum bistorta.
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¢ Curcuminoides, diaril heptanoides como curcumina, demetoxi curcumi-
na_y bis demetoxicurcumina, colorantes amarillos de Curcuma longa. La
curcumina es una dicetona que, en solucion a través de un tautomeris-
mo ceto-endlico, produce un fuerte centro quelante. Inhibe totalmen-
te la neurotoxina de Naja naja siamensis. Ademas, los curcuminoides
poseen actividad antiinflamatoria, hepatoprotectora, antimutagénica,
anticarcinogénica, inhibidora de la lipoxigenasa y prostaglandin-endo-
peroxido sintetasa. Otras cetonas insaturadas como la ar-turmerona de
los rizomas de Curcuma longa inhiben la actividad de las viboras de

cascabel.
Figura 1y
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Figura 18

d  Cumarinas. Se considera que inhiben varias enzimas. La cumarina con

un 40% de proteccién se puede encontrar en plantas alexiteras como
Dipteryx odorata, D. punctata, Liatris squarrosa, Mikania sp.y Torresea
cearensis; los derivados oxigenados como wmnbelliférona se encuentran en
Aegle marmelos, Daphne mezereum e Ipomoea batatas, como asi también
escopoletina, la cual también es abundante en Brunfelsia y Heterothalamus
psiadioides acompanada por su éter dimetilico escoparona.
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cumarina umbelliferona

Herniarina y ayapina se encuentran en Eupatorium triplinerve con
actividad hemostatica; dafiina (7—0—glucésido de la dafnetina) en
Daphne odora; suberenona en Ruta graveolens, marmina en Aegle manr-
melos, Dorstenia brasiliensis y Feronia limonia con bergapteno de 20%
de proteccién (furanocumarina), dorsienina y fernolina.

Flavonoides, ya han sido descriptos como el primer grupo en impor-
tancia como antiveneno.

DPolifenoles: taninos (4cido tdnico (Okonogi ez al., 1970) podrian deber
su actividad a su capacidad de formar complejos con las proteinas de
los venenos. Por ejemplo, taninos condensados del fruto inmaduro de
Diospyros kaki (Ebenaceae), neutralizan venenos neurotéxicos y hemo-
rragicos; el tanino del fruto del Persimmon es activo contra la serpiente
marina «eraburu» (Reyes Chilpa y Jiménez Estrada, 1993). La presen-
cia de concentraciones elevadas de taninos en el extracto metandlico
al 95% de hojas de Guiera senegalensis es responsable de la actividad
inhibitoria del efecto letal de los venenos de Echis carinatus y Naja
nigricollis. (Abubakar e al., 2000).

Los géneros mejor conocidos utilizados como plantas antivenenos con tani-

nos son Paeonia, Agrimonia y Rubius. También Euphorbia hirta con dos elagi-
taninos (euforbina A y B), especies de Acacia por ejemplo A. catechu, A. hindsii,
A. leucophaea, A. nubica, A. polyacanthay A. sinuata; hojas de Rhus semialata,
raiz de Rheum palmarum, Musa paradisiaca, etc.

§
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Acidos
a.  Acidos aristoléquicos (Tsai et al., 1980)
En raices de diversas especies de Aristolochia como A. radix, activo
contra Naja naja y Bungarus multicincsus. Disminuye la mortalidad
en un 26% y en el segundo caso un 34% en ratones pretratados con
1251,38 mg/kg 1.
El 4cido aristoléquico inhibe la inflamacién inducida por agentes in-
munoldgicos, complejos inmunes y agentes no inmunolégicos como ca-
rragenina o aceite de crotén. Moreno (1993), sugiere que el mecanismo
es el bloqueo directo de la pLA  que cataliza la liberacion del acido
araquidénico, como también otros pasos que involucran la liberacion de
eicosanoides como las vias de la cicloxigenasa y lipoxigenasa.
Se ha demostrado por dicroismo circular, que el acido aristoléquico for-
ma un complejo 1:1 con fosfolipasa A de los venenos, actuando como
un inhibidor no competitivo de la enzima y provocando un cambio
significativo de la estructura secundaria de la proteina, caracterizado
por un incremento aparente de la a-hélice, sin modificacion detectable
de su estructura terciaria. Inhibe por lo tanto la inflamacién y el dolor
(Ricciardi, 20035).
Inhibe la actividad litica de 3 fosfolipasas A ~del veneno de
Trimeresurus_flavoviridis, sobre todo en fosfolipasas basicas y la acti-
vidad litica y edematosa de la fosfolipasa del veneno de Vipera russe-
/li. Se encuentran generalmente acompanados por aristolactamas: E y
ATl1a-6-0-B-p-glucdsido.
Figura 19
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El 4cido aristoloquico es altamente téxico e irritante de las mucosas y a
altas dosis emetocatdrquico, pudiendo conducir a paralisis respiratoria.
Es nefrotéxico y carcinégeno. Los acidos aristoloquicos 1 y 11 son mu-
tagénicos y carcinégenos con elevado riesgo de cancer uretral, por lo
cual el Ministerio de Salud de la Republica Federal de Alemania ha eli-
minado del mercado todas las drogas conteniendo 4cido aristoléquico

aun en concentraciones homeopéticas. Son muy poco solubles en aguar——
—
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lo que explicaria que no se haya informado de casos de toxicidad por
ingestion de decocciones, pero si en caso de consumo de hierbas como
suplemento dietario. Son solubles en alcohol. Pasa a la leche materna.
Solo se admite su uso tépico en acnés, fistulas cutaneas, ulceraciones
dérmicas, heridas, forinculos, herpes (Ricciardi, 2000).
b.  Acidos grasos

El éster cis octadeca-g-enoato de etilo y otros észeres presentes en la
fraccion g de Murraya paniculata bloquean el canal hidrofébico de la
pLA , inhibiendo su accién (Lobo ez al., 2010).

Figura 20. Ay B. Docking del cis octadeca-g-enoato de etilo (1) en el canal hidrofébico
de lafosfolipasa A, de Bothrops asper. C'y D. comparacion con la unién
del acido estearico y la 1-O-octil-2-heptilfosfonil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina.
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Fuente: Lobo ez a/. (2010)

Otros compuestos

También los polisacaridos pueden exhibir actividades antiinflamatorias e in-
munomodularoras, utilizandose como alexiteras por ejemplo Casearia sylvestris
con una mezcla de polisacaridos, Calendula officinalis con heteroglicanos, etc.
Ademds, se han aislado compuestos activos a partir de microorganismos como
Aspergillus sp.y Penicillium sp.

En el mar, se ha aislado un sesteterpeno de la esponja Luffariella variabilis,
activo contra Bungarus multicintus (neutraliza la b—bungarotoxina) y contra co-
bras (inhibe la fosfolipasa A ).

También algunos animales tienen proteinas en el suero que los protegen
contra el veneno de serpientes como algunos Didelphis spp. (zarigiieyas). D.
marsupialis es resistente al veneno de Borhrops debido a la presencia de la pro-
teina antimiotoxica bM64 en el suero. DM64 neutraliza iz vizro la citotoxicidad
e in vivo la miotoxicidad de las miotoxinas 1 (mt-1/asp49) y 11 (mt-11/Lys49)
del veneno de B. asper (Rocha ez al., 2002). La misma fraccién neutralizante se
ha encontrado en la leche de D. marsupialis, lo cual representa una proteccion
adicional de los neonatos contra el veneno de B. jararaca (Jurgilas ez al., 1999).
pM43 inhibe la actividad fibrinogenolitica de la botrolisina y jararagina y forma

un complejo estable con ambas metaloproteinasas. Es inefectiva con atrilisina c
=\
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0 A; no se observa formacion de complejos con jararagina ¢ lo cual indica el rol
esencial del dominio de la metaloproteinasa para que exista interaccion (Neves-
Ferreira et al., 2002).

En conclusion, descartando las llamadas mordeduras blancas o mordeduras
secas, en las cuales el ofidio no inyecta veneno, lo cual se estima que ocurre en
un 30-35% de los casos y en las que el peligro es de infeccion o tétanos, es evi-
dente que los constituyentes de algunas especies vegetales presentan interaccion
con los venenos que puede alterar su toxicidad (Ricciardi, 2003). En general,
se piensa que el efecto protector es por la interaccion de las toxinas y enzimas
del veneno que son fundamentalmente proteinas y péptidos, con las sustancias
alexitéricas. Los sitios vulnerables podrian ser por lo tanto:

* @l blogueo del o los sitios receptores,

* ol secuestro de metales necesarios para el normal funcionamiento de las
metaloproteinasas por ejemplo el zn. Uno de los ejemplos mejor estu-
diados es la accion de la heparina que neutraliza a la miotoxina 11 del
veneno de Bothrops asper (fosfolipasa A ) por formacién de un complejo
macromolecular. Heparina se une al sitio catiénico de la region de resi-
duo 115-129, con posible contribucién de lisina 36 y 38 de la fosfoli-
pasa, sitio responsable de la accion citotdxica (Lomonte ef al., 1994).

> otroelemento comiinesqueposeenactividadantiinflamatoria (Anacardium
occidentale, Argemone mexicana, Boswellia serrata, Brunfelsia uni-

Slora, Capparis sp., Casearia sylvestris, Cyperus rotundus, Dolichos
lablab, Ficus carica, Morus alba, Prosopis spicigera, Sanwlina cha-
maecyparissus, Securidaca longepedunculata, Stachytarpheta dichotoma,
Terminalia sp., Withania somnifera, Zanthoxylum sp (Houghton,
1993) e inmunoestimulantes (Ariswlochia sp. (dcidoaristoléquico),
Stephania tetrandra (cefarantina), 7ylophora ovata (tiloforina), Algunas
Asteraceae (lactonas sesquiterpénicas), Echinacea angustifolia (polisa—
cdridos, Houghton, 1993), existiendo un fuerte paralelismo entre la
capacidad de las plantas y sus componentes quimicos para neutralizar
las acciones de los venenos y las propiedades antiinflamatorias y anti-
hepatotoxicas, lo cual sugiere cierta analogia entre los mecanismos que
gobiernan estas actividades.

s algunas no actiian directamente sobre el veneno pero si sobre alguno de
los sintomas como dolor (Papaver somniferum), hemorragia, infeccion,
etc., como por ejemplo, los pterocarpanos prenilados erithrabyssina-11
que tienen actividad antimicrobiana (evitando la septicemia, posible
causa de mortalidad en los envenenamientos botrdpicos), algunos cou-
mestanos con accion antihepatotdxicas y regenerativas del higado, tran-
quilizante como la reserpina de Rawolfia spp. (Reyes Chilpa y Jiménez
Estrada, 19935).

—
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interaccion antigeno- anticuerpo como en el caso de las proteinas del ex-
tracto acuoso de semillas de Mucuna pruriens y las enzimas del veneno
de Echis carinatus (Guerranti et al., 2002).

ademds, algunas plantas son utilizadas como alexiteras debido al gran
numero de componentes activos que poseen, por ejemplo Cizrullus
colocynthis contiene sitosterol, espinasterol, dcidos cafeico, fertlico y
clorogénico, quercitina y rutina; Edlipta prostrata con sitosterol, es-
tigmasterol, b-amirina, apigenina, luteolina, wedelolactona, 4cido
wedelico y desmetilwedelolactona; Fuphorbia hirta con sitosterol, es-
tigmasterol, camfesterol, cicloartenol, friedelina, a-amirina, b-amirina,
taraxerol, taraxenona, ellagitaninos y glucésidos flavonoides rhamnetina
y quercetina, entre otras.
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Actividad alexitérica de plantas autoctonas

En Uruguay y Argentina, no existen estudios cientificos relacionados, ex-
cepto los realizados por nuestro grupo de investigacién (Facultad de Quimica,
Udelar-Facultad de Ciencias Exactas y Naturales y Agrimensura, UNNE), detec-
tando actividad alexitérica contra el veneno de especies de Botirops en plantas
de la region (Dellacassa er al., 2012).

Las especies vegetales estudiadas se seleccionaron teniendo en cuenta los
antecedentes etnobotanicos disponibles en la bibliografia. Luego de una ade-
cuada prospeccion geografica, se recolectaron las especies y se depositaron en
herbario de referencia ejemplares testigos. El material vegetal se sec6 por venteo
en el laboratorio, separandose en sus partes constituyentes.

El material vegetal fue molido y tamizado (tamiz 12) para preparar por ma-
ceracién durante 24 h los extractos acuosos (Melo e al., 1994); y por maceracion
de 48 h los extractos alcohdlicos (Otero ez al., 2000) y hexanicos. Los filtrados se
desecaron a presion reducida y se calculd su rendimiento.

Aquellos ejemplares correspondientes a especies aromaticas fueron también
procesados para obtener los aceites esenciales por destilacién por arrastre con
vapor de agua.

Por otra parte, personal capacitado del Serpentario Corrientes obtuvo un
pool de veneno de varios ejemplares de Bothrops diporus (para evitar particula-
ridades o variaciones genéticas) por expresiéon manual siguiendo la técnica de
ordene. El veneno se desecé a presién reducida y se pes6, guardandolo en freezer
hasta su uso.

La actividad alexitérica se evalud utilizando como herramienta la electro-
foresis sps-pace (Camargo ez al., 2011) tanto para los extractos vegetales como
para los aceites esenciales. Se utilizaron geles de separacion al 12% y de stacking
al 4%. Se consideraron como activos aquellos extractos/aceites que modificaron
el patrén electroforético del veneno luego de la incubacion durante 30 minutos
a 37 °c mediante la disminucion o desaparicion de bandas del veneno o la apa-
ricion de nuevas bandas a distinto peso molecular (pm).

Se evalu6 la inhibicién de la actividad coagulante utilizando la técnica del
plasma recalcificado (Iovine y Selva, 198 5), considerdndose activos aquellos que
prolongan el tiempo de coagulacion hacia valores normales y se cuantifican en
porcentajes de recuperacion.

Para el estudio de la inhibicién de la actividad hemolitica se utilizaron placas
de agar sangre-fosfatidilcolina (Gutierrez ez al., 1988; Otero ez al., 1995).

Se evalué la capacidad de inhibir la actividad proteolitica del veneno me-
diante sDS-PAGE con caseina (adaptaciones de las técnicas descriptas por Pardo
y Natalucei, 2002; Gay e al., 2004), utilizando gel de separacién al 10% y de

stacking al 4%.
/__ —
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Posteriormente se fraccionaron los extractos de dos especies que demos-
traron actividad en todas las pruebas de inhibicion: Nectandra angustifolia y
Mikania micrantha. Para ambos casos se utiliz6 el extracto alcohdlico de partes
aéreas (Na2 y mm2). Se realizé el fraccionamiento bioguiado mediante croma-
tografia_flash en columna utilizando una serie elutropica de polaridad creciente
(hexano, acetato de etilo, metanol) y silica gel fask (60 0,04 - 0,063 mm, mn). El
eluido se reuni6 en fracciones con igual perfil en cromatografia en placa delgada
TLC, con cromatofolios de silica gel 6F y utilizando acetato de etilo-hexano (1+1)
como solvente de corrida. Se observé a 2 54 y 365 nm y se asperjo el reactivo uni-
versal anisaldehido-dcido sulfurico. Posteriormente se realizo el seguimiento de la
actividad biologica de cada una de las fracciones mediante sps-PAGE.

Las fracciones enriquecidas en compuestos activos obtenidas con el método
anterior fueron testeadas 7z vivo mediante inhibicion de la actividad letal.

Cuadro 3. Actividades de las distintas especies vegetales contra el veneno de B. diporus

Inhibicién de | Inhibicién de Inhibicién de

Especie vegetal . .. ..
P g SDS-PAGE la actividad | la actividad la actividad

Esencias/Extractos

hemolitica coagulante proteolitica

Aloysia citriodora Palau (ctEs g ) cedrdn, erva cidreira, lemon verbena (Céceres ez al, 2012a;
Ciéceres et al. 2012b, Cdceres er al.,2012¢)

si 20%**

Esencia directa si(1:10)* si 58% (1:10) |si(1:120)

(1:20)

Esencia de aguas si(1:10) st 20% (1:20) |si 92% (1:10) |si (1:120)
Extracto acuoso de hojas no no st 9% (1:2,5) |no
Alcohdlico de hojas no sl 20% (1:20) |si 18% (1:2,5) |si (1:120)
Hexdnico de hojas no st 20% (1:20) |si 18% (1:2,5) |si (1:120)
Aristolochia gibertii Hook. (cTEs 6832) ysypo mil hombres, patito
(Torres et al., 2012a)
Extracto acuoso de hojas si (1:10) no si35% (1:7) |no
Acuoso de tallos no no no no
Acuoso de raices no no no no
Alcohélico de hojas si(1:10) no sf 20% (1:3) |[si(1:150)
Alcohdlico de tallos si(1:10) no no si (1:150)
Alcohélico de raices si(1:10) no no si(1:100)

)

Aristolochia elegans Mast. (cTes 7097) mil hombres, patito. (Torres ez al, 20122

Extracto acuoso de hojas si(1:10) no no no
Acuoso de tallos si(1:10) no no no
Acuoso de raices si(1:10) no no no
Alcohdlico de hojas si(1:10) no sf 31% (1:20) |[si(1:120)
Alcohdlico de tallos si(1:10) no no si(1:120)
Alcohdlico de raices si(1:10) no st 42% (1:40) |si (1:80)

Asclepias curassavica L. (cres 11) kad-mard tai, vence veneno, bandera espafiola. (Torres ez 4/,
2008; Ricciardi Verrastro ez a/., 2012b)

Extracto de partes aéreas
acuoso

§
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Inhibicién de | Inhibicién de Inhibicién de

Especie vegetal

SDS-PAGE la actividad | la actividad la actividad
Esencias/Extractos .. ..
hemolitica coagulante proteolitica
Partes aéreas alcohdlico si(1:10) no no si(1:160)
Partes aéreas hexano si(1:10) no si 28% (1:30) |si (1:160)

Asclepias mellodora A. St-Hil. (cTES *) yerba de la vibora, mbéi ka’d, yerba del colmillo de
la vibora, soliman de la tierra, leche de vibora, mercurio. (Ricciardi Verrastro ez a/., 2012a;
Ricciardi Verrastro ez al., 2012b)

Extracto de partes aéreas .

si(1:10) no no no
aCcu0S0
Partes aéreas alcohdlico si(1:10) no si 28% (1:5) |sf(1:160)
Partes aéreas hexano si(1:10) st 18% (1:20) |si 71% (1:5) |[no
Raiz acuoso si(1:10) no st 45% (1:5) |no
Raiz alcohdlico si(1:10) no st 55% (1:5) |si(1:160)
Raiz hexano si(1:10) si 18% (1:20) |no si (1:160)

Cissampelos pareira L.
(cTES 6831, 7092) Ka’apeva; ka’d-peva; ysipé moroti; pau de cobras; mil hombres; cad-pebs;
cipé (Torres e al., 20073; Torres e al., 2007b)

Extracto de hojas acuoso no (1:10) no no no

Raices acuosos no (1:1o) no no no

Hojas alcohdlico si(1:10) . 3‘50% T:IO no si (1:80)
100% 1:30

Tallos alcohdlico si(1:10) si25% 1:10 | no si (1:80)

Raices alcohdlico si(1:10) si25% 1:10 | no si (1:80)

Dorstenia brasiliensis Lam. (cTEs 7093) contrayerba; taropé; kaapid; higuerilla (Torres ez al,

2008)

Extracto de hojas acuoso si(1:10) no no no
Hojas alcohdlico si(1:10) no no si (1:80)
Raiz acuoso si(1:10) no no no
Raiz alcohélico si(1:10) no st 38% (1:10) |sf(1:80)

Eclipta prostrata (L.) L. (cres 1912) Tangard-ka’4; eclipta; hesillo (Torres ez al, 2007¢)

Extracto de partes aéreas

si(1:10) no no no
acuo0so
Partes aéreas alcohdlico si(1:10) no no si (1:80)
Partes aéreas hexano si(1:10) si 30% (1:20) |[si 38% (1:10) |no

Iresine difussa Humb. & Bonpl. ex Willd (cTes 7099) Mbdéi-ka’d; yerba del colmillo de la
vibora; solimén de la tierra (Torres e al., 2008)

Extracto de partes aéreas

acuosa si(1:10) no no no

Partes aéreas alcohdlica si(1:10) no si 30% (1:10) |sf (1:80)

Mikania micrantha Kunth (cTes 1907) guaco (Camargo er al., 2008; Torres ez al., 2010)

Esencia directa si(1:10) no sf 100% si (1:600)
(1:1000)

Partes aéreas acuoso no no no no

Partes aéreas alcohdlico si(1:10) no sf 30% (1:10) |si (1:200)

Partes aéreas hexano si(1:10) sl 40% (1:20) |si 60% (1:20) |si(1:160)

—

Comision Sectorial de Investigacion Cientifica 55



Especie vegetal
Esencias/Extractos

SDS-PAGE

Inhibi
la actividad

>i6n de

Inhibicién de
la actividad

Inhibicién de
la actividad

hemolitica

coagulante
2

proteolitica

Raiz acuoso si(1:10) st 27% (1:20) |sf 40% (1:20) |no
Raiz alcohdlico no no si 30% (1:10) |sf (1:400)
Raiz hexano si(1:10) no si 30% (1:20) |si (1:160)
Mikania periplocifolia Hook. ez Arn. (cTEs 191 1) Guaco; matacampo; Ysyp6 caty; Ysipdysy
(Torres et al., 2008; Torres et al., 2010)
7 0,
. , si 52% ,
Esencia directa+aguas si(1:10) no 527% si(1:160)
(1:1800)
Partes aéreas acuoso no no st 32% (1:15) |no
Partes aéreas alcohélico si(1:10) st 25% (1:20) |si 54% (1:10) |si (1:160)
Partes aéreas hexano no no st 54% (1:20) |no
Raiz acuoso si(1:10) no no no
Raiz alcohdlico no no no si (1:160)
Raiz hexano si(r:10) si 25%(1:20) no si (1:160)

Mikania coridifolia (L.£) Willd.

(cTEs 24671) (

Camargo ¢ al.,

2010; Torres e al., 2010)

L . si 56% .

Esencia directa + aguas si(1:10) no si (1:160)
(1:2000)

Partes aéreas acuoso si(1:10) no st 33% (1:20) |no
Partes aéreas alcohdlico si(1:10) no st 30% (1:30) |si(1:160)
Partes aéreas hexano si(1:10) no st 94% (1:20) |no
Raiz acuoso si(1:10) no no no
Raiz alcohdlico no no st 35% (1:20) |sf (1:160)
Raiz hexano si(1:10) si 25% (1:20) [si 51% (1:20) |si(1:160)

Nectandra angustifolia (Schrad.) Nees & Mart. ex Nees (cTEs 7094) Ajui; ajuy; laurel amarillo,
aju y hi, laurel-hu, laurel del rio, laurel mini, louro-branco. (Torres ez a/., 2010; Torres ef al.,
2010b; Torres ez al., 2011b, Torres, er al., 2011¢; Torres, ez al., 2011d, Torres, 2012; Torres
et al., 2012b; Torres et al., 2012¢)

7 0y
Esencia directa si(1:10) no st 37% si (1:400)
(1:700)
4 0y
Esencia de aguas si(1:10) no sf roo% sf (1:240)
(1:700)
Extracto acuoso de hojas si(1:10) no st 30% (1:20) |no
Alcohdlico de hojas si(1:10) si Too%(1:30) [si 83% (1:40) |si (1:200)
Hexdnico de hojas si(1:10) no si 52% (1:40) |si(1:300)

Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez (cTes 7104) laurel negro, canela preta, laurel hu,
canela imbuia, canela-fedorenta, ayui-hu, laurel hu, laurel canela, laurel amarillo, canela negra,
laurel, ayuy moroti, ayuy pard, laurel ayuy, laurel blanco, laurel overo (Torres e# al., 2010;
Torres et al., 2012b; Ricciardi Rossetti ez al., 2008a)

Esencia directa si(1:10) no no si(1:200)

Esencia de aguas si(1:10) no ?1 .82% st (1:300)
1:500)

Extracto acuoso de hojas si(1:10) no no no

Alcohélico de hojas si(1:10) no no si(1:160)

Hexénico de hojas si(1:10) no si 50% (1:80) |[si(1:120)

§
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Inhibicién de | Inhibicién de Inhibicién de

Especie vegetal .. .. ..
t g SDS-PAGE la actividad | la actividad la actividad

Esencias/Extractos

hemolitica coagulante proteolitica

Sapium haematospermun Mill. Arg (cTES 7098) Kurupika’y; lecherén; pega pega (Torres ez
al., 2008)

Extracto de corteza acuoso si(1:10) no no

Corteza alcohdlico si(1:10) no si 51% (1:50) |si(1:80)
Hojas acuoso si(1:10) sf 32% (1:10) |no no
Hojas alcohdlico si(1:10) no sf 47% (1:40) |no
Trizis divaricata (Kunth) Spreng. (cres 1908) (Dellacassa ez al., 2008; Ricciardi Rossetti ez
al., 2008b)

Esencia directa si(1:10) no st 77% (1:10) |sf (1:80)
Esencia de aguas si(1:10) no si 92% (1:10) |si (1:80)
Extracto de partes aéreas

0O no no no no
Partes aéreas alcohdlico no no no si (1:80)
Partes aéreas hexano si(1:10) no si 60% (1:10) |no

Raiz acuoso no no no no

Raiz alcohdlico no no no si (1:80)
Raiz hexano no no no si (1:80)

* Entre paréntesis (x:y) relacién veneno: extracto.

** % porcentaje de inhibicién del extracto/aceite.

Para sps-PAGE como screening y para actividad proteolitica se considera
activo 7 y no activo #o. Sin porcentajes

Fuente: Torres, 2011b

Antecedentes etnobotanicos de las especies

Aloysia citriodora: cedrén, hierba luisa, yerba luisa (Jozami y Munoz, 1982);
cedrén, cedrén de Castilla (Martinez Crovetto, 19871); en Brazil: salvia limao,
erva cidreira, cidrinha, cidro (Gonzélez Torres, 1992 ); cedrén, cedrén de Castilla,
verbena aromatica, yerba Luisa, yerba de la princesa, hierba Luisa, Maria Luisa,
verbena olorosa (Manfred, 1977).

Esta especie es muy utilizada en etnomedicina para preparar infusiones con
las hojas, flores y brotes para el tratamiento de algunas enfermedades como in-
digestion, diarrea, vémitos, ansiedad, afecciones nerviosas (Céceres, 1996); di-
gestiones lentas, enfermedades respiratorias como asma, tos y fiebre (Bassols
y Gurni, 1996). La infusién de hojas es usada como estimulante (Fester ez al,
1961), antimaldrico, antineurélgico y ténico (Bassols y Gurni, 1996, Gupta,
1995, Toursarkissian, 1980); antiinflamatorio, analgésico, antipirético, ténico y
estimulante (Oliva ez /., 2010); antimicrobiano, antimicético (Sartoratto ez a/.,
2004; Oksay ez al., 2003) y antioxidante (Stashenko ez a/., 2003). El aceite esen-
cial es utilizado en perfumeria y en la industria de aromas (Céceres, 1996). En
Argentina esta incluida en la Farmacopea y en el Cédigo Alimentario Argentino,
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mientras que en Europa el uso en perfumeria es restringido debido a reportes
de propiedades fotosensibilizantes (Bandoni, 2000). Solo en algunos articulos es
mencionada como antiveneno en caso de accidentes ofidicos, en forma de infu-
siones y cataplasmas (Manfred, 1977; Duke ez aZ, 2009).

Composicién quimica: aceite esencial con 1,8-cineol (15%), limoneno
(1%), a-pineno (0,5%), citral a (37%), citral b (22%), geraniol (11%), linalol (1%)
(Terblanché y Kornelius, 1996); el aceite esencial de flores de Cérdoba (Argentina):
limoneno (9%), mirceno (2%), o-pineno (1%), a-tuyona (17%), mircenona (31%),
alcanfor (5%), carvona (2%), lippifoli-1(6)-en-5-ona (africanona) (9%) y espatule-
nol (3%) (Zygadlo ez al., 1995); neral (12%), geranial (17%), limoneno (38%-22%),
variable segun el estado vegetativo; sabineno (15%-6%) y la fraccion sesquiterpé-
nica (30%-10%) con R-cariofileno, biciclogermacreno, xido de cariofileno y otros
(Ricciardi Rossetti ef a/., 2011). La infusién de hojas de esta especie contiene 400
mg/1 de verbascésido y Too mg/1 de luteolin 7-diglucuronido; la misma infusion
rinde 51% de aceite esencial con 77% de citral, contenido mucho mayor que el
original de las hojas (4 1%) (Carnat ez a/., 1999).

Cissampelos pareira, ka’apeva, ka’a-peva, ysypo-moroti, cad peba, zarza,
pareira brava, mil hombres, pareira falsa, hoja de mono, butua, sacha-parra, pa-
reira brava, bejuco de ratén. Se utiliza el cocimiento de las raices o el polvo en
cataplasma contra picaduras de viboras.

Seguin el Hno. Pedro de Montenegro:

... porque ademas de ser tan parecido a ellas en sus partes como dejo dicho, es

el mas eficaz remedio que ellos usan en las mordeduras de todas las serpientes

que arrastran por el suelo dando a beber su cocimiento y poniendo sus ojas

molidas, o el polvo de su raiz sobre las heridas de suerte que el que la trahe

consigo no teme a las mas malignas y ponzofosas viboras y cerastes (sic)...

Manfred: «el jugo externamente contra las picaduras de viboras».

Jolis: «Ja negra es més eficaz cuando se come parte de sus hojas o se toma su
polvo disuelto en un licor o se aplica machacada a la herida.

Gonzalez Torres: «<se toma la infusion de raiz y se aplica localmente cataplas-
mas de polvo o machacado de raiz y de hojas».

En las hojas posee cissampeloflavona, dimero chalcén-flavénico; hayatina
alcaloide bis bencilisoquinoleinico, hayabinina, alcaloides berbirinicos palmati-
na, hayatinina, hayatidina, insularina, pelosina, curina, 4-metilcurina, cicleanina,
ciclanodina, isochondodendrina, tetrandina, dimetiltetrandrinio, alcaloides iso-
quinoleinicos del grupo de la berberina e isoberberina, alcaloides protoberbe-
rinicos berberina y en la raiz hayatidina; hayatinina con actividad curarizante,
laudanosina y cissampelina, alcaloides tropoloisoquinoleinicos pareirubrinas A
y B, grandirubrina e isoimerubrina, pareitropona, bulbocapnina, corituberina,
dicentrina, dehidrodicentrina, magnoflorina y nuciferina, todos alcaloides apor-
finicos y pareirina, sangolina (Ricciardi, 2003).

La pasta obtenida de las raices es usada en forma tépica para fistulas, pruri-
to, desérdenes cutdneos y la intoxicacion por venenos de serpientes (Amresh ez
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al., 2003), toda la planta puede considerarse que posee actividades antiinflama-
torias siendo muy potente el extracto etandlico de raices (Amresh ez al., 2007).

Mikania spp. guaco, las especies se reputan como antifiingicas, antimi-
crobianas, broncodilatadoras, antialérgicas, antiinflamatorias en general y utiles
contra mordeduras de viboras e insectos ponzonosos, particularmente con ac-
tividad antiinflamatoria especifica contra veneno de Bothrops jararaca (Fierro ez
al., 1999; Maiorano e al., 2003).

Figura 21
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11 Beta H, 13-dihidroescandendlido

Entre sus componentes se destacan los diterpenos y las lactonas sesquiterpénicas tales
como: mikanina, micandlido, dihidromicanélido, miscandenina, escandendlido y di-
hidroscandendlido; resultando algunos de estos compuestos téxicos y carcinogénicos
(Lobitz ez al., 1997; Zhang et al., 20035).

En estudios realizados en China y en Brasil respecto de la actividad sobre la
oviposicion de insectos del aceite esencial de M. micrantha fueron identificados 22
componentes; siendo los principales constituyentes monoterpenos y sesquiterpenos
(Zhang ez al., 2005; Limberger ez al., 2001; Carollo, 2008).

Poseen también alcaloides y lactonas sesquiterpénicas como micanélido, dihi-
dromicandlido, deoximicandlido, miscandenina, dehidroscandendlido y anhidros-
candendlido, algunas con efectos téxicos y carcinogénico (Ricciardi, 2000).

Asdclepias mellodora, hierba de la vibora, yerba de la serpiente, mboy-caa,
yerba del colmillo de la vibora, soliman de la tierra: posee un glicésido carde-
nolico desglucouzarina, vincetoxina y un principio amargo la asclepiadina. Los
cardenolidos inhiben la Na-k-aTPasa afectando la conductividad y contractilidad
miocardica. Es una especie toxica para el ganado.

Segtin el Hno. Pedro de Montenegro:

si luego que picase o mordiere la vibora se aplica a las heridas, o dentadas la le-

che o recina (sic) de esta yerba apaga el veneno de suerte que no corre, ni hace /——
—
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dano alguno, y si sus ojas (sic) machacadas y puestas sobre la herida o heridas
en veinte y cuatro horas las cierran, dejando libre al mordido... Bebido el vino
en que haiga (sic) estado la yerba en remojo, o mezclado con su zumo, es contra
todas las mordeduras de las sabandijas y serpientes venenosas

Sanchez Labrador:

es remedio prontisimo contra picaduras de las viboras o de otros animales pon-

zonosos. Machdcase y se pone encima o se masca para el mismo efecto de apli-

carla seca y reducida a polvo, dando un licor conveniente un punado, fortalece el
corazén y restablece las fuerzas perdidas por el veneno (sic).

Dobrizhoffer: «los abipones mastican las hojas, tragan su jugo y aplican so-
bre la mordedura las hojas masticadas».

Aristolochia spp. Se conocen como mil hombres, patito, contrahierba. Poseen
amplia fama como alexiteras en decocciones de la raiz y bebidas o como polvo
agregado al vino y luego aplicado a la picadura (Gonzalez Torres, 1992 ). Remedio
infalible para las picaduras de viboras segun Bonpland y Azara (Ricciardi, 2000).
Las especies nombradas como alexitéricas son: 4. fimbriata en infusiones y ca-
taplasmas; A. gibertii; A. labiosa; A. macroura como antidoto del veneno de
cobras; 4. serpentaria a cuyas raices se les atribuia la propiedad de ahuyentar
las viboras y curar las picaduras y A. #riangularis contra mordeduras de cobra
(Ricciardi, 2003).

Poseen un aceite esencial de olor generalmente alcanforado y se caracterizan
por la presencia de los dcidos aristoloquicos, dcidos fenantren carboxilicos sustitui-
dos, a veces acompanados por aristolactamas o por un germanolido la aristolona.
El aceite esencial de hojas de a. elegans es rico en hidrocarburos sesquiterpénicos,
predominando el B-cariofileno, isocariofileno y bicliclogermacreno, mientras que
el aceite de otras partes de la planta como tallos y raices se enriquece en sesquiter-
penos oxigenados como E-nerolidol (Vila ez al., 1997).

Aristolochia elegans. Es una enredadera originaria de Brasil, se la encuen-
tra en la Mesopotamia y Paraguay. Usada en México contra venenos de viboras
(Argueta e al., 1994), comparte con las otras Aristoloquias la actividad anti-
inflamatoria, la inhibicién de las fosfolipasas con lo que atenta la accion de los
mediadores de la inflamacion y el dolor, y actividad anticolinérgica.

En hojas posee sesquiterpenos: B-cariofileno, isocariofileno y bicicloger-
macreno aristololido. Alcaloides: bis-1-benciltetrahidro isoquinolina puenteado
por un éter difenilo: (-)-(r,r)-7’-0-metilcuspidatina; bisbencilisoquinolinico: pe-
ricampilinona A; isoquinolinicos: coridalina, thalifolina, northalifolina, N-metil
caridalina; benzoil benzil tetrahidroisoquinolin éter N-Oxido: aristoquinolina A.
aristoquinolina B, y aristoquinolina c. Eter bifenilico: aristogina F; dos porfirinas:
aristofila-a y aristofila-B; (-)-temuconina, tetralonas: aristelegona-a, aristelegona-
B, aristelegona-c, y aristelegona-; éteres bifenilicos: aristogina-a, aristogina-B,
aristogina-c, aristogina-D y aristogina E; tres lignanos: aristelegina-a, aristelegina-
B, y aristelegina-c y un dimero: aristolina (diterpeno unido al dcido aristoléqui-
co); aristolactamas: aristolactama-E vy aristolactama-arira-6-0-a-p-glucdsido,
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9-metoxiaristolactama I, aristolactama A11, isoaristolactama A1, aristolactama
Allla, aristolactama ¢ 7-B-p-glucésido; dcidos aristoléquicos: ac. aristoloquico 1,
acido aristoléquico . aristolésido; éteres metilicos de los dcido aristoléquicos:
éster metilico del dcido aristoléquico Ia, éster metilico del 4cido aristoloquico
1v, éster metilico del acido aristoléquico .

En raiz y tallos: (¢)-nerolidol; diterpenos: ent-kaurano-16a,17-diol, ligna-
nos: (-)-cubebina, o--metil cubebina, B-metil cubebina, (-) hinokinina, (-)-5”-me-
toxihinokinina. Acido 4-metoxi-3.4’-oxidibenzdico; alcaloides: (-)-kobusina,
(+)-medioresinol (Ricciardi, 20035).

Aristolochia gibertii, ysyp6 mil hombres, patito, ypemi, milhombres, contra-
yerba. Extractos metanélicos en ensayos sobre membranas de ratones en sistemas
generadores de radicales libres, mostraron proteccion contra la peroxidacion
lipidica enzimdtica y no enzimatica.

Dorstenia brasiliensis, contrayerba, taropé.

Hno. Pedro de Montenegro:

tiene virtud potentisimas contra las mordeduras de las fieras, que arrojan de si

ponzona fria, como es la vibora, culebra, dspid, ceraste, escuerzos, zapos y se-

mejantes. Poniendo su raiz machacada sobre la mordedura de la vibora, ataja el

veneno que no corra, y lo estirpa, mayormente si ella es fresca o recién sacada y

si luego al punto se pudiera hacer la bebida no correra riesgo el mordido ecep-

to cuando mordiere en nervios, misculos o en venas y arterias que entonces

atin la mejor triaca tiene bien que hacer (sic).

Sanchez Labrador transcribe de Pison: «cuando se aiga de usar como antive-
neno en las picaduras de las viboras, se machaca toda la planta y se bebe el zumo
exprimido, poniendo también unas gotas de €l en la picadura o herida (sic)».

Matoso: «eficaz contra las mordeduras de viboras».

Soraru y Bandoni: «el latex de sus hojas y raiz es antidoto contra mordeduras
de viboras».

Gonzélez Torres: «contra mordeduras de viboras venenosas y aranas; ... el
cocimiento de las tuberosidades se ingiere y aplica localmente... decoccion de las
raices al 20 0/00 como febrifugo, diurético y antidoto en picaduras de viboras...
machacado de raices en aplicaciones locales (sic)».

Dominguez: «la raiz es alexifdrmaco, diurética, sudorifica, emenagogax.

En raices triterpenoides del tipo seco-adianano, cumarinas y furano-
cumarinas, 7-hidroxicumarina, marmina, psoraleno, bergapteno, 2’(1”-hi-
droxi-1”-metiletil)-psoraleno y bergapteno; en los rizomas: furanocumarina
monoterpenoide, glucdsidos de la hidroximarmesina, fenolina; en raices dos tri-
terpenoides del tipo 3,4-seco adianano los acidos dorsténicos A y B, diterpeno
del tipo isopimaradiénico, dorstenina, cayapina y contrayerbina, esteroles sitos-
terol, estigmasterol, 3-0-B-glucosilsitosterol.

FEclipta prostrata, eclipta, hesillo.

—
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Constituyentes: coumestanos: wedelolactona, demetil wedelolactona, isode-
metilwedelolactona, otros como o-formiltertienilo, strychnolactona, B-sitoste-
rol, nonacosanol, acido estearico, dcido laceroico, acido 3,4-dihidroxi benzoico.

Iresine diffusa, yerba del colmillo de la vibora.

Nectandra angustifolia. Gonzalez Torres la cita como alexitera. Conocida
vulgarmente como laurel amarillo.

Sapium haematospermum, lecherén, pega-pega.

Parodi: «tomando la decoccién del leno y aplicando el jugo viscoso sobre
las heridas se evitan los funestos resultados consiguientes a la mordedura de las
serpientes coral y cascabel».

1Trixis divaricata, conocida en Brasil como solidonia, erva andorinha, erva-
da-mulher, raiz de cobra, varvalhinha fue descripta por Pereira ez al. (20035),
como protector géstrico con efecto antiulceroso, utilizada como extracto
hidroalcohdlico.

Estudios in vivo: Inhibicion de la actividad letal

Para determinarla se trabajé con ratones de 18-20 g, determinandose la
pLso por el método de Spearman-Karber (wHo, 1981) con grupos de cuatro
ratones inyectados por via 1P y registrando los resultados a las 48 h. Se tomaron
los valores de pL50 para Bothrops diporus de bibliografia (38,18 pg).

Para disolver los extractos vegetales, dado su insolubilidad en agua, se utiliz6
PEG 400-EtOH-PBS (10:10:80). Los solventes PBs y PEG se esterilizaron por filtra-
cion y las soluciones a inyectar se prepararon en campana de flujo laminar.

En primer lugar se determiné el porcentaje de letalidad con una dosis de
reto equivalente a 2pLg0 para observar ain pequenas muestras de actividad,
con el siguiente esquema: cuatro ratones inyectados con 2 pLgo del veneno, 4
ratones inyectados con una dilucion de fraccién polar para observar la toxici-
dad aguda del extracto vegetal y 4 ratones inyectados con el sobrenadante de
la incubacién de una dilucién de la fraccion vegetal con 2 prLjo del veneno
60 minutos a 37 “c para la observacion de la inhibicion de la actividad letal.
Posteriormente se realizé la misma prueba para la dosis de reto sugerida por la
oms de 4DL50.

Para n. angustifolia se trabajé con 8 mg y a las 48 h se observo el To0% de
letalidad para los ratones inyectados con el veneno utilizando 2p150, 0% letalidad
para los inyectados con la fraccion y o% de letalidad para los inyectados con ve-
neno: fraccion vegetal. Con 4DL50, se observé 100% de letalidad para los ratones
inyectados con el veneno, 0% letalidad para los inyectados con la fraccion y 50%
de letalidad para los inyectados con veneno: fraccion vegetal.

Por lo tanto, 8 mg de la fraccion polar del extracto alcohdlico de . angus-
tifolia protege el 100% contra 2pL50 del veneno y es la dosis efectiva 50 (DE50)
para 4pLg50 del veneno de yarara chica. Esta fraccién ademads no presenté toxici-
dad aguda inyectada via intraperitoneal (1p) (Torres ez al., 2012¢).
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Para M. micrantha se trabajé con 10 mg de la fraccion y se observé la muer-
te del 100% de los ratones inyectados con el veneno a las 48 h; la muerte del 2 5%
de los individuos inyectados con 10 mg de la fraccion 4 y la muerte del 75% de
los individuos inyectados con veneno: fraccion vegetal.

Dosis iguales a To mg de fraccion 4 por ratén, protegen al 2 5% de los indi-
viduos bajo estudio contra una solucién constituida por dos veces la dosis letal
50 (2pL50) del veneno de B. diporus. Lamentablemente, a esa concentracion,
la fraccion 4 ya manifiesta cierto grado de toxicidad, lo cual se pone de mani-
fiesto a través del 2 5% de muertes observadas para los individuos del grupo de
control negativo.

Esta observacion tiene como consecuencia directa que no puedan incre-
mentarse las concentraciones de fraccién 4 a ensayar para ver si se logra un
incremento en la tasa de proteccion.

Conclusiones generales

Los resultados obtenidos y la informacién presentada indican que, aun-
que la informacién es fragmentaria e incipiente, es posible realizar algunas
generalizaciones:

1. Existen avances en la taxonomia de las plantas alexiteres. La importan-
cia de las familias Asteraceae, Leguminosae y Euphorbiaceae es clara;
sin embargo, es necesario identificar taxa de menor generalidad (tribus,
por ejemplo).

2. Se han identificado algunos grupos de sustancias alexiteres de origen
vegetal como isoflavonoides, alcaloides, triterpenoides y taninos. Los
primeros parecen ser el grupo mas definido. Se requieren, empero, de
mis estudios farmacoldgicos con una mayor homogeneidad en las me-
todologias empleadas.

3. Se han iniciado los estudios respecto al modo de accién de algunas
sustancias alexiteres, sugiriéndose preliminarmente que estos podrian
interaccionar con algunas enzimas de los venenos. También es impor-
tante examinar sus efectos sobre sintomas secundarios al envenena-
miento, los cuales podrian conferir un cierto valor terapéutico o de
sobrevivencia.

En conclusion, es evidente que los constituyentes de algunas especies vege-
tales presentan interaccién con las toxinas y enzimas del veneno que alteran su
toxicidad.

Los extractos de plantas representan una fuente extremadamente rica en
compuestos farmacolégicamente activos, que podrian ser importantes en el de-
sarrollo de nuevas terapéuticas. Por lo tanto, estas especies vegetales pueden ser
una alternativa muy interesante al uso del suero antiveneno, en el entendido de
que es necesario continuar el estudio exhaustivo de sus propiedades tanto medi-
cinales como téxicas para poder evaluar su uso y, de ser posible, aislar y evaluar

los compuestos responsables de dicha actividad.
K__ ——
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Mediante estas investigaciones ha sido posible validar cientificamente el uso
de algunas especies vegetales citadas por los aborigenes de la zona, con pruebas
in vitro e in vivo que ponen de manifiesto la existencia de una evidente protec-
cién contra el veneno de B. diporus.

Se puede concluir que se dispone de una cantidad relevante de informacién
como para establecer una base cientifica sobre el uso tradicional de las plantas
contra mordeduras de serpiente.

En este sentido, es importante tener en cuenta que en general se considera
que los llamados antidotos vegetales contra ofidios venenosos se pueden aplicar
de dos formas:

*  para neutralizar el veneno,

* para aliviar los sintomas o respuestas al veneno.

Sin embargo, el estado del conocimiento de que se dispone indica que, si
bien un extracto vegetal puede actuar mitigando los efectos del dano producido
localmente por accion del veneno ofidico, no es correcto afirmar que se dispone
de alternativas al suero antiofidico.

Es decir que, el hecho de que los extractos de origen vegetal contengan
una serie de metabolitos secundarios que pueden actuar neutralizando selec-
tivamente algunas actividades enzimaticas del veneno de serpiente, los hace
eficientes en el tratamiento de los efectos localizados del envenenamiento por
mordedura de serpiente, pero solo actuando en forma complementaria a los
sueros disponibles.
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Anexo

Metodologia de trabajo

Obtencidn de material vegetal y del veneno de vibora

Como en toda actividad de investigacion, el primer paso implica una bisqueda bi-
bliogréfica exhaustiva de la especie vegetal a estudiar (familia, género, especies presentes
en la regién): usos etnomedicinales, nombre cientifico, sindnimos, nombres vulgares,
propiedades atribuidas y confirmadas cientificamente, propiedades téxicas, etc. Se debe
tener presente el 6rgano utilizado, ya que permitird prever una recoleccion adecuada,
cantidad y el tipo de extractos a obtener, asi como la obtencién del aceite esencial en
caso de ejemplares de aromaticas.

Una vez completados los antecedentes, realizar una bisqueda en un herbario de
referencia como por ejemplo el herbario cTEs (rBonE) de las localidades donde se ha en-
contrado y recolectado la especie, para organizar su busqueda.

Prospeccion del material vegetal en compania de un Profesional Botdnico. Llevar
GPs para la determinacion de las coordenadas de recoleccién, cuaderno de campo, tijeras
de podar, pala de punta, botas, bolsas de arpillera, repelente, agua.

Proceder a la recoleccién del material vegetal siguiendo una técnica de muestreo
adecuada al tipo de material. Colectar la cantidad necesaria y los érganos mas importan-
tes en bolsas de arpillera, teniendo en cuenta la preservacién de la especie. Anotar todos
los datos relevantes: ubicacion, estado vegetativo, caracteristicas del entorno, especies
aledanas, etc.

Recolectar un ejemplar para deposito como testigo en herbario de referencia.
Recordar que no debe ser estéril (debe tener flor, fruto o partes de estos).

Veneno ofidico

Se obtendra por expresién manual siguiendo la técnica de ordene por personal ca-
pacitado. Tener precaucioén que sea un pool de varios ejemplares de la especie a estudiar,
para evitar particularidades o variaciones genéticas.

Figura 22
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El veneno liquido asi obtenido se deseca a presién reducida y se pesa. Se guarda en
Jreezer hasta el momento de uso.

Preparacion de extractos vegetales

Secar, por oreado, el material vegetal en condiciones controladas: colocar diarios
en las mesadas y disponer el material separado de manera tal que pueda orearse. Mover
el material esporddicamente, rotdndolo para un secado homogéneo. Eliminar el material
atacado por insectos/plagas.

El tiempo de secado depende de la naturaleza del material vegetal y de la hume-
dad ambiente, generalmente es de 3 a 5 dias.

Separar el material vegetal en sus partes componentes: raices, partes aéreas, tallos,
hojas. Moler con molinillo y tamizar hasta que pase tamiz 12.

Dividir en tres partes el material molido y pesar para luego calcular el rendimiento
practico.

Figura 23
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Preparar:

* extracto acuoso: maceracién durante 24 h
con agua destilada (Melo e al., 1994)

*  extracto alcohdlico: por maceracién durante
48 h con etanol 96 ° (Otero ez al., 2000),

*  extracto hexanico: por maceracién durante
48 h con hexano.

Filtrar al vacio: el extracto acuoso se filtra sobre

algoddn, no con papel de filtro.

Desecar en rotavapor a presion reducida hasta resi-

duo sélido en un erlenmeyero frasco colector tara-

do para sacar el rendimiento. No superar los 50 °c

para evitar la pérdida de compuestos termoldbiles o

reacciones secundarias.

Pesar extracto.

Calcular rendimiento.
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Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes:
sDS-PAGE (Pilosof et al., 2000)

Preparacion de las soluciones

1. Solucién de Acrilamida-Bisacrilamida (jNeuroTGxXI1CO!)
Usar guantes y barbijo para la preparacion de este reactivo. El monémero de
acrilamida es neurotéxico, por lo tanto extremar los cuidados. Una vez forma-
do el gel, la forma polimérica pierde la toxicidad. 30 g de Acrilamida, 0,8 g
de Bisacrilamida, 8o ml de 1 o destilada y desionizada. Filtrar al vacio. Llevar
a 100 ml volumen final.

2. Buffer electrodo pu= 8,3. (No usar el buffer recuperado luego de la electro-
foresis més de 5 veces).
3 g TRIS, 14,4 g glicina, 1 g sps. Llevar a 1 1 con 1 o destilada. Disolver los
reactivos en 700 ml de agua destilada y luego agregar HCL 4N hasta pu 8,3.
Llevar a volumen en matraz de 1 L.

3. Buffer gel de concentracion stacking (4x) pE=6,8.
3 g Tr1s, 30 ml H o destilada, 0,2 g sps. Disolver en 40 ml de agua destilada y
luego ajustar con Hcl 4N el pa a 6,8. Llevar a 50 ml con H 0 en matraz.

4. Buffer gel de separacion (1ox) pE=8,8.
18,2 g TRIS, 40 ml H 0 destilada, 0,4 g sps. Disolver en 8o ml de agua y ajus-
tar con Hcl 4N el pr a 8,8. Llevar a volumen en matraz de Too ml con H 0
destilada.

5. Buffer muestra pa=0,8.
4 ml Buffer stacking, 4 ml glicerol, Azul de bromofenol punta de espatula,
3,30 g urea —mejora la visualizacién de las bandas—.

6. DPersulfato de amonio
200 mg persulfato de amonio, 2 ml de 1 o destilada. Eliminar gas y congelar
en eppendorf. Duracién: 4 anos.

7. Colorante.
1,25 g Coomasie blue r, 277 ml metanol, 46 ml Acido acético glacial. Llevar
a 500 ml H o destilada.

8. Decolorante.
70 ml Acido acético glacial, 300 ml etanol —mejor si se utiliza metanol—
pero utilizar en este caso guantes para evitar la absorcion de metanol por piel.
Evitar inhalar los vapores. Llevar a 1 | con agua destilada.

9. DPatrones de peso molecular (segﬁn indicacién del fabricante).
2 ml patrén de pm, 38 ml buffer muestra, 2ml mercaptoetanol. Ebullicion en
bafio maria 5 minutos.

10. Preparacién de geles.
Lavar perfectamente los vidrios con un algodén con alcohol y secar con papel
(rollo de cocina). Controlar que no tengan rajaduras.
Armar los vidrios en el soporte (gelera) y agregar alcohol con micropipeta de
1000 ml para comprobar que no haya pérdidas. Volcar el exceso y secar con
papel haciéndolo deslizar entre los vidrios. Agregar con pipeta de 1000 ml la
solucion de gel de separacion preparada dejando espacio para el gel de stacking.
Precaucion: seguir el orden de los reactivos. Al agregar el TEMED y persulfato

comienza la polimerizacion. Trabajar rdpidamente a partir de este punto. Sobre
—

Comision Sectorial de Investigacion Cientifica 67



68

Cuadro 4

todo si la temperatura ambiente es elevada. Completar hasta el borde con agua
o con isopropanol.

Dejar en heladera por lo menos 12 horas para mejorar la polimerizacién (en es-
tas condiciones los poros formados son més uniformes). Cuando se observa una
linea de polimerizacién, eliminar el excedente y secar suavemente con papel de
filtro el exceso de agua o isopropanol.

Gel de separacién 10%

Acrilamida 1,65 ml 3,33 ml 4,98 ml 6,66 ml
Buffer gel 1,25 ml 2,50 ml 3,75 ml 5,00 ml
Agua 2,05 ml 4,10 ml 6,15 ml 8,20 ml
TEMED 5 ml 10 ml 15 ml 20 ml
Persulfato 30 ml 60 ml 9o ml 120 ml

Gel de separacion 12%

Acrilamida 2,00 ml 4,00 ml 6,00 ml 8,00 ml
Buffer gel 1,25 ml 2,50 ml 3,75 ml 5,00 ml
Agua 1,75 ml 3,50 ml 5,25 ml 7,00 ml
TEMED 5 ml 10 ml 15 ml 20 ml
Persulfato 18 ml 36 ml 54 ml 72 ml

necentracion «STACKING» 4%

Acrilamida 0,26 ml 0,53 ml 6,00 ml 1,06 ml
Buffer gel 0,50 ml 1,00 ml 3,75 ml 2,00 ml
Agua 1,20 ml 2,40 ml 5,25 ml 4,80 ml
TEMED 2 ml 4 ml 15 ml 8 ml
Persulfato 30 ml 50 ml 54 ml 100 ml

Fuente: Pilosof y Bartholomai, 2000

Preparar la solucién del gel de swmcking y agregar con micropipeta evitan-
do la formacién de burbujas. Si se hubieran formado tocarlas con papel para
eliminarlas.

Colocar el peine. Controlar que esté bien lleno con el gel stacking para que se
formen bien las calles. Dejar polimerizar.

Cuando se observe las lineas de gelificacion entre los dientes del peine, sacarlo
con movimiento firme ascendente. Agregar u/fer electrodo para lavar las ca-
lles y limpiarlas con tiritas de papel de filtro para eliminar restos de gel.

Sacar de la gelera los casetes con el gel armado y colocarlos en los portageles
de la cuba. Armarla teniendo en cuenta la polaridad (rojo y negro).

Llenar con buffer electrodo las calles limpias y sembrar las muestras siguiendo
un orden escrito en el cuaderno y ademas identificar los geles como 4, B, c y D.
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Tener cuidado al sembrar, hacerlo lentamente para que no haya transferencia
de una calle a otra. No sembrar las Gltimas calles de ambos lados (1 y 10), co-
menzar a sembrar desde la calle dos y hasta la nueve. Evitar sembrar en calles
deformadas.
No eliminar las soluciones de acrilamida por el drenaje. Esperar que se forme
el gel y tirar en la basura.

11. Preparacién de muestras (Preparar primero las diluciones de los extractos y
veneno para V+E porque tienen incubacién previa).
Para ello prender el bafio a 37 °c para que se estabilice, luego disolver cada
extracto en 60 ml de su solvente de origen. Cuidar que se disuelva bien. Se
puede usar vortex o ultrasonido.
Preparar una solucién de veneno para v+E, de (n+2) veces la cantidad de ex-
tractos, de esta manera alcanza perfectamente para todas las muestras y es
posible un buen pipeteo.
Luego dispensar 40 ml de esta dilucién del veneno en cada eppendorf con la
solucion de extracto. Mezclar bien y colocar en bano termostatizado a 37 °c
durante 30 minutos.
Al terminar el tiempo de incubacidn, agregar el bu/fer muestra (M) para cor-
tar la reaccion y también el 3M a los eppendor/ con veneno patrén y extractos
patrones en las cantidades que se indican a continuacion.
Agregar luego mercaptoetanol a todos los eppendorfy desnaturalizar todas las
muestras a 1oo °c durante 5 minutos. Se siembran los volumenes indicados
en el cuadro:

Veneno patrén

Veneno 1 mg I mg
Buffer muestra 300 pl 300 pl
Mercaptoetanol 15 pl 15 pl

5 minutos Bano maria

Siembra: 5 pl

Extracto patrén

Extracto 1,2 mg 0,6 mg

Buffer muestra sopl 25 ul
Mercaptoetanol 2,5 pl 1,25 pl

5 minutos Bano maria

Siembra: 5 pl

Extracto + Veneno

Veneno 0,25 mgen 10 pl SF 0,5 mgen 20 pl sF
Extracto 1,8 mgen 15 pl solvente| 10 mgen 30 pl solvente

30 minutos 37 °c el tiempo
se toma a partir de que se
mezclen el veneno y ex-
tracto. Agitar para un buen
contacto. Colocar en bano

ag7 °c

—
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Buffer muestra 25 pl sopul

Mercaptoetanol 2,5 pl 5pl

5 minutos Bano maria

Siembra: 3,5 pl

Fuente: Torres, 2011b

La corrida se realiza manteniendo constante el amperaje entre 15 y 20 ma por
gel. Cuando la linea azul del marcador de frente de corrida (azul de bromofenol
del buffer muestra) llega un cm antes de terminar la corrida, anotar el tiempo
transcurrido y apagar la corrida.
Sacar los geles, teniendo en cuenta el orden de la siembra, haciendo un pequenio
corte transversal en el extremo superior derecho para evitar confusiones.
Colorear los geles en cristalizadores identificados con 4, B, ¢ 0 D de acuerdo a
cual sea el gel durante por lo menos 3 horas. Puede quedar hasta el dia siguiente.
Decolorarlos con solucién decolorante si es posible agitando suavemente en
vortex para que sea mas homogénea y rapida la decoloracién. Eliminar el deco-
lorante y colocar el gel en agua.
Levantar las imagenes con escaner (una vez en blanco y negro y una en color
alta resolucion) para proceder a su anélisis. Los geles se «envuelven» en papel
film para ser escaneados.
Si se colocan los geles en agua y heladera, se conservan una semana, después
pueden aparecer hongos.
Ejemplo: extractos de Nectandra angustifolia
7) 2 pl patrones de pm, 2) 5 pl veneno, 3) 3,5 pl v+ Nar 1(extracto acuo-
so de hojas de N. angustifolia de otono), 4) 3 plNar 1, 5) 2 pl patrones de pm,
6) 5 pl veneno, 7) 3,5 pl v+ Nar 2 (extracto alcohdlico de hojas de NV.angustifolia de
otofo) 8) g pl Nar 2
Para el screening de actividad alexitérica es conveniente utilizar gel de separacién al
12% y para el test de inhibicion de la actividad proteolitica, al T0%.

Figura 23

4 EDa
67 KDa
43 KDa
3O KDa
20.1 EDa
144 KDa

Fuente: Torres, 2011b
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Calculo de resultados e interpretacion

Se miden las distancias desde la siembra a las bandas de las proteinas del patrén
de peso molecular, se toman los valores de peso molecular del fabricante y se obtiene
el logaritmo. Se hace una tabla con los datos y se construye el grafico correspondiente:

Movilidad (mm) log PM ‘ PM (kpa) ¥ = 0,003 + 3,001
3§ A= .51
12 1,07 94 R
9 1,83 67 3 LS \
32 1,63 43 ¥,
43 1,48 30 0.5
59 1,3 20,1 o
a o 4 B0 D
7 I I)I 6 14’4 miladiad |"'I'""‘_I

Fuente: Torres, 2011b

Se miden las distancias de cada una de las bandas del veneno y se construye la tabla.
Se aplica la formula de la tendencia lineal para calcular los logpm de las bandas del ve-
neno y luego se calcula la inversa de logaritmo para obtener el Pm de todas las proteinas
del veneno.

Movilidad (mm)

veneno ‘ PM (Kpa) ‘ Log rm ‘ Veneno + NaI 1 | Veneno + Nal 2
19 67 1,83 1 l
22 61,7 1,79 l X
24 58,2 1,77 l l
29 49 1,69 X X
37 38,9 1,59 X X
40 35,5 1,55 X X
42 33,I 1,52 X X
47 28,5 1,45 1 X
52 24,5 1,39 X X
62 18 1,25 l l
65 16,2 1,21 l 1

ldisminucién de la intensidad de la banda; x desaparicién de la banda.
Fuente: Torres, 2011b

Se observan las bandas del veneno en las calles del v+E, y se anota si estas estan
iguales, disminuidas o ausentes. Se considera activo en este screening a todo extracto
que modifique en alguna medida el perfil electroforético del veneno.

En este ejemplo, ambos extractos tienen algo de actividad, siendo mayor la del Na2
que borra la mayoria de las bandas proteicas.

Para interpretar las bandas, tener en cuenta las proteinas descriptas para el veneno de
yarara: (Ricciardi, 2000; Speroni, 1994; Acosta de Perez, 2000):

—
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pM (kpa) ‘

Accién
Altera la permeabilidad de las membranas celulares y estimula
la liberacion de histamina.
Principal constituyente del veneno de B. alternarus, responsa-
Fosfolipasa a, ble de las acciones letal y enzimdtica del veneno, originando en
(3.1.1.4) I1-1§ animales de laboratorio el tipico sindrome de disnea, taquicar-
dia, arritmia y choque irreversible, con hemorragia pulmonar
masiva, necrosis miocardial y endocardial, congestién hepatica
con zonas de necrosis masiva y microvacuolizacion hepatocitica
y rifiones altamente danados con necrosis tubular y glomerular.
. Fosfatasa que actia sobre sustratos doblemente esterificados
Fosfodiesterasa I PR S .. . . R
(3.1.4.1) 11,5 con acido fosférico, eliminando sucesivamente unidades 5’mo-
314 nonucleétido desde el final de la cadena del polinucleétido.
Monoestearasa especifica, actia sobre el adenosin-5’fosfato o
5’nucleotidasa 0o inosin- 5’ fosfato, generando ribonucledsido y ortofosfato. Si
1 . . . .
(3.1.3.5) bien su letalidad no es alta, es una de las fosfatasas mds activas
de los venenos de ofidios.
Factor difusor o dispersante, hidroliza los enlaces glicosidicos
. . del 4cido hialurénico del tejido conjuntivo y otros mucopolisa-
Hialuronidasa gy . . AR . .
(4.2.00.1) 38 caridos dcidos, facilitando la difusién de la toxina en los tejidos
4:2:99- de la victima, por la cual se la conoce también como Factor de
Difusién y se piensa que es responsable del edema local.
Responsable de la coloracién amarilla de los venenos. Es una
enzima digestiva con actividad catalitica sobre diferentes
L-amino dcido sustancias y responsable de los efectos proteoliticos locales
. 100-130 |severos. Flavoproteina que cataliza la desaminacion oxidativa
oxidasa (1.4.3.2) R o .
de los L-aminodcidos a los cetoacidos correspondientes. Se
cree que podria actuar como activadora de otros componentes
del veneno. No tiene efectos neuromusculares.
Fosfomono- Hidrdlisis de ésteres fosfato con desintegracion de dcidos
100 . - P
esterasa (3.1.3.2) nucleicos y produccién de nucledsidos
Hidroliza unidades terminales de 5’. Presenta accién enzima-
tica sobre DNA y RNA. Podria contribuir a la produccion de
. sustancias hipotensoras y no tiene efecto sobre la transmisién
Fosfodiesterasa 1 . . . .
neuromuscular, pero puede inducir alteraciones cardiovascu-
lares. Esta presente en las cinco familias principales de ofidios
venenosos del mundo.
Deoxirribonu- (. o ,
Presente en eldpidos y vipéridos. Actia sobre el DNA.
cleasa 11 (3.1.4.6)
Ribonucleasa . Actua sobre la proteinogénesis celular por destruccién del
(2.7.7.1 6) 59 rNA. Usualmente se encuentra en pequenas cantidades.
- Hidrolisis de ésteres fosfato con desintegracién de acidos
Adenosintri- . L L
fosfatasa (3.6.1.8) nucleicos y produccion de nucleésidos. Presente en todos los
o 3OL venenos; podria tener un papel importante en la hipotension
asa
y shock.
Cataliza la ruptura de uniones quimicas del NaD, producien-
. do nicotinamida y adenosin difosfato. No se ha aislado en las
NAD-nucleosidasa . . .
(4.2.9.¢) 100 cascabeles, pero si en las Agkistrodon contoririz (cabeza de
3:2:2:5 cobre) norteamericanas. Entre los eldpidos se encuentra en
Bungarus sp.
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Enzimas y toxinas

Accién

AR pM (kpa)
de vipéridos
Arilamidasa oo
(3.4.11.2)
Accién similar a la de la tripsina (¢rypsin-like) capaz de produ-
Endopeptidasa S cir la digestion de las proteinas tisulares. Una de las enzimas
(3.4.2 2.9) 4795 responsable de los efectos necréticos a nivel local, y también
de lesiones en los 6rganos internos.
No es una colinesterasa. No se encuentra en los eldpidos,
Arginin ester 970 con excepcién de la cobra real. Se cree que la liberacion de
hidrolasa 73 bradiquinina y la actividad coagulante estd relacionada con la
actividad de esta enzima.
Kininogenasa
(3-4-4.21) 33
Balterobina zrom- Proteasa con actividad simil trombina. Glicoproteinas que se
bin libe 28-33 desempenan como anticoagulantes defibrinogenantes iz vivo y
como procoagulantes o coagulantes iz virro.
Activante del 3
factor x* 4
Activante de
. 56
protrombina
120 a
140 . . ..
restos Responsables de efectos locales a nivel de piel, tejidos conec-
S .. |tivos y musculos esqueléticos. Destruyen proteinas causando
Miotoxinas o aminoa- .
. . . necrosis local.
citotoxinas cidos .. , .
6-8 Colagenasa: digiere el coldgeno, destuyendo por consiguiente
yo la matriz intracelular.
uniones
disulfuro
Alternagina metaloproteinasa que bloquea la adhesién celular.
Botrocetina coaglutinina responsable de la agregacién y aglutinacién de
plaquetas.
Botroalternina lectina tipo ¢ proteina inhibidora de la interaccion trombina-

receptor de la trombina.

*enzimas procoagulantes altamente especificas y que difieren segiin cada especie.

Los nimeros entre paréntesis indican el nimero de orden de la enzima en la clasifi-

cacion de enzimas de la Unién Internacional de Bioquimica, correspondiendo el primer

numero a:

1. Oxidorreductasas: catalizan reacciones REDOX.
2. Transferasas: catalizan la transferencia de un grupo quimico de una molécula

a otra.

@

Hidrolasas: catalizan reacciones de hidrolisis.

4. Liasas: catalizan la adicién o eliminacion de un grupo quimico de un sustrato
sin hidrélisis, oxidacién o reduccion.

5- Isomerasas: catalizan reacciones intramoleculares o reordenamientos sin pér-
dida o ganancia de grupos.

6. Ligasas: catalizan la formacién de una molécula a partir de dos precursores por
ruptura de una union pirofosfato de ATp o similar.

Comision Sectorial de Investigacion Cientifica
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Como se observa en la tabla, la mayor parte de las enzimas son hidrolasas e intervie-
nen en la degradacion y digestion de tejidos (Riceiardi, 1999).

Inhibicion de la actividad coagulante del veneno

Tiempo de recalcificacion del plasma citratado (lovine y Selva, 1985)

El dia anterior pesar las muestras de extractos vegetales y el veneno, segiin cuadro
de preparacién de muestras.

El dia de ensayo: primero extraer las muestras de sangre, separar por centrifugacion
el plasma y, mientras se espera la estabilizacién de los plasmas separados del paquete
globular, proceder a la solubilizacién de los extractos en sus solventes respectivos (agua,
alcohol o hexano) y preparacién de la solucién de veneno en solucién fisiolégica.

Antes de largar la incubacién de los extractos + veneno, hacer el tiempo de coagu-
lacién normal y el tiempo de coagulacién + veneno (con la dosis coagulante minima ob-
tenida). Si estos valores son apropiados, largar la incubacién de los extractos més veneno.

Muestra: pool de plasmas obtenidos a partir de sangre anticoagulada con citrato de
sodio 3,8% (relacién 1+9) y centrifugada 15 minutos a altas revoluciones. La sangre debe
ser extraida al momento de realizarse la prueba 7 vitro. Debe ser un pool de plasmas para
eliminar particularidades.

Separar el plasma del paquete de glébulos y dejar reposar al menos cuarenta minu-
tos para estabilizacion.

Tiempo de coagulacion normal (T¢N): Colocar en tubos de hemdlisis

0,2 ml de plasma; 1o pl de solucidn fisiolégica. Dejar 30” agitando en el bafio (para
atemperar) y agregar 0,2 ml de caclz 0,02 5M. Largar el cronémetro. Agitar constan-
temente y comenzar a mirar la formacién del codgulo al minuto haciendo deslizar en
el tubo inclinado la solucién con suaves movimientos de la mano. Apenas se visualice
el codgulo anotar el tiempo de coagulacion normal (Ten). Valores normales: 60 a 180
segundos.

Tiempo de coagulacion del plasma + veneno (Tcv)

Realizar la misma técnica pero agregar a los 0,2 ml de plasma 1o ml de distintas
diluciones de veneno y dejar 30” en el bano y agregar 0,2 ml de cacl2 0,02 5Mm. Largar el
cronémetro y comenzar a mirar a los 30” la formacién del codgulo.

Obtener asi la pcm: dosis coagulante minima, dosis que lleva el tiempo de coagula-
cién del plasma a 1 minuto.

Tiempo de coagulacion extracto + veneno (TCv+e)

La misma técnica realizar con 0,2 ml de plasma y 1o ml del sobrenadante del ve-
neno (pcM) + extracto en relacién adecuada (ej: 1:30 veneno:extracto para screening).

Dejar 30” en bano agitando y agregar 0,2 ml de cacl 0,02 M. Largar el cronémetro,
comenzar a mirar a los 40” del agregado la formacién del coagulo.

Se obtiene en este caso la capacidad del extracto para inhibir la actividad coagu-
lante del veneno.

Hacer todas las pruebas por duplicado como minimo. Sacar los promedios.

§
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Calculo del % de restitucion

TCN-TCV 100%
tc(v+e) - Tev Capacidad del extracto para inhibir
la actividad coagulante del veneno

Preparacion de las muestras

Relacion Relacién

veneno:extracto I'15 veneno:extracto I:30

Extractos
Extracto 3 mg 6 mg
Solvente 0,2 ml 0,2 ml
Veneno
Veneno 2 mg 2 mg
SF 50 ml 50 ml
Veneno + extracto
Extracto amg en 0,2 ml 6mg en 0,2 ml
Veneno sml 5ml

30 minutos 37 °c iniciando con intervalos de 5§ minutos cada extracto-veneno para tener tiem-
po de realizar la prueba de coagulacién.

Tener la precaucién que los extractos se disuelvan bien, antes de agregar el veneno.

Calculo de la relacion veneno:extracto

50 ml solucién de veneno -------- 2 mg veneno
5 ml solucién de veneno-------- X = 0,2 Mg veneno
Figura 24

Se pone en contacto con 3 mg de extracto entonces la relacion es 1:15

Interpretacion

Si el tiempo de coagulacién estd cercano al de la peM se considera que el extracto
no tiene actividad. Cuanto mas se acerca el tiempo al TcN mayor es la capacidad inhibi-

toria del extracto.
y—

Tomar como valor de corte un porcentaje de restitucion del 30%.
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Inhibicién de la actividad hemolitica. (Gutiérrez ez al., 1988; Otero e al., 1995)

Sugerencias: El dia anterior a la realizacién de la prueba: pesar todos las muestras
de extractos y veneno que se van a procesar, colocar las placas de Petri envueltas con-
venientemente en papel de diario a esterilizar en estufa (160 °c durante por lo menos 2
horas). Esterilizar también tubos de ensayos de volumen adecuado (1o ml) para preparar
las soluciones de veneno+extracto. Preparar agar base Columbia (segiin indicacién del
fabricante) y esterilizarlo en olla a presién. Guardar en heladera los frascos.

El dia que se va a realizar la prueba: esterilizar la mesada a utilizar con solucién
de hipoclorito de sodio al 5% y encender dos mecheros enmarcando el drea de trabajo.
Preparar el agar sangre-fosfatidil colina y dejarlo que solidifique. Disolver los extractos y
el veneno. Largar la incubacion con 5 minutos de diferencia entre muestras.

Hacer los pocillos e ir sembrando 10 pl de cada sobrenadante a medida que termina
la incubacién.

Preparacién del agar sangre fosfatidil colina (agar base Columbia + sangre + yema
de huevo)

Esterilizar placas de Petri en estufa (calor seco): se colocan las placas hasta que el
papel de diario que las envuelve tome un color ocre como «quemado» 2horas a 170 °c.

Pesar 4,2 g de agar base Columbia en 100 ml de agua destilada, agregar una punta
de espatula de quinona que evita la formacién de hongos; calentar hasta hervor en vaso
de precipitados.

Fraccionar colocando el medio en frascos individuales de aproximadamente 5o ml
con tapon perforado con aguja para igualar presiones;

Esterilizar por calor himedo durante 15 minutos en olla a presion; conservar en
heladera hasta su uso.

Al momento de plaquear: fundir el agar a bano maria y atemperar (aproximadamente
a 50 °c) para evitar que cuando se agregue la sangre se hemolice (agar chocolate).

Colocar en la placa de Petri de 15 cm de didmetro:

30 ml de la solucién de agar; 1,5 ml de sangre entera anticoagulada (5%); 1,5 ml de
yema de huevo ( 5%); Mezclar con movimientos giratorios, dejando solidificar a tempera-
tura ambiente.

Hacer pocillos en el agar con pipeta pasteur haciendo suave presion.

Identificar en la placa el inicio de la siembra con una flecha con el sentido y los po-
cillos con tinta indeleble.

Figura 25
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Determinacion de la dosis hemolivica minima (mihd): dosis que induce un halo de
hemdlisis de 10 mm luego de 20 h de incubacion.

Preparar distintas diluciones de veneno de manera de poder determinar la pEM.
Sembrar 10 ml de cada dilucién de veneno por duplicado (50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5
pg/ml, etc.); incubar 20 h a 37 °c en cdmara himeda; medir el halo de hemélisis.

Determinacion de la capacidad newsralizante de los extractos

Pesar los extractos y disolverlos en el solvente adecuado; preparar la dilucién de
veneno.

Agregar 5 ml de la dilucién del veneno (M1D) a cada extracto disuelto (segin se
indica en el cuadro de preparacién de muestras), mezclar apropiadamente. Incubar 30
minutos a 37 °c. (Largar la incubacién de cada extracto+veneno con 5 minutos de dife-
rencia de manera tal de ir sacando luego de la incubacién y tener tiempo para sembrar en
la placa). Sembrar 10 ml del sobrenadante en cada pocillo respectivo de la placa; incubar
20 ha 37 °c en camara humeda.

Medir el halo de hemdlisis.

Los ensayos de inhibicién de la actividad hemolitica iz vitro se realizan siempre por
duplicado como minimo.

Preparacion de las muestras

Extractos

Extracto 2,5 mg I mg
Solvente 0,5 ml 0,2 ml
Veneno

‘Veneno 2,5 mg 2,5 mg
SF 50 ml 5o ml

Sembrar 10 pl en as

Veneno + extracto

Extracto 2,5 mg en 0,5 ml 1 mg en 0,2 ml

Veneno 5 ml 1 ml

40 minutos 37°¢

Sembrar 10 pl en as

Los extractos que muestran actividad deben ensayarse en otras relaciones mayores.

Fuente: Torres, 2011b

Interpretacicn de resultados

Se considera activo un extracto cuando el halo de hemdlisis que produce el v+E
preincubados 30 minutos a 37 °c es menor que el halo producido por la paM del veneno
solo.

—
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En este ejemplo son activos los extractos 2, 3, 4 y 5 y tiene algo de actividad el 14
teniendo en cuenta la actividad del veneno puro (23 y 24).

Figura 26

%,
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Inhibicion de la actividad proteolitica por SDS-PAGE
Modificacion de las técnicas de Pardo y Natalucci, 2002; Gay ef al. 2004

Preparacicn de los reactivos

Se utilizan las soluciones de acrilamida, buffers gel, stacking y electrodo descriptos
para sds-page pag. 9 para un gel de separacion al 10% y stacking al 4%.

Solucién madre de Caseinaro mg/ml

1 g caseina (0,1 g) —en su lugar puede utilizarse leche descremada y en este caso no
es necesario filtrar en caliente al vacio dado que se disuelve en su totalidad— 100 ml bu/fer
Tris-acl100 mM pH 8 (1o ml). Calentar a 20 minutos a reflujo, filtrar en caliente. Guardar
a 4 °c hasta su uso (no méds de 2 dias).

Buffer Tris-uclroo mm pu 8

1,2114 g Tris, 40 ml 1 o, Hclee hasta pw, llevar a Too ml.

Solucién buffer muestra doblemente concentrada

125 mum Tris-Hcl pH 6,8 (1o ml buffer stacking), 4% sps (0,4 g), T0% 2-mercaptoe-
tanol (1 ml)

0,4% azul de bromofenol —punta de espitula—, 20% glicerol (2 ml), 4 g de urea
para mejorar la corrida.

Solucién madre de Veneno 0,2 5 mg/ml

1 mg veneno, 4 ml en bu/fer Tris-ucl pun 8.

Extracto para veneno+extracto (1:80) Accién

1 mg de extracto en go plde duffer Tris ucl pu 8.

Extracto patrén:

0,5 mg de extracto en 50 pl de solvente adecuado.

Observaciones y orden de preparacion:

Es conveniente pesar todos los extractos, venenos y preparar las soluciones y geles
un dia antes de la electroforesis.

Disolver el dia del ensayo los extractos (de veneno+ extracto (E+V) en eppendor/con
los solventes adecuados (agua, alcohol o hexano) y largar la incubacién de 60 minutos a

§
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37 %c con 5o pl de la solucién de veneno. En este periodo, si los extractos interactian
de alguna manera con las proteasas del veneno, se le da el tiempo y temperatura ade-
cuados para que se produzca la misma.

Mientras trascurre la hora: rotular egpendorf para los mismos E+v ya que se deberdn
sacar 5o pl del sobrenadante de estos y colocarlos en gppendorf nuevos; disolver los ex-
tractos de extracto patrén (Ep) en 50 pl del solvente adecuado Y preparar veneno patrén
diluyendo al medio la solucién madre de veneno.

Al terminar la incubacién, transferir 5o pl de cada E+v a los eppendor/ rotulados
nuevos y agregar a todos los tubos E+v, Ep y vp (veneno patrén) 50 pl de la dilucién de
caseina y largar la segunda hora de incubacién a 37°c.

En este periodo, las proteasas del veneno remanente del v+E (no inhibido) el ex-
tracto patron (si tiene proteasas Vegetales) y el veneno patrén (con actividad proteolitica)
realizan la protedlisis de la caseina.

Mientras transcurre la segunda hora, rotular eppendorf nuevos con los nombres co-
rrespondientes ya que se transferiran 50 pl del sobrenadante de la reaccion en cada uno.

Preparar un eppendorf para el patrén de caseina, para lo cual diluir al medio la so-
lucién madre de caseina con bu/fer HCL y tomar 50 ml de la misma.

Tener en cuenta si hay preparado el patrén de pm, si no prepararlo en este momento.

Agregar a todos los tubos una vez terminada la segunda incubacién, 50 ml de bu/ffer
muestra doblemente concentrado.

Calentar todos los tubos a ebullicién por 5§ minutos para desnaturalizar las proteinas.

Preparar los geles de separacion y dejarlos en la heladera.

Al dia siguiente, preparar los geles de stacking, sembrar y largar la electroforesis.
Colorear.

Preparacion de las soluciones de siembra

Caseina pura

50 pl solucién de caseina 5 mg/ml (solucién madre diluida con du/fer Tris-HcL:
25pl de solucién madre de caseina + 25 plde bu/fer Tris-Hcl); 50 pl buffer muestra do-
blemente concentrado; desnaturalizar § minutos a ebullicidn.

Veneno + caseina

50 pl de solucién de caseina 1o mg/ml; 50 pl veneno 0,125 mg/ml (solucién pa-
trén de veneno diluida con duffer Tris- Hcl pH 8: 2 5 pl solucién madre de veneno + 2 5 pl
buffer Tris-ucl). Incubar 60 minutos 37. 50 pl del sobrenadante + 50 pl bu/fer muestra.
Desnaturalizar 5 minutos a ebullicién.

Veneno + extracto/aceite + caseina

50 pl de veneno 0,2 5 mg/ml, 50 pl de extracto 20 mg/ml. Incubar 60 minutos 37
c. 50 pl del sobrenadante + 50 pl de solucién de caseina 10 mg/ml. Incubar 60 minu-
tos 37 °c. 50 pl del sobrenadante + 50 pl de du/ffér muestra. Desnaturalizar 5 minutos
ebullicion.
Extracto/aceite + caseina

50 pl de solucién de extracto 1o mg/ml (diluido con buffer Tris- Hcl pa: 8), 50 pl

caseina 1o mg/ml
/—— —
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Incubar 60 minutos 37 °c. 5o pl del sobrenadante + go pl bu/fer muestra.
Desnaturalizar 5 minutos ebullicion. Blanco para observar si existen proteasas vegetales
en el extracto.

Correr a 15 ma por gel, colorear, decolorar y escanear las imagenes para su poste-
rior anélisis.

Figura 27

I
I
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1. Casefna pura (c), 2. Veneno mis casefna (v+c), 3. Extracto 1 +v+c, 4. Extracto 1 mds
caseina, 5. extracto 2 +v+c, 6.extracto 2+¢

Fuente: Torres, 2011b

Interpretacion de resultados

Si el extracto tiene accién inhibitoria de la actividad proteolitica, en la calle corres-
pondiente a E+v+c se veran las bandas correspondientes a la caseina, ya que el extracto
al inhibir el veneno en la incubacién 1 hora a 37 °c, no puede producir la protedlisis de
la casefna (calle ).

Si el extracto no tiene actividad, el veneno producira la protedlisis y no se observa-
rdn las bandas (calle 3).

Fraccionamiento: Cromatografia flash en columna

Preparacién de la muestra

Pesar 200 mg del extracto activo. Disolver en solvente adecuado preparando una
mezcla con silica gel comtn para aumentar la superficie de contacto. Evaporar a pre-
sién reducida hasta sequedad, quedando un polvo granulado embebido con el extracto
(muestra a sembrar).

Preparacion de la columna

Preparar una columna de 24 x 400 mm con robinete de teflén y tapén esmerilado.
Agregar un poco de algodén en el extremo inferior para contener el relleno.

Preparar el relleno de la columna preparando un barro con silica gel flash 60 0,04
- 0,063 mm, MN y agregar con embudo a la columna. Dejar unos minutos y eluir el
exceso de solvente.

Colocar un algodén en la parte superior y agregar la muestra preparada.

Conectar a bomba de aire de pecera cx-1000.

§
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Cromatografia

Eluir utilizando el programa de polaridad hexano acetato de etilo  metanol

sigue: 8o 20
100 ml de hexano 50 50
100 ml de hexano-acetato de etilo (4+71); 20 80

100 ml de hexano-acetato de etilo (1+1);

100
100 ml de hexano-acetato de etilo (1+4),
. 50 50
100 ml de acetato de etilo; . .
100 ml de acetato de etilo-metanol (1+1); 50 100

100 ml metanol.

Ir tomando el eluido en tubos de ensayos cada 5 ml aproximadamente. Para separar
las fracciones, realizar TLC en cromatofolios de silica gel GF de cada uno de los tubos
separados. Fase mévil: acetato de etilo-hexano (1+1).

Revelado: radiacion uv a 254 y 365 nm. Asperjado de reactivo universal anisalde-
hido-dcido sulfurico.

Reunir los tubos de igual perfil cromatografico y rotular con nimero de fraccién.

FIGURA 28

Detalle cabezal Columna

Screening de actividad de las fracciones por SDS-PAGE

Tomar las fracciones colectadas. Realizar electroforesis sps-PAGE en iguales condi-
ciones a las anteriormente descriptas.

Cromatografia en capa delgada

Sembrar en bandas los extractos previamente reconstituidos en solventes adecuados,
en placas de silica gel GF 254. Se preparan aproximadamente 15 ml de fase mévil. El

—
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volumen depende de la cuba de corrida. Dejar saturar con los vapores de la fase mévil
durante unos minutos.

Utilizar diferentes solventes de corrida, por ejemplo acetato de etilo, acetato de
etilo + metanol (9+1), acetato de etilo + metanol (8+2) hasta obtener la mejor resolucién
de compuestos.

Dejar correr hasta 1 ecm del borde superior y marcar el frente de corrida.

Observar con ldmpara Uv a 254 y 365 nm y asperjar posteriormente algun reactivo
revelador como:

a.  cuso, 10% en acido fosférico 50% y calor,

b.  anisaldehido sulfurico (0,5 ml anisaldehido, 10 ml 4cido acético glacial, 85 ml
metanol, 5 ml 4cido sulfirico), asperjar placa y calentarlaa 100 °c durante 5-10
minutos para observar las diferentes coloraciones.

Observacion: El reactivo universal es AZUL VIOLETA. Si toma color Rojo no utilizar.

Preparar nuevo reactivo.

Figura 29. Marcha fitoquimica

Reactiva de —y
[}
tlillll B, 56 7T B

Fuente: Fabiola, 2002; Wagner Bladt, 2001.

Alcaloides: Test de Dragendorf (ioduro de bismuto y potasio).

Solucién a: 0,6 g de subnitrato de bismuto, 2 ml de dcido clorhidrico concentrado,
10 ml de agua.

Solucién B: 6 g de ioduro de potasio, 1o ml de agua.

Al momento de uso, mezclar ambas soluciones con 7 ml de acido clorhidrico con-
centrado y 15 ml de agua. El total se diluye a 400 ml con agua.

POSITIVO: en presencia de sales de alcaloides, en solucion clorhidrica o sulftrica, un
precipitado amorfo de color rojo ladrillo.

Fenoles: reaccion con Fec13

Fecl3 al 10% en agua.

POSITIVO: coloracién verde a marrén para derivados del catecol, y coloracion azula-
da para derivados del pirogalol.

Esteroides o triterpenos: Reaccion de Liebermann-Burchard

Gotas del extracto, gotas del reactivo (5 ml de anhidrido acético + 5 ml 4cido sul-
firico concentrado, 50 ml de etanol absoluto).

ros1TIvo: Coloracién verde o azul verdoso indica la presencia de nicleo esteroidal.

Taninos: Reaccion con gelatina/Nacl —placa o tubo—

1 g de gelatina + 100 ml de agua + 10 g de Nacl. Gotas del extracto con el reactivo.

rosITIvo: Abundante precipitado indica la presencia de taninos.
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Flavonoides: Reacciéon de Shinoda

Gotas del extracto (no muy coloreado), pequenos trozos de mg metalico, gotas
de HCclee

POSITIVO: naranja - flavonas, Rojo cereza - flavonoles, Violeta las flavanonas.

Aminodcidos Ninhidrina al 0,1% en solucién alcohdlica

rositivo: Color violeta con los aminodcidos.

Aneranoides: Quinonas —reacciones en tubo— Solucion de NaoH al 5%

POSITIVO: soluciones amarillas en benceno, viran al rojo en medio alcalino y poseen
fluorescencia roja a 365 nm. Sin tratamiento quimico, todas las antraquinonas dan fluo-
rescencia amarilla o rojo-marrén a 365 nm.

Glucdosidos cardiotonicos: Reactivo de Raymond-Marthoud

1 g de m-dinitrobenceno, 100 ml de etanol

POSITIVO: coloracién roja, naranja rojiza o violeta con cardendlidos.

Saponinas: Reactivo vainillina-dcido sulfirico —tubo—

Solucién 1: acido sulfurico al 5% en etanol.

Solucién 11: vainillina al 1% en etanol.

Gotas del extracto, gota de solucién 1, gota de solucién 11, calentar a Bano de Maria
por 3-5 minutos.

rosITIvO: Coloracion azul o azul violeta. Algunas pueden dar coloracién amarilla.
En forma de ensayo general, se puede observar la formacién de espuma permanente
sobre la superficie del liquido (método afrosimétrico).

Cumarinas

Fluorescencia azul, marrén o azul verdosa a 365 nm las cumarinas simples, amarilla,
marron, azul o azul verdoso las furano y piranocumarinas.

Las cumarinas no sustituidas fluorescen amarillo-verdoso luego de tratamiento con
KOH o vapores de amonifaco. Las cromonas poseen fluorescencia débil con xon 5% alco-
hélico (fluorescencia azul a 365 nm).

Evaluacion de la significacion estadistica de resultados

Para evaluar desde un punto de vista estadistico los resultados obtenidos al ensayar
la capacidad protectora de los extractos vegetales contra la accién coagulante o hemoli-
tica del veneno ofidico se puede recurrir al auxilio de diversas herramientas estadisticas
que permitan conocer si los resultados obtenidos pueden ser explicables simplemente
por el azar o, por el contrario, existe en ellos alguna relacién de tipo causa-efecto que
vincule los principios activos que pudieran estar presentes en el extracto vegetal ensaya-
do con el efecto biolégico/bioquimico observado.

Los venenos ofidicos con actividad coagulante poseen la capacidad de inducir un
acortamiento en el tiempo de coagulacién normal de la sangre. Si los extractos vegetales
ensayados poseyeran alguna capacidad protectora contra la accién coagulante del ve-
neno ofidico, deberfa observarse un corrimiento (restitucién) de los tiempos de coagu-
lacién, anormalmente acortados por accién del veneno ofidico, hacia valores normales.

Por otra parte, aquellos venenos ofidicos con actividad hemolitica indirecta poseen
la capacidad de lisar glébulos rojos en condiciones controladas de laboratorio. En for-
ma andloga a lo considerado precedentemente al evaluar los resultados de la actividad
coagulante del veneno ofidico, si los extractos vegetales tuvieran en su composicién
principios activos con la capacidad de brindar algin nivel de proteccion contra la accién
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hemolitica indirecta del veneno ofidico, la misma deberia traducirse en la observacién de
una disminucién del halo de hemolisis obtenido al realizar las pruebas correspondientes.

El interrogante a responder en ambos casos es qué proporcién de los resultados
obtenidos pueden ser atribuidos al azar y qué proporcién corresponde a la accién directa
de los principios vegetales activos presentes en los extractos ensayados.

Para responder estos interrogantes se puede recurrir al auxilio de diferentes prue-
bas estadisticas (#-student, analisis de la varianza, chi cuadrado, test exacto de Fischer,
test de Friedman, entre otros) utilizando para su analisis las poderosas herramientas que
constituyen los diferentes programas estadisticos disponibles en el mercado (Infostat,
Primer, spss, Stats, etc.) en sus diferentes versiones; todos igualmente utiles.

Cualquiera sea el caso, el primer paso en el analisis estadistico que se emprenda
constituird el planteamiento de las hipétesis de trabajo correspondientes.

Para el modelo analitico planteado, la hipétesis nula (mO) sera aquella que sos-
tiene que no existen diferencias estadisticamente significativas entre los conjuntos de
resultados obtenidos antes y después de tratar el veneno ofidico con el extracto vegetal
correspondiente. Esto implicaria afirmar que las diferencias advertidas entre los valores
observados cuando la unidad de ensayo es sometida a la accién directa del veneno ofi-
dico, en contraposicion a los valores observados cuando el veneno ofidico ha sido pre-
viamente tratado con el extracto vegetal de interés analitico son solo fruto del azar y no
guardan relacién con los principios activos que pudieran estar presentes en él.

En oposicion, la hipétesis alternativa (a1) planteard que las diferencias observadas
entre los grupos de resultados considerados no son fruto del azar sino que guardan rela-
cién con el tratamiento al que ha sido sometido el veneno ofidico. Es decir, las diferen-
cias observadas se explicarian por la presencia de principios activos protectores contra
la accion del veneno ofidico en los extractos vegetales ensayados.

Para este tipo de analisis estadistico, resulta de suma utilidad la prueba conocida
como 7-student. La cual permite seleccionar de manera objetiva y reproducible extractos
vegetales con actividad alexitera comprobada de aquellos que carecen de ella.

Una vez que, con el auxilio de la estadistica, se han seleccionado los extractos vege-
tales con actividad alexitera, resulta sumamente frecuente y trascendente tener que dar
respuesta a la situacion de orden préctico: ;Cudl de los extractos con actividad alexitera
comprobada conviene utilizar para continuar mi investigacion?

Para esta etapa del analisis resulta de sumo interés establecer si existen diferencias
estadisticamente significativas entre los niveles de proteccion que es posible obtener a
partir de la utilizacién de los extractos vegetales ensayados y que han demostrado poseer
actividad alexitera comprobada.

Para este caso se planteard como hipdtesis nula (zO) que no existen diferencias esta-
disticamente significativas entre los resultados obtenidos para los extractos activos con-
siderados; es decir que las diferencias observadas son solo fruto del azar. Este supuesto
implicarfa considerar que el tratamiento aplicado al veneno ofidico con cualquiera de los
extractos activos poseeria una eficacia equivalente.

En contraposicion, la hipétesis alternativa (a1) para este analisis seria que existen
diferencias estadisticamente significativas entre los conjuntos de valores obtenidos se-
gun el tratamiento utilizado; dicho en otras palabras, implicaria suponer que la eficacia
protectora de los extractos vegetales activos no es equivalente. Habrd uno (o més) que se
distinga del resto; siendo este extracto activo el que convenga utilizar para continuar las
investigaciones que requieran las ulteriores etapas analiticas.
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Para este tipo de evaluacién resulta particularmente util recurrir al auxilio del
Anélisis de la Varianza (anxova). La utilizacién de este modelo estadistico implica acep-
tar una serie de supuestos en los que se basa su aplicacién; a saber: los resultados anali-
ticos obtenidos poseen asociado un error aleatorio que sigue una distribucién normal,
ellos son independientes, con esperanza cero y varianza 02. Para comprobar la validez
del modelo propuesto mediante el cumplimiento de los supuestos exigidos para el ana-
lisis, se puede recurrir al auxilio que brindan la confeccién de graficos tipo «@-q plot» y
de dispersién. Comprobada la validez del modelo, se pueden extraer importantes con-
clusiones respecto de la conveniencia de continuar nuestra investigacion mediante el
empleo de un extracto vegetal activo en particular.

En todos los casos resulta sumamente conveniente realzar la contundencia de los
resultados obtenidos mediante la elaboracion de graficos que permitan comparar visual-
mente grupos o conjuntos de datos, como por ejemplo los graficos de caja (Box—plot).

Finalmente, el empleo de herramientas estadisticas como las propuestas no son de
uso obligatorio para analizar datos obtenidos al evaluar la actividad alexitera de extrac-
tos vegetales contra las diferentes acciones del veneno ofidico. No obstante lo cual, sin
lugar a dudas, el incluirlas permite alcanzar un grado de independencia y objetividad en
la toma de decisiones que aportan gran realce y contundencia a las conclusiones que se
extraigan a partir del trabajo de investigacion realizado.
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