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PROLOGO

En las ultimas décadas, brindar condiciones Optimas para afrontar las expectativas de una
juventud avida de conocimiento y de una sociedad cada vez mas demandante y globalizada, se
ha convertido en la prioridad de la gestion de las instituciones de educacion superior.

La universidad es el espacio propicio para que los jovenes desarrollen competencias y
habilidades investigativas que los lleven a satisfacer el deseo por la adquisicion de nuevos
saberes.

Las Jornadas de Jdovenes Investigadores de la Asociacion de Universidades del Grupo
Montevideo AUGM, constituyen una brillante oportunidad para que jovenes investigadores
miembros de reconocidas universidades publicas de la region del Cono Sur de América den a
conocer el resultado del esfuerzo de meses y afios de trabajo en los cuales se han concebido
y desarrollado investigaciones que abarcan una amplia diversidad de areas del conocimiento.

Para la Universidad Nacional de ItapUa, representdé un gran desafio y una enorme
responsabilidad constituirse en el escenario fisico y organizar estas jornadas de presentacion
de la gran produccion cientifica de més de 600 jovenes de las Universidades del Grupo
Universitario. Las investigaciones realizadas y los conocimientos generados no deben
permanecer ocultos sino que debe trascender a la sociedad y en lo posible hasta para otras
generaciones; en las paginas de este libro se incorporan los resimenes de los trabajos
seleccionados por un calificado comité de evaluadores que a la luz de criterios establecidos
han superado las diferentes etapas de evaluacion llegando asi hasta las instancias finales.

Tal como lo expresa el lema de las XXV Jornadas, este es un espacio valido para la
concrecion de la investigacion sin fronteras para la integracion cientifica y cultural.

Prof. Ing. Hildegardo Gonzélez Irala
Rector
Universidad Nacional de ItapUa
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Evaluacion preliminar in vitro de extractos de Ecliptaprostrata como inhibidores del
veneno de Bothropsdiporus.

GonzalezMiragliotta Ana Melissa, Ricciardi Gabriela, Torres Ana Maria.
amelissa003@gmail.com

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales y Agrimensura

Universidad Nacional del Nordeste.

Resumen

Existen referencias de uso de Ecliptaprostrata (L.) L. como antiveneno ofidico en Sudamérica
y Tailandia. Teniendo en cuenta que la morbilidad y la mortalidad por ofidismo varian segun
la region y que las especies vegetales pueden variar su metabolismo debido a influencias
edafoclimatoldgicas; es nuestro interés analizar en la especie autdctona, la variabilidad de la
actividad contra el veneno de yarara chica, para poder validar si ésta puede extrapolarse.

Se recolecté material de invierno (1) en Santa Ana (SA), de primavera (I1) en Laguna Brava
(LB). Se prepararon extractos acuoso (1), alcohdlico (2) y hexanico (3). Se realiz6 el
screening de la actividad por SDS-PAGE. Se comprob6 in vitro la inhibicion de las
actividades coagulante (recalcificacion de plasma), hemolitica indirecta en placas de agar
sangre fosfatidilcolina y proteolitica con SDS-PAGE de caseina. Los resultados indican que,
la especie recolectada en SA 1, inhibe en un 25 % la actividad hemolitica, la inhibicion de la
actividad coagulante fue mayor que en primavera, con R2 (51%) y PA1 (49%). La especie de
LB inhibe en un 20% la actividad hemolitica, R2 inhibe en un 52% y PAl en 39% la
actividad coagulante y respecto a la actividad proteolitica, fueron activos PA2 y R2 en ambas
localidades. Pudimos comprobar que la especie es mas activa inhibiendo la actividad
coagulante sobre todo en primavera en LB lo cual la convierte en una especie interesante
desde el punto de vista de su posible utilizacion.

Palabras clave: actividad alexitérica, veneno de yarara, actividad coagulante, actividad
hemolitica indirecta, SDS-PAGE

Introduccion

En la etnomedicina existen referencias de uso de la especie vegetal Ecliptaprostrata (L.) L.
“tangara-ka’a”, “eclipta”, “hesillo” (Gonzalez Torres, 1997) como antiveneno ofidico en
Paraguay (Marzocca, 1997). También los indigenas de la Amazonia la utilizan en infusién
(Morset al., 1989).

Con respecto a su composicion quimica, posee wedelolactona, demetilwedelolactona;
eclalbasaponinas I-VI; eclalbasaponinas VII, VIII, IX y X, ecliptasaponina C, daucosterol y 3-
O-glucésido del estigmasterol (Zhang yDemain, 2005)

Se ha comprobado que la wedelolactona, estigmasterol y sitosterol de la planta act(an
sinergisticamente (Melo, Do Nascimento, Mors, Suarez Kurtz, 1994) neutralizando in vitro la
miotoxicidad y el efecto hemorragico de venenos (Bothropsjararaca, B. jararacussu y
Lachesis muta) con accion antiproteolitica, antifosfolipasa A2 y antiinflamatoria. Los
extractos metanolicos de partes aéreas neutralizan la actividad letal (Houghton, 1993, Melo et
al., 1994, Morset al., 1989), y los butandlicos neutralizan la accion letal hemorragica,
proteolitica y de fosfolipasa A2 del veneno de Calloselasmarhodostoma (Pithayanukul,
Laovachirasuwan, Bavovada, Pakmanee, Suttisri, 2004) en Tailandia.

Con respecto a la especie vegetal autdctona, en trabajos previos hemos encontrado que el
extracto hexanico de las partes aéreas, inhibe en un 30% las actividades coagulante y
hemolitica indirecta del veneno de yarara chica Bothropsdiporus (Torres,
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Camargo,Dellacassa, Ricciardi, 2007,Torres, Camargo, Ricciardi, Dellacassa, Ricciardi,
2008).

Objetivos:

Teniendo en cuenta que la morbilidad y la mortalidad por ofidismo varian ampliamente tanto
a nivel global como dentro de paises y regiones, que es sabido que las especies vegetales
pueden variar su composicion quimica debido a influencias edafoclimatoldgicas y dado que el
unico tratamiento eficaz hasta el momento para el accidente ofidico (grave problema de salud
publica en nuestro pais) es la administracion de preparados de anticuerpos especificos contra
las toxinas, es nuestro interés contribuir con informacion cientifica sobre la especie vegetal
autoctona, la posible variabilidad de la actividad antiveneno contra la especie B. diporus de
acuerdo al lugar de recoleccion y estado vegetativo, de manera de poder validar que esta
actividad analizada en otras regiones climaticas diferentes pueda extrapolarse y ser un
pretratamiento eficaz frente a este tipo de accidentes.

Materiales y Métodos
Material vegetal: se recolectd en invierno (1), en la localidad de Santa Ana (SA) para
comprobar su estabilidad respecto al estado vegetativo, comparando este material con una
muestra de primavera previamente estudiada (Torres et al., 2007 y Torres et al., 2008); y en
primavera (Il) en Laguna Brava (LB) para estudiar su actividad en otra zona de recoleccion.
El material fue identificado botanicamente y un ejemplar de referencia depositado en herbario
con el nimero (CTES) M. Dematteiset al. 1912.
En el laboratorio el material vegetal se secd por venteo y se separaron sus partes constitutivas,
partes aéreas (PA) y raices (R), y se molieron en molinillo (tamiz 12) para preparar los
extractos acuoso (1), alcohdlico (2) y hexanico (3), respectivamente: por maceracion 24 horas
con agua y 48 horas con etanol 96° y hexano. Los mismos se filtraron y posteriormente
secaron con rotavaporBuichi a presion reducida.
Veneno: pool de veneno de B. diporus (yarara chica) obtenido por expresion manual por el
personal del serpentario de Corrientes; se desecé a presion reducida en el laboratorio.
Screening de actividad alexitérica: Se realizd por electroforesis SDS-PAGE (Pilosof y
Bartholomai, 2000). Se utiliz6 gel de separacion al 12% y de concentracién al 4%.
Se sembraron: patron de peso molecular bajo (Bio-rad); veneno de yarara chica; extractos pre-
incubados con veneno (30 minutos a 37°C) para evaluar la capacidad neutralizante del veneno
que se evidencia mostrando un patrén de bandas diferente al del veneno puro, y los extractos
para observar la presencia de proteinas vegetales que pudieran interferir en la interpretacion
de los resultados. La corrida se realizd6 a 15 mA por gel y luego se colore6 con azul de
Coomassie. Equipo utilizado: Miniprotean 4 Bio-rad.
Actividades in vitro:

a) Inhibicién de la actividad coagulante
Se realiz6 mediante la técnica de recalcificacion de plasma citratado (lovine y Selva, 1985)
con un coagulometro CoL1 (Wiener), afiadiendo 5 ul de solucion fisiologica, solucion de
veneno o el sobrenadante del veneno incubado a 37°C durante 30 minutos con los extractos, a
los 100 ul de plasma y 100 ul de CaCl, 0,025M. Se obtiene respectivamente: el tiempo de
coagulaciéon normal (TCN), la MCD (dosis coagulante minima: dosis que lleva el tiempo de
coagulacién de un pool de plasma a 1 minuto) y la capacidad del extracto como inhibidor.

b) Inhibicion de la actividad hemolitica indirecta en placas de agar sangre
fosfatidilcolina (Gutierrez, Avila, Rojas, Cerdas, 1988; Otero et al, 1995).
Se prepararon las placas y se sembraron distintas soluciones de veneno para determinar
previamente la DHM (dosis hemolitica minima) del veneno: dosis que genera un halo de
hemolisis de 10 mm luego de 20 h de incubacion.
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Los extractos se reconstituyeron y se sembraron los sobrenadantes de los mismos,
previamente incubados con el veneno (DHM) en relacion 1:40 (V-E), 30 minutos a 37°C, para
evaluar su capacidad inhibitoria sobre la fosfolipasa A2, responsable de la actividad
hemolitica in vitro del veneno. Se sembré ademas la DHM del veneno puro como patron.

Se incubd 20 hs a 37°C en camara humeda y se midio el halo de hemdlisis. Una reduccion del
halo con respecto al producido por el veneno puro, indica inhibicion in vitro de la actividad
del veneno.

c) Inhibicion de la actividad proteolitica:(Gay, Leiva, Ruiz, Acosta, 2004, Pardo y
Natalucci, 2002)por SDS-PAGE con caseina. Se sembraron en geles de poliacrilamida (de
separacion al 10% y concentracion al 4%): Caseina (5mg/ml en buffer Tris- HCI); veneno +
caseina (caseina 10 mg/ml incubado con veneno 0,125 mg/ml 60’ a 37°C) para observar la
accion proteolitica del veneno; Veneno + extracto + caseina (veneno 0,25 mg/ml incubado
con extracto 20 mg/ml. 60’ a 37°C; luego el sobrenadante de esta incubacion, expuesto a
caseina 10 mg/ml 60’a 37°C) para observar la posible inhibicidon por parte de los extractos de
las proteasas del veneno; y extracto + caseina (10 mg/ml extracto, incubado 1 hora a 37°C con
caseina 10 mg/ml) para descartar la presencia de proteasas vegetales. Se colored con azul de
Coomassie y se tomaron los geles en formato TIF con scanner.

Resultados y Discusién
-Electroforesis SDS-PAGE: Los resultados (figura 1 A y B) indican que todos los extractos
poseen actividad en alguna medida dado que modifican el patron de bandas del veneno.

B

Figura 1: Electroforesis SDS-PAGE 1: PM, 2: veneno, 3,5,7: V + extracto; 4,6,8: extractos.
Gel A: extractos de partes aéreas acuoso, etandlico y hexanico, B: extractos de raices acuoso,
etanolico y hexanico

-Inhibicion de la actividad coagulante: Especies recolectadas en SAI: la inhibicion de la
actividad coagulante fue mayor en R2 (51%) seguida por PAl (49%), encontrandose
actividades entre el 30-40% en el resto de los extractos a diferencia de la actividad mayor
encontrada previamente en PA3 (30%) para ejemplares de primavera. En la especie
recolectada en LB, R2 (52%) seguido por PALl (39%) y entre el 30-40% en los demas
extractos.

- Inhibicion de la actividad hemolitica indirecta: en especies recolectadas en SAIl es menor
al 25 % en todos los extractos, resultando inferior a la actividad encontrada previamente en la
misma localidad para ejemplares de primavera. La especie recolectada en LB muestra
inhibicion de la actividad hemolitica menor al 20% en todos los extractos
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- Inhibicién de la actividad proteolitica: fueron activos los extractos etanolicos PA2 y R2 en
ambas localidades.

Por lo expuesto, podemos deducir respecto a la inhibicion de la actividad hemolitica que, con
valores de 22% en R2 de SAI, 20% R2 LBII y 30% en PA3 SAIl, la especie no es muy activa.
Respecto a la inhibicién de la actividad coagulante, ésta varia, siendo superior en el material
recolectado en primavera en LB para los extractos R2 y PAL. La actividad proteolitica resulto
similar en ambas localidades.

Es interesante destacar que Ecliptaprostrata, recolectada y estudiada en otros paises, es fuente
importante de inhibidores de fosfolipasa PA2 lo cual se manifiesta por la inhibicion in vitro
de la actividad hemolitica indirecta. Sin embargo, en la especie autdctona no hemos
encontrado adn actividad importante al respecto (<30%), mientras que si es importante la
propiedad de inhibir la actividad coagulante y proteolitica resultando ser los extractos mas
activos los alcohdlicos de raices.

Conclusiones

Hasta el momento que la especie es activa inhibiendo los componentes del veneno
responsables de la actividad coagulante y proteolitica, lo cual la convierte en una especie
interesante desde el punto de vista de su posible utilizacion pero para completar la evaluacion
y eleccién de los extractos mas activos queda por realizar la recoleccion de material vegetal
en los estados vegetativos faltantes de ambas localidades.
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