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RESUMEN






Evaluacion fitoquimica y biologica (actividades antimicrobiana y alexitérica)
de extractos de Cissampelos pareira

El planteamiento de este trabajo de tesis fue realizado teniendo en cuenta tres
hechos relevantes: por un lado, la especie vegetal Cissampelos pareira L. tiene una
amplia tradicion de uso etnobotanico por los aborigenes de la region del nordeste
argentino como antiveneno en forma de cataplasmas. Por otro lado, los accidentes
ofidicos en esta region tienen una casuistica que se encuentra por encima de la tasa pais,
siendo Bothrops diporus (yarara chica), responsable del 80% de los mismos. Por ultimo,
pero no menos importante, el tratamiento actual del accidente consistente en la
aplicacion del suero antibotrépico especifico que, si bien neutraliza el veneno
circulante, no es capaz de revertir los dafios locales producidos. Teniendo en cuenta
esto, se evalud la actividad alexitérica y antimicrobiana de la especie C. pareira, siendo
el objetivo a largo plazo disponer de la informacién necesaria para disefiar un
medicamento herbario con aplicacion local.

Se realiz6 la bioprospeccion de la especie vegetal, mediante la blsqueda de
poblaciones homogéneas y estables, considerando las condiciones edafoclimaticas y las
variaciones estacionales de los componentes de su metabolismo secundario relacionado
con la actividad bioldgica. Se identificd el material vegetal y su entorno de modo de
realizar un muestreo representativo, y se evalud el método de extraccion mas apropiado
para los componentes bioactivos de interés. Estos compuestos fueron caracterizados y se
realizd la evaluacion in vitro e in vivo de las actividades biologicas de interés.

La recoleccion del material vegetal se realizo teniendo en cuenta la accesibilidad y
abundancia de la especie, encontrando dos poblaciones estables en dos regiones
fitogeogréaficas diferentes de la provincia de Corrientes. La identificacién botanica y
depdsito en herbario de referencia fue realizada por la Prof. Lic. Sara G. Tressens
(IBONE):

v" Paso de la Patria (PP), departamento de San Cosme (Corrientes) (27° 23’ 27"’
S; 58° 35’ 38" W) — deposito en herbario: Torres, A.M.; Cano, B.; Ricciardi, B. y
Ricciardi, G. 17 (CTEYS);

v' Lomas de Vallejos (LV), departamento de General Paz (27° 45” 41°” S; 57°
55 57°> W) — depdsito en herbario: Torres, A.M. & B. Ricciardi 19 (CTES).

El material seco fue separado en sus partes componentes: raices (R) y partes
aéreas (hojas y tallos blandos) (A); para evaluar la influencia del 6rgano en su actividad
biologica. Para la preparacion de los extractos se utilizaron tres solventes organicos de
distinta polaridad: agua, etanol 96° y hexano; que permitieron extraer compuestos y/o

familias diferentes con cada uno de ellos.
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Resumen

Se obtuvieron treinta y seis (36) extractos vegetales que fueron sometidos a
tamizaje de su actividad antiveneno mediante SDS-PAGE. Se evalu¢ la capacidad de
cada uno de ellos para inhibir las principales actividades del veneno: proteolitica por
SDS-PAGE con caseina, hemolitica indirecta en agar sangre fosfatidilcolina y
coagulante mediante la medicion del tiempo de coagulacion por recalcificacion del
plasma citratado. Este screening permitié determinar el sitio adecuado de recoleccion,
ademas del momento 6ptimo para la colecta, y el tipo de extracto con mayor actividad.
A partir de esta informacién se establecio la forma de colecta y preparacién de los
extractos a ser utilizados en el estudio. Todas estas variables representaron factores
influyentes en la actividad evaluada:

v factor edafoldgico: los extractos recolectados en PP manifestaron mayor
actividad que los recolectados en LV,

v’ 6rgano activo: las partes aéreas resultaron mas activas que las raices;

v’ estado vegetativo: en verano y primavera los extractos fueron mas activos
gue en otoiio;

v' naturaleza del solvente: los extractos etanélicos resultaron mas activos que
los acuosos y hexanicos.

Los trabajos de investigacion en materia de ofidismo se han centrado
principalmente en la identificacion de los componentes del veneno, sus efectos y su
tratamiento. Sin embargo, existen otros factores relacionados con la ofidiotoxicosis
como la inoculacién, en los tejidos afectados, de microorganismos provenientes de la
cavidad oral del ofidio, del propio veneno o bien del inadecuado manejo pre-
hospitalario del accidente. Diversos estudios encuentran como principal complicacién
local del ofidismo la infeccion de las lesiones por patdégenos (1-30%). Por ello, la
actividad antimicrobiana de la totalidad de extractos obtenidos fue evaluada utilizando
la técnica de bioautografia directa, contra los microorganismos descriptos como los mas
frecuentes agentes causales de tal complicacidén: Escherichia coli, Pseudomona
aerugicosa, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus;
obteniéndose actividad Unicamente contra S. aureus. Los extractos mostraron una
gran variabilidad en su actividad que, nuevamente, dependio de factores tales como sitio
geogréfico de recoleccidn y estado vegetativo: los extractos de PP fueron mas activos
gue aquellos recolectados en LV, observandose que, por ejemplo, en verano ninguno
de los extractos de LV resultd activo. Ademas, para éste sitio de recoleccion, las

raices fueron quienes presentaron actividad antimicrobiana. Para los extractos
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Evaluacion fitoquimica y biologica (actividades antimicrobiana y alexitérica)
de extractos de Cissampelos pareira

obtenidos del material recolectado en PP, ademas de las raices, las partes aéreas
etanolicas de primavera y verano inhibieron el desarrollo del microorganismo.

Con esta informacion se selecciond el extracto mas activo como alexitérico y
antimicrobiano: etanodlico de partes aéreas obtenido a partir del material vegetal
recolectado de PP en verano (A2111 PP) y se lo fracciond, por cromatografia flash en
columna, con el objetivo de enriquecerlo en componentes bioactivos.

Se obtuvieron seis (6) fracciones agrupadas segun perfil obtenido por TLC. El
estudio de cada fraccion eluida fue bioguiado por SDS-PAGE y también se evalud, para
cada una de ellas, la capacidad inhibitoria de las actividades del veneno. Las fracciones
mas polares 4, 5 y 6 resultaron enriquecidas en fitometabolitos bioactivos;
seleccionandose la fraccion 6 para continuar los estudios in vivo. Ademas, tanto A2l
PP como F6 fueron capaces de inhibir la actividad fibrinogenolitica del veneno por
SDS-PAGE con fibrindgeno.

El desarrollo de nuevos medicamentos herbarios a partir de productos naturales
extraidos de plantas requiere no solo estudios in vitro, sino también de la validacion
cientifica de las propiedades alexitéricas por estudios in vivo, estrictamente regulados y
que requieren modelos experimentales intermedios que avalen el testeo en animales de
experimentacion. En este trabajo, A2lll PP y F6 fueron sometidas a ensayos de
citotoxicidad utilizando como herramienta cultivos celulares de la linea de mioblastos
murinos C2C12, siendo ambos extractos (300 pg/mL), capaces de inhibir el 100% de
la citotoxicidad producida por el veneno de B. diporus y, al mismo tiempo, no
resultando citotoxicos.

Estos hallazgos permitieron avanzar hacia ensayos in vivo en modelos murinos.
Mediante pruebas de inhibicion de la actividad letal se determin6 que 5 mg de A2111 PP
protegieron en un 100% a los ratones Balb-c de 4DL50 del veneno de B. diporus;
mientras 5 mg de F6 los protegieron también en un 100% y 3mg sélo un 75%.
Mientras que a ninguna de las concentraciones ensayadas A2l1l PP y F6 manifestaron
toxicidad aguda.

Como es sabido que la sueroterapia no actua sobre el veneno fijado en tejidos, se
preparé una formulacién topica (gel termosensible) de F6 para utilizar como
complemento al suero antiveneno, con el objetivo de inhibir los efectos ocasionados por
el veneno a nivel local. Se evaludé en un modelo murino, seleccionando dos vias de
inyeccion del veneno: subcutanea (SC) e intradérmica (ID) y aplicando en cada caso la

formulacion tépica de F6. Se obtuvieron resultados muy prometedores con mayor
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Resumen

proteccion al dafio cuando el veneno fue inyectado por via ID. Este resultado plantea
un nuevo desafio, que excede este trabajo de tesis, y consiste en disefiar a futuro
estudios de farmacocinética y farmacodinamia que permitan favorecer la permeacion de
los principios activos de modo de lograr una mayor proteccion en las zonas mas
profundas.

La actividad antimicrobiana también fue ensayada para las fracciones obtenidas a
partir de A2111 PP, aunque ninguna de ellas fue capaz de inhibir el desarrollo de S.
aureus, por lo que se puede afirmar que los componentes alexitéricamente activos no
son los mismos que aquellos con actividad antimicrobiana, y, que ademas ninguna de
las fracciones fue capaz de enriquecerse en componentes con esta actividad bioldgica.
Por lo que la actividad antimicrobiana del extracto entero podria explicarse como un
sinergismo entre componentes.

Se determind la concentracion inhibitoria minima (CIM) para todos los extractos
etanolicos con actividad antimicrobiana frente a S. aureus, siendo esta igual a 50
mg/mL y la concentracion bactericida minima (CBM) para el extracto etandlico de
raices recolectados en PP en verano (R2111 PP) y para los extractos etanolicos de partes
aéreas recolectados en PP en primavera y verano (A211 PP) y (A2111 PP) se determind
igual a 25 mg/mL; siendo 12,5 mg/mL para el extracto etanolico de raices recolectados
en LV en primavera (R211 LV).

Debido a que la mayor actividad biologica se encontrd en ejemplares recolectados
en PP, se procedidé a caracterizar quimicamente los mismos. En primer término, se
estudié la composicion volatil por GC-Ms de A y R de esta region fitogeografica en la
estacion que manifestd mayor actividad biologica: verano; encontrandose una
predominancia tanto en partes aéreas como en raices de hidrocarburos monoterpénicos
(a—pineno; S-pineno; S—mirceno y limoneno), y, ademas en R, una gran proporcion de
acidos grasos (acido estearico y linoleico) ausentes en A.

Asimismo, para lograr la elucidacion estructural de los componentes bioactivos se
realizd el estudio de la quimica no volatil de los extractos biolégicamente activos
utilizando una serie de técnicas de complejidad creciente. Se realiz6 una TLC de los
extractos etandlicos de A de ambos sitios de recoleccion, observandose una mancha
roja con revelador de sulfato de cobre 5% (p/v) en el punto de siembra de los
extractos de primavera y verano recolectados de PP; y, ademés, mediante reacciones
de color se observo la estabilidad de los fenoles en los distintos estados vegetativos. Del

mismo modo, se analizaron las fracciones de A2I1l PP por TLC observandose en las
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fracciones 4, 5y 6 la misma mancha roja en el punto de siembra observada para el
extracto entero, a la que se le podria atribuir la actividad biologica de los mismos. La
marcha fitoquimica permitié una primera aproximacion a la composicion quimica de
estas fracciones, identificando en las mismas la presencia de alcaloides, fenoles y
flavonoides. Debido a que la fraccion 6 tuvo la misma actividad biolégica pero su perfil
por TLC evidencid una menor cantidad de componentes, se asumié que sélo estaba
formada por aquellos metabolitos que resultaron bioactivos, por lo que el estudio
quimico estructural se continu6 con F6.

Se realizd un andlisis de F6 por HPLC-DAD identificAndose picos que, segun
forma de sus espectros UV y méaximos de absorbancia, resultaron compatibles con
flavonoides polihidroxilados. Ademas, se verificé que el fraccionamiento produjo un
enriquecimiento en area del 51,6% de F6 en los componentes de interes.

Finalmente, la separacion cromatografica y elucidacion estructural de los
compuestos bioactivos presentes en F6 se llevo a cabo por espectrometria de masa de
alta resolucion, UHPLC-MS/MS (Q-Orbitrap), aislando e identificando cinco
flavonoides: quercetina 3-O-soforosido [quercetina 3-O-B-D-glucosil-(1,2)-B-D-
glucosido]; naringenin-7-O-B-D-glucdsido; eriodictiol-7-O-B-D-glucésido;
galangin-7-glucosido y baicalein-7-O-glucosido (oroxina A).

Debe destacarse que este trabajo es el primero en el que fue posible relacionar la
actividad antiveneno de la especie autéctona C. pareira con la naturaleza estructural de
los compuestos involucrados. Por otra parte, y lo mas importante por su proyeccion,
este estudio resulta relevante para la zona debido a que toda la informacién disponible
sobre esta tematica se corresponde con otras regiones del mundo o bien con otras

especies ofidicas.
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CAPITULO 1:

Introduccion y Marco Tedrico

Contra cada padecimiento crece una planta.-
Paracelso






Capitulo 1
Introduccion y Marco Tedrico

1. Introduccion

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) casi el 80% de la poblacion
mundial depende de plantas medicinales para la atencion primaria de su salud (Alonso,
2008; Duke et al., 2009; Cafigueral et al., 2003) existiendo en la Argentina unas 750
especies que son utilizadas segun dos realidades diferentes: en zonas rurales como Unica
via de asistencia primaria, por inaccesibilidad o costumbre y, en zonas urbanas, como
alternativa o complemento de la medicina moderna (Cafiigueral et al., 2003).

Su tradicién de empleo en la Argentina para tratar las intoxicaciones por accién de
venenos de viboras (accidn alexitérica) se ha mantenido entre las etnias aborigenes y fue
transmitida de generacion en generacion hasta nuestros dias (Torres et al., 2015). Se
encuentran en bases de datos publicaciones y trabajos reconocidos internacionalmente
que sustentan la interaccion entre plantas y venenos referidos a especies vegetales y
serpientes de otras regiones del mundo, pero no hay suficientes estudios correspondientes
a la region del Nordeste Argentino (NEA). Esto representa un déficit importante,
considerando que los accidentes ofidicos son un grave problema de salud publica en esta
region.

En esta region, la casuistica de accidentes ofidicos se encuentra por encima de la
tasa pais, teniendo como agente causal para el 97% de los casos, serpientes del género
Bothrops, siendo, a su vez, el 80% de los mismos, debido a B. diporus, especie objeto de
estudio de este trabajo (BEP, 2009). El tratamiento de primera linea frente a este tipo de
accidentes es la administracion de suero antiveneno heter6logo que no esta exento de
riesgos y tiene baja efectividad sobre las acciones locales producidas por el veneno (Haas
et al., 2014).

Este trabajo de tesis propone el estudio de la especie autdctona Cissampelos pareira
(Linneo, 1753), utilizada en medicina vernacula por sus propiedades etnofarmacologicas.
Su eleccién fue motivada debido a su extensa tradicion de uso como alexitérica en otras
partes del mundo (Morten, 1981; Gonzélez-Torres, 1997; Chakraborty & Bhattacharjee,
2006; Ramos-Hernandez et al., 2007; Jabeen et al., 2009; Barranco-Pérez, 2010;
Sankaranarayanan et al., 2010; Butt et al., 2015), asi como también, en esta region
(Montenegro, 1979; Jolis, 1972; Manfred, 1977; Ricciardi et al., 1996; Torres et al., 2015)
ademas de poseer una amplia distribucion.

Solo dos estudios cientificos validan su uso como antiveneno: en Costa Rica la
infusion acuosa de la planta entera (Badilla et al., 2008) y en Guatemala el extracto

etanolico de raiz (Saravia-Otten et al., 2015), mientras que en la Argentina solo se
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encuentran los trabajos iniciados por este grupo de investigacion y que se plantea
continuar en este trabajo de tesis (Camargo et al., 2005; Torres et al., 2007).

Con esta informacion disponible, y teniendo en cuenta la variabilidad de los
resultados encontrados en la bibliografia, se propone en el Capitulo 3: Actividad
alexitérica, ampliar la base del conocimiento, realizando una prospeccion y busqueda de
material vegetal y analizando la influencia de distintos factores en la manifestacion de la
actividad bioldgica de la especie: factores edafoldgicos (distintas regiones fitogeograficas
de recoleccidn), estacionales (distintos estadios vegetativos de la planta, particularmente,
los de mayor crecimiento: otofio, primavera y verano), distinta polaridad de los extractos
(hexanico, etandlico y acuoso) y diferenciacion de los érganos activos (partes aéreas y
raices). Esto permitira predecir, en el caso de validar la actividad, el mejor momento y
lugar de colecta del material vegetal y la estandarizacion del 6rgano activo y tipo de
extracto de mayor utilidad. El esquema de trabajo consistird en un tamizaje por
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE),
estudios de inhibicion de las principales actividades del veneno de B. diporus (coagulante,
proteolitica, hemolitica indirecta y fibrinogenolitica) e inhibicion de la citotoxicidad en
cultivo celular. De esta manera, sera posible seleccionar el extracto mas activo que servira
de base para los siguientes estudios y obtener, posteriormente, fracciones por separacion
cromatografica para relacionar la actividad bioldgica a grupos o familias de compuestos
quimicos.

Se plantea, ademas, el estudio in vivo tanto de inhibicion de la actividad letal del
veneno como de la toxicidad aguda del extracto/fraccidn activa, ya que el empleo de
plantas medicinales no esta exento de riesgos (Mukherjee, 2009). Por ultimo, se pretende
elaborar un posible medicamento herbario de aplicacion tépica (gel termosensible) que
inhiba el dafio local producido por el veneno de estas serpientes.

Se abordard, ademas, en el Capitulo 4: Actividad Antimicrobiana, la accion
antimicrobiana de los extractos alexitéricamente activos, contra gérmenes que producen,
comunmente, complicaciones infecciosas en el sitio local de la mordedura.

Finalmente, en el Capitulo 5: Quimica, se estudiara el perfil quimico del
metabolismo secundario, tanto volatil como no volatil, de la fraccion activa para
caracterizar fitoquimicamente la especie autdctona.

El desarrollo de este trabajo de tesis, no pretende sustituir el tratamiento
convencional (sueroterapia) actualmente utilizado, sino al contrario, encontrar un

medicamento herbario que sea coadyuvante, previniendo los dafios locales producidos
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por el accidente, principal causa de morbilidad en estos casos. Ademas, cabe destacar
que, si bien se toma como modelo el veneno de B. diporus, especie con distribucion
regional y nacional, esta investigacion puede ampliarse a otras especies y géneros, tanto
de ofidios como de plantas, si se lograra estandarizar un protocolo de trabajo coherente y
robusto. Sin embargo, no busca ser el Gltimo trabajo sobre esta tematica, ya que seran
necesarios nuevos estudios farmacoldgicos (especialmente de farmacocinética vy
farmacodinamia) utilizando los principios activos aislados de manera tal de proporcionar
informacion para el esclarecimiento de los mecanismos de accion de las toxinas
correspondientes y el desarrollo de la farmacotecnia de futuros agentes terapéuticos para
el tratamiento de los accidentes.

2. Ofidios
2.1 Generalidades

Se han descripto unas 3.709 especies de serpientes en el mundo (Uetz, 2018)
caracterizadas por tener la piel cubierta de escamas o placas, la lengua bifida y un 6rgano
sensitivo en el paladar denominado oOrgano de Jacobson con funciones olfativa y
gustativa. No tienen parpados, ni orificios auditivos. Son capaces de abrir enormemente
la boca debido a que su mandibula se encuentra articulada libremente al craneo,
permitiéndoles alimentarse de presas grandes con relacion a su tamafio y/o morder para
defenderse cuando se sienten amenazadas. Algunas serpientes, como las pertenecientes a
la familia Viperidae, poseen un 6rgano termorreceptor denominado foseta loreal, ubicado
entre el ojo y las narinas, que les permite detectar su alimento (Bauchot, 1996) y
representa una caracteristica diferencial entre viboras venenosas y no venenosas. El
termino serpentes o reptilis significa el que se arrastra (Giraudo et al., 2008).

Con mas de 1580 especies, América del Sur contiene mas del 46% de la riqueza
mundial de serpientes, siendo el segundo continente con mayor riqueza en el mundo
después de Asia (Uetz, 2018). En la Argentina, se registran 136 especies y subespecies,
la mayoria de ellas inofensivas para el hombre. Sélo 18 especies de esas 136, las que
representan un 13% del total, son potencialmente peligrosas para el hombre y los
animales, y por lo tanto, tienen importancia médica (Giraudo et al., 2012).

EI NEA, que comprende las provincias de Misiones, Corrientes, Entre Rios, Santa
Fe, Chaco y Formosa; contiene la mayor riqueza y abundancia de serpientes venenosas
de la Argentina, totalizando 109 especies y subespecies, que representan un 80% de la

riqueza total del pais (Giraudo et al., 2012).
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2.2 Taxonomiay clasificacion de ofidios de importancia médica del pais
En la Argentina, se encuentran las siguientes especies de serpientes venenosas:
-Familia Viperidae: caracterizada por dientes solenoglifos (Figura 1.2.1) (sole:
tubo; conducto verdadero) (Hoge & Romano, 1973).

Fuente: Torres, (2011); Soler & Rodriguez, (2006). Figura 1.2.1: Denticién solenoglifa
Subfamilia Crotalinae: viboras de foseta: yararées y cascabeles.

Género v especies del NEA:

-Bothrops alternatus (Duméril, Bibron & Duméril), yarara
grande, vibora de la cruz; anteriormente perteneciente al género Rinocerophis (Fenwick,
2009), siendo restituida al género Bothrops por Carrasco et al. (2012) (Figura 1.2.2).

-B. diporus (COPE), yarara chica (Carrasco et al., 2012),
anteriormente Bothrops neuwiedi diporus (Hoge & Romano, 1973) Bothrops diporus
dentro del complejo neuwiedi (Wister et al., 2002) y Bothropoides diporus (Fenwick et
al., 2009) (Figura 1.2.2).

-Otras especies como B. ammodytoides, yarara fiata; B. atrox, fer
de lance, quemadora; B. cotiara, yarara de vientre negro; B. jararaca, jararaca; B.

jararacussu, yarara negra; B. moojeni, caicaca; en la provincia de Misiones.

> 3
ks & V3
o
s
5 2 ﬁ; ’
%
ey

s k 3 [ 3L :. - :‘f{
A: Bothrops alternatus; B: Bothrops diporus. Fuente: Catedra de Herpentologia. FACENA — UNNE.
Figura 1.2.2: Viboras del género Bothrops (yarara)

Fuente: Cétedra de Herpentologia. FRCENA — UNNE. Figura 1.2.3: Vibora del género Crotalus

(cascabel)
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-Familia Elapidae: caracterizada por dientes proteroglifos (Figura 1.2.4)
(proteros: primeros, glifos: ranuras);

Fuente: Torres, (2011); Soler & Rodriguez, (2006). Figura 1.2.4: Denticién proteroglifa

Subfamilia Elapinae: viboras de vida reservada, subterrdnea, terrestre,
representadas en la Argentina por las corales.

Género v especies de corales del NEA:

-Micrurus corallinus (Figura 1.2.5);
-M. frontalis altirostris (Figura 1.2.5);

-M. frontalis mesopotamicus;

-M. pyrrhocryptus.

A: Micrurus coralinus; B: Micrurus altirostris. Fuente: Cétedra de Herpentologia. FACENA — UNNE.
Figura 1.2.5: Viboras del género Micrurus (coral)

2.3 Epidemiologia de los accidentes ofidicos

Se denomina ofidismo al emponzofiamiento como consecuencia de la mordedura de
una serpiente con inyeccion de veneno, pudiendo este accidente causar la muerte de la
persona o bien dejar lesiones mas 0 menos graves.

Se denomina mordedura blanca o seca, a aquella que se produce sin inyeccion de
veneno, y si bien no se produce emponzofiamiento, esta mordedura puede ocasionar

problemas debido a una sobreinfeccion bacteriana (Ricciardi et al., 2010).

Segun datos obtenidos de la Direccidén de Epidemiologia del Ministerio de Salud

de la Nacion, las provincias del NEA son las que mayor cantidad de accidentes por
serpientes venenosas comunican a las autoridades sanitarias (periodo 2000-2011) (Figura
1.2.6) y, asimismo, esta es la region que registra la mayor cantidad de 6bitos debido a

envenenamiento por mordedura de serpientes en (periodo 1994 — 2011) (Figura 1.2.6).
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Figura 1.2.6: Accidente ofidico por provincias

Segun el boletin epidemioldgico periddico (BEP, 2009), tanto la region nordeste

como noroeste, se encuentran por encima de la tasa pais para este tipo de accidentes, y

haci

endo una prospeccion desde el afo 2010 el NEA es la region que mas reportes

presenta (Figuras 1.2.7 y 1.2.8)
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nte: Direccion de Epidemiologia. Ministerio de Salud. Figura 1.2.7: Tasa de notificacidn de casos de

Ofidismo por 10.000 habitantes por departamento — mapa 2008 — y Jurisdicciones de la Argentina en los

afos 2007 y 2008.
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Fuente: Direccion de Epidemiologia. Ministerio de Salud. Figura 1.2.8: Evolucidn de las tasas de
notificacion de casos de ofidismo segun regiones por 10.000 habitantes en escala logaritmica. la
Argentina, periodo 2000 — 2008.
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Segun el Boletin Integrado de Vigilancia del Ministerio de Salud de la Nacion
(2013), en el periodo 2007-2012, los datos recolectados del Sistema Nacional de
Vigilancia de la Salud (SNVS), en el pais, el 99% de los accidentes por serpientes
venenosas registrados son debido a ejemplares de la familia Viperidae, siendo los
accidentes por yarara cercanos al 97% del total y los producidos por cascabel alrededor
del 2%. Menos del 1% de los accidentes por serpientes venenosas son producidos por
ejemplares pertenecientes a la familia Elapidae del género Micrurus (corales). Ademas,
el mismo boletin destaca mayor frecuencia en hombres, trabajadores rurales, de edad
laboral activa (entre 15 y 24 afios) con mortalidad predominante en mayores de 64 afios.

Hay que tener en cuenta que los datos epidemioldgicos disponibles de incidencia,
incluidos el grado de mortalidad y morbilidad a largo plazo conexas, proceden
mayoritariamente de los hospitales, por lo que se subestima la verdadera magnitud del
problema ya que la mayoria de las victimas recurren a tratamientos tradicionales (Min.
Salud de la Nacion, 2007).

2.4 Composicion de los venenos ofidicos

La OMS reconocio, en el afio 2009, al accidente ofidico como una enfermedad
tropical desatendida (WHO, 2015) debido a su frecuencia y severidad, principalmente en
paises en via de desarrollo de Africa, Asia y América. De esto se desprende la necesidad
de profundizar el conocimiento de las propiedades toxicas, inmunolégicas y bioldgicas
de los venenos, para entender los procesos fisiopatoldgicos que se producen en las
personas que sufren estos accidentes, como asi también, evaluar la potencia neutralizante
de los antivenenos utilizados en el tratamiento de estos envenenamientos y la posibilidad
de desarrollar tratamientos complementarios, no convencionales, como por ejemplo el
uso de medicamentos herbarios, que contribuyan a disminuir la mortalidad/morbilidad de

estos accidentes.

Los venenos animales son secreciones producidas para emponzofiamiento de otras
especies mediante un mecanismo de transferencia activo o pasivo. Su composicion es
compleja y su toxicidad varia segun factores como: especie, edad y tamarfio del individuo;
habitat y factores ecoldgicos; alimentacion, exposicion a xenobidticos, estado de deplecion
de las glandulas, estado sanitario del aparato inoculador y existencia de variedades
inmunoldgicas. Los venenos resultan vitales para la supervivencia del ofidio, ya que son
utilizados para procurar su alimento, contribuyendo a la inmovilizacién de la presa; inicio
de su digestion y, ademas, como elemento de defensa frente a animales superiores (Ricciardi
et al., 2010).
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Los venenos de serpientes son en un 95% mezcla de proteinas, aunque también
estan constituidos por componentes no proteicos de bajo peso molecular: aminas;
glucosidos; alcaloides; terpenoides; péptidos cardiotdnicos y neurotdxicos; nucledsidos;
iones metalicos y citratos; cuya principal funcion es actuar como inhibidores endégenos
selectivos de sus enzimas, quelando iones metalicos bivalentes mediante la formacién de
complejos (Speroni, 1994).

Las proteinas son, en si mismas, las responsables de la fisiopatologia que
caracteriza al emponzofiamiento ofidico, pudiendo estas ser de dos tipos: toxinas o
proteinas no toxicas. Las toxinas (PM menor a 30 KDa) son las responsables de la muerte
inmediata de la presa. Las proteinas no tdxicas (enzimas), en cambio, son activas
farmacoldgicamente e intervienen en la digestion de la presa (Ricciardi, 1999).

Si bien las proteinas actian generalmente como alérgenos, en el caso de los
accidentes ofidicos, las reacciones alérgicas de hipersensibilidad inmediata o de tipo |
(alergias) e hipersensibilidad por formacion de complejo inmune o de tipo Il
(enfermedad del suero) que pudiesen ocurrir, son provocadas por la posterior
administracion de los sueros antiveneno que constituyen la linea primaria de tratamiento
para este tipo de accidentes.

Ademas de sus componentes inherentemente toxicos, los venenos producen en el
organismo la liberacion de citoquinas y mediadores de la respuesta inflamatoria capaces
de producir alteraciones fisiologicas tan graves como las del mismo veneno: histamina,
bradiquinina, &cidos grasos no saturados, lisolecitina, entre otros (Ricciardi, 1999).

Rosenfeld, (1971) agrupd a los venenos segun su accion fisiopatologica en:

1. venenos hemoliticos y neurotoxicos, en los crotalos de América del Sur;
2. venenos neurotdxicos y hemoliticos, principalmente en hidrofidos;

3. venenos neurotdxicos y proteoliticos, en las najas;

4. venenos proteoliticos y coagulantes, en los vipéridos (yararaes y crotalos
de América del Norte);

5. venenos neurotdxicos, en corales y bungaros.

A continuacion, se describiran los venenos correspondientes a las viboras del
género Bothrops, cominmente conocidas como yarara (del guarani soberbia), debido a
que, como se describid anteriormente, son las viboras de éste género las causantes de la

mayor tasa de accidentes ofidicos del pais y del NEA.
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3. Viboras del género Bothrops sp.

El género Bothrops incluye més de 90 especies de serpientes venenosas y agresivas,
con cuerpo de complexion robusta, cubierto de pequefias escamas lanceoladas y
carenadas. Su veneno tiene accion proteolitica, coagulante y vasculotdxica.

Dentro de las especies de Bothrops citadas en la Argentina, B. diporus (yarara
chica), es la que mayor nimero de accidentes ofidicos produce (80%) (BEP, 2009).

En ejemplares sudamericanos, la DL50 de veneno de B. diporus en raton por via
intravenosa (IV) es de 26,6 ug/20 g; intraperitoneal (IP) 128,2 ng/20 g; la dosis
proteolitica minima es de 0,27 pg/mL y la dosis citotoxica es de 14,4 + 4,26 pg/mL
(Oliveira et al., 2002).

Especificamente con respecto a los ejemplares de Bothrops del NEA:

v Marufiak et al. (2010) determinaron para B. diporus la DL50: 38,18 ug/20 g
raton;

v" Acosta de Pérez et al. (1997) la DL50 para B. alternatus: 55,86 png/20 g raton;

v" Acosta de Pérez et al. (1998) compararon la accién edematizante y hemorragica
de distintas especies del género Bothrops, encontrando que el veneno de B. diporus tiene
una accion que clasificaron como medianamente edematizante, sin embargo, dentro de
las viboras del género Bothrops es la de mayor efecto hemorragico.

DEM (Dosis Edematizante Minima): 2,05 ung y DHM (Dosis Hemorrégica
Minima): 1,5 pg; definiéndose la DEM como la cantidad de veneno que produce un
edema que representa el 30% de incremento del miembro inoculado, 1 h después de
inyectado; y la DHM como la cantidad de veneno que produce un area hemorraagica de
10 mm, 1 hora después de inyectado;

v" Koscinczuk et al. (2004) informaron cambios en la funcién renal en ratas, por
la inyeccion intramuscular del veneno, compatibles con falla renal aguda, con lesiones
degenerativas del epitelio tubular renal reveladas con técnicas histopatolégicas;

v" Bustillo et al. (2009) utilizando la linea celular de musculo esquelético C2C12,
han demostrado que B. diporus de la Argentina es significativamente mas citotoxica que
B. alternatus con una Concentracion Citotdxica 50 (CC50) igual a 2 pg/mL y 5,8 pg/mL;
respectivamente, estableciendo que la destruccion de esta linea celular esta mediada por
un mecanismo de apoptosis;

v Marufiak et al. (2010) reportaron, ademas, que el veneno altera la coagulacién

de la sangre al ejercer actividad coagulante (0,40 mg/mL) y fibrinolitica (3,5 mg/mL),
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pudiendo causar la muerte del accidentado por accién de componentes coagulantes y
anticoagulantes que resultan en el agotamiento del fibrinégeno plasmaético;

v' Teibler et al. (2017) estudiaron, mediante biopsia de pie equino, la sensibilidad
del veneno de B. diporus sobre la densa red vascular que irriga el pie identificando las
alteraciones inducidas por las toxinas del veneno.

B. diporus es una especie ovovivipara que llega a medir hasta 0,9 m y se encuentra

en las regiones centro, NEA, y parte del NOA, como puede apreciarse en la Figura 1.3.1.

Bothrops
alternatus

Bothrops
diporus

Fuente: Haas et al. (2014). Figura 1.3.1: Distribucion geografica de B. diporus y B. alternatus en la
Argentina

Habitan ambientes mas secos y pedregosos que B. alternatus, que prefiere
ambientes humedos y cercanos a fuentes de agua. Tienen habitos nocturnos, aunque los
envenenamientos se producen casi siempre durante el dia, en la jornada laboral de
habitantes rurales. Su cuerpo es de color castafio grisaceo a castafio rojizo con disefio de
figuras laterales mas oscuras trapezoidales o triangulares, que se unen en la linea dorsal
media por su base menor; su vientre es blancuzco con manchas mas oscuras (Ricciardi et
al., 2010) (Figura 1.3.2).

A <%:§ @ B'i

B. diporus B. alternatus

Yararé grande Yarara chica

A: Imagen dorsal. Fuente: Haas et al. (2014); B: Imagen ventral. Fuente: Catedra de Herpentologia de
FaCENA — UNNE. Figura 1.3.2: Diferencias entre las especies de Bothrops de mayor distribucion de la
Argentina
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3.1 Composicion y accion de su veneno

Los venenos de viboras del género Bothrops son secreciones viscosas, de color
amarillo, como consecuencia de la flavoproteina L-amino&cido oxidasa (LAO). El veneno
seco posee estructura cristalina, pudiendo ser restituido con solucién salina para su uso.
Las enzimas presentes son muy estables si se conserva liofilizado, pudiendo mantener su
actividad por un lapso de hasta cuarenta afios, sin embargo, en solucién se deteriora

rapidamente, aun cuando se lo mantenga refrigerado (Ohler et al., 2010).

De acuerdo con Ohler et al. (2010), el veneno de B. alternatus se compone
principalmente de tres enzimas: metaloproteasas, serinoproteasas y fosfolipasas A2;
constituyendo éstas mas del 70% de la composicién proteica total del mismo (Figura
1.3.3). Del mismo modo, segun Gay et al. (2016) la composicion proteica del veneno de

B. diporus tiene a las mismas enzimas como componentes mayoritarios (Figura 1.3.4).

Lectinas tipo C
2%

Desintegrinas 2%

Fuente: Ohler et al. (2010). Figura 1.3.3: Composicion del veneno de B. alternatus.

PDE 1.6%
DC 1.4% LAO
CTL 2.9%

CRISP 1.2%

7.4%

PLA224,1% SVSP: SVMPi 2,6%
7.2% PLB 03%
QC0,1%

SVMP PII11: metaloproteinasas de clase PIlI; SVMP PI: metaloproteinasas de clase Pl; SVMPi:
inhibidor de metaloproteinasas; PLB: fosfolipasa B; QC: glutaminil ciclasa; SVSP: serinoproteasas;
5"NT: 5'nucleotidasa; PLAZ2: fosfolipasas A2; VAP: BPP y BPP-simil: péptidos potenciadores de
bradiquinina; CRISP: proteina secretora rica en cisteina; CTL: lectina-simil de tipo C; DC: desintegrina-
simil/dominio rico en cisteina; PDE: fosfodiesterasa; LAO: L-amino-oxidasa. Fuente: Gay et al. (2016).

Figura 1.3.4: Composicion del veneno de B. diporus
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El veneno de B. diporus se caracteriza por poseer las siguientes acciones:

-Accién edematizante (DEM 2,05 ug/raton) (Acosta de Pérez, 2000): mediante la

liberacion de mediadores de la inflamacion (histamina, serotonina, prostaglandinas y
leucotrienos) produce un aumento de la permeabilidad vascular. La bradiquinina tiene
accion hipotensora que se ve potenciada por péptidos inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA); las anafilotoxinas C3a y Cb5a del sistema del
complemento producen activacion plaquetaria (PAF), de neutrofilos, de radicales
superoxido y liberacion de otros péptidos vasoactivos; sustancias relajadoras del
endotelio y sustancias de reaccion lenta. Todos estos factores liberados tienen como
resultado la rapida aparicién de edema en el sitio de la inyeccion, caracteristico de este
tipo de accidente. Si el edema es considerable, puede producirse compresién favoreciendo
la isquemia y, por ende, el dafio tisular local. Contribuyen a esta accion las enzimas
hialuronidasas (38 KDa) que hidrolizan los enlaces glicosidicos del acido hialuronico
del tejido conjuntivo y otros mucopolisacaridos acidos, facilitando la difusion de las
toxinas en los tejidos.

-Accion proteolitica (DPM 29,00 U/mg) (Ricciardi, 1999): se manifiesta 1 a 3 h

luego de producido el accidente con dolor y edema local duro y eritematoso que se
extiende de 5 a 20 cm por hora durante las primeras cinco horas. Esta protedlisis libera
bradiquinina e histamina, responsables del dolor, la hipotension y el peligro de colapso
periférico. Esta accion local suele manifestarse con necrosis que puede requerir
correccion quirargica llegando, en el peor de los casos, a provocar momificacion o
autoamputacion del miembro afectado. Ademas, la actividad proteolitica destruye vasos
sanguineos produciendo hemorragias, epistaxis (goteo) y hematemesis (vOmitos con
sangre).

Intervienen en esta accion las siguientes enzimas:

v L-amino acido oxidasa (100-130 KDa) produce efectos proteoliticos locales
severos. Cataliza la desaminacion oxidativa de los L-aminoacidos a los cetoacidos
correspondientes. Podria actuar como activadora de otros componentes del veneno.

v' Endopeptidasas (21,4-95 KDa) con accién similar a la tripsina (trypsin-like)
capaces de producir la digestion de las proteinas tisulares. Es responsable de los efectos
necroticos a nivel local y también de lesiones en los 6rganos internos.

-Accién hemorragica (DHM 1,5 pg/ratdn) (Acosta de Pérez, 2000): pocos minutos

luego del accidente se manifiesta la hemorragia local debido a la presencia de

hemorraginas, metaloproteinasas (SVMPs) que utilizan Zn como cofactor. In vitro
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poseen actividad proteolitica e in vivo alteran la lamina basal de la microvasculatura
produciendo degradacion de la matriz extracelular.

Las SVMPs pueden ser de 3 tipos, segun el dominio carboxiterminal que sigue al
dominio metaloproteinasa (Markland & Swenson, 2013):

v" Pl (20-30 KDa): dominio metaloproteinasa;

v' PII (30-60 KDa): dominio metaloproteinasa mas desintegrina;

v" PIII (60-100 KDa): dominio metaloproteinasa mas desintegrina rica en cisteina.
La SVMPs de tipo PIlI es la mas abundante en veneno de Bothrops (Ohler et al., 2010)
lo que explicaria la intensa accién hemorragica de estos venenos (Acosta de Pérez et al,
1997).

Las enzimas a-fibrinogenasas, también contribuyen a esta accién, siendo capaces
de hidrolizar el fibrindgeno e inhibir la agregacion plaquetaria, pudiendo degradar el
colageno y por lo tanto, este conjunto de alteraciones, sumado al consumo de los factores
de la coagulacion por otros componentes del veneno, pueden comprometer la sobrevida
del paciente. Dentro de las especies de Bothrops, B. diporus posee mayor actividad
hemorrégica, comparando ejemplares adultos (Acosta de Pérez, 2000).

Finalmente, un tercer componente del veneno contribuye con ésta accion: el factor
hemorragico neuwiedi NHF (neuwiedi haemorrhagic factor), estructuralmente
similar al factor hemorrégico de otras especies de Bothrops y de los venenos de Lachesis
(Speroni, 1994).

-Accidn coagulante (DCM 0,56 pg con plasma ovino, 3,9 ug plasma bovino, 4,5

ug plasma equino y 0,4 ug plasma humano) (Acosta de Pérez, 2000) (Figura 1.3.5): 1
a 3 h luego de ocurrido el accidente, las venas se vuelven equimdticas y se inflaman. Se
observan petequias y flictenas (vesiculas). Cuando el veneno es inyectado directamente
en un vaso sanguineo, se produce una coagulacion intravascular diseminada (CID)
debido a hemotoxinas, que se ha propuesto como uno de los posibles mecanismos de
muerte subita observado en envenamientos por Bothrops sp. Este hecho puede provocar
la muerte en pocos minutos, sin embargo, la formacion del codgulo local es normal que
evite la difusion rapida del veneno.

Segun la accién sobre el fibrinbgeno pueden diferenciarse tres grupos de enzimas:

1. Proteasas trombicas/serinoproteasas (trombin-like o simil trmbina) (Castro et
al., 2001): acttan sobre el fibrinbgeno para formar el coagulo de fibrina, sin

entrecruzamientos, seguida de procesos fibrinoliticos. In vitro son procoagulantes e in
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vivo causan desfibrinacion. Se ha demostrado que la coagulacién del fibrinbgeno por
estas enzimas produce la liberacion de fibrinopéptidos A o B en forma selectiva, mientras
que la trombina lleva a la liberacion de ambos. La dosis defibrinante minima (DDM) para
B. diporus es menor con respecto a la de otras especies (25 pg/20 g ratén) lo que contrasta
con su potente efecto coagulante in vitro.

2. Enzimas fibrinogenoliticas: acttan sobre los fragmentos -COOH terminales de
las cadenas o, By y del fibrinbgeno volviéndolo incoagulable para la trombina y los
productos de degradacion (PDF) son diferentes a los derivados por accion de la plasmina.

3. Enzimas activadoras del plasmindgeno: actian indirectamente como
fibrinolisinas. B. diporus es la especie de mayor actividad fibrinolitica (DFM 3,5 pg/mL).

Si consideramos las distintas especies de Bothrops, B. diporus es la que mayor
actividad coagulante posee sobre el plasma humano (Acosta de Pérez, 2000), y segun
Tans & Rosing (2001) posee principios activantes del factor X (78 KDa) y activantes
de protrombina (56 KDa) ambas enzimas procoagulantes altamente especificas
(metaloproteasas o serinoproteasas). Tambien son responsables de esta accion: arginina
ester hidrolasa (27-30 KDa) cuya actividad enzimatica esta relacionada con la liberacion
de bradiquinina y actividad coagulante; balterobina trombin like (28-33 KDa) proteasa
con actividad simil trombina que se desempefia como anticoagulante defibrinogenante in
vivo y como procoagulantes o coagulantes in vitro; botrocetina, coaglutinina responsable
de la agregacion y aglutinacion de plaguetas; botroalternina, lectina tipo C inhibidora
de la interaccion trombina-receptor, dependiente de Ca.

Rosenfeld, (1971) clasifica la gravedad del accidente ofidico considerando tres
factores principales: edema, tiempo de coagulacion y estado general del paciente,
pudiendo resultar:

v’ Benigno: edema local discreto o ausente y tiempo de coagulacién normal o no
mayor a 15 minutos;

v Medio: edema local evidente y tiempo de coagulacion mayor a 60 minutos con
estado general conservado;

v Grave: edema local intenso, sangre incoagulable y estado general malo o con

shock periférico.

[15]



Capitulo 1
Introduccion y Marco Tedrico

Imtrinsic system Extrinsic system
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Sitios de accion de las enzimas del veneno de Bothrops. Fuente: Kohler & Grant, (2000). Figura 1.3.5:

Activacion de la cascada de coagulacion

-Accion miotoxica (Acosta de Pérez, 2000): se debe fundamentalmente a las
fosfolipasas A2 (PLA2) (11-15 KDa) con actividad hemorragica, miotdxica, hemolitica
indirecta, edematizante, hipotensora, neurotdxica, pre y post sindptica, cardiotdxica,
agregante plaquetaria y convulsivante.

Las fosfolipasas presentan dos sitios importantes en su estructura tridimensional:
un sitio catalitico o enzimatico y un sitio biolégico o farmacoldgico. Ademas, las
fosfolipasas del género Bothrops pueden presentar diferencias en el aminoécido de la
posicion 49, pudiendo resultar:

v Asp 49 con alta actividad catalitica;

v Lys 49 con baja actividad catalitica.

A su vez, la superfamilia de PLA2 tiene 15 grupos y algunos subgrupos, siendo
aquellas del grupo GIIA las que se encuentran en venenos crotalidos y vipéridos,

pudiendo presentarse como mondmeros de 14,2 KDa u homodimeros de 28,3 KDa.
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Las PLA2 se pueden dividir en 5 tipos: sSPLA2s, cPLAZ2s, iPLA2s, PAF-AH vy
PLAZ2s lisosomal (Acosta de Pérez, 2000).

Estas enzimas hidrolizan fosfolipidos en la posicion sn-2 de manera dependiente
de calcio (Garcia-Denegri et al., 2010) y producen isquemia que potencia la
destruccion. La necrosis de fibras musculares produce el escape de
creatinfosfoquinasa (CK) y el aumento de los niveles de calcio en el musculo.

Las PLAZ2 se pueden detectar in vitro a traves de la hemdlisis indirecta que producen
al actuar sobre la fosfatidilcolina, liberando fosfatidilcolina y un &cido graso, la
lisofosfatidilcolina o lisolecitina con accién detergente que induce la hemdlisis de los
glébulos rojos. Se puede medir la DHM (dosis hemolitica minima) de las distintas
especies, siendo B. diporus la de menor actividad hemolitica in vitro, correspondiente a
25 ug. (Lomonte & Gutierrez, 1983)

En B. diporus se han detectado las siguientes fosfolipasas:

v’ Fosfolipasa basica A2 (Geoghegan et al., 1999; Rodrigues et al., 1998)
miotoxina;

v’ Isoenzimas P-1 (~15KDa, pl 4,8) y P-2 (~ 16,2 KDa, pl 4,6) (Daniele et al.,
1995) inducen fuertemente la formacion de edema (inhibido por accién de histamina),
pero muestran una toxicidad relativamente baja por inyeccion intraperitoneal en ratones,
como también baja actividad miotoxica, hemolitica, anticoagulante o de agregacion
plaquetaria;

v Isozima P-3 (15 KDa, 14 aminoacidos) isoforma de PLA2 de letalidad
relativamente alta sobre raton (mayor a 5 png/g; por inyeccion IP) con actividad inductora
de edema similar a las dos anteriores (Daniele et al., 1995).

Otras enzimas que contribuyen a la accion miotoxica son: miotoxinas o citotoxinas
(120-140 aminoécidos y 6-8 uniones S-S) responsables de los efectos locales a nivel de
piel, tejido conectivo y masculo esquelético, destruyen proteinas causando necrosis local;
colagenasas, digieren el colageno destruyendo la matriz intracelular; y alternagina,
metaloproteinasa que bloquea la adhesién celular.

Ademas, el veneno tiene enzimas que actdan sobre el ADN, ARN y sobre el NAD
que podrian tener un papel importante en el desarrollo de hipotensién y shock:
fosfodiesterasas | (11,5 KDa); 5’nucleotidasa (100 KDa), monoestearasa especifica que
actia sobre el adenosin-5’fosfato o inosin-5’fosfato, generando ribonucleésido mMas
ortofosfato y aunque su letalidad no es alta, es una de las fosfatasas mas activas;

fosfomonoesterasa (100 KDa), hidroliza esteres fosfato con desintegracion de acidos
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nucleicos y produccion de nucleosidos; deoxirribonucleasa 11, actla sobre el DNA;
adenosintrifosfatasa, ATPasa que hidroliza esteres fosfato con desintegracion de acidos
nucleicos y produccion de nucledsidos que podria tener un papel importante en la
hipotensién y shock; NAD-nucleosidasa (100 KDa), cataliza la ruptura de uniones
quimicas del NAD, con produccién de nicotinamida y adenosin difosfato (ADP).

El envenenamiento por B. diporus se manifiesta con dolor y edema local (83%), en
menos casos con equimosis (50%), abscesos (5%), trastornos en la coagulacién sanguinea
(12%) (Jorge & Riveiro, 2000); seguido de necrosis hemorrégica con efusion abundante
en el sitio de puncion y escarificacion de la piel (17%) (Figura 1.3.6). Este sindrome va
acompanado de desfibrinacion severa. Una vez neutralizado el veneno, los niveles de
fibrinbgeno aumentan lentamente a expensas de fibrindgeno hepatico, alcanzando valores
normales a las 36 h (Méndez & Riet, 1995).

Entre otras complicaciones que pueden presentarse en los emponzofiamientos,
Martino & Orduna (1993) reportan la presencia de celulitis, erisipela y abscesos sépticos
debido a Staphylococcus epidermidis y S. aureus. Otros autores describen, ademas, una
fuerte asociacidn entre estas complicaciones sépticas y los microorganismos presentes en
la boca de las serpientes, predominando los bacilos Gram negativos: Morganella
morganii, Providencia rettgeri, Enterobacter sp. y Escherichia coli; anaerobios como
Clostridium sp.; y menos frecuentes cocos Gram positivos (Jorge et al., 1990; 1994;
Ricciardi, 1999; Acosta de Pérez, 2000). Esta complicacion se tratard extensamente en el

Capitulo 4: Actrividad antimicrobiana.

A: edema y equimosis primeras horas de evolucion; B: gingivorrea primeras horas de evolucién;
C: extensas flictenas hemorréagicas y edematosas; D: Ulcera 10 dias de evolucidn. Fuente: Haas et al.
(2014). Figura 1.3.6: Fisiopatologia del accidente botrdpico
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Por lo general, es facil realizar el diagnostico de envenenamiento botrépico, dado
que clinicamente es bien diferenciable de otros envenenamientos por serpientes. Este
diagndstico se basa en el antecedente de la mordedura asociado al cuadro clinico
compatible y, fundamentalmente, la medida del tiempo de coagulacion. Contribuyen al
diagndstico diferencial del accidente botrdpico las siguientes pruebas de laboratorio
(Pérez et al., 2009):

v Tiempo de coagulacién: valor normal: hasta 12 minutos; prolongado: mayor a
12 minutos; incoagulable: mas de 30 minutos. Es necesario realizar la prueba al ingreso
y cada seis horas hasta que se normalice. Resulta fundamental, en caso que no se haya
podido atrapar al ofidio causal para saber si ha habido inyeccion de veneno; si la cantidad
de suero antiveneno inyectada es suficiente y para evaluar la gravedad del accidente. Es
especialmente Util en areas rurales y sitios donde no se dispone de laboratorios de alta
complejidad.

v' Fibrindgeno: valor de referencia (VR) 200-400 mg/dL;

v Tiempo de tromboplastina parcial activada (KPTT): VR: 30-40 segundos;

v" Tiempo de protrombina (PT): VR: 11-13 segundos;

v/ Hemograma y recuento de plaquetas para valorar anemia y trombocitopenia;

v Examen de orina completa en busca de hematuria;

v’ Examenes de funcion renal: urea y creatinina;

v’ Sangre oculta en heces;

v' Cratinfosfoquinasa (CPK): para evaluar el dafio tisular.

4. Tratamiento del accidente ofidico: suero hiperinmune

El tratamiento especifico frente a un accidente ofidico, y frente a cualquier
emponzofiamiento en general, estd constituido por la aplicacion de la sueroterapia. Esta
fue descubierta por Calmette (1894) y su empleo reduce tanto los dafios producidos por
el envenenamiento como sus sintomas. En la actualidad, se prefiere utilizar el término
inmunoterapia debido a que los sueros hiperinmunes estan constituidos estrictamente por
fragmentos de inmunoglobulinas purificadas (anticuerpos especificos).

La sueroterapia est4 regida por cuatro principios (Fan, 2009):

1. Rapida administracion, siendo ideal aplicarlo hasta 6 horas después de haber
ocurrido el accidente ofidico;

2. Dosis unica y total, determinada por la categorizacion inicial del accidente;

3. Especificidad del antiveneno,
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4. Via adecuada de administracion, siendo la via de eleccion la endovenosa, ya que
ofrece menor tiempo de neutralizacion del veneno y mejor biodisponibilidad del

antiveneno.

El suero hiperinmune, también llamado suero antiveneno, es una preparacion
farmacoldgica que contiene anticuerpos contra uno 0 mas antigenos especificos. Se obtiene
por inmunizacion de equinos mediante inyeccion de cantidades progresivas de un pool de
veneno valorado en su toxicidad, considerando de esta forma, la variabilidad natural inter-
individuo que pudiera manifestar la composicién de los venenos de ejemplares de una
misma especie. Se eligen los equinos por su elevada respuesta inmune y ademas, su elevado
volumen plasmatico facilita la optimizacién del proceso de produccion de suero antiofidico
(Min. Salud de la Nacion, 2007).

Para su obtencion, el veneno es inyectado en equinos adsorbido en coadyuvante de
Freund, que facilitard la liberacion lenta de los toxoides mejorando notablemente la
respuesta inmunolégica (Freund, 1956).

Las inyecciones van aumentando paulatinamente su volumen y concentracion en
veneno hasta obtener en el plasma sanguineo del equino el titulo necesario de anticuerpos,
proceso que dura aproximadamente un afio. Entonces, se da inicio al sangrado parcial
periddico del animal extrayendo sangre de la yugular, colectindose en recipientes
estériles con citrato sodico como anticoagulante y manteniéndose en frio a 4°C.

La administracion de sueros heterdlogos expone a los pacientes a efectos adversos,
tanto locales como sistémicos de naturaleza alérgica: anafilaxia y enfermedad del suero.
Para minimizarlos, los sueros antiofidicos son purificados por centrifugado, separando
las proteinas inactivas (albimina y proteinas del complemento), y precipitando las
v globulinas con sulfato de amonio. Los fragmentos constituyentes Fab o F(ab’), se
obtienen mediante clivaje enzimatico utilizando enzimas proteoliticas (Figura 1.4.1):

v' pepsina: produce el clivaje por debajo de las dos uniones interdisulfuro, en las
terminales carboxilicas de la cadena pesada generando asi, un dimero F(ab”)> de 100 KDa,
con mejor coeficiente de difusion y tolerancia; y dos fragmentos pequefios (pFc’);

v’ papaina: produce el clivaje 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 esta bien establecida (45 KDa cada una) y un
tercero cristalizable el fragmento Fc (50 KDa).

Ademas, al suero se le agregan antisépticos, como timerosal y/o mertorgan; y se

ajusta el pH a 6,7. Se esteriliza por filtracion y previo a su distribucion, es sometido a
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controles bacteriologicos, toxicolégicos y de valoracion de su titulo, capacidad

inmunologica y especificidad in vivo e in vitro.

Anllqen binding sita

sany
chain
Variable rPgur\\ //Lghl chain = Disulfide bond

Constant region

Paéain diéestion F'e sin digestion
\\ // Fab region \\ // F(ab’), region
Fragment antigen binding

. ] .
Fc region [ | . pFc’ region
Fragment crystallizable -
- -
< Papain > < Paopsin>
A protease in papaya An acid protease secreled into the stomach

Fuente: http://ruo.mbl.co.jp/bio/e/support/method/images/antibody-fab.png. Figura 1.4.1: Clivaje

enzimatico de los anticuerpos

La funcion del antiveneno es la de redistribuir los antigenos de los sitios periféricos
al compartimiento plasmatico donde son acomplejados por los anticuerpos; esto
explicaria la supresion de la respuesta del organismo al veneno. Las inmunoglobulinas
(IgG) poseen un volumen aparente de distribucion similar al volumen plasmatico,
alcanzando su maxima concentracion en tejido superficial en aproximadamente 6 h y en
el profundo en unas 30 h. El fragmento F(ab’), muestra un volumen de distribucion
plasmatico de aproximadamente el doble al presentado por las IgG, aunque pobre en
tejidos, pero se redistribuye mas rapidamente que las IgG y su maxima concentracion en
tejido superficial se produce en alrededor de 1 h'y en 6 h en los tejidos profundos, con
vida media de 50 h. Esto sugiere que, si el veneno se distribuye principalmente en los
tejidos y en cambio las inmunoglobulinas y fragmentos lo hacen mayormente en el
plasma, es el veneno en circulacion el que sera neutralizado por las Gltimas.

Por el alto peso molecular de las proteinas del veneno unidas al antigeno, aun si se
trata de los fragmentos F(ab) o F(ab’),, se dificulta su filtracion renal, lo que hace que los

antigenos desaparezcan de la orina y el complejo permanezca circulando en sangre, y su
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posible disociacion 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 filtracion 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 accidon; por su amplia
distribucion en tejidos profundos mantienen alli al complejo inmune. En cambio, los
fragmentos F(ab’), son eliminados mucho mas lentamente y mas aun las IgG.

El antiveneno en presentacion liquida, conservado entre 2 y 8°C y al abrigo de la
luz, mantiene su actividad durante tres afios, 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, teniendo en cuenta la disminucion de su actividad. Los

antivenenos liofilizados presentan un mayor lapso de duracion.

En la Argentina, se dispone de los siguientes sueros antiofidicos:

v' Suero antiveneno botropico bivalente: Presentacion: frasco-ampolla de 10 mL.
Neutraliza 25 mg de veneno de B. alternatus y 15 mg de veneno de B. diporus. Sirve para
todo el pais excepto Misiones (Lab. Central de Salud Publica, La Plata, Provincia de Bs
As).

v' Suero antiveneno Bothrops bivalente (suero antiyarard): Presentacion: frasco-
ampolla de 10 mL. Neutraliza 41 mg de veneno de B. alternatus y 33 mg de veneno de
B. diporus. Se puede utilizar en cualquier parte del pais excepto Misiones (Instituto
Nacional de Microbiologia Dr. Carlos G. Malbran).

v' Suero antiveneno Bothrops tetravalente (suero antiyarara Misiones):
Presentacion: frasco-ampolla de 10 mL. Neutraliza 25 mg de veneno de B. alternatus; 25
mg de veneno de B. diporus; 25 mg de veneno de B. jararaca y 20 mg de veneno de B.
Jjararacussu. Uso preferente en Misiones. (Instituto Nacional de Microbiologia Dr. Carlos
G. Malbran).

v Suero antiofidico trivalente (Botropico - Crotdlico): Presentacion: frasco-
ampolla de 10 mL. Neutraliza 4 mg de veneno de Crotalus durissus terrificus; 12,5 mg
de veneno de B. alternatus y B. diporus. Necesita mayor numero de ampollas segun
gravedad del cuadro es el de ultima eleccion, s6lo en casos de emergencias (Instituto

Bioldgico Argentino Biol - SAIC).
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Cualquiera sea el caso, la administracion de antivenenos puede ir precedida por el
uso de antihistaminicos, corticoides y adrenalina para prevenir reacciones alérgicas a los
antivenenos heterdlogos (Fan, 2009).

La produccion de antisueros en los paises industrializados estd disminuyendo
debido a su escasa rentabilidad, que se suma a la dificultad de prever las cantidades que
se necesitan. En los paises en desarrollo, el problema es la asequibilidad, y la produccioén

limitada (Min. Salud de la Nacion, 2007).

5. Plantas medicinales

Sudamérica, cuenta con una extensa tradicion en el empleo de plantas medicinales,
que se remonta a la época de la colonia (Ricciardi, 2005; Ricciardi et al. 2010). La base
de los medicamentos herbarios son las drogas vegetales y los diferentes tipos de
productos que se obtienen a partir de ellas. EI término droga vegetal no debe confundirse
con el de planta medicinal. La OMS definid, en 1978, algunos conceptos que se indican

a continuacion:

v Droga vegetal: parte de la planta que contiene los principios activos y que se
utiliza en terapeutica;

v’ Planta medicinal: es cualquier planta que, en uno o mas de sus 6rganos, contiene
sustancias que pueden ser utilizadas con finalidad terapéutica o que son precursores para
la semi-sintesis quimico - farmacéutica;

v" Principio activo: compuesto quimico responsable de la actividad farmacoldgica
y del uso terapéutico;

v' Medicamento: sustancia medicinal, natural o sintética, con propiedades para
prevenir, diagnosticar y curar una enfermedad. Se prescribe a una dosis y se elabora de

una forma correcta para su administracion.

La fitoterapia utiliza drogas vegetales y preparaciones de dichas drogas en la forma

farmacéutica méas adecuada para su administracion. En algunos paises también involucran
dentro del concepto de fitoterapia a los medicamentos conteniendo compuestos de origen
vegetal quimicamente puros, siempre que éstos posean un margen terapéutico amplio
(Canigueral et al., 2003).

Asimismo, ANMAT a través de la disposicon N° 5418/2015 defini6 a los

medicamentos herbarios como aquellos que contienen como ingrediente activo una o mas

[23]



Capitulo 1
Introduccion y Marco Tedrico

drogas vegetales 0 uno o més preparados de drogas vegetales, 0 una 0 mas drogas
vegetales en combinacién con uno o mas preparados de drogas vegetales.

5.1 Uso etnomedicinal de las plantas alexitéricas

El uso de plantas como antiveneno (alexitéricas) ha sido ampliamente estudiado por
diferentes autores, que han realizado un exhaustivo relevamiento de estas plantas (Reyes-
Chilpa & Jiménez-Estrada, 1995; Mors et al., 2000; Ricciardi, 2005; Lopez-Séez &
Pérez-Soto, 2009; Makhija & Khamar, 2010).

Se definen como plantas alexitéricas a aquellas que tienen la capacidad de aliviar
uno o varios sintomas complejos como ser dolor, sangrado, inflamacion, infeccion o
incluso el mismo envenenamiento.

El conocimiento y uso de estas plantas es de larga data: en tratados de medicina
ayurvedica de la India (siglos antes de la era cristiana) aparecen 211 plantas; en México
se utilizan desde la época prehispanica; en el siglo XVI Francisco Hernandez en su obra
Historia de las plantas de la nueva Espafia cita 119 plantas con este fin; en el siglo XVI
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
Gesneriaceas; los Colorados y Cayapa ademas emplean 11 especies de Polypodiales y 7
especies de Piperaceas (Torres et al., 2015).

Las plantas se aplican maceradas y frecuentemente cocidas sobre las heridas,
también en forma de decocciones para ser ingeridas o lavar el area afectada (Torres et al.,
2015).

Samy et al. (2008) en un estudio realizado en India, reportan que a los accidentados
se les da a beber la decoccion acuosa de las plantas; otros grupos creen que cepillandose
los dientes diariamente con Tephrosia purpurea (L.) Pers. y Azadirachta indica A. Juss.
se vuelven resistentes al veneno o, similarmente, aplicado en forma externa el aceite de
hojas de Aristolochia tagala Cham. durante la noche para prevenir las mordeduras.

Reyes-Chilpa & Jiménez-Estrada, (1995) informan 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 et al. (2000), describen el uso de mas de 77 plantas en Colombia en forma de

bebidas preparadas por infusion, decoccion o maceracién en 2 litros de agua; en forma de
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aplicaciones locales; como extractos etanolicos (30-38% p/v) o mezclando varias plantas
con aguardiente de cafa.

Makhija & Khamar, (2010) describen el uso de méas de 70 plantas en la India en
forma de pasta (externa) jugo o decoccion (oral) para tratar accidentes ofidicos por
serpientes de los géneros Bothrops, Naja, Echis, Viper, Bitis, Laticauda y Daboia.

Esteso, (1985) en su obra Ofidismo en la Republica Argentina, cita entre las plantas
usadas y sus acciones: la cafia tacuara, ajo (Allium sativum L.), el jugo de quimil (Opuntia
quimilo K. Schum.), jugo amargo de ayapana (Eupatorium ayapana (M. Vahl) R. M.
King & H. Rob.), té de raiz de bejuco (Ipomoea acuminata (Burm.) Merr.), jugo de cardo
santo (Cnicus benedictus L.), hojas y raices de contra yerba machacada (Dorstenia
contrajerva L.), hojas secas y tallos verdes de guaco (Mikania guaco Willd.), mostaza
negra (Sinapis nigra (L.) W. D. J. Koch), semillas de mandiroba (Fevillea cordifolia L.),
hojas de la sanguinaria (Euphorbia pilulifera L.) y el jugo de las hojas de pareira brava
(Cissampelos pareira) aplicado sobre la picadura para inhibir la accion del veneno.

Dentro de las plantas alexiteras cuya primera revision realizaran Mors et al. (1989),
las familias mas importantes fueron dicotiledoneas: Asteraceae, Fabaceae,
Euphorbiaceae, Apocynaceae, Rubiaceae y Lamiaceae; y monocotiledoneas: Araceae y
Zingiberaceae. Una revision posterior de Houghton, (1993) increment0 este ndmero
registrando 781 especies de las familias Fabaceae, Asteraceae, Euphorbiaceae,
Apocynaceae, Rubiaceae, Aristolochiaceae y Araceae.

Otros géneros citados como alexiteros en la Argentina son Cyperus, Euphorbia,
Aloysia, Araujia, Anthemis, Boerhavia, Chiococca, Echium, Erythrina, Eupatorium,
Fevillea, Flaveria, Ipomoea, Macfadyena, Morrenia, Nicotiana, etc. (Ricciardi et al.,
1996; Ricciardi, 2005).

5.2 Propiedades alexitéricas comprobadas contra especies del género Bothrops
Existen diversos trabajos que han estudiado la actividad de especies vegetales
contra el veneno de Bothrops sp., los resultados se exponen en la Tabla 1.5.1 excepto

para C. pareira que se desarrollard mas extensamente en el apartado siguiente.

Tabla 1.5.1: Actividad antiveneno validada cientificamente contra Bothrops sp.

Especie vegetal Serpiente Cita
Aristolochia odoratissima L. B. atrox Usubillaga et al. (2005)
Baccharis trimera (Less.) DC. B. neuwiedi; B. jararacussu  Januario et al. (2004)
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Bauhinia forficata Link

Blutaparon portulacoides Raf.

B. jararacussu

Oliveira et al. (2005)

Pereira et al. (2009)

Reyes-Chilpa & Jimenez-

Brongniartia podalyrioide Kunth B. atrox
Estrada, (1995)
Buddleja americana L.; Mikania guaco
Willd.; Piper darienense C. DC.;
) ) B. asper Baltodano et al. (2006)
Vernonia patens Schreb.; Echinacea
purpurea (L.) Moench
o Mouréo de Moura et al.
Bellucia dichotoma Cogn B. atrox
(2013); (2014)
Bellucia dichotoma; Connarus favosus
) ) . Mourdo de Moura et al.
Planch.; Plathymenia reticulata Benth.;  B. jararaca

Philodendron megalophyllum Schott

(2015)

Casearia mariquitensis Kunth.

B. neuwiedi pauloensis

Izidoro et al. (2003)

Casearia sylvestris Sw.

B. jararacussu

Cintra-Francischinelli,
(2008); Da Silva et al.
(2008); Oshima-Franco et
al. (2005)

B. asper, B. pirajai, B.

moojeni, B. neuwiedi, B.

jararacussu

Borges et al. (2001)

Bothrops sp.

Borges et al. (2000);
Raslan et al. (2002);
Cavalcante et al. (2007)

Cordia verbenacea (Jacq.) Roem. &
Schult.

B. jararacussu

Ticli et al. (2005)

Connarus favosus Planc; Aniba fragrans
Ducke; Plathymenia reticulata Benth;

Philodendron megalophyllum Schott

B. atrox

Mourao de Moura et al.
(2013)

Dipteryx alata Vogel

Eclipta alba L.

B. jararacussu

Nazato et al. (2010);
Puebla et al. (2010)

Diogo et al. (2009)

Eclipta prostrata L.

B. jararaca; B. jararacussu;

Mors et al. (1989); Melo
et al. (1989); (1994);
Pithayanukul et al. (2004)

Hedychium coronarium J. Koenig

B. atrox y B. moojeni

Miranda et al. (2014)

Heliconia latispatha Benth;
Hemidesmus indicus Petersen;

Hemidesmus curtispatha Petersen

B. asper

Pereafiez et al. (2008)
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Heliconia psittacorum L.; Heliconia Estrada et al. (2009);
rostrata L. (2010)
B. jararacussu; B.
Mandevilla velutina K. Schum. alternatus; B. moojeni; B. Biondo et al. (2003)
pirajai
Mangifera indica (L.) (Blume) & Wall.;
o B. asper Estrada et al. (2009)
Vitis vinifera L.
) B. atrox Magalh&es et al. (2011)
Marsypianthes chamaedrys Vahl Kuntze
Bothrops sp. Castro et al. (2003)

o Maiorano et al. (2005);
o B. alternatus; B. moojeni; B. .
Mikania glomerata Spreng. o ) Napimoga & Yatsuda,
neuwiedi; B. jararacussu

(2010);
Mouriri pusa Gardner; Byrsonima ) o
) ) O B. jararaca Nishijima et al. (2009)
crassa Nied; Davilla elliptica Vand.
Murraya paniculata (L.) Jack B. asper Lobo et al. (2010)
] B. neuwiedi Da Silva et al. (2005)
Pentaclethra macroloba (Willd.) Kuntze _ _
B. jararacussu Da Silva et al. (2007)
Persea americana Mill. B. asper Salazar et al. (2009)
Piper sp.; Piper umbellatum L.; Piper
Bothrops sp. Nunez et al. (2005)
peltatum L.
Renealmia alpinia (Rotth.) Maas B. asper Fernéndez et al. (2010)

] ] B. jararacussu, B. moojeni y .
Sapindus saponaria L. Da Silva et al. (2012)
B. alternatus

B. alternatus; B. moojeni; B.  Vale et al. (2008); Mendes

Schizolobium parahyba (Vell) S.F.Blake )
pauloensis et al. (2008)

Serjania erecta Radlk. B. jararacussu Fernandes et al. (2011)
De Almeida et al. (2004);
Veronese et al. (2005)

Tabernaemontana catharinensis A. DC.  Bothrops jararacussu

En la Argentina, no existen estudios cientificos relacionados con plantas con
actividad antiveneno, excepto los realizados por este grupo de investigacion dirigido por
el Dr. Dellacassa (UDELAR) y la Dra. Torres (UNNE), quienes han detectado actividad
alexitera in vitro en plantas del género Mikania, Aristolochia, Asclepias, Brunfelsia,
Casearia, Cissampelos, Dorstenia, Eclipta, Iresine, Nectandra, Ocotea, Plantago,
Sapium y Trixis.

Los preparados antiofidicos que incluyen especies vegetales utilizan para ello la

planta entera, aunque en algunos casos, separan sus Organos constituyentes utilizando
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hojas, raices o rizomas. Menos comunes son los usos derivados de la corteza, bulbos,
flores, resinas, latex, semillas, tallos y troncos (Samy et al., 2008).

El uso de antidotos vegetales contra veneno se aplica con dos objetivos: por un lado,
neutralizar el veneno; y por el otro, aliviar los sintomas que éste produce o la respuesta
del organismo a los mismos.

El pénico que conlleva ser atacado por una vibora venenosa hace que muchos
pueblos indigenas utilicen vegetales calmantes sin que en realidad estos sean antidotos
verdaderos. Como ejemplo, puede citarse el uso de solenaceas en general, ricas en
alcaloides del tropano, y de la adormidera en particular. También esta descripto el uso de
plantas que estimulan el sistema inmunitario activando la respuesta antiinflamatoria que,
en ultima instancia, alivia los sintomas del veneno, como ocurre con muchas especies de
Aristolochia, ricas en acido aristoloquico, con propiedades antiinflamatorias (Lopez-Saes
& Pérez-Soto, 2009). Es asi que, en el proceso de validacion de plantas utilizadas como
antiveneno, resulta importante poder discriminar aquellas especies que poseen principios
activos contra veneno, de aquellas que son utiles para aplacar los sintomas producidos
por la mordedura, ya que son las primeras las que podrian ser interesantes para la
formulacion de un fitofarmaco como complemento a la terapia antiofidica.

Tomando como referencia la informacion expuesta, se considera de suma
importancia la caracterizacion quimica de la especie vegetal autdctona objeto de este
trabajo de tesis, C. pareira, su posible variabilidad y el estudio de su actividad biolégica
como antiveneno contra la especie B. diporus del NEA. De este modo, se pretende validar
si esta actividad estudiada, en otras regiones geograficas diferentes, puede extrapolarse a

esta realidad y ser una alternativa complementaria del tratamiento especifico.

6. Genero Cissampelos
6.1 Taxonomia
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Ranunculales
Familia: Menispermaceae
Género: Cissampelos

Especie: pareira L.
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6.2 Generalidades

Cissampelos es uno de los 70 géneros pertenecientes a la familia de las
Menispermaceae establecido por Linneo en 1753 en la primera edicién del Species
Plantarum (Granda-Lorenzo & Fuentes-Fiallo, 1991). Tiene distribucion global a lo largo
de los cinco continentes, en regiones de selvas tropicales de baja altitud (hasta 2100 m),
donde son trepadoras, aunque algunos géneros y especies se han adaptado a regiones
templadas célidas, matorrales semidesérticos y bosques monzénicos (Stevens, 2001). El
nombre del género deriva del griego Kissos que significa hiedra y ampelos, vid, haciendo
referencia a sus frutos dispuestos en forma de racimos.

En la Argentina se encuentran 3 géneros pertenecientes esta familia: Cissampelos,
Hyperbaena y Odontocaraya. En la Tabla 1.6.1 se detallan las especies méas reconocidas
y su distribucion en la Argentina (Zuloaga et al., 2008; Zuloaga & Belgrano, 2014; Pefia-
Chocarro & De Egea, 2015).

Tabla 1.6.1: Distribucion de las especies de la familia Menispermaceae en la Argentina

Género Especie Distribucion

) Catamarca Chaco, Corrientes, Formosa, Jujuy, Misiones, Salta, Santa
pareira

Cissampelos Fe, Tucuman y Santiago del Estero

ovalifolia Misiones

oblongifolia Misiones
Hyperbaena i
hassleri Chaco y Formosa

acuparata Corrientes y Misiones
Odontocarya _ _ _

asarifolia Chaco, Formosa, Misiones, Salta y Tucuman

El género Cissampelos comprende aproximadamente 21 especies diferentes
(Mabberley, 2008; Ortiz & Nee, 2014) convirtiéndose en el mas importante de la familia.
Rhodes, (1975) menciona 20 especies: 9 para América, 9 para Africa, 1 especie asiética
y otra, C. pareira L., pantropical, esto es, que se encuentra presente en las regiones
tropicales de los tres continentes principales: Africa, Asia y América (Figura 1.6.1)
(Semwal et al., 2014).

W Cissampelos pareira

Fuente: Semwal et al. (2014). Figura 1.6.1: Distribucidn geogréfica pantrépica de C. pareira.
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C. pareira es un arbusto trepador, herbaceo y lefioso. Sus tallos son delgados,
flexibles, profundamente estriados y cubiertos de pelillos. Sus hojas son cordadas o
reniformes, peltadas y alternas. Son plantas dioicas, por lo que las flores femeninas
(pistiladas) y masculinas (estaminadas) se encuentran separadas. Las flores se disponen
en racimos y son de color verde, blanquecino o amarillo; las estaminadas (masculinas)
tienen 4 sépalos libres y 4 pétalos fusionados; las flores pistiladas (femeninas) tienen 1
sépalo, 1 pétalo y un carpelo solitario. Los frutos son drupas pequefias de color rojo o
amarillo (Don, 1831; Rhodes, 1975; Tamaio et al., 2010; Stevens, 2001) (Figuras 1.6.2
y 1.6.3)

A: planta masculina; B: flor masculina; C: flor masculina con sépalo, corola y estambres; D: estambres; E:
planta femenina; F: flor femenina; G: bractea; H: fruto. Fuente: eFloras.org - M.Y. Saleem eFlores.

Figura 1.6.2: C. pareira
Fomss

Figura 1.6.3: Ejemplares de C. pareira
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Debido a su distribucion pantrépica, C. pareira recibe diferentes denominaciones

segun su localizacién geogréfica, los que se listan a continuacion (Tabla 1.6.2):

Tabla 1.6.2: Nombres vulgares de la especie C. pareira

Nombre vulgar

Regidn geografica

Referencia bibliogréafica

monoi Tailandia Vardhanabhuti & lkeda, (2006)
Anupa et al. (2014)
laghupatha; .
Singh et al. (2013)
patha;
Gupta et al. (2011)
krueo ma noy; ) )
o India Singthong et al. (2005)
akanabindi;
) Choudhury & Jadhav, (2013)
bhatindupat;
i Jhuma et al. (2014)
ekladi; poa
Dey & De, (2011)
curanina; xpetektuun; . Sanchez-Medina et al. (2001)
_ Mexico
redondilla Ramos-Hernandez et al. (2007)
abuta; ysypo cobra, parreira brava, .
) Brasil Surendran et al. (2011)
abutla
mullein; chiric sanago Peru
patacén, masquiaunsabe Colombia
venadero, bejuco azul, oreja de raton Costa Rica
bejuco pitilla Cuba
mocri, cudruma Panama

bejuco de ratén, pat chawal

Republica Dominicana

Honduras, Nicaragua, El

Dellacassa et al. (2014)

alcotan
Salvador
alcotan, tamagas, curarina, ixcati-
can, cuxogui, cuxba; guaco; bejuco Guatemala
de la prefiada
ka’apeva; ka’a-peva; ysypd-moroti;
caa pebd; zarza; pareira brava; mil Argentina Ricciardi et al. (1996)

hombres

6.3 Usos etnobotanicos de la especie

La etnoboténica estudia la relacion existente entre el hombre y las plantas,

revalorizando el saber popular buscando obtener un cuerpo de conocimientos basicos a

partir del cual se inicien nuevas lineas de investigacion farmacologica, farmacobotanica,

fitoguimica, con la finalidad de encontrar principios activos a partir de recursos naturales

no convencionales (Chiffa & Ricciardi, 2011)
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La especie C. pareira tiene una amplia tradicion de uso en la medicina vernacula
para diversas dolencias o afecciones (Mendes & Carlini, 2007; Giorgetti et al., 2011;
Samanta & Bhattacharya, 2011; Leonti et al., 2001; Heinrich et al., 2014; Sharma et al.,
2004; Basha & Sudarsanam, 2012; Sharma et al., 2012; Jain et al., 2005; Namsa et al.,
2011; Ramasubramaniaraja & Badu, 2010; Kakrani & Saluja, 2002; Rajan et al., 2002,
2003; Kufer et al., 2005; Kumar et al., 2006; Gupta et al., 2011; Nagarajan et al., 2011;
Kaur et al., 2012; Abbasi et al., 2010; Haq et al., 2011;Galicia et al., 2002; Chhetri et al.,
2005; Bora et al., 2007; Pattanaik et al., 2008; Rukunga et al., 2009; Dey & De, 2012).

6.4 Actividades bioldgicas de la especie cientificamente validadas
En la Tabla 1.6.3 se resumen las actividades bioldgicas de la especie en distintos

Organos y extractos que han sido cientificamente validadas:

Tabla 1.6.3: Actividades bioldgicas de C. pareira cientificamente validadas

Actividad biologica

Extracto / componente bioactivo

responsable

Referencia bibliografica

anti-diarreica

hidroalcohélico de raices

Amresh et al. (2004)

anti-inflamatoria

hidroalcohélico 50% de raices;

etanolico entero

Amresh et al. (2007a) y (2007b)

analgésica y anti-

pirética

etanolico entero

Reza et al. (2014)

anti-fertilidad

metandlico de hojas; acuoso de hojas

Ganguly et al. (2007); (2018); Ampa
etal. (2010)

anti-helmintica

acuoso de partes aéreas

Padmani et al. (2012)

anti-oxidante

hidroalcohélico 50% de raices;

alcoholico y acetato de etilo entero

Amresh et al. (2007c); Gul et al.
(2016)

hepatoprotectora

hidroalcohélico 50% de raices

Surendran et al. (2011)

sobre la memoria y

el aprendizaje

hidroalcohélico 50% de raices

Pramodinee et al. (2011)

ansiolitica

hidroetanélico 70% de hojas /
alcaloides (berbeerina), terpenoides y

compuestos fendlicos

Priyanka, (2013)

cardioprotector

etanolico de raiz / alcaloides

(bebeerina); flavonoides

Singh et al. (2013); Patnaik et al.
(1973); De Freitas et al. (1996);
Amresh et al. (2007a)

inmunomoduladora

metandlico de raices / alcaloides de la

bis-bencil-isoquinolina y berberina

Mishra & Bafna, (2010)
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anti-tumoral

extracto de proteinas y polisacaridos;

metandlico entero

Meng et al. (2002); Thavamani et al.
(2014)

anti-leucémico

Pareirubrinas Ay B; grandirubrinas e

isoimeribrina: alcaloides

Morita et al. (1993)

anti-cancer

hexanico entero / &cidos oleanolico y

oleico

Bala et al. (2014)

protector contra el

cancer gastrico

hidroalcohdlico 50% de raices

Amresh et al. (2007d)

anti-

hiperglucemienate

acuoso de hojas

Kuldeep et al. (2013); Piero et al.
(2015)

anti-dengue Etandlico entero Sood et al. (2015)
o o ) o Basu, (1970); Bhatnagar & Popli,
simil curare hayatinina metilclorhidrica
(1967)
nefroprotectora hidroalcohdlico de la planta entera Danduga et al. (2015)
anti-urolitica etanolico de raices Babu et al. (2014)
diurética etanolico de hojas Sayana et al. (2011)

7. Cissampelos pareira como antiveneno
7.1 Uso etnobotéanico de la especie

C. pareira ha sido ampliamente utilizada como antiveneno por las distintas
poblaciones indigenas del NEA en forma de cocimiento de raices, asi como también su
polvo o sus semillas en cataplasma contra picaduras de viboras (Ricciardi et al., 1996).

En la medicina tradicional de la India se utiliza como antiveneno la decoccion de
sus raices o la planta entera (Chakraborty & Bhattacharjee, 2006; Jabeen et al., 2009). En
Pakistan también utilizan las hojas o la planta entera en cataplasmas aplicadas sobre el
sitio de la mordedura Butt et al. (2015).

En México, se utiliza la planta completa contra veneno de serpientes (Ramos-
Hernandez et al., 2007). La decoccidn de la raiz en agua es empleada en muchos paises
tropicales para tratar mordeduras de serpientes y otros animales ponzofiosos (Morten,
1981).

Es interesante la coincidencia de uso como antiofidica en diferentes pueblos de
Amazonia (Ecuador y Peru) y de Centroamérica (México y Guatemala) (Barranco-Pérez,
2010).
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7.2 Validacion cientifica de la actividad

Hasta el momento, sélo existen unas pocas citas respecto de esta actividad
cientificamente validada para C. pareira:

Badilla et al. (2008) en Costa Rica reportan un 10% de actividad antihemorragica
y antiproteolitica a partir de una infusion acuosa de toda la planta contra el veneno de
B. asper.

Saravia-Otten et al. (2015) estudiaron los extractos etandlicos de raices de
material vegetal recolectado en Guatemala contra B. asper; encontrando actividad
antiproteolitica, pero este extracto no logr6 inhibir las actividades hemoliticas ni
coagulantes del veneno.

Este grupo de investigacion ha realizado estudios previos en los que Camargo et al.
(2005) informaron inhibicion de la actividad hemolitica indirecta in vitro, mientras
que Torres et al. (2007) reportaron que los extractos estanolicos de C. pareira son
activos contra B. diporus para una relacion 1:7 veneno-extracto. También se han
publicado resultados preliminares de este trabajo de tesis (Ricciardi-Verrastro et al.,
2018).

8. Antecedentes toxicologicos de la especie

El extracto hidroalcoholico 50% de raices (2 g/Kg) administrados via oral no
presento toxicidad aguda ni subaguda en ratones (Amresh et al.,2008).

Wipawee & Jintanaporn, (2012) estudiaron la toxicidad aguda del extracto
hidroalcohdlico 50% de una mezcla comercial de C. pareira y Anethum graveolens L. a
una relacion 1:5 (PM52). Hasta 5000 mg/Kg de peso corporal no provocaron muerte ni
sintomas toxicos ratas. Segun las directrices de la Organizacion de Cooperacion y
Desarrollo Econdémicos (OCDE) para toxicidad oral aguda, una DL50 de 2000 mg/Kg
por peso corporal se clasifica como no clasificado y, por lo tanto, el producto se considera
seguro. Por lo tanto, PM52 es seguro especialmente para aplicaciones de corta duracion.

Piero et al. (2015) realizaron un analisis histopatolégico de higado, rifién, corazon,
bazo, cerebro, pulmones, ojos y testiculos de ratones albinos Swiss White luego de la
administracion del extracto acuoso de hojas de C. pareira (1g/Kg de peso corporal)
durante 28 dias. Cuando la administracion fue oral, no se evidenciaron cambios
histopatoldgicos en ninguno de los oOrganos analizados. Sin embargo, cuando la
administracion fue intraperitoneal se observaron cambios en el higado, con proliferacion

de tejido fibroso en la capa serosa y presencia de células inflamatorias mixtas, que serian
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indicativas de peritonitis; y en el bazo, una reduccion de la densidad celular de foliculos
linfoides.

En resumen

Los accidentes ofidicos constituyen un grave problema que no es debidamente
reportado por quienes lo sufren en todo el mundo. Esto ocurre particularmente en paises
agricolas debido a que esta es una de las ocupaciones mas afectadas por las mordeduras
de serpientes. Ademas, los estudios muestran no solo una mayor incidencia en los
hombres que trabajan la tierra, sino también una incidencia razonablemente alta en los
nifios. Esto puede estar relacionado con el hecho que, en las zonas rurales de muchos
paises subdesarrollados, los nifios participan en estas actividades agricolas o son atacados
debido a su curiosidad innata (Chippaux, 1998).

Generalmente, y como se detallo en la primera parte de este capitulo, los efectos
locales de una mordedura de serpiente se producen en los primeros 10 a 30 minutos
posteriores a su ocurrencia; pudiendo haber entumecimiento alrededor de la mordedura
con sangrado, 0 una erupcion purpurica, y/o necrosis o gangrena (Cavazos et al., 2012).
Estas reacciones locales no se neutralizan de manera efectiva con la terapia de suero
antiveneno convencional, como lo han demostrado los modelos animales y los estudios
clinicos (Avila-Aguero et al., 2001; Lomonte & Gutierrez, 1983). En casos severos, los
efectos locales del envenenamiento pueden conducir a pérdida permanente de tejido,
discapacidad o amputacion (Gutierrez, 2002).

Como consecuencia de esta situacion, y dado el contexto del uso de C. pareira para
el tratamiento de mordeduras de serpiente en la medicina tradicional, este trabajo de tesis
busca validar la actividad antiveneno de esta especie establecida para otras regiones
contra el veneno de B. diporus del NEA.

Para comprender los limites de variabilidad asociados a un producto bioactivo
natural, como los extractos de plantas preparados en este trabajo, se estudiaran de manera
bioguiada distintos extractos de manera tal de cubrir la mayoria de los factores de
variacion como ser las diferencias edafoldgicas, diferencias estacionales o de estado
vegetativo de la especie, polaridad de los distintos extractos y diferencias de 6rganos

activos principalmente partes aéreas y raices.
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Capitulo 2
Objetivos e Hipdtesis
1. Objetivos generales
1.1 De formacion
v" Perfeccionar mi formacion académica, completandola tanto en conocimientos
especificos, como en aquellos culturales, epistemoldgicos y metodoldgicos que tiendan a

integrar mi formacion.

1.2 Cientificos

v" Desarrollar el conocimiento y aplicacion de los metabolitos secundarios
presentes, sus estructuras y su evolucion en relacion con factores intrinsecos y
extrinsecos;

v' Contribuir al conocimiento fitoquimico y quimiotaxonémico de especies
autoctonas regionales, especificamente del género Cissampelos, dada su importancia
etnofarmacologica, mediante el estudio de la expresion de su metabolismo secundario;

v" Investigar la interaccion de extractos de la especie Cissampelos pareira, y sus
constituyentes, con venenos animales;

v/ Comprobar, por medio de técnicas de validez reconocida, la actividad
neutralizante que la medicina tradicional le atribuye a la especie C. pareira;

v Investigar la interaccion de extractos de la especie C. pareira, y sus
constituyentes, con microorganismos patdgenos (actividad antimicrobiana);

v’ Establecer la base de conocimiento necesario para el desarrollo de nuevos

fitofarmacos con actividad comprobada.

1.3 Académicos

v" Incorporar nuevos conocimientos y metodologias a mi formacién que permitan,
a la vez, fortalecer el grupo de investigacién al que pertenezco;

v’ Desarrollar las técnicas instrumentales que se requieran para el mejor desarrollo
y adecuacion al tema del trabajo;

v Volcar a la docencia e investigacién los conocimientos adquiridos.

Para alcanzar los objetivos expuestos se pretende estudiar:

v" La evolucion del metabolismo secundario en los distintos estados de
crecimiento vegetativo y las variaciones estacionales o ecoldgicas existentes;

v’ La interaccién de diferentes extractos obtenidos con el veneno de Bothrops

diporus (yarara chica).
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v’ La interaccion de los diferentes extractos obtenidos con microorganismos

patdgenos (bacterias).

2. Hipotesis

Mediante el desarrollo del plan de tesis se pretenden validar las siguientes hipotesis
de trabajo:

v’ La tradicion de uso de Cissampelos pareira como planta alexitera data de la
época de la colonia, fue transmitida ancestralmente en forma oral y escrita por primera
vez por los Padres Jesuitas, sin embargo, se carece de fundamentacion cientifica que
valide este uso;

v' Popularmente el uso de estas especies se hace en forma de polvos, cataplasmas
o0 dadas en vino o licor, por lo que deberia esperarse que la mayor actividad alexitera la
presente el extracto alcohdlico;

v/ En nuestra regién son importantes los accidentes por viboras del género
Bothrops “yarara” y Crotalus “cascabel”, por lo que se espera que este género vegetal
tenga actividad contra el veneno de alguna de ellas;

v’ La actividad alexitérica y antimicrobiana depende de la metabolémica de la

especie vegetal, por lo cual dependeran del estado vegetativo de la misma.

[53]



CAPITULO 3:
Actividad Alexitera

Hay un libro abierto para todos los ojos: la naturaleza.-
Jacques Rousseau






3a.:

Ensayos in vitro






Capitulo 3
Actividad Alexitérica

1. Introduccién

Desde tiempos inmemoriales las plantas han sido la mayor fuente de medicamentos
naturales. El estudio de la tradicion de su empleo, y particularmente como alexitéricas, se
ha mantenido entre las distintas etnias aborigenes y ha llegado hasta nuestros dias, con un
fuerte componente académico y de aplicaciones registrado en publicaciones y trabajos
reconocidos internacionalmente. Esta informacion, que sustenta la interaccion entre
plantas, sus extractos o componentes y venenos animales, valida las propiedades
atribuidas en la tradicion vernacula.

Los extractos de plantas representan una fuente extremadamente rica en
compuestos farmacoldgicamente activos, y los metabolitos secundarios aislados podrian
ser importantes en el desarrollo de nuevas terapéuticas y drogas sintéticas. Desde el punto
de vista de la actividad antiveneno, se requiere evidencia para establecer las bases
cientificas de la préactica etnofarmacolégica.

Son numerosos los reportes de especies vegetales que han sido estudiadas y cuya
actividad alexitérica ha sido cientificamente validada, pero todas, o la gran mayoria de
estas publicaciones, estan referidas a plantas y serpientes de otras regiones o paises y no
se encuentran referencias cientificas, excepto las publicadas por este grupo de
investigacion, acerca de la inhibicion o neutralizacion de la toxicidad de venenos de
serpientes de esta region por plantas autoctonas.

El presente capitulo tiene por objetivo realizar un tamizaje, aplicando técnicas
validadas, de la posible actividad antiveneno de la especie autdctona C. pareira contra
uno de los ofidios de mayor indice de accidentes reporta en la Argentina: Bothrops
diporus.

Una vez evaluados los extractos vegetales obtenidos por SDS-PAGE como técnica
de tamizaje, se evaluara la capacidad inhibitoria de las principales actividades del veneno
(coagulante; hemolitica indirecta, proteolitica y fibrinogenolitica) con la finalidad de
seleccionar el extracto mas activo, que posteriormente serd utilizado para separar y
purificar, mediante fraccionamiento bioguiado, los componentes responsables de dicha

actividad.
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2 Materiales y Métodos
2.1 Material Vegetal

La especie vegetal en estudio fue seleccionada teniendo en cuenta sus antecedentes
etnobotéanicos como alexitérica y su abundancia de crecimiento en la region para lograr
una colecta sustentable.

Se realizaron viajes de prospeccion y busqueda de poblaciones estables de C.
pareira y de acuerdo con las diferencias edafoldgicas, se evaluaron las regiones
fitogeograficas de la provincia de Corrientes, de modo tal de encontrar al menos dos
muestras de regiones diferentes. La Provincia esté representada por dos grandes territorios
fitogeograficos: el Dominio Chaquefio y el Dominio Amazonico. La mayor parte de la
superficie corresponde al Dominio Chaquefio, subdividido a su vez en dos distritos: el
Oriental, de la provincia Chaquefia y el del Nandubay, de la provincia de Esquel. El
Dominio Amazonico se encuentra en el angulo noreste, limitando con Misiones, y en él
se reconoce el distrito de los Campos de la provincia Paranaense (Figura 3.2.1). En la
confluencia de las tres regiones fitogeograficas se observan zonas de transicion, de

caracteres diferenciados (Carnevali, 1994).

1 Sect. Parque Chaquefio Correntino
2 Sect. Parque Mesopotamico
3 Sector Fluvio-insular
4 Sector Depresion Iberiana
5 Subdistr. Parque del Espinillo
[ 6 Subdistr. Malezales, sabanas y
pajonales de planicies del E
B 7 Subdistr. Sabanas secas
| 8 Subdistr. Malezales, sabanas y
pajonales del Aguapey

Izq: 1; 2y 3; Dcha: 1: Distrito de la provincia Chaquefia (Dominio Chaquefio); 1zq: 4; 5y 6: Dcha: 2:

Distrito del Nandubay de la provincia de Esquel (Dominio Chaquefio); 1zq: 8; 7 y norte de 1; 2 y 4 Dcha:

3: Distrito de los Campos de la provincia Paranaense (Dominio Amazonico). Fuente: Carnevali, (1994)
Figura 3.2.1: Mapa de las zonas fitogeogréaficas de la provincia de Corrientes

Se han encontrado dos poblaciones estables ubicadas a 35 km y 100 km,
respectivamente de la Capital correntina: Paso de la Patria (PP), departamento de San
Cosme (27° 23° 27 S; 58° 35” 38> W) correspondiente a la region Oriental de la
provincia Chaguefia (Dominio Chaquefio) y Lomas de Vallejos (LV), departamento de

General Paz (27° 45° 41>° S; 57° 55’ 57°> W) en la zona de transicion entre la region
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Oriental de la provincia Chaquefia y Nandubay de la provincia de Esquel (Figuras 3.2.1
y 3.2.2). Una vez individualizadas las poblaciones, se recolectaron ejemplares de C.
pareira, separandolos en sus partes constituyentes: partes aéreas consistentes en flores,
frutos, hojas y tallos (A); y raices (R) (Figura 3.2.3). Asimismo, se recolectaron
ejemplares en tres estadios vegetativos diferentes: otofio (I), primavera (11) y verano (I11);
para realizar un anélisis estacional con el fin de analizar la variabilidad (metabolémica)

de las poblaciones.
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A: Republica Argentina, ubicacién de la provincia de Corrientes. B: provincia de Corrientes, sefialando
ambos sitios de toma de muestras.* Paso de la Patria yy& Lomas de Vallejos. Fuente: Google maps

2018. Figura 3.2.2: Sitios de colecta del material vegetal

Ejemplares florados de C. pareira en sitio de recoleccion Paso de la Patria. Figura 3.2.3: Poblacién de C.

pareira

La identificacion botanica y el correspondiente deposito en herbario (IBONE-
CORRIENTES) de los ejemplares en floracion de cada una de las regiones geograficas
fue realizado por la Prof. Lic. Sara G. Tressens, siendo los mismos los que se detallan a
continuacion:

v/ Paso de la Patria: Torres, A.M.; Cano, B.; Ricciardi, B. y Ricciardi, G. 17
(CTES);

v' Lomas de Vallejos: Torres, A.M. & B. Ricciardi 19 (CTES).
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El material vegetal fue colectado en bolsas de arpillera, debidamente rotulado y
llevado al laboratorio donde fue extendido a la sombra para su secado por venteo sobre
papeles de diario en condiciones controladas de temperatura y humedad ambiente, para
evitar que ocurran procesos que pudieran provocar modificaciones en su composicion
quimica, voltedndose periddicamente para favorecer un secado homogéneo.

Se selecciond para la preparacién de los extractos aquel material libre de ataque por
hongos o0 insectos y sin presencia de especies parasitas o contaminantes, eliminandose

todo material alterado.

2.2 Preparacion de extractos

El material vegetal secado por venteo, separado en sus partes componentes partes
aereas (A) y raices (R), molido y tamizado (tamiz N° 12) fue utilizado para la preparacion
de los siguientes extractos:

v’ Extracto acuoso (1): obtenido por maceracion 24 h con agua destilada (Melo et
al., 1994);

v" Extracto etanolico (I1): obtenido por maceracion 48 h con etanol 96° de calidad
pro-andlisis (Otero et al., 2000) (Figura 3.2.4).

v’ Extracto hexanico (I11): obtenido por maceracion 48 h con hexano de calidad
pro-andlisis (Otero et al., 2000).

Los extractos obtenidos fueron filtrados y desecados a presion reducida hasta
residuo solido en rotavapor Biichi R 124/waterbath B 480 (Figura 3.2.4) y conservados
en desecador al vacio hasta su uso. Se calculd el rendimiento practico de cada extracto en

% p/p.

A: material vegetal en etanol 96°; B: rotavapor; C: extracto etanélico seco. Figura 3.2.4: Preparacion del

extracto etandlico de partes aéreas
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2.3 Pool de veneno de B. diporus

El veneno fue obtenido por personal del serpentario Corrientes mediante expresion
manual (método del ordefie) a partir de ejemplares de B. diporus, constituyendo asi un
pool de veneno. Una vez obtenido, fue desecado a presion reducida y conservado a -20°C
hasta su uso, donde se reconstituy6 con solucién fisiologica o buffer fosfato salino (PBS

pH=7), expresando su concentracién en términos de peso seco (Otero et al., 2000).

2.4 Screening de actividad alexitérica: electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Camargo et al. (2011) proponen la SDS-PAGE como método de screening para
evaluar la actividad de extractos vegetales sobre proteinas de veneno.

El detergente dodecilsufato de sodio (SDS) y el agente reductor S-mercaptoetanol
(Figura 3.2.5), solubilizan las proteinas en los analisis por SDS-PAGE. El SDS se une a
las proteinas (1,4 g por cada g de polipéptido) creando una densidad de carga igual por
unidad de superficie y, por lo tanto, cuando éstas son sometidas a una corriente eléctrica
en cuba electroforética, migran de acuerdo Unicamente a su tamafio (peso molecular)
(Figura 3.2.6). Las moléculas de SDS forman micelas y cada polipéptido se incorpora a
las micelas por atraccién hidrofobica con las cadenas carbonadas del detergente (Figura
3.2.5). La variabilidad en la forma del polipéptido, asi como en la relacién carga/masa
son eliminados como consecuencia del tamafio uniforme de las micelas y por la relacion
constante de 3 moléculas de SDS por residuo amionoacidico. EI gran nimero de iones
sulfato en la micela supera ampliamente el efecto de cargas sobre el propio polipéptido.
La tasa de polimerizacion y las propiedades del gel dependen de la concentracion de los
catalizadores: TEMED (tetrametiletilendiamina) y persulfato de amonio (Figura 3.2.7).
Se debe utilizar la menor concentracion posible de catalizadores que permitan la

polimerizacidn en un tiempo 6ptimo.
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A: SDS; B: B-mercaptoetanol; C: estructura desarrollada del SDS indicando la polaridad de sus partes.
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Figura 3.2.5: Estructuras quimicas SDS y p-mercaptoetanol
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Fuente: https://www.mblbio.com/bio/g/support/method/sds-page.html. Figura 3.2.6: SDS-PAGE.

Proceso de ruptura de puentes disulfuro y migracion en funcion del tamafio de la cadena polipeptidica.
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Figura 3.2.7: Accion del TEMED y persulfato de amonio en la polimerizacion de la acrilamida.

Preparacion de reactivos. Segun la técnica de Pilosof & Bartholomai, (2000).
Buffer electrodo TRIS-glicina pH 8,3; buffer gel stacking pH 6,8; buffer gel de separacion
pH 8,8. Se introdujeron modificaciones: gel de separacion al 12% y gel de concentracion
(stacking) al 4%; agregado de urea al buffer muestra pH 6,8 para mejorar la visualizacion;
el S-mercaptoetanol se agrego a las muestras. Se utilizaron patrones de peso molecular
bajo (Bio-rad) 94 KDa, 67 KDa, 43 KDa, 30 KDa, 20,1 KDa y 14,4 KDa preparados

segun indicaciones del fabricante. Esquema de preparacion de geles (Tabla 3.2.1)
Tabla 3.2.1: Esquema de preparacion de geles para SDS-PAGE

Gel de separacion 12%  Gel de concentracion 4%

Acrilamida 2mL 0,26 mL
Buffer gel/stacking 1,25 mL 0,5mL
Agua 1,75 mL 1,2mL
TEMED 5L 2 uL
Persulfato de amonio 18 pL 30 pL
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Preparacion de las muestras. Se previé que en cada calle se siembren 15 ug de
proteinas de veneno para lograr una correcta visualizacion de las bandas. Se sembraron,
ademas, los extractos vegetales como patrones para verificar que no existieran proteinas
vegetales que pudieran modificar el perfil electroforético e interferir con la interpretacién
de los resultados. La relacion veneno-extracto fue de 1:10.

v" Solucién de veneno patrén: 1 mg veneno + 300 ulL buffer muestra + 15 ulL g
mercaptoetanol. 5 minutos a ebullicion para desnaturalizacion.

v’ Extracto vegetal patrén: 1,2 mg extracto + 50 pL buffer muestra + 2,5 uL S-
mercaptoetanol. 5 minutos a ebullicion para desnaturalizacion.

v Veneno + extracto: 1 mg veneno disuelto en 40 uL de solucién fisiolégica + 7
mg de extracto disuelto en 60 uL de agua/etanol 96°/hexano segin su naturaleza. 30
minutos de incubacion a 37°C. Se agregaron luego 100 pL de buffer muestra'y 10 uL f-
mercaptoetanol. 5 minutos a ebullicion para desnaturalizacion.

Esquema de siembra

v’ Calle 1: 5 pL de solucién de patrén de peso molecular;

v’ Calle 2: 5 uL de solucién de veneno;

v Calles 3, 5y 7: 3,5 uL de solucién de veneno + extracto para evaluar la
capacidad neutralizante del veneno que se evidencia con un patrén de bandas diferente al
del veneno patron;

v’ Calles 4, 6, 8: 5 pL de solucién de extracto como patron.

Los geles se colorearon durante 3-4 h a temperatura ambiente con azul brillante de
Coomassie R 0,25% (p/v) en &cido acético 9,2% (v/v) y metanol 55,4% (v/v). La
decoloracion se llevo a cabo con &cido acético 7% (v/v) y metanol 30% (v/v).Las corridas
se realizaron en el equipo Miniprotean 4 (Figura 3.2.8) a 25 mA por cada gel. Se

escanearon los geles en formato TIF con scanner HP deskjet F4280.

|

Figura 3.2.8: Equipo Miniprotean 4. Cuba para desarrollo electroforético.
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2.5 Inhibicion de las actividades del veneno: ensayos in vitro
2.5.1 Inhibicion de la actividad proteolitica por SDS-PAGE

Se evalué mediante adaptaciones a las técnicas descriptas por Pardo & Natalucci,
(2002) y Gay et al. (2004):

Preparacion de reactivos. Buffer electrodo TRIS-glicina pH 8,3; buffer gel de
concentracion (stacking) pH 6,8; buffer gel de separacion pH 8,8. Geles de separacion al
10% vy stacking al 4 % preparados como se indica en las Tablas 3.2.1 y 3.2.2;

respectivamente.

Tabla 3.2.2: Esquema de preparacién de geles para el ensayo de inhibicidn de la actividad proteolitica

Gel de separacion 10%

Acrilamida 1,65 mL
Buffer gel 1,25 mL
Agua 2,05 mL
TEMED 5L
Persulfato de amonio 30 uL

v" Solucién madre de caseina (10 mg/mL): 1 g de caseina en 100 mL de buffer
Tris-HCI 100 mM pH 8 y calentando 20 minutos a reflujo. Se filtro en caliente y se guardo
a 4°C hasta su uso (vida util: 2 dias).

v" Solucién buffer muestra doblemente concentrado: 125 mM Tris-HCI pH 6,8
(10 mL buffer stacking), + 4% SDS (0,4 g) + 10% S-mercaptoetanol (1mL) + 0,4% azul
de bromofenol + 20% glicerol (2mL). Se agregaron 4 g de urea para mejorar la corrida.

v" Solucion madre veneno (0,25 mg/mL): 0,25 mg/mL en buffer Tris-HCI pH 8.

v’ Extractos: 1 mg de extracto en 50 uL de buffer Tris-HCI pH 8.

v’ Preparacion de las muestras: se previé que en cada calle se siembren de 12 a
15 ug de caseina para una correcta visualizacion de las bandas. Se sembraron, ademas,
los extractos incubados con caseina, para comprobar que no existieran proteasas vegetales
que pudieran modificar el perfil electroforético e interferir con la interpretacion de los
resultados. La relacion veneno-extracto fue de 1:30.

v’ Caseina: 50 pL solucion de caseina 5 mg/mL (solucién madre de caseina diluida
al medio con buffer tris-HCI) + 50 uL buffer muestra doblemente concentrado. 5 minutos
a ebullicién para desnaturalizacion.

v" Veneno + caseina: 50 uL de solucién de caseina 10 mg/mL + 50 uL veneno

0,125 mg/mL (solucién patron de veneno 0,25 mg/mL diluida al medio con buffer Tris-
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HCI pH 8). 60 minutos de incubacién a 37°C considerando que en este periodo de tiempo
se produce la protedlisis completa de la caseina por accion del veneno (Gay et al., 2004).
Luego 50 uL de la solucion anterior + 50 pL buffer muestra se desnaturalizaron 5 minutos
a ebullicion.

v/ Veneno + extracto + caseina: se prepararon las soluciones de los extractos
teniendo como base la preparacion de quelantes de metales de Gay et al. (2004) pero
colocando los extractos vegetales en su lugar: 50 uL de veneno 0,25 mg/mL + 50 uL de
extracto 20 mg/mL se incubaron 60 minutos a 37°C. Luego se agregaron a 50 uL de la
solucion anterior a 50 uL de solucion de caseina 10 mg/mL y se incubaron 1 h a 37°C.
Se tomaron 50 uL de la solucién anterior y se agregaron 50 pL de buffer muestra llevando
a ebullicion 5 minutos para desnaturalizar.

v’ Extracto + caseina: 50 uL de solucion de extracto 10 pg/mL (diluido al medio
con buffer Tris-HCI pH 8) + 50 uL caseina 10 mg/mL se incubaron 60 minutos a 37°C.
Luego 50 p L de la solucion anterior se agregaron a 50 p L buffer muestra llevando 5
minutos a ebullicion para desnaturalizar.

Esquema de siembra:

v’ Calle 1: 5 puL de solucién de caseina;

v’ Calle 2: 5 uL de solucién de veneno + caseina;

v Calles 3, 5y 7: 5 uL de solucién de veneno + extracto + caseina para evaluar
la capacidad inhibitoria de la actividad proteolitica del veneno que se manifiesta a partir
de un patrén de bandas igual al de la caseina pura, ya que el extracto al neutralizar el
veneno no estara disponible para actuar sobre la caseina;

v’ Calles 4, 6 y 8: 5 ul de solucion de extracto + caseina como patron.

Los geles se colorearon durante 3-4 h a temperatura ambiente con azul brillante de
Coomassie R 0,25% (p/v) en &cido acético 9,2% (v/v) y metanol 55,4% (v/v). La
decoloracion se llevo a cabo con &cido acético 7% (v/v) y metanol 30% (v/v).Las corridas
se realizaron en el equipo Miniprotean 4 (Figura 3.2.8) a 25 mA por cada gel. Se

escanearon los geles en formato TIF con scanner HP deskjet F4280.
2.5.2 Inhibicion de la actividad hemolitica indirecta por difusion radial en placas de

agar sangre-fosfatidilcolina (Gutiérrez et al., 1988; Otero et al., 1995)

Preparacion de reactivos
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Agar base Columbia + sangre + yema de huevo (Figura 3.2.9): las placas de Petri (25
cm didmetro interno) se esterilizaron por calor seco en estufa (60 minutos a 120°C). Se
agregd agar base Columbia 4,2 % (p/v) esterilizado por calor hmedo (15 minutos en olla
a presion) + 2 mL de sangre entera humana anticoagulada con EDTA y obtenida por
puncion venosa del pliegue del codo + 2 mL de yema de huevo. Se homogeneizé, dejando

solidificar a temperatura ambiente y se realizaron pocillos para la siembra.

Figura 3.2.9: Preparacion de placas de Petri con agar sangre-fosfatidilcolina.

v" Solucién de veneno: 5 mg de veneno en 100 mL de solucion fisiologica (250

ug veneno seco).

v" Solucién de extractos: 2,5 mg de extracto seco en 0,5 mL de agua/etanol
96°/hexano segun naturaleza del extracto.

v’ Determinacion de la dosis hemolitica minima (DHM): se sembraron 10 pl de
cada dilucion de veneno por duplicado (50 ug/mL, 25 ug/mL, 12,5 ug/mL) en agar
sangre-fosfatidilcolina. Se incubaron las placas de Petri 20 h a 37°C en camara himeda y
se midieron los halos de hemdlisis. Se determin6 la DHM como aquella dosis que induce
un halo de hemolisis de 10 mm luego de 20 h de incubacion.

v Determinacion de la capacidad neutralizante de los extractos: se pre-
incubaron las soluciones de extractos vegetales durante 30 minutos a 37°C con 5 mL de
la DHM. Luego, se sembraron por duplicado 10 pL de la solucion anterior en los pocillos
del agar sangre-fosfatidilcolina. Se incubaron las placas de Petri 20 h a 37°C en camara
himeda y se midieron los halos de hemolisis. La relacion veneno-extracto fue de 1:30.
Una reduccién de los halos de hemolisis comparados con la hemolisis producida por la
DHM indic6 inhibicidn in vitro de la actividad de la fosfolipasa A2 (PLA2) del veneno.

Para aquellos extractos que manifestaron actividad se ensayaron diluciones de 1:5;
1:10; 1:20; 1:40 y 1:50.

Los resultados se expresaron como % de restitucion de la actividad inhibida:

mm del halo producido por el veneno > 100% (total)
mm del halo producido por extracto + veneno > X%
% de restitucion de la actividad inhibida: (100 — X) %
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2.5.3 Inhibicion de la actividad coagulante

Esta inhibicion de actividad se realizO mediante la técnica del tiempo de
recalcificacion del plasma citratado (lovine & Selva, 1985) ligeramente modificada
afiadiendo 10 pL de solucion fisiologica /solucion de veneno /solucion de extracto
/solucion del veneno pre-incubado con el extracto (30 minutos a 37°C) a 0,2 mL de un
pool de plasma obtenido a partir de sangre entera humana anticoagulada con citrato (1+9)
y 0,2 mL de CaCl, 0,025 M. Se obtuvieron asi el tiempo de coagulacion normal (TCN),
la dosis coagulante minima (TCM), tiempo de coagulacién del extracto como patron
(TCg) y la capacidad del extracto para inhibir la actividad coagulante del veneno
(TCe+v); respectivamente. La relacién veneno-extracto utilizada fue de 1:15.

La dosis coagulante minima (DCM) se definié como la cantidad de veneno que
lleva el tiempo de coagulacion a 60 segundos para una temperatura de 37°C (Theakston
& Reid, 1983 modificada por Gené et al., 1989) y se representé como TCV.

Preparacion de reactivos

v" Solucién de extractos: 1 mg de extracto disuelto en 0,4 mL de agua/etanol
96°/hexano segun naturaleza del extracto;

v" Solucién de veneno: 1 mg de veneno disuelto en 100 mL de solucion fisiolégica;

v" Solucién de veneno + extracto: la solucion del extracto se incubd 30 minutos a
37°C con 5 ml de solucién del veneno.

Los resultados se expresaron como % de restitucion de la actividad inhibida (%X):

(seg) TCN - (seg) TCV -2 100% (total)
(seg)TCe-+v - (seg) TCV 2> X%

2.5.4 Inhibicion de la actividad fibrinogenolitica por SDS-PAGE con fibrindgeno

Se evalué mediante adaptaciones a las técnicas descriptas por Pardo & Natalucci,
(2002) y Peichoto et al. (2003) y (2007).

Preparacion de los reactivos: Buffer electrodo TRIS 0,1 mM; 0,5 mM CaCly;
NaN2 0,02% pH 8. Se utilizaron geles de separacion al 12 % y stacking al 4 %.

v" Solucion madre de fibrinégeno (5 mg/mL): Se preparé disolviendo 5 mg de
fibrindgeno en 1 mL de buffer Tris-HCI 100 mM pH 8.

v" Solucion buffer muestra doblemente concentrado: 125 mM Tris-HCI pH 6,8
(10 mL buffer stacking), + 4% SDS (0,4g) + 10% B-mercaptoetanol (1mL) + 0,4% azul
de bromofenol + 20% glicerol (2mL). Se agregaron 4 g de urea para mejorar la corrida.

v" Solucion madre de veneno (0,5mg/mL): 0,5 mg/mL en buffer Tris-HCI pH 8.
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v’ Extractos: 2,5 mg de extracto en 100 uL de buffer Tris-HCI pH 8.

v’ Preparacion de las muestras: se previé que en cada calle se siembren de 12 a
15 ng de fibrindgeno para lograr una correcta visualizacion de las bandas. Ademas, la
siembra de extracto como patron se realiz6 para comprobar que no existieran proteasas
vegetales que pudieran modificar el perfil electroforético y asi interferir con la
interpretacion de los resultados. La relacion veneno-extracto fue de 1:50.

v' Fibrinégeno: 100 uL solucién de fibrinégeno 2,5 mg/mL (solucion madre de
fibrindgeno diluida al medio con buffer tris-HCI) + 100 uL + S-mercaptoetanol 1%. 5
minutos a ebullicién para desnaturalizacion.

v Veneno + fibrindgeno: 100 pL de solucion de fibrindgeno 5 mg/mL + 100 pL
veneno 0,25 mg/mL (solucion patron de veneno 0,5 mg/mL diluida al medio con buffer
Tris-HCI pH 8). 60 minutos de incubacion a 37°C considerando que en este periodo de
tiempo se produce la proteolisis del fibrindgeno por accion del veneno (Peichoto et al.,
2007). Luego 30 pL de la solucién anterior + 30 uL buffer muestra + S-mercaptoetanol
1% se desnaturalizaron 5 minutos a ebullicion.

v Veneno + extracto + fibrinégeno: 2,5 mg de extracto en 100 pL de etanol 96°
+ 100 uL veneno 0,5 mg/ se incubaron 60 minutos a 37°C. Luego se agregaron 100 uL
de esta solucion a 100 uL de solucion de fibrindgeno 5 mg/mL y se incubaron 60 minutos
a 37°C. Se tomaron 30 pL y se agregaron 30 uL de buffer muestra + fmercaptoetanol
1% llevando a ebullicion 5 minutos para desnaturalizar.

v’ Extracto + fibrindgeno: 1,3 mg de extracto en 100 pL de etanol 96° + 100 pL
fibrindbgeno 5 mg/mL se incubaron 60 minutos a 37°C. Luego 30 uL se agregaron a 30
uL buffer muestra + S-mercaptoetanol 1% llevando 5 minutos a ebullicién para
desnaturalizar.

Esquema de siembra:

v' Calle 1: 5 pL de solucién de fibrindgeno;

v' Calle 2: 5 uL de solucién de veneno + fibrindgeno;

v Calles 3, 5y 7: 5 uL de solucién de veneno + extracto + fibrinégeno para
evaluar la capacidad inhibitoria de la actividad fibrinogenolitica del veneno que se
manifiesta a partir de un patron de bandas igual al del fibrinbgeno puro, ya que el extracto
al neutralizar el veneno no estara disponible para actuar sobre el fibrindgeno.

v’ Calles 4, 6y 8: 5 ul de solucion de extracto + fibrindgeno como patron.
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Los geles se colorearon durante 3-4 h a temperatura ambiente con azul brillante de
Coomassie R 0,25% (p/v) en acido acético 9,2% (v/v) y metanol 55,4% (v/v). La
decoloracion se llevé a cabo con &cido acético 7% (v/v) y metanol 30% (v/v). Las corridas
se realizaron en el equipo Miniprotean 4 (Figura 3.2.8) a 25 mA por cada gel. Se
escanearon los geles en formato TIF con scanner HP deskjet F4280.

2.6 Fraccionamiento bioguiado del extracto activo
Por cromatografia flash en columna, agrupando las fracciones segun perfil
cromatografico por TLC y siguiendo la actividad biol6gica con SDS-PAGE.
Preparacion de la muestra. Para cada separacién 500 mg del extracto activo
disuelto en etanol 96° preparando una mezcla con silica gel. Se evaporé a presion reducida
hasta sequedad, obteniéndose un polvo granulado embebido en el extracto activo.

2.6.1 Cromatografia flash en columna

Se utilizé una columna de 24 x 400 mm conectada a una bomba de aire de pecera
CX-1000 (silica gel flash 60 0,04-0,063 mm, MN) (Figura 3.2.10). Se utiliz6 un
programa de polaridad creciente para eluir la columna:

100 mL de tolueno;

100 mL de tolueno-acetato de etilo (50:50);

100 mL de acetato de etilo;

100 mL de acetato de etilo-metanol (60:40);

100 mL de acetato de etilo-metanol (40:60);

100 mL metanol.

1: columna de 24 x 400 mm rellena con silica gel flash 60 0,04-0,063 mm, MN; 2: cabezal conectado a
bomba de pecera; 3: bomba de aire de pecera CX-1000; 4: colector del eluido. Figura 3.2.10: Equipo de

fraccionamiento por cromatografia flash en columna.
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2.6.2 Cromatografia en placa delgada (TLC)

Los tubos colectados fueron sembrados en cromatofolios de silica gel GFass
(Merck); utilizando tolueno-acetato de etilo (90:10) como fase mévil y revelando las
placas con UV a 254/365 nm y reactivo universal de anisaldehido-sulfirico. Los tubos
con igual perfil cromatografico se reunieron en una misma fraccion, evaporandolas a
presion reducida y conservandolas en desecador.

Preparacion del reactivo universal anisaldehido sulfarico. Anisaldehido-
sulfarico 0,5% v/v; acido acético glacial 10% v/v; metanol 85% v/v; acido sulfirico
concentrado 5%. Luego de aspersion, 100°C 5 a 10 minutos para mejorar la observacion.

2.6.3 Screening de actividad antiveneno de las fracciones por SDS-PAGE

Por SDS-PAGE en las condiciones descriptas en el apartado 2.4 Screening de
actividad alexitérica: electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE); del presente capitulo, para cada fraccion obtenida.

Las capacidades neutralizantes de las actividades in vitro del veneno se realizaron
como se describio en los apartados 2.5.1 Inhibicion de la actividad proteolitica por
SDS-PAGE; 2.5.2 Inhibicion de la actividad hemolitica indirecta por difusion radial
en placas de agar sangre-fosfatidilcolina; 2.5.3 Inhibicion de la actividad coagulante
y 2.5.4 Inhibicién de la actividad fibrinogenolitica por SDS-PAGE con fibrindgeno;

del presente capitulo.

3. Resultados y Discusion
3.1 Obtencion de extractos y calculo de su rendimiento préactico
Se obtuvieron en total treinta y seis (36) extractos vegetales cuya evaluacion

biolégica y quimica fue materia de este trabajo de tesis (Tabla 3.3.1).

Tabla 3.3.1: Extractos de C. pareira obtenidos y sus abreviaciones

OTONO PRIMAVERA VERANO
Paso de la Patria  Partesaéreas  Raices Partesaéreas  Raices  Partes aéreas Raices
acuoso All PP R1l PP Alll PP R1ll PP Allll PP R1I1l PP
etandlico A2l PP R21 PP A2l1l PP R211 PP A2l PP R2111 PP
hexanico A3l PP R31 PP A3l PP R3I1 PP A3lll PP R3I1I PP
Lomas de Vallejos
acuoso All LV R1l LV Alll LV R1IILY  Allll LV R1IT LV
etandlico A2l LV R2I LV A21l LV R2I1LVY  A2lll LV R2111 LV
hexanico A3l LV R3I LV A3Il LV R3IILY A3l LV R2111 LV
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Una vez obtenidos los extractos secos, se calculé su rendimiento préctico para
determinar la cantidad de extracto que se obtuvo por cada 100 g de material vegetal seco.
El rendimiento practico porcentual que se expone en la Tabla 3.3.2 fue calculado como
se indica a continuacion:

gramos de material vegetal seco - gramos de extracto seco obtenido

100 g de material vegetal seco - X g de extracto seco obtenido
Como ejemplo, se desarrolla el calculo del rendimiento para el extracto acuoso de
primavera del material recolectado en PP:

17,6 g de material vegetal seco > 9,9730 g de extracto seco obtenido

100 g de material vegetal seco - 54,9 g de extracto seco obtenido

Tabla 3.3.2: Rendimiento practico porcentual de los extractos obtenidos

OTONO PRIMAVERA VERANO
Paso de la Patria  Partes aéreas Raices Partes aéreas Raices Partes aéreas Raices
acuoso 11,5% 9,8% 54,9% 9,5% 49,5% 11,2%
etandlico 7,2% 6,2% 7,7% 6,2% 11,0% 9,6%
hexanico 0,8% 5,2% 1,7% 1,9% 3,6% 7,9%
Lomas de Vallejos
acuoso 23,6% 11,7% 13,6% 19,98% 17,8% 9,4%
etanolico 6,2% 5,0% 7,7% 7,87% 8,6% 6,9%
hexanico 0,8% 0,7% 5,9% 4,05% 6,4% 0,8%

3.2 Screening de actividad alexiterica por electroforesis por SDS-PAGE

En la Tabla 3.3.3 se exponen los resultados obtenidos por observacion visual
directa de los geles de poliacrilamida para este analisis preliminar, considerando el patron
de modificacion de bandas proteicas del veneno de yarara chica previamente incubado
con el extracto y las bandas correspondientes al veneno patron. Esto quedd de manifiesto
en los geles de poliacrilamida (Figura 3.3.1) como alguna de las situaciones siguientes:

v' disminucion en la intensidad de bandas por clivaje de las cadenas polipeptidicas
del veneno posiblemente debido a componentes activos de los extractos que dieron origen
a bandas de menor peso molecular;

v/ aparicion de nuevas bandas de mayor peso molecular generalmente por
formacién de complejos entre proteinas del veneno y componentes activos del material
vegetal;

v borramiento total de bandas del veneno interpretado como gran actividad

alexitérica y considerando estos extractos como los mas activos.
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Asimismo, el analisis de las calles sembradas con los extractos, como patrones, sin
previa incubacién con veneno, permitieron observar la presencia de proteinas vegetales

que pudieran interferir con la posterior interpretacion de los resultados.
Tabla 3.3.3: Screening de actividad alexiterica por SDS PAGE

OTONO PRIMAVERA VERANO
Paso de la Patria  Partes aéreas Raices Partes aéreas Raices Partes aéreas Raices
Extracto acuoso - - ++ + - -
Extracto etandlico + + +++ + ++++ ++
Extracto hexanico + - + + + -

Lomas de Vallejos

Extracto acuoso - +++ - - - ++
Extracto etandlico - +++ + 4+ - +H+
Extracto hexanico - ++ + - ++ +

Relacion veneno-extracto 1:10: (-) Sin actividad; (+) poco activo; (++) moderadamente activo; (+++)

muy activo; (++++) sumamente activo. *Se observaron bandas correspondientes a proteinas vegetales.

Los extractos analizados manifestaron diferencias significativas en la modificacion
del patrén de bandas del veneno de B. diporus, por lo tanto, presentaron diferencias en su
actividad contra veneno que dependieron tanto de su estado vegetativo (estacion del afio
en la que fueron colectados) como de factores edafoldgicos (region geografica de
recoleccidn) y también del 6rgano constituyente de la planta (raices/partes aéreas).

En lineas generales, las partes aéreas recolectadas en PP resultaron mas activas
que las recolectadas en LV. Sin embargo, en ésta Gltima localidad, las raices fueron mas
activas.

Con relacidn al estado vegetativo de la especie, en verano, cuando los ejemplares
se encontraron en etapa de floracidn, los extractos de partes aéreas fueron mas activos
que en primavera y otofio.

En cuanto a la naturaleza (polaridad) de los extractos, en general, los etandlicos
manifestaron una mayor actividad que los acuosos y hexanicos.

Cabe destacar que, el extracto de raices acuosas recolectadas de PP en otofio,
presentd proteinas vegetales que pudieron observarse con claridad en la calle
correspondiente al extracto patron (Figura 3.3.1), aunque particularmente este hecho no
interfirié en la interpretacion de los resultados debido a que éste extracto no manifestd

actividad alexitérica (no produjo modificacidn en el patron de bandas del veneno).
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PM: patréon de peso molecular; V: veneno de B. diporus; A: extracto de partes aéreas + veneno; A*: extracto de partes aéreas; R:

extracto de raices + veneno; R*: extracto de raices; 1; 2y 3: extracto acuoso, etandlico y hexanico. Relacion veneno-extracto 1:10.
Figura 3.3.1: Electroforesis SDS-PAGE de extractos de C. pareira

3.3 Inhibicion de las actividades del veneno: ensayos in vitro

3.3.1 Inhibicion de la actividad proteolitica

Se llevo a cabo mediante SDS-PAGE a partir del analisis, por observacion visual

directa de los geles de poliacrilamida, de la presencia o ausencia de las bandas a, By k

de la caseina.
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Cuando el veneno se incubd con caseina, se produjo la protedlisis de la misma, por
lo tanto, se observo un borramiento de las bandas.

Cuando los extractos (activos) se incubaron con el veneno, los componentes activos
del mismo inactivaron las proteasas del veneno, impidiendo que éste se encuentre
disponible para actuar sobre la caseina. Como resultado, en las calles donde se sembraron
extractos activos, se observaron las tres bandas correspondientes a la caseina: o, B y .

En las calles donde se sembraron extractos sin actividad, el veneno actud sobre las
cadenas polipeptidicas de la caseina produciendo su borramiento total/parcial.

En las calles donde se sembraron extractos previamente incubados con caseina,
pero sin veneno, como patrones para analizar la presencia de proteasas vegetales que
pudieran interferir con la interpretacion de resultados, se observaron con claridad las
bandas de la caseina, descartando asi la presencia de proteasas vegetales.

Los resultados se exponen en la Tabla 3.3.4 y las imagenes correspondientes a las
corridas electroforéticas realizadas en la Figura 3.3.2.
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C: caseina; a; By . bandas correspondientes a la caseina; V+C: veneno + caseina; A: extracto de partes
aéreas + veneno + caseina; A*: extracto de partes aéreas + caseina; R: extracto de raices + veneno + caseina;
R*: extracto de raices + caseina; 1; 2 y 3: extracto acuoso, etandlico y hexanico, Relacion veneno-extracto
1:30. Figura 3.3.2: Electroforesis SDS-PAGE con caseina
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Tabla 3.3.4: Inhibici6n de la actividad proteolitica del veneno de B. diporus por extractos de C. pareira
OTONO PRIMAVERA VERANO
Paso de la Patria  Partes Aéreas Raices Partes Aéreas Raices Partes Aéreas Raices

Extracto acuoso - - - - ++ -
Extracto etandlico ++ ++ + + +H+ A+
Extracto hexanico +++ +++ + + - -

Lomas de Vallejos
Extracto acuoso - - - - - -
Extracto etandlico ++ ++ ++ ++ ++ ++

Extracto hexanico - - - - - -

() Sin actividad; (+) poco activo; (++) moderadamente activo; (+++) muy activo. Relacion

veneno-extracto 1:30.

Los extractos etandlicos, de partes aéreas y raices, resultaron activos en ambas
zonas geograficas de recoleccion y en todos los estados vegetativos, aunque es evidente
que los extractos de verano recolectados en PP fueron mas activos. Saravia-Otten et
al. (2015) verificaron que los extractos etanolicos de raices provenientes de material
vegetal recolectado en Guatemala inhiben la actividad proteolitica del veneno de B. asper,
no ensayando esta actividad para los extractos de partes aéreas.

Excepto el extracto Allll PP, ningln extracto acuoso presento actividad inhibitoria
de la protedlisis de caseina y, se hace notar que, ALll PP* manifesto la presencia de
proteasas vegetales, aunque este hecho no resultd de interés para la interpretacion de los
resultados dado que el extracto no presentd capacidad de inhibicion de esta actividad.

Con relacion a la actividad proteolitica de los extractos acuosos, Badilla et al.
(2008) en Costa Rica, encontraron actividad anti-proteolitica y antihemorragica a partir
de una infusién acuosa de toda la planta contra el veneno de B. asper.

Respecto de los extractos hexanicos, s6lo mostraron actividad significativa aquellos
provenientes del material vegetal recolectado en otofio de PP, disminuyendo su intensidad

en primavera, sin distincién de érgano.

3.3.2 Inhibicion de la actividad hemolitica indirecta

En el veneno de B. diporus, la PLA2 es la responsable de la hemdlisis indirecta in
vitro. Esta enzima actla sobre la fosfatidilcolina de la yema del huevo, liberando
lisofosfatidilcolina y un acido graso. La lisofosafatidilcolina o lisolecitina tiene accion
detergente induciendo la lisis de los glébulos rojos del agar sangre. El halo hemolitico

producido es directamente proporcional a la actividad enzimatica de la PLAZ2.
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Se determind la DHM (cantidad de veneno que produce un halo de hemolisis igual
a 10 mm), que resulté ser de 50 pg/mL. Cada uno de los extractos vegetales obtenidos (5
mg/mL) fueron sembrados para evaluar su actividad per se y, ademas, se incubaron con
la DHM. Aquellos extractos con componentes bioactivos capaces de inhibir la actividad
hemolitica indirecta del veneno, produjeron una reduccion del halo de hemdlisis (Figura
3.3.3). Los resultados se obtuvieron por triplicado para cada extracto (Tabla 3.3.5).

Tabla 3.3.5: Diametro en mm del halo de hemdlisis indirecta

PP LV

X1 X2 X3 Xp X1 X2 X3 Xp
OTONO

1 10 10 10 10 10 9 10 9,6

A 2 10 10 10 10 10 8 10 9,3

3 10 10 10 10 9 9 7 9,3

1 10 10 10 10 9 9 8 8,6

R 2 10 10 10 10 8 8 8 8

3 10 10 10 10 8 9 9 8,6

PRIMAVERA

1 10 10 10 10 9 10 9 9,6

A 2 0 0 0 0 8 9 8 8,3

3 10 10 10 10 8 8 8 8

=V 1 10 10 10 10 10 10 10 10

R 2 8 9 8 8,3 10 10 10 10

3 10 10 9 9,6 9 9 9 9
VERANO

1 10 10 10 10 10 10 10 10

A 2 6 7 6 6,3 10 10 10 10

3 10 10 10 10 10 10 10 10

1 10 10 10 10 8 9 9 8,6

R 2 10 10 10 10 10 10 10 10

3 10 10 10 10 10 10 10 10

Y; DHM 10 10 10 10 10 10 10 10

E+V: extractos + DHM; V: DHM; A: partes aéreas; R: raices; 1; 2; 3: extracto acuoso, etanolico,

hexanico; Xi; Xz2; Xs: didmetro (mm); Xp: didmetro (mm) promedio.

Los didmetros de los halos de hemolisis medidos se expresaron como % de
restitucion de la actividad inhibida y se resumen en la Tabla 3.3.6. Se consideraron
activos aquellos que produjeron una restitucion de la actividad hemolitica indirecta

mayor o igual al 30%.
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Tabla 3.3.6: % Inhibicion de la actividad hemolitica del veneno
OTONO PRIMAVERA VERANO
Paso de la Patria  Partes Aéreas Raices Partes Aéreas Raices Partes Aéreas Raices

Acuoso - - - - - -
Etanolico - - 100% - 37% -
Hexanico - - - - - -

Lomas de Vallejos

Acuoso - - - - - -

Etanolico - - - - - -

Hexanico - - - - - -

Relacion veneno-extracto 1:30. (-) Sin actividad. Los extractos patrones no mostraron actividad

hemolitica indirecta.
Sélo los extractos etandlicos de partes aéreas recolectados de PP en primavera
y verano resultaron ser capaces de inhibir significativamente la actividad hemolitica
indirecta del veneno de B. diporus (mas activos en primavera) (Tabla 3.3.6).
Estos extractos, A2ll PP y A2lll PP, fueron ensayados a distintas relaciones
veneno-extracto para evaluar el comportamiento de la capacidad inhibitoria en funcion
de esta relacion (Tablas 3.3.7 y 3.3.8).

Tabla 3.3.7: Diametro en mm del halo de hemdlisis indirecta

A2ll PP A2l PP

X1 X2 X3 Xp X1 X2 X3 Xp
1:5 3 3 3 3 8 7 7 7,3
1:10 2 2 2 2 7 6 6 6,3

1:20 0 0 0 0 6 6 6 6
=V 1:30 0 0 0 0 6 7 6 6,3
1:40 0 0 0 0 4 4 4 4

1:50 0 0 0 0 4 4 4 4

\% DHM 10 10 10 10 10 10 10 10

A2l11 PP: extracto etandlico de partes aéreas recolectado en primavera de PP; A2111 PP: extracto
etanolico de partes aéreas recolectado en verano de PP. E+V: extractos + DHM; V: DHM; 1:5; 1:10;
1:20; 1:30; 1:40; 1:50: relaciones veneno-extracto; Xi; Xz; Xa: didmetro (mm); Xp: diametro (mm)
promedio.
Tabla 3.3.8: % Inhibicidn de la actividad hemolitica a distintas relaciones veneno-extracto
Relacién V-E 1.5 1:10 1:20 1:30 1:40 1:50

Extracto etandlico de Partes Aéreas de Paso de la Patria Primavera

% lnhibicién 74 83 100 100 100 100
Extracto etandlico de Partes Aéreas de Paso de la Patria VVerano

% Inhibicién 25 35 35 35 60 60
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Esta capacidad inhibitoria de los extractos resulto ser dependiente directamente de

la relacién veneno-extracto utilizada. Al aumentar la relacién veneno-extracto, aumenta

la capacidad inhibitoria del extracto sobre el veneno (Figura 3.3.3).

A: 13y 14: veneno; 5: A2111 PP. Relacion veneno-extracto 1:30; 19: A2l1 PP. Relacidn veneno-extracto
1:30. B: 23y 24: veneno; 1: A21l PP. Relacion veneno-extracto 1:5; 2: A2l PP. Relacion veneno-
extracto 1:10; 3: A2ll PP. Relacién veneno-extracto 1:20; 4: A21IPP. Relacion veneno-extracto 1:40; 5:

A2l PP. Relacidn veneno-extracto 1:50. Figura 3.3.3: Inhibicion de la actividad hemolitica indirecta

Los resultados obtenidos para los ejemplares de PP completan la informacion
obtenida por Torres et al. (2007) quienes también hallaron actividad hemolitica indirecta
en los extractos etanolicos; y amplian respecto a otro origen edafolégico no contemplado
para los ejemplares de LV. Existe una gran variacion edafoldgica y estacionaria en la
actividad hemolitica indirecta de los extractos de la especie en estudio.

Respecto a C. pareira de otras regiones del mundo, estos resultados son
coincidentes con los obtenidos por Saravia-Otten et al. (2015) en Guatemala, quienes
tampoco hallaron actividad en los extractos etanolicos de raices para el veneno de B.
asper, en este caso, aungue no determinaron esta actividad para las partes aéreas de la

especie, por lo cual no es posible determinar si la especie es activa 0 no en esta region.

3.3.3 Inhibicion de la actividad coagulante

El veneno de yarara chica posee actividad pro-coagulante, provocando el
acortamiento del tiempo de coagulacion del plasma citratado (TCV), por lo que la
inhibicion de ésta actividad bioldgica por los extractos se analizd en funcion de la
capacidad que tuvieron los mismos de restituir el tiempo de coagulacion (TCeg+v) hacia
valores similares a los correspondientes al obtenido para un pool de plasma citratado
(TCN).

Se obtuvo la dosis coagulante minima del veneno (DCM) como aquella capaz de
producir un acortamiento del tiempo de coagulacién normal del pool de plasma a 60

segundos, resultando esta igual a 40 pg/mL. Se incubaron los extractos con la DCM para
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obtener el TCe+v (Tabla 3.3.9); y también se obtuvo el tiempo de coagulacién del pool
de plasma utilizado (TCN).
Tabla 3.3.9: Tiempos de coagulacion en segundos
PP LV
X1(8) X2 (S) X3 () Xp (5) X1(8) X2 (s) X3 (S) Xp (S)

OTONO
1 64 67 61 64 78 75 76 76
A 2 84 94 100 93 129 123 129 127
3 111 112 121 115 78 81 76 78
1 56 60 59 58 79 80 82 80
R 2 61 62 66 63 77 79 76 77
3 118 125 129 124 80 73 71 75
TCV 54 61 62 58 69 66 68 68
TCN 133 157 136 140 211 211 211 211
PRIMAVERA
1 84 83 79 82 76 83 85 81
A 2 113 126 107 115 116 111 108 112
3 87 86 81 85 72 67 73 79
1 84 87 80 84 91 86 80 86
R 2 93 88 96 92 94 94 87 92
3 102 103 96 100 78 80 80 79
TCV 67 68 66 67 67 68 66 67
TCN 179 178 180 179 179 178 180 179
VERANO
1 24 24 87 92 98 104 102 101
A 2 145 148 140 144 118 121 115 118
3 64 72 78 71 98 94 92 95
1 91 100 93 95 95 84 87 87
R 2 98 88 86 91 74 73 77 75
3 76 81 83 80 88 77 73 79
TCN 48 56 54 53 48 56 54 53
TCV 144 154 156 151 144 154 156 151

E+V: extracto + DCM; A: partes aéreas; R: raices; 1; 2; 3: extracto acuoso, etanélico, hexanico; X1; Xz;
Xs: tiempo de coagulacion (s); Xp: tiempo de coagulacion promedio (s). Relacion veneno-extracto 1:15.

TCV: tiempo de coagulacion del veneno (s); TCN: tiempo de coagulacién del pool de plasma (s).

Con los tiempos de coagulacion obtenidos (Tabla 3.3.9) se expreso la capacidad
inhibitoria de la actividad coagulante del veneno como % de restitucion de la actividad

coagulante hacia valores normales (Tabla 3.3.10). Se consideraron activos aquellos
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extractos que produjeron una inhibicion mayor o igual al 30% de la actividad coagulante

del veneno.

Tabla 3.3.10: % de Inhibicidn de la actividad coagulante del veneno

OTONO PRIMAVERA VERANO
Paso de la Patria  Partes Aéreas Raices Partes Aéreas Raices Partes Aéreas Raices
Extracto acuoso - - - - 40% 43%
Extracto etanolico 43% - 43% - 93% -
Extracto hexanico 70% 80% - - - -

Lomas de Vallejos

Extracto acuoso - - 60% - 49% -
Extracto etandlico 41% - 40% - 66% -
Extracto hexanico - - - - 43% -

Relacion veneno-extracto 1:15. (-) Sin actividad. Ninguno de los extractos patrones mostro actividad
coagulante.

Como ocurrio con las otras actividades del veneno, los extractos etanolicos de
partes aéreas fueron los mas activos, y particularmente aquellos obtenidos a partir del
material vegetal recolectado en PP en verano. También se observo inhibicion de esta
actividad para los extractos hexanicos tanto de raices como de partes aéreas recolectados
en otofio del mismo sitio geografico (Tabla 3.3.10).

Al igual que Saravia-Otten et al. (2017) quienes estudiaron la capacidad inhibitoria
de la actividad coagulante de extractos etanolicos de raices contra B. asper, tampoco los
encontramos activos contra esta actividad en ninguno de los sitios geograficos de
recoleccion, aunque es importante resaltar la relevancia de estudiar los distintos 6rganos

activos de las plantas, dado que si se detecto actividad en las partes aéreas.

Analizando los resultados obtenidos en el screening de las actividades in vitro sobre
los distintos extractos de C. pareira, en lineas generales se pudo establecer que los
mismos presentaron una variacion edafoldgica: los extractos recolectados en PP
manifestaron una mayor actividad que los recolectados en LV. Asimismo, se
encontraron diferencias en la actividad alexitérica respecto a los 6rganos ensayados: las
partes aéreas resultaron mas activas que las raices y también presentaron diferencias
debidas al estado vegetativo de la especie: en verano y primavera los extractos fueron
mas activos que en otofio. Finalmente, la naturaleza del extracto también represent6 un
factor de variabilidad en la actividad: los extractos etandlicos resultaron ser mas

activos que los acuosos y hexanicos.
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3.4 Seleccion del extracto activo

Se seleccionaron los extractos etandélicos de partes aéreas recolectados en PP, mas
especificamente los recolectados en primavera (A211 PP) y verano (A2111 PP) como
los més activos. Teniendo en cuenta todas las actividades evaluadas (Tabla 3.3.11) se
continu6 el trabajo con el extracto A211l1 PP fracciondndolo por cromatografia en
columna flash para enriquecer las fracciones en compuestos activos y permitir su

caracterizacion quimica de los mismos.

Tabla 3.3.11: Resumen de actividades para los extractos seleccionados

Propiedad evaluada PRIMAVERA VERANO
Screening por SDS-PAGE +4++ Borramiento total de bandas
Rendimiento porcentual 7,69 % 10,97 %

Inhibicién de actividad proteolitica +++ ++++

Inhibicion de actividad hemolitica indirecta 100 % 37 %

Inhibicién de actividad coagulante 43 % 93 %

3.5 Fraccionamiento en columna flash

Se fraccion6 por cromatografia flash en columna el extracto A2111 PP. El eluido se
recolecto en cincuenta y tres (53) tubos (Figura 3.3.4) que se agruparon segun el perfil
obtenido por TLC en seis (6) fracciones (Figura 3.3.5) (Tabla 3.3.12).

Tabla 3.3.12: Agrupacién del eluido en fracciones segun perfil por TLC

Fraccion Tubo Observaciones

365nm: fluorescencia azul en frente de corrida; Anisaldehido sulfarico:

1 1-11
mancha azul en frente de corrida.
365nm: fluorescencia roja en mitad superior de la placa coincidente con
2 12-17  manchas verdes a simple vista. Fluorescencia azul en frente de corrida;
Anisaldehido sulfurico: multiples manchas violetas, marrones y azules.
365nm: fluorescencia roja en mitad de placa coincidente con mancha amarilla
3 18-20  asimple vista; Anisaldehido sulfdrico: sin manchas violetas cercanas al frente
de corrida.
365nm: fluorescencia roja en mitad inferior de la placa; Anisaldehido
4 21-22  sulfarico: multiples manchas en mitad inferior de la placa. Mancha roja en el
punto de siembra.
Anisaldehido sulfarico: mancha roja en centro y verde en borde, en punto de
> 2321 siembra.
6 28-53  Anisaldehido sulfurico: mancha roja en punto de siembra. (mancha de interés)
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Fase movil: tolueno-acetato de etilo 90 + 10; revelador: anisaldehido sulfurico. Los tubos N° 41 al 53
tuvieron el mismo perfil cromatografico que los tubos N° 28 a 40 y se reunieron en F6. Figura 3.3.5:

TLC de los tubos eluidos de la cromatografia flash.

3.5.1 Rendimiento porcentual de las fracciones

Una vez agrupadas las fracciones como se indico en la Tabla 3.3.12 se evaporé a
presion reducida el solvente y, con los extractos secos, se realizd el célculo del
rendimiento practico porcentual para determinar la cantidad de fraccién que se obtuvo
por cada 100 g de A211l PP (extracto entero fraccionado). Los valores del rendimiento

practico porcentual que se exponen en la Tabla 3.3.13 se calcularon como sigue:

gramos de A2111 PP - gramos de fraccion obtenida
100 g de A2III PP 2> X g% de fraccion obtenida
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Tabla 3.3.13: Rendimiento porcentual de las fracciones obtenidas
Fraccion 1 2 3 4 5 6
Rendimiento porcentual (%) 21,48 11,26 6,6 6,1 18,32 45,62

3.5.2 Seguimiento de la actividad bioldgica de las fracciones
La actividad bioldgica de las fracciones se siguio por SDS-PAGE (Figura 3.3.6).

94
m«uvnlll

43
30 =

20,1

142 .n&h

KDa PM V 1 2 3 4 5 6

PM: patrén de peso molecular; V: veneno; 1; 2; 3; 4; 5y 6: fracciones de A2I1l PP. Figura 3.3.6: SDS-

PAGE de las fracciones obtenidas

Las fracciones polares 4, 5 y 6 resultaron ser las mas activas produciendo un
borramiento total de las bandas del veneno. Se realizaron las pruebas de inhibicion de las
actividades del veneno por las fracciones obtenidas para verificar si alguna de ellas fue
enriquecida en los componentes bioactivos como es de prever segun los resultados de la
SDS-PAGE. Los geles de electroforesis SDS-PAGE correspondientes a la inhibicion de
la actividad proteolitica de las fracciones se exponen en la Figura 3.3.7. Los halos de
hemolisis para la inhibicidn de la actividad hemolitica indirecta se exponen en la Tabla
3.3.14 y los tiempos de coagulacion de la inhibicién de la actividad coagulante en la Tabla
3.3.15.

Las inhibiciones de las actividades se expresaron como % de restitucion de la
actividad inhibida, tal como se explico en los apartados 3.3.2 Inhibicion de la actividad
hemolitica indirecta y 3.3.3 Inhibicion de la actividad coagulante del presente
capitulo.

En la Tabla 3.3.16 se expone un resumen de las actividades in vitro de las

fracciones.

Cc V+C A211IPP A211IPP* F1 F2 F3 C  V+C A2lIPPA2IIIPP* F4  F5 F6

o
‘e S ssssge S NI
X

C: caseina; a; By k. bandas de caseina; V+C: veneno + caseina; A2111 PP: extracto entero fraccionado
+ veneno + caseina; A2111 PP extracto entero fraccionado + caseina; F: fraccion + veneno + caseina; 1;
2; 3; 4; 5y 6: fracciones 1, 2, 3, 4, 5y 6 respectivamente. Relacion veneno-extracto 1:30. Figura 3.3.7:

Electroforesis SDS-PAGE con caseina
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Tabla 3.3.14: Diametro en mm del halo de hemdlisis indirecta producida por el veneno de B. diporus
X1 X2 Xz Xp
F1 11 10 11 10,3

F2 11 8 9 93

F3 9 8 8 83
E+V

F4 0O 0 O 0

F5 0 0 O 0

F6 0 0 O 0

\V DHM 11 11 11 11
E+V: extracto + DHM; V: DHM; F1; F2; F3; F4; F5; F6: fracciones de A2111 PP; X1; X2; X3: didametro

(mm); Xp: didmetro (mm) promedio. Relacion veneno-extracto 1:20

Tabla 3.3.15: Tiempo de coagulacién en segundos

X1 X2 X3 Xp

F1L 89 90 94 91

F2 77 75 70 74

F3 76 74 77 76

F4 152 148 145 148

F5 160 163 162 162

F6 158 160 162 160

TCV 62 64 63 63

TCN 133 149 162 148

E+V: extractos + DCM; F1; F2; F3; F4; F5; F6: fracciones de A21l1 PP; X1; Xz2; Xs: tiempo de
coagulacidon (s); Xp: tiempo de coagulacion promedio (s); TCV: tiempo de coagulacion del veneno (s);

TCN: tiempo de coagulacién del pool de plasma (s). Relacién veneno-extracto 1:15.

E+V

Tabla 3.3.16: Resumen de las inhibiciones de las actividades in vitro del veneno

Actividad Inhibida F1 F2 F3 F4 F5 F6

Proteolisis ++
Hemolisis - - - 100% 100% 100%
Coagulacién 34% - - 100% 100% 100%

F1; F2; F3; F4; F5; F6: fracciones de A2l1l PP. (-) Sin inhibicién de la actividad; (++) moderada
inhibicion de la actividad; (+++) fuerte inhibicion de la actividad; (++++) total inhibicion de la actividad.

Las fracciones polares 4, 5 y 6 presentaron la maxima capacidad inhibitoria de las
actividades del veneno (Tabla 3.3.16). Como se desarrollara extensamente en el Capitulo
5: Quimica, la composicién quimica de estas fracciones es diferente y, dada su actividad
bioldgica, se seleccionara aquella que tenga menor cantidad de componentes, asumiendo

que éstos serian los de interés bioldgico, dada su actividad.
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3.6 Inhibicion de la actividad fibrinogenolitica del veneno

La actividad fibrinogenolitica se evalu6 por SDS-PAGE con fibrindgeno
permitiendo observar las bandas a, B y y correspondientes al fibrindgeno. Cuando el
fibrinbgeno se incubd con el veneno se produjo la degradacién de las cadenas
polipeptidicas del mismo, observandose en el gel bandas de menor peso molecular.
Cuando se incubd el extracto/fraccion activa con el veneno, se produjo la inhibicion de
esta actividad y, por lo tanto, la observacion de las bandas del fibrinbgeno. Ademas, se
sembraron calles con extracto/fraccién sin veneno, como patrones, para el andlisis de
proteinas vegetales que pudieran interferir con la interpretacion del resultado (Figura
3.3.8).

FooveE A2 U,ﬁq

F: fibrindgeno; a; B y y: bandas correspondientes al fibrindégeno; VV+F: veneno + fibrindgeno; A2:
extracto etandlico de partes aéreas + veneno + fibrindgeno; A2*: extracto etanolico de partes aéreas +
fibrindgeno; F6: Fraccion 6 + veneno + fibrindgeno; F6*: Fraccion 6 + fibrindgeno. Relacién veneno-
extracto 1:30. Figura 3.3.8: Inhibicion de la actividad fibrinogenolitica del veneno por SDS-PAGE +

fibrindgeno

Tanto el extracto etandlico de partes aéreas recolectado en PP en verano (A2111 PP)
como la fraccion polar (F6) inhibieron totalmente la actividad fibrinogenolitica del
veneno, Yy ninguno de los extractos patrones ensayados presentd proteinas que pudieran

dificultar la interpretacion del resultado.

4. Conclusiones

Se encontro actividad alexitérica en la especie autoctona C. pareira contra veneno
de B. diporus, confirmando de esta manera la tradicién de uso etnofarmacolégico de la
misma (Ricciardi et al., 1996; Montenegro, (1970 — reeditado 2007); Manfred, 1977;
Jolis, 1972; Gonzélez-Torres, 1997; Chakraborty & Bhattacharjee, 2006;
Sankaranarayanan et al., 2010; Jabeen et al., 2009; Ramos-Hernandez et al., 2007,
Morten, 1981).

Esta actividad resultd ser variable frente a factores tanto edafoldgicos como
estacionales, ademas de la variabilidad inherente a la polaridad de cada extracto y 6rgano

activo de la especie ensayado.
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Los extractos de Paso de la Patria fueron mas activos que los de Lomas de Vallejos
y a su vez, las partes aéreas méas activas que las raices, observandose en los extractos
etandlicos de partes aéreas recolectados de Paso de la Patria en verano A2 Il PP un
borramiento total de bandas del veneno en el screening de actividad alexitérica por SDS-
PAGE.

A través del fraccionamiento bioguiado por SDS-PAGE se obtuvieron 6 fracciones,
enriqueciéndose 3 de ellas en componentes bioactivos, logrando el maximo de actividad
contra veneno. Para continuar el estudio fue seleccionada la fraccion polar F6, los motivos
se detallan en el Capitulo 5: Quimica.

Cabe destacar que es la primera vez que se valida objetivamente la actividad de la
especie C. pareira frente a B. diporus, encontrandose Unicamente documentos respecto a
su actividad sobre B. asper (Badilla et al., 2008; Saravia-Otten et al., 2015 y 2017).

A partir de estos resultados, se considerd completa la etapa de screening y ensayos
in vitro. Tomando como referencia los datos obtenidos, el trabajo se continuo a través de

ensayos in vivo con las fracciones aqui seleccionadas.
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1. Introduccion

El desarrollo de nuevos medicamentos herbarios a partir de productos naturales
extraidos de plantas medicinales requiere no solo de un exhaustivo estudio in vitro, sino
también de la validacidn cientifica de las propiedades alexitéricas in vivo. En este sentido,
en la actualidad, los estudios in vivo se encuentran estrictamente regulados y se requieren
modelos experimentales intermedios para avalar el testeo de nuevos fitofarmacos en
animales de experimentacion.

En 1959, Russell & Burch publicaron el libro The Principles of Humane
Experimental Technique e introdujeron el concepto de las tres R en el que hacen alusion
al reemplazo de los animales de experimentacion por otros métodos alternativos que no
impliquen su uso, la reduccidon de su numero cuando sea necesario utilizarlos y la
refinacion de técnicas para aminorar su sufrimiento. Dentro de la bateria de ensayos in
vitro como métodos de toxicologia alternativa Gtiles y necesarios para el registro y
solicitud de ensayos in vivo, se encuentran los llamados ensayos de citotoxicidad
(Huggins, 2003).

Como antecedentes de citotoxicidad relacionados a C. pareira puede mencionarse
a la cissampareina, alcaloide citotoxico contra células tumorales (Kupchan et al., 1965).
Otro estudio demuestra citotoxicidad sobre células KB SiHa de los acidos oleanolico y
oleico extraidos del extracto hexanico de raices (Bala et al., 2014). En este sentido, estos
compuestos no interfirieron en las determinaciones realizadas, dado que, como se verifico
en el Capitulo 5: Quimica, la fraccion con actividad alexitérica F6 no posee alcaloides
ni acidos grasos.

Respecto de los venenos del género Bothrops sp., éstos son toxicos para una gran
variedad de células tanto in vivo como in vitro, sin embargo, los estudios sobre las
acciones citotoxicas de los venenos de Bothrops de la Argentina son relativamente
escasos. El estado de situacion de la accion directa de los venenos sobre cultivos celulares
se expone a continuacion:

v Bustillo et al. (2009) evaluaron la accién citotoxica de los venenos de B.
alternatus y B. diporus sobre mioblastos murinos, C2C12. Ambos venenos indujeron una
disminucion rapida y temprana de la viabilidad celular con una concentracion citotoxica
50 (CC50) para B. diporus de 2 ug/mL y 5,8ug/mL para B. alternatus, por un mecanismo
de apoptosis;

v’ Echeverria et al. (2009) evaluaron la accién del veneno de B. alternatus sobre

los macrofagos murinos Raw 264.7 y encontraron que el veneno produjo una disminucién
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de la viabilidad celular proporcional a las concentraciones ensayadas, determinando una
CC50 de 28,53 pg/mL, mediante un mecanismo de apoptosis;

v’ Garcia-Denegri et al. (2010) no encontraron citotoxicidad sobre la fosfolipasa
acidica A2 del veneno de B. alternatus y, en concordancia con este resultado, otra
fosfolipasa acidica aislada de B. asper por Fernadndez et al. (2010) fue incapaz de lisar los
mioblastos C2C12;

v" Posteriormente, Bustillo et al. (2012) también determinaron que baltergina,
metaloproteasa aislada de B. alternatus fue capaz de desencadenar la apoptosis de células
normales o cancerigenas de la linea celular tumoral mamaria murina LM3 y, ademas,
actuar de forma sinérgica con las fosfolipasas acidicas del veneno para inducir
citotoxicidad en células C2C12.

Lo anteriormente expuesto demuestra, para el extracto seleccionado y en el marco
de las actividades en estudio, la necesidad de evaluar varios aspectos relacionados con la
problematica de la citotoxicidad:

v" en primer lugar, se debe evaluar si la fraccion activa investigada como posible
fitofarmaco es citotoxica per se;

v’ por otro lado, es necesario conocer la capacidad de esta fraccion activa para
inhibir la citotoxicidad propia del veneno.

Para poder cumplir con estos objetivos se utilizd como herramienta el cultivo
celular de la linea de mioblastos murinos C2C12.

Una vez completada la etapa de estudios in vitro, se realizaron estudios in vivo para
evaluar no solo la capacidad inhibitoria del veneno, sino también la toxicidad aguda de la
fraccidn activa F6 mediante ensayos de inhibicion de la actividad letal.

Ademas, se considerd necesario buscar alternativas e investigar acerca de
inhibidores de los efectos ocasionados a nivel local por el veneno de yarara chica, como
necrosis y pérdida de tejidos afectados, los cuales no son revertidos por la sueroterapia
actualmente en uso. Este aspecto se encarara mediante la preparacion y administracion de

una formulacién topica (gel termosensible) de la fraccion activa F6 en un modelo murino.

2. Materiales y Métodos
2.1 Analisis de la citotoxicidad del extracto A2111 PPy la fraccién F6. Inhibicion de
la citotoxicidad del veneno de B. diporus por F6

Los ensayos de citotoxicidad sobre lineas celulares son capaces de detectar, los

efectos adversos de interferencia con la estructura y/o propiedades esenciales para la
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supervivencia celular, proliferacion y desarrollo de sus funciones. Dentro de estos se
encuentran la integridad de la membrana y del citoesqueleto, metabolismo, sintesis y
degradacion, liberacion de constituyentes celulares o productos, regulacion ionica y
division celular (Repetto, 2002).

La aplicacién de este tipo de ensayos al estudio de plantas alexitéricas, presenta una
doble utilidad ya que permiten cumplir dos fines diferentes: en primer lugar, el de evaluar
la citotoxicidad del extracto vegetal/fraccion que posee el/los compuestos
alexitéricamente activos; y, por otro lado, evaluar la capacidad que tienen estos mismos

extractos/fracciones de inhibir la actividad citotoxica del veneno ofidico.

2.1.1 Linea celular y mantenimiento

Se utilizaron células miogénicas de la linea C2C12 (ATCC®: CRL-1772™),
subclon de la linea celular de raton establecida por Yaffe & Saxel, (1977).

La linea celular se mantuvo a 37°C y 5% de CO> en Dulbecco’s Minimum Essential
Medium (DMEM) (GIBCO-Invitrogen) con el agregado de 5% de suero fetal bovino
(SFB) inactivado por calor (Natocor®), L-glutamina (29,2 mg/mL), penicilina (10.000
unidades/mL) y estreptomicina (10.000 pg/mL) (GIBCO-Invitrogen) como antibioticos.

2.1.2 Ensayos de citotoxicidad

Se realizaron segun la técnica descripta por Bustillo et al. (2012). Tanto A2111 PP
como su fraccién activa F6 son solubles en etanol, por lo que fue necesario analizar
previamente la cantidad maxima de etanol 96° en la que podian disolverse los extractos

sin causar citotoxidad sobre las células de la linea C2C12 (Tabla 3.2.3).

Tabla 3.2.3: Esquema de trabajo: curva de citotoxicidad de etanol 96° sobre células C2C12

% Etanol Etanol 96° (nL) DMEM (uL) | % Etanol Etanol 96° (uL) DMEM (uL)
0,00 - 200 2,50 5 195
0,25 0,5 199,5 5,00 10 190
0,50 1 199 7,50 15 185
1,00 2 198 10,00 20 180
1,50 3 197 12,50 25 175
2,00 4 196 - - -

Para los ensayos de citotoxicidad/inhibicion de la citotoxicidad se utilizaron las
células obtenidas de monocapas subconfluentes. Las células resuspendidas fueron

sembradas en microplacas de 96 pocillos, a una densidad inicial de 1,5-2,5 x 10* células
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por pocillo, en medio de crecimiento DMEM-5% SFB. Cuando las monocapas alcanzaron
80-90% de confluencia, se retiré el medio de cultivo y se sembraron las muestras segun

el esquema de la Tabla 3.2.4.

Tabla 3.2.4: Esquema de trabajo para determinacion de citotoxicidad de A2l1l PPy de la capacidad

inhibitoria de la citotoxicidad del veneno por A211l PP y F6

A2l11 PP F6 v
Ensayo 50-600 pg/mL 50-600 pg/mL 8 ua/mL DMEM -
m
(Vf: 200 pL) DMEM-1,5% DMEM-1,5% Mo SFB 5%
DMEM
etanol 96° etanol 96°
A2lll PP 100 pL - - 100 pL
Citotoxicidad F6 - 100 pL - 100 pL
\% - - 100 pL 100 pL
A2lI1 PP + V (pre-
. y . 100 pL - 100 pL -
Inhibicion de  incubacién 30 min 37°C)
citotoxicidad  F6 + V (pre-incubacién 30
) - 100 pL 100 pL -
min 37°C)
Control DMEM - - - 200 pL

Luego de 3 h de incubacidn, la viabilidad celular se cuantific por tincion con cristal
violeta. Las células no adherentes se eliminaron lavando dos veces con solucion salina
tamponada con buffer fosfato (PBS) y las células adherentes se fijaron con metanol-acido
acetico glacial (3:1) y, posteriormente se tifieron con cristal violeta 0,5% en metanol al
20% (v/v). El colorante se liberd de las células mediante la adicion de etanol-acido acético
glacial (3:1). La densidad optica de la solucion liberada se determind a 620 nm. El
porcentaje de viabilidad celular se calculé comparando las absorbancias resultantes de los
pocillos con muestras con la absorbancia media de los pocillos utilizados como control
(Yamamoto et al., 2001). Se realizaron tres ensayos independientes y cada determinacion

por triplicado.

2.2 Inhibicion de las actividades del veneno: ensayos in vivo

Los ensayos in vivo se llevaron a cabo en el Laboratorio de Toxicologia anexo a la
catedra de Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de Ciencias Veterinaria de la
UNNE (FaCV-UNNE). En todos los casos, se trabajo bajo los principios
internacionalmente aceptados para el uso de animales de experimentacion de la European
Community guidelines (EEC-Directive of 1986; 86/609/EEC) y la guia de USA (NIH
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publication #85-23-1985). Ademas, el protocolo aplicado fue aprobado por el Comité de
Bioética de la Facultad de Cs. Veterinarias (FCV-UNNE Expte. N° 14-2012-00503).

2.2.1 Neutralizacién del efecto letal del veneno

Se trabajo con ratones de 18-20 g cepa CF1, utilizando el protocolo de la WHO,
1981 con grupos de cuatro ratones inyectados por via intraperitoneal (IP) (Figura 3.2.11),
registrando el numero de ratones muertos a las 48 h, tomando como valor de DL50 para
B. diporus: 38,18 pg/raton (Marufiak et al., 2010). Las condiciones estériles de trabajo
se lograron con filtros de 0,2 um y preparando soluciones bajo campana de flujo laminar.

Preparacion de soluciones

v" Solucién de veneno: dosis de reto 4DL50 (1530 ug/mL) en buffer PBS;

v" Solucioén extracto/fraccion: 5 mg de extracto activo A2111 PP y 3 mg/5 mg de
fraccion activa F6;

v" Solucion veneno + extracto/fraccion: 20 mg de A211l PP y/o 10 mg de F6
disueltos en PEG400-etanol 96°-PBS (10:10:80) e incubados con 0,1 mL de la solucion
veneno 30 minutos a 37°C. Las diluciones fueron calculadas de acuerdo a las cantidades
que mostraron actividad in vitro (relacion veneno-extracto 1:30). Volumen de inyeccidn
IP para todos los casos: 0,5 mL.

El esquema de trabajo utilizado se detalla en la Tabla 3.2.5.
g - &® G

=

Grupo 1
Veneno

A: preparacion de las soluciones para inyeccion; B: inyeccidn IP; C: ratones en bioterio durante el

ensayo. Figura 3.2.11: Ensayo de neutralizacién del efecto letal del veneno
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Tabla 3.2.5: Esquema de trabajo para inyeccion IP en ensayo de neutralizacion del efecto letal del veneno.
Grupo (n=4) V4DL50 A2Ill PP* F6*

1 153 ug - -
2 - 5mg -
3 - - 3mg
4 - - 5mg
5 153 ug 5mg -
6 153 ug - 3mg
7 153 ug - 5mg

V: veneno de B. diporus; F6: fraccion activa de A2111 PP, A2111 PP: extracto etandlico de partes aéreas

recolectado en verano de PP; *mg utilizados por ratén de 18-20 g.

2.2.2 Neutralizacion del efecto local del veneno por una formulacion de gel
termosensible al 1% en fraccion activa

Formulacion del gel termosensible de aplicacion topica

Se utiliz6 un 1% de la fraccion polar activa F6, 10% de etanol 96° como disolvente,
10% de dimetilsulfoxido (DMSQO) y 80% de una combinacion de poloxdmero 407 y 188.
El preparado con propiedades termo-reversibles, se presentd en estado liquido a
temperatura ambiente, lo que facilitd su administracion y gelifico a 37°C permitiendo

mayor permanencia y liberacion prolongada en el sitio de aplicacion (Figura 3.2.12).

=

S’

-

Figura 3.2.12: Gel termosensible al 1% en F6

Determinacion de la dosis dermonecrotizante

Se determind la dosis dermonecrotizante del veneno (DDV), es decir, la cantidad
de veneno que, inyectada por via intradérmica (ID), produce un halo de necrosis del tejido
epitelial mayor a 5 mm (lesiones evidentes) a las 48 h, sin provocar la muerte del raton
(Theakston & Reid, 1983). Esta dosis fue utilizada para la validacién de la efectividad de
la formulacion de gel termosensible y para determinarla se trabajé con ratones de la cepa
Balb-c de 18-20 g de peso corporal, distribuidos en grupos de cuatro animales cada uno
(n=4), que se inyectaron ID con distintas dosis de veneno de B. diporus disuelto en buffer

PBS (pH 7,2). El volumen inyectado fue de 0,1 mL y los ratones controles recibieron 0,1
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mL de buffer PBS libre de veneno. Se observaron y registraron las lesiones macroscopicas

a las 48 h de realizada la inoculacion del veneno.

Validacion in vivo de la efectividad de la formulacion

La DDV de B. diporus se administrd por dos vias diferentes: ID y subcutanea (SC).
El gel se aplicd sobre la piel afeitada del lomo 15 minutos después de producida la
inoculacion en ratones de cepa Balb-c (n=4) y luego, cada 12 h, durante 72 h; continuando
su aplicacion hasta completar los 7 dias cada 24 h, como se detalla en la Tabla 3.2.6. La
mitad de los ratones de cada grupo fue sacrificada a las 72 horas y el resto a los 7 dias
post inoculacion. El sacrificio de los animales se realizé aplicando una combinacion de

clorhidrato de ketamina (100 mg/kg) y clorhidrato de xilacina (30 mg/kg).

Tabla 3.2.6: Esquema de trabajo utilizado para la validacion de la efectividad del gel termosensible

Grupo Descripcion
Control: C (n=4) Aplicacion tdpica del gel.

V (ID) (n=4) 200 ug veneno en 0,1 mL buffer PBS inoculado por via ID
V+C (ID) (n=4) 200 pg veneno en 0,1 mL buffer PBS inoculado por via ID
(veneno ID + crema) Aplicacién de crema segln esquema detallado anteriormente

V (SC) (n=4) 200 pg veneno en 0,1 mL buffer PBS inoculado por via SC
V+C (SC) (n=4) 200 pg veneno en 0,1 mL buffer PBS inoculado por via SC

(veneno SD + crema) Aplicacién de crema segln esquema detallado anteriormente

Los resultados fueron registrados observando las caracteristicas macroscopicas y
microscopicas de las lesiones producidas 3 y 7 dias posteriores a la inoculacion del
veneno. EI analisis microscopico se realizd utilizando un microscopio binocular Zeiss
Primo Star con camara fotografica AixonCam ERc 5s para el registro de las imagenes. De
este modo, se observo como afectd la aplicacion del gel en la aparicion de necrosis al dia
3y si su aplicacién fue capaz de mejorar la regeneracion de los tejidos observada al dia
7. Cada fragmento fue fijado en formaldehido bufferado 10% (p/v) durante 24 h para
luego ser procesados con técnicas histoldgicas clasicas y coloreardos con hematoxilina-
eosina (Prophet, 1995).

v Procesamiento. En tres etapas: 1) deshidratacién: colocando las muestras en
bafios sucesivos de soluciones de etanol de concentracion creciente (70°, 80°, 96° y 100°);
2) aclaracion: en bafios sucesivos de etanol absoluto (100), etanol-xilol (50:50) y xilol

(100); y 3) formacidn del blogue de parafina: en tres bafios sucesivos de parafina.
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v Obtencién de los cortes. Con un micrétomo de cuchilla fija, tipo Minot (5um),
procediéndose al montaje en portaobjetos con una fina capa de albimina de Mayer.

v" Coloracion con hematoxilina-eosina. La hematoxilina es un colorante basico
que se deposita en los grupos fosfatos del ADN y ARN, coloreando los ndcleos de violeta.
Esincoloray debe oxidarse a hemateina mediante un mordiente, el hemalumbre de Mayer
(hemateina, alumbre de potasio y &cido citrico). La eosina es un colorante débilmente
acido (fluoresceina) que colorea el citoplasma, tejido conjuntivo y fibras colagenas de
rosado intenso. Quimicamente es un eosinato de potasio, siendo el acido eosinico el que
actlia en la coloracion.

Para realizar la coloracion se requirieron dos etapas: 1) desparafinizacion e
hidratacion del corte: la parafina fue disuelta con xilol para facilitar el ingreso de los
colorantes acuosos al tejido, y luego se hidrataron los cortes con una serie de soluciones
de etanol de concentracion decreciente (100°, 96°, 80°, 70°) finalizando con agua
destilada; y 2) coloracion propiamente dicha: con hematoxilina, virando con agua
débilmente alcalina, y luego eosina alcoholica.

v' Montaje final. En tres pasos: 1) deshidratacion: a través de una serie de
soluciones de etanol de concentracion creciente (70°, 80°, 96° y 100°); 2) aclaracion: con
xilol; y finalmente 3) colocacion del cubreobjetos: utilizando Balsamo de Canada para

proteger la preparacion y adherir el cubreobjetos al portaobjeto.

3. Resultados y Discusion
3.1 Citotoxicidad
3.1.1 Curva de citotoxicidad del etanol 96°
Se ensayaron distintas concentraciones de etanol 96° para evaluar la proporcion del
mismo que no afecta la viabilidad celular para la preparacion (disolucién) de la fraccion

activa F6. Los resultados obtenidos se exponen en la Figura 3.3.9.

100 ~
80 -
60 -
40 -
20 -
0_

0 02505 1 15 2 25 5 75 10125
% Etanol 96° en medio de cultivo DMEM

% Viabilidad celular

Figura 3.3.9: Curva de citotoxicidad del etanol 96°
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Teniendo en cuenta estos resultados, y considerando que hasta una concentracion
de etanol al 2 % se obtuvo una viabilidad celular del 100%, se utiliz6 como solvente de
dilucién el medio DMEM con 1,5% en etanol evitando asi que el vehiculo (etanol 96°)
produzca citotoxicidad y trabajando con un margen de seguridad del 0,5%.

3.1.2 Evaluacion de la citotoxicidad del extracto A2111 PP

Los resultados correspondientes a la evaluacion de la citotoxicidad de A2111 PP se
resumen en la Tabla 3.3.17; Figuras 3.3.10 y 3.3.13. Los resultados se expresaron como
% de viabilidad celular (%VC) y se calcularon como se indica a continuacidn, siendo

D.O la densidad 6ptica de las células a 620 nm:

D.O. de las células tratadas x 100

%VC=

D.O. de las células control

Tabla 3.3.17: Citotoxicidad de A2l1l PP

%VC

Control (DMEM-1,5% en etanol) 100
V (4 pg/mL) 42

A2I11 PP 200 pg/mL 100
A2I11 PP 300 pg/mL 100
A2I11 PP 400 pg/mL 100
A2I11 PP 500 pg/mL 100
A2I11 PP 800 pg/mL 100

120

% Viabilidad Celular

Control V

200, 300, 400 500 y 800: concentracién en pg/mL de A21l1 PP; V: veneno: 4 ug/mL; Control: DMEM
con 1,5% en etanol 96. Figura 3.3.10: Citotoxicidad del extracto entero A2I11 PP

De este ensayo se desprende que, aun a altas dosis ensayadas (500 y 800 pug/mL),

A2lll PP no resulté citotoxico para las células C2C12, manteniendo el 100% de

viabilidad celular.

[97]

100 -

80 -

60 -

40 +

L

0 T T T T T T
200 300 400 500 800



Evaluacion fitoquimica y bioldgica (actividades antimicrobiana y alexitérica)
de extractos de Cissampelos pareira

3.1.3 Evaluacion de la capacidad inhibitoria del extracto A211l1 PP y su fraccién
polar activa F6 contra la citotoxicidad del veneno de B. diporus

Los resultados se resumen en la Tabla 3.3.18 y Figura 3.3.11. A partir de los
mismos, se graficaron las curvas dosis-respuesta tanto para A21l11 PP como para F6

(Figura 3.3.12).
Tabla 3.3.18: Inhibicion de la citotoxicidad del veneno por A2111 PP/F6.

Extracto/Fraccion +V Abs. 620 nm Abs Prom. Prom-Bco %VC
A2111 PP 300 + V 0,283 0,298 0,276 0,29 0,24 100
A2I1l PP 250 + V 0,278 0,288 0,274 0,28 0,23 99
A2I11 PP 200 + V 0,253 0,279 0,28 0,27 0,22 95
A2I1l1 PP 150 + V 0,25 0,261 0,255 0,26 0,21 88
A2I11 PP 100 + V 0,227 0,21 0,222 0,22 0,17 73
A2I11 PP 50 +V 0,158 0,154 0,137 0,15 0,10 43
A2l PP 25 +V 0,122 0,102 0,12 0,11 0,06 28

F6 300 + V 0,327 0,359 0,324 0,34 0,29 100
F6 250 + V 0,326 0,279 0,246 0,28 0,23 100
F6 200 + V 0,284 0,268 0,301 0,28 0,23 100
F6 150 + V 0,233 0,233 0,188 0,22 0,17 72
F6 100 + V 0,147 0,133 0,143 0,14 0,09 39
F6 50 +V 0,093 0,091 0,087 0,09 0,04 17
F625+V 0,086 0,084 0,08 0,08 0,03 14
V (4 pg/mL) 0,073 0,085 0,09 0,08 0,03 13
E (300 pg/mL) 0,272 0,288 0,299 0,29 0,24 101
Control 0,342 0,237 0,272 0,28 0,23 100

300, 250; 200; 150; 100; 50 y 25: concentracion en pg/mL de A2l1l PP/F6; E: A2lll PP; Control:
DMEM-1,5% en etanol 96; Abs Prom: promedio de la abs a 620 nm; Prom-Bco: diferencia entre Abs
prom. y Abs 620 nm; %V C: porcentaje de viabilidad celular

100
80 +

40 +
20 + Il "I—
O T T ‘I” T II T T T T
J & B

Control
E (300 pg/mL)
V (4 pg/m

100

150

200

250

300

M V+ExtC I V+FraccidnC

25; 50; 100; 150; 200; 250y 300: concentracion en ug/mL de A2111 PP/F6 pre-incubados 30 min 37°C
con veneno; E: A2I1l PP; V: veneno: 4 ug/mL; Control: DMEM con 1,5% en etanol 96. Figura 3.3.11:

Inhibicion de la citotoxicidad del veneno
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Figura 3.3.12: Curva dosis respuesta para A2I1I1 PP + Vy F6 + V
Se ensayaron A2111 PP y F6 a bajas dosis, considerando que, si el extracto entero

no resultd citotoxico a altas dosis, tampoco lo sera a bajas dosis, asi como tampoco su
fraccion polar activa.

Tanto A2111 PP como F6 fueron capaces de inhibir la citotoxicidad del veneno de
B. diporus, observandose que el extracto entero y su fraccion presentaron un
comportamiento diferencial a bajas y altas dosis. Asi, a bajas dosis (hasta 150 pg/mL) el
extracto entero fue mas eficiente en la inhibicion que la fraccion, aunque a dosis mas altas
(entre 200 y 250 pg/mL) lo es la fraccion, logrado ambos alcanzar el maximo de
inhibicién a 300 pg/mL (Tabla 3.3.19) (Figuras 3.3.11; 3.3.12; 3.3.13).

AN
Ok NS
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_ﬁw )’ 40x ' ‘ﬁsﬁ&

Ay B: Control: DMEM con 1,5% de etanol 96°: 100% VC; C: Veneno: 4 pg/mL: 44% VC; D:
citotoxicidad de A2I11 PP 500 pg/mL: 100% VC; E: inhibicion de la citotoxicidad A2I11 PP 300 pg/mL +
V: 100% VC. Figura 3.3.13: Células C2C12 al microscopio éptico
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Estos resultados fueron muy importantes ya que fue la primera vez que se ensayo
la inhibicién de la citotoxicidad de veneno de B. diporus por extractos de plantas y, a la

vez, fue posible poner a punto la técnica para realizarlo.

3.2 Anélisis de la actividad in vivo del extracto A2111 PP/fraccion activa F6
3.2.1 Neutralizacion del efecto letal del veneno: Inhibicion de la dosis letal 50 (DL50)
del veneno y evaluacion de la toxicidad aguda del extracto/fraccion

Se registro la supervivencia de los ratones a las 48 h de inoculado el veneno (Tabla

3.3.19) y se obtuvo el % de letalidad como se indica a continuacion:
4 (n) >  100%
N° total de ratones muertos > X %

Tabla 3.3.19: Neutralizacion del efecto letal del veneno y evaluacion de la toxicidad del extracto/fraccion

Grupo# Inyeccion intraperitoneal Ratones muertos 48 h %l etalidad

1 4DL50 4 100
2 5 mg A2lll PP 0 0
3 3mg F6 0 0
4 5 mg F6 0 0
5 5mg A2lll PP + V 0 0
6 3mgF6+V 1 25
7 5mgF6+V 0 0

Los resultados se expresaron como % de proteccion del extracto/fraccion contra el

veneno (Tabla 3.3.20). El % de proteccion se obtuvo como se indica a continuacion:
% inhibicién + %proteccion = 100

% proteccion = 100% - %inhibicion

Tabla 3.3.20: Inhibicion de la actividad letal 50 del veneno por el extracto/fraccion activa de C. pareira

% Proteccion contra el veneno

Az I PP 5 mg 100
Fe 5 mg 100
Fe 3mg 75

A partir de los resultados de las Tablas 3.3.19 y 3.3.20 se pudo concluir que:

v' 5 mg del extracto entero A2Ill PP protegieron en un 100% a los ratones de
4DL50 del veneno de B. diporus;

v' 5 mg de fraccion activa F6 protegieron en un 100% a los ratones de 4DL50 del

veneno de B. diporus, mientras que 3 mg protegieron sélo un 75%;
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v" ni el extracto entero A2111 PP ni la fraccion activa F6 manifestaron toxicidad
aguda a ninguna de las dosis ensayadas.

Estos resultados son completamente originales tanto respecto de la especie vegetal
como de la especie ofidica ensayada, ya que no se ha encontrado en la bibliografia
disponible y consultada, ningln estudio al respecto. Es decir, los resultados obtenidos
permiten sentar las bases del conocimiento para continuar con la investigacion respecto

de la posibilidad de elaborar un medicamento herbario con la fraccién F6 de C. pareira.

3.2.2 Neutralizacion del efecto local del veneno por una formulacion de gel
termosensible al 1% en fraccion activa: Determinacién de la dosis
dermonecrotizante del veneno

Los resultados obtenidos se exponen en la Tabla 3.3.21.

Tabla 3.3.21: Determinacion de la dosis dermonecrotizante del veneno

Grupo g veneno inyectado Observacion 72 h

1 0 sin lesion
2 50 lesion (+)
3 100 lesion (+)
4 150 lesion (++)

Lesién (+): didmetro menor a 5 mm; Lesién (++): didmetro mayor a 5 mm

Se determind la dosis dermonecrotizante del veneno de B. diporus igual a 150 pg.

3.2.3 Validacion in vivo de la efectividad del gel termosensible sobre el veneno de B.
diporus

Se observaron y registraron las caracteristicas macroscopicas de las lesiones y las
caracteristicas microscopicas de los cortes histoldgicos obtenidos a los 3 y 7 dias
posteriores a la inoculacion del veneno y siempre antes de la aplicacion topica del gel.
-Resultados macroscépicos

v/ Dia 3: Se observd dermonecrosis en todos los grupos tratados con veneno
(Grupos V; V+C; R y R+C), independientemente de la via de inoculacion y de la
aplicacion o no de gel termosensible. Esta dermonecrosis se manifestd como un area
predominantemente circular, de bordes irregulares y color negro, con presencia de edema
que produjo una deformacion del cuello de los ratones en el area de la lesién. No se
evidenciaron diferencias significativas entre ambos sitios de inoculacion del veneno
(Grupos V y R), aunque fue evidente que los ratones que fueron tratados con gel

termosensible tuvieron menor edema (Grupos V+C y R+C) (Figuras 3.3.15; 3.3.16;

[101]



Evaluacion fitoquimica y bioldgica (actividades antimicrobiana y alexitérica)
de extractos de Cissampelos pareira

3.3.17y 3.3.18). No se observaron cambios en el grupo control tratado con gel sin veneno
(Grupo C) (Figura 3.3.14).

v' Dia 7: No se evidenciaron diferencias en los grupos inoculados con veneno, sin
crema (Grupos V y R); tampoco se observé edema en ninguno de ellos. Los ratones
tratados con gel (Grupo V+C y R+C) evidenciaron menor superficie de afeccion que
quedd manifiesta por una coloracién oscura menos extensa; la lesion impresiond mas seca
y recubierta por una costra que favorecio el desprendimiento del tejido necrotico,
observandose por debajo la presencia de tejido revitalizado (hemorragico) (Figuras
3.3.15; 3.3.16: 3.3.17 y 3.3.18). No se observaron cambios en el grupo control (Grupo
C) (Figura 3.3.14).

Dia 3 Dia 7

"
ax vd .

Figura 3.3.14: Grupo C: control de gel. No se observé dermonecrosis
Dia 7

Figura 3.3.15: Grupo V: veneno ID. Se observd dermonecrosis
Dia 3 Dia 7

Figura 3.3.16: Grupo V+C: veneno ID + gel: Se observd una mejor evolucién de la lesion dérmica
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Dia 7

Figura 3.3.17: Grupo R: veneno SC: Se observé dermonecrosis
Dia 3 Dia7

Figura 3.3.18: Grupo R+C: veneno SC + gel: Se observo una mejor evolucién de la lesién dérmica

Como reporta Lagens, (1992) se observa en la Figura 3.3.19 la reparacién de un

tejido dafiado se inicia a los 15 minutos de producida la lesion y se extiende por 21 dias,
dependiendo del tipo de injuria sufrida. Esto es importante debido a que la remocion de
neutréfilos y macrofagos y el inicio de la reparacién ocurren 4 dias después de haberse
producido la lesion. Sin embargo, en los grupos de control de veneno (Grupos Vy R),
esto no ocurrié y no se observo reparacion aun 7 dias después. Para que ocurra la
cicatrizacion debe producirse la eliminacion del tejido necrotico que, en cambio, si

ocurrié en los grupos tratados con gel (Grupos V+C y R+C).
15> |1h|2 |3 |9 |24 |48 |72 |9 |7d |14 |21

oKQ h® QO O T 9D

a: dilatacion y aumento de la permeabilidad con/sin extravasacion de sangre; b: edema intersticial; c:
migracién de neutrdéfilos hacia lesion a través de la pared vascular; d: acumulacion de leucocitos en tejido
dafiado; e: muerte de leucocitos; f: remocidn de leucocitos por macrofagos; g: reparacion y h:

cicatrizacion. Fuente: Lagens, (1992). Figura 3.3.19: Proceso normal de evolucion de un tejido dafiado
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En consecuencia, la aplicacion topica del gel acelero los procesos de reparacion y
cicatrizacion eliminando el tejido necrético por desprendimiento, observandose por
debajo del mismo tejido revitalizado con bordes hemorragicos. La formulacion tépica,
por si misma (Grupo C) no produjo efectos adversos macroscopicos en estos ratones.

-Resultados microscdpicos
v Dia3
Grupo C: control: estructuras epiteliales conservadas (Figura 3.3.20).

Figura 3.3.20: Grupo C: control: estructuras epiteliales conservadas.
Grupo V: veneno ID: mionecrosis (+++), intensa hemorragia (++++) y congestion
con infiltrado neutrofilico (++++). Presencia de edema (Figura 3.3.21).

e T " — LT .
> ;‘.‘-—f ol ,._v '

Figura 3.3.21: Grupo V: veneno ID: A: necrosis, infiltrado inflamatorio y edema; B: hemorragia

Grupo V+C: veneno ID + gel: mionecrosis (++), infiltrado neutrofilico (+++),
hemorragia (++) y congestion vascular; hiperplasia epidérmica cercana a la lesién y

desprendimiento del estrato corneo (Figura 3.3.22).

Figura 3.3.22: Grupo V+C: veneno ID + gel: A: (*): congestidn vascular; (#): hemorragia; flecha

roja: necrosis. B: flecha negra: hiperplasia epidérmica; (*): desprendimiento estrato corneo.
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Grupo R: veneno SC: mionecrosis (+++), intensa hemorragia (++++) y congestion
vascular con infiltrado inflamatorio (++++). Desprendimiento e hiperplasia de la
epidermis (Figura 3.3.23).

10x

10x
Figura 3.3.23: Grupo R: veneno SC: A: necrosis y desorganizacion; B: congestion hematica

Grupo R+C: veneno SC + gel: infiltrado neutrofilico (+++), hemorragia (++) y

mionecrosis (+++) (Figura 3.3.24).

-

40x

Figura 3.3.24: Grupo R+C: veneno SC + gel: A:hiperplasia epidérmica; B: infiltrado inflamatorio
v Dia7
Grupo C: control: estructuras del tejido conservadas (Figura 3.3.25).

Figura 3.3.25: Grupo control: C: estructuras epiteliales conservadas

Grupo V: veneno intradérmico

En epidermis, se observo hiperplasia epidérmica con zonas de desprendimiento del
estrato corneo (Figura 3.3.26 A). En la dermis, se observo congestion vascular con lesion
y pérdida de continuidad de la pared vascular (Figura 3.3.26 B), infiltrado inflamatorio
mononuclear y desorganizacion del tejido reticular. En el tejido subcutaneo, la
desorganizacion estructural fue evidente, con infiltrado inflamatorio mononucluear

(+++). En la capa muscular, se observaron dos zonas bien diferenciadas: una extensa de
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fibras de regeneracion muscular (menor didmetro y nucleo en posicion central) (Figura
3.3.26 C) y, otra zona, con necrosis muscular predominantemente litica acompafiada de
infiltrado inflamatorio (+++) (Figura 3.3.26 D).

ey, . e

H240x
A: flecha negra: hiperplasia epidérmica; fecha roja: desprendimiento del estrato corneo; (*):
desprendimiento de epidermis. B: flechas rojas: perdida de continuidad de la pared vascular; (*):
congestion vascular. C: fibras musculares de regeneracion. D: necrosis muscular. Figura 3.3.26: Grupo

V: veneno ID.
Grupo V + C: veneno ID + gel termosensible
La estructura epidérmica se observé conservada (Figura 3.3.27 A). La dermis no
presento infiltrado inflamatorio y, sin embargo, manifesté una menor desorganizacion de
las fibras reticulares de la dermis superficial (Figura 3.3.27 B). En el tejido subcutaneo,
se observd menor infiltrado inflamatorio (++) y a nivel muscular sélo se evidenciaron

zonas de regeneracion muscular, sin necrosis (Figura 3.3.27 C).

A: estructura epidérmica conservada. B: leve desorganizacion del tejido reticular. C: fibras musculares

de regeneracion. Figura 3.3.27: Grupo V+C: veneno ID + gel.
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Grupo R: veneno subcutaneo

En la epidermis, se observaron zonas de hiperplasia epidérmica y separacion del
estrato corneo (Figura 3.3.28 A). A nivel de la dermis, el infiltrado inflamatorio fue
intenso  (+++), tanto en dermis superficial como profunda; acompafiado de
desorganizacion del tejido reticular y con gran separacion intercelular de las células
basales (Figura 3.3.28 B). En el tejido muscular se observéd necrosis litica, hemorragia
(Figura 3.3.28 C) y abundante infiltrado inflamatorio (Figura 3.3.28 D) con presencia

de neutrofilos tdxicos y macrofagos.

A: hiperplasia epidérmica; B: separacion intercelular de las células basales; C: hemorragia; D:
necrosis de fibras musculares.Figura 3.3.28: Grupo R: veneno SC

Grupo R + C: veneno SC + gel termosensible

La epidermis se observo conservada, con zonas de desprendimiento de la dermis e
hiperplasia sectorial en las regiones cercanas a la lesion (Figura 3.3.29 A). A nivel de la
dermis superficial la estructura se encontré conservada, en cambio, la dermis profunda se
presentd desordenada y desorganizada (Figura 3.3.29 B), con infiltrado intenso
inflamatorio (+++), neutrofilico (++) y mononuclear (+++) (Figura 3.3.29 C). Presencia
de vasos de neoformacion (Figura 3.3.29 D) y fibroblastos (Figura 3.3.29 E).

El tejido subcutaneo evidencidé importante infiltrado inflamatorio (+++) (Figura 4.
3.29 F). En la capa muscular se encontraron fibras de regeneracién (++) y fibras

musculares sin dafio (+++) (Figura 3.3.29 H). No se observé necrosis.
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40x
A: hiperplasia epidérmica. B: (#): dermis profunda desorganizada; (*): dermis superficial organizada.

C: infiltrado inflamatorio mononuclear. D: vasos de neoformacion; E: fibroblastos. F: flecha roja:
fibra muscular de regeneracion; flecha negra: fibra muscular sin dafio. Figura 3.3.29: Grupo R+C:

veneno SC+ gel

Respecto de los resultados obtenidos para la inoculacion del veneno ID:

v’ Epidermis: la aplicacion del gel demostroé capacidad de inhibicion de los dafios
producidos por el veneno en la epidermis, ya que luego de 7 dias, las estructuras se
mantuvieron conservadas en este grupo (Grupo V+C) respecto al control del veneno
(Grupo V), donde existieron zonas de desprendimiento del estrato corneo y de la
epidermis con hiperplasia epidérmica. EI grupo control del gel (Grupo C) no presento
variaciones.

v Dermis: el gel inhibi6 la aparicion de infiltrado inflamatorio observado en el
grupo control del veneno (Grupo V), respecto al grosor en ambos grupos se observé un
aspecto similar, pero se manifesté un ordenamiento de la capa reticular en el grupo tratado
con el gel (Grupo V+C) mientras que existio desorganizacion en el grupo del veneno
(Grupo V). Ademas, en el grupo control del veneno (Grupo V) se observo congestion
vascular con lesion vascular y pérdida de la continuidad de la pared en vasos sanguineos,
manifestacion que fue inhibida por la aplicacion del gel (Grupo V+C).

v’ Tejido subcutaneo: si bien se observo infiltrado inflamatorio en ambos grupos
(Grupo V y Grupo V+C), este fue menor en el segundo grupo, manteniendo un mejor

ordenamiento celular.
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v Mdsculo: se observaron menos zonas de regeneracion muscular en el grupo
tratado con gel (Grupo V+C) lo que pudo deberse al menor dafio producido por el veneno
con su aplicacién. En el grupo control del veneno (Grupo V), se observé un extenso
infiltrado inflamatorio y necrosis muscular, mientras que la aplicacion del gel (Grupo
V+C) protegi6 respecto de estos dafios que no fueron observaron en el corte histoldgico.

Respecto de los resultados de la inoculacion del veneno SC:

v Epidermis: la aplicaciéon del gel mantuvo la organizacién celular conservada
(Grupo R+C) aunque se observaron algunas zonas de hiperplasia sectorial en las regiones
cercanas a la lesion.

v Dermis: La aplicacion del gel conservo la organizacion de la dermis superficial,
pero respecto a la profunda se observd desorganizacion. No pudo inhibir el infiltrado
inflamatorio producido por el veneno. En este grupo pudieron observarse vasos de
neoformacion y fibroblastos.

v Mdsculo: la aparicion de necrosis e infiltrado inflamatorio fueron inhibidas por
la aplicacion del gel. La observacion de zonas de regeneracion muscular y zonas en las
que no hubo regeneracién es un indicio positivo respecto a la proteccion que ha dado el

gel contra la accién del veneno de B. diporus.

4. Conclusiones

El estudio de la citotoxicidad del extracto entero A2111 PP demostré que aun a altas
dosis ensayadas (500 y 800 ug/mL), no resultd ser citotoxico en ensayos de cultivos
celulares con células de mioblastos murinos C2C12, pero sin embargo, demostrd tener
capacidad inhibitoria de la citotoxicidad del veneno de B. diporus. Su purificacion por
fraccionamiento bioguiado permitié obtener una fraccion polar F6 que también fue capaz
de inhibir la citotoxicidad del veneno de B. diporus sin presentar signos de citotoxicidad
inherentes al extracto vegetal a altas dosis. EI comportamiento de A211l PP y F6 fue
variable a altas y bajas dosis: a bajas dosis (hasta 150 pug/mL) el extracto entero fue mas
eficiente en la inhibicion que la fraccion, aunque a dosis mas altas (entre 200 y 250
pg/mL) lo fue la fraccién, logrado ambos alcanzar el maximo de inhibicién a 300 pg/mL.

La fraccién polar F6 inhibié el 100% de la letalidad producida por 4DL50 del
veneno de B. diporus sin presentar toxicidad aguda por via intraperitoneal en modelo
animal de ratones Balb-c a dosis de 5mg/raton. A su vez F6, en dosis de 3 mg, protegio
un 75% de la letalidad.
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Respecto de la formulacion del gel termosensible disefiada con F6 y su aplicacion,
se obtuvieron resultados muy prometedores, presentando mayor proteccion cuando el
veneno fue inyectado por via intradérmica. Este resultado estimula a seguir los estudios
tratando de mejorar la permeacion de los principios activos de modo de lograr una
proteccion mayor en las zonas profundas.

Es importante destacar que este estudio es el primero realizado con aplicacion
topica de un producto natural en modelo animal con el objetivo de inhibir la accién del

veneno de yarara.
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Capitulo 4
Actividad Antimicrobiana

1. Introduccion

Los trabajos de investigacion en materia de ofidismo se han centrado
principalmente en la identificacion de los componentes del veneno, los efectos en el
organismo de los individuos afectados, y la produccién y evaluacion de sueros
antiofidicos y/o tratamientos alternativos (Mackessy, 2010). Sin embargo, se considera
que existen otros factores relacionados con la ofidiotoxicosis como la inoculacion en los
tejidos de microorganismos provenientes de la cavidad oral y del propio veneno de las
serpientes y cuyos efectos han sido subestimados (Nishioka et al., 2000).

Si bien la mordedura de serpiente tiene una tasa de mortalidad relativamente baja,
la mayor consecuencia de la misma viene dada por las secuelas permanentes que deja en
los miembros que afecta, en muchos casos, inhabilitando a las personas que la han sufrido,
para realizar sus actividades cotidianas y laborales con normalidad. Diversos estudios
encuentran como principal complicacion local del ofidismo, y sobre todo de aquellos
accidentes producidos por ejemplares del género Bothrops, la infeccion de las flictenas y
lesiones necroticas producidas, con formacion de abscesos (Zavaleta Martinez-Vargas,
2004; Manrique-Chicoma, 2000). Estas infecciones podrian ser originadas por los
diferentes patdgenos presentes en la mucosa oral de las serpientes o bien por el
inadecuado manejo pre-hospitalario que pueden recibir sus victimas (Pineda et al., 2002).
Por otra parte, Grisolia et al. (1996) sostienen que las infecciones producidas por
mordeduras de serpientes no se deben a la contaminacion de la herida por bacterias
presentes en la boca de ofidio sino a los métodos utilizados para extraer el veneno del
paciente.

El Instituto Clodomiro Picado de la Universidad de Costa Rica, centro de referencia
Latinoamericana sobre ofidismo, en su manual “El envenenamiento por mordedura de
serpiente en Centroamérica” (2009) refiere que los venenos de serpientes son fluidos
biolégicos muy contaminados con enterobacterias, bacilos anaerobios del género
Clostridium y cocos Gram positivos, los cuales pueden originar infeccion local e incluso,
en el peor de los casos, sepsis, teniendo la herida producida por la mordedura como puerta
de entrada (Zufiiga-Carrasco & Lozano, 2013).

El porcentaje de pacientes que desarrollan infeccion a causa de la mordedura es
variable (1-30%), hallandose fuerte asociacidn entre las bacterias aisladas de la cavidad
oral y veneno de las serpientes, y aquellas halladas en heridas de pacientes (Jorge et al.,
1990; Costa & De Siqueierra, 2002, Otero et al., 2002). La infeccion de tejidos blandos

es una complicacion bien conocida, debido al fuerte efecto citotoxico del veneno que
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puede favorecer el crecimiento de las bacterias inoculadas en el &rea lesionada (Jorge et
al., 1990; Avila-Agiiero, 1999; Otero et al., 2002; Costa & De Siqueierra, 2002).

Estudios colombianos publicados en el afio 2002, que involucraron pacientes con
mordedura de serpientes del género Brothrops, reportaron complicaciones infecciosas
entre 16% y 30% informando que los bacilos Gram negativos fueron la principal causa
de infeccién en estos pacientes (Pineda et al., 2002).

La flora bacteriana encontrada en la cavidad oral y veneno de las serpientes en
diversas regiones del mundo es variada. Jorge et al. (1990), sefialan como factores
sugeridos para explicar estas diferencias aquellos relacionados con la serpiente como la
especie, su origen (habitat natural o cautiverio), su estado de salud y tipo de alimento.

Goldstein et al. (1978) encontraron en cultivos del veneno de 15 serpientes de
cascabel de Norte América, predominantemente Pseudomonas aeruginosa, Proteus sp.,
Staphylococcus coagulasa-negativos y Clostridium sp. Los mismos autores (Goldstein et
al., 1981) determinaron en otro estudio que la flora bucal de las serpientes refleja en gran
parte la flora fecal de su presa.

Theakston et al. (1990) realizaron cultivos del veneno e hisopado de orofaringe de
serpientes de la especie Calloselasma rhodostoma del sur de Tailandia, concluyendo que
la cavidad oral contiene una mayor variedad de microorganismos en comparacion al
veneno, con predominio de Enterobacter sp., Pseudomonas sp., algunos Staphylococcus
y Clostridium sp.

Para Brasil, Jorge et al. (1990) reportan la flora bacteriana de cavidad oral y veneno
de quince individuos de la especie Bothrops jararaca, encontrando: Streptococcus sp. del
grupo D, Enterobacter sp., Providencia sp., Escherichia coli, Morganella morganii,
Pseudomonas paucimobilis, Proteus mirabilis, Citrobacter sp., Streptococcus sp. beta
hemolitico, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium y Clostridium sp.

Costa & De Siqueierra, (2002) reportan M. morganii, E. coli, Providencia rettgeri
y Enterobacter sp. como microorganismos encontrados en la boca de serpientes del
género Bothrops.

Henao et al. (2005) reportan a M. morganii, Aeromonas hydrophila,
Staphylococcus saprophyticus, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Peptostreptococcus
sp., Klebsiella pneumoniae, Citrobacter koseri, S. aureus y Bacillus sp., presentes en la
cavidad oral de serpientes bajo condiciones de cautiverio.

La informacion precedente indica claramente la importancia que tiene encontrar

actividad antibiotica frente a las especies Acinetobacter, Pseudomonas y Staphylococcus
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aureus, ya que estos microorganismos suelen generar facilmente resistencia contra los
antibi6ticos cominmente utilizados (Gatti et al., 1999).

Por lo tanto, resultd relevante no desatender esta complicacion infecciosa y, en
consecuencia, incluir en este trabajo de tesis el estudio de la actividad antimicrobiana de
los extractos de C. pareira, propuestos como tratamiento alternativo a la mordedura de
serpientes de género Bothrops, particularmente de B. diporus. Los resultados obtenidos
podrian contribuir al desarrollo de un fitofarmaco que, ademas de tener actividad contra
veneno, sean capaces de evitar el desarrollo de sobreinfecciones bacterianas en la zona

de la mordedura.

1.1 Principales microorganismos que producen sobreinfeccion bacteriana en
accidentes ofidicos

A continuacion, se describen algunos de los microorganismos identificados como
posibles agentes causales de infecciones secundarias a mordedura de serpientes
venenosas (Zufiga-Carrasco & Lozano, 2013; Henao et al., 2005):

-Microorganismos anaerobios:

Son aquellos que no utilizan oxigeno en su metabolismo. Si el aceptor final de
electrones es una molécula orgéanica (piruvato o acetaldehido) se trata de un metabolismo
fermentativo; si el aceptor final es una molécula inorganica distinta del oxigeno (sulfato o

carbonato) se trata de respiracion anaerébica (Brooks et al., 2007).

-Clostridium: este géenero esta definido principalmente por cuatro caracteristicas
(Murray et al., 2009): son bacilos Gram positivos; anaerobios estrictos; poseen
endoesporas y movilidad por flagelos peritricos. Toman forma de fosforo, palillo de
tambor o huso de hilar, de ahi su nombre griego Klostro. Las especies mas importantes
son: Clostridium botulinum productor del botulismo; Clostridium dificcile productor de
la diarrea pseudo-membranosa, Clostridium septicum, Clostridium perfringens productor
de la gangrena gaseosa y Clostridium tetani productor del tétanos. Este dltimo es
frecuentemente encontrado en la cavidad oral de las serpientes venenosas y aislado de
infecciones post ofidismo. Por este motivo, se recomienda la profilaxis con penicilina y/o
aplicacion de la vacuna antitetanica en casos de ofidismo, ya que no se han reportado
casos de infecciones asociadas al agente productor de tétanos en pacientes que hayan

recibido estas medidas profilacticas (Ayerbe, 2001).
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-Peptostreptococcus: bacteria de morfologia cocoide, Gram positiva, pudiendo
encontrarse en cadenas cortas, en parejas o individuales, anaerobias y no formadoras de
esporas. Son de lento crecimiento con resistencia creciente a antimicrobianos.

Son organismos comensales en humanos habitando la boca, la piel, el aparato
digestivo y el excretor, componiendo una parte de la flora intestinal bacteriana. Bajo
enfermedades inmunosupresoras o traumaticas (accidente ofidico) pueden convertirse en
patogénicos, asi como septicémicos, causando dafio a su hospedero. Puede causar
abscesos cerebrales, hepaticos, mamarios y pulmonares, asi como infecciones
generalizadas necrotizantes de tejido blando (Mader & Calhoun, 1996).

-Microorganismos aerobios (anaerobios facultativos)

Son organismos que pueden vivir o desarrollarse en presencia de oxigeno. Un
ambiente aerobio es aquel rico en oxigeno, a diferencia del anaerobio donde el oxigeno esta
ausente, o uno microaerofilo donde el oxigeno se encuentra en muy bajos niveles (Brooks et
al., 2007).

-Enterobacterias (familia Enterobacteriaceae): los miembros de esta familia
forman parte de la microbiota del intestino, llamados coliformes, y de otros érganos del
ser humano y de otras especies animales.

-Morganela morganii: bacilo Gram negativo que cominmente habita el medio
ambiente y el tracto intestinal de humanos, mamiferos y reptiles como flora saprofita, y
ocasionalmente, es causante de infecciones urinarias y otras infecciones nosocomiales.
Son sensibles a terapias antibidticas con la excepcion de los betalactamicos. M. morganii
es un agente etioldgico de infeccidn secundaria al ofidismo y fue aislado de la cavidad
bucal de B. asper (Henao et al., 2005)

-Citrobacter sp: bacilo Gram negativo, aerobio, mdvil, que se encuentra
frecuentemente en el agua, suelo, comida, vegetacion y como flora sapréfita en el tracto
intestinal de muchos animales, ademas del hombre. Se trata de un microorganismo ubicuo
que es causa frecuente de infecciones importantes, especialmente en huéspedes
inmunodeprimidos. Es uno de los patdgenos méas importantes en unidades de cuidados
neonatales hospitalarios, causan infecciones respiratorias y urinarias.

-Escherichia coli: bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, mévil por flagelos
peritricos que rodean su cuerpo e incapaz de formar esporas. Es la bacteria comensal méas
abundante de la microbiota. Asimismo, es uno de los organismos patdgenos mas
relevantes en el humano, tanto en la produccion de infecciones gastrointestinales como

de otros sistemas (urinario, sanguineo, nervioso).
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-Enterobacter sp: bacilo Gram negativo, facultativamente anaerébico. Muchas de
estas bacterias son patdgenas y causa de infecciones oportunistas, otras son
descomponedoras que viven en la materia organica muerta o en el ser humano como parte
de una poblacion microbiana normal. Causan principalmente infeccién del tracto urinario
y respiratorio.

-Klebsiella pneumoniae: bacilo inmévil, Gram negativo, anaerobio facultativo y
con una prominente capsula de polisacaridos. Es un frecuente patégeno humano, agente
etiologico de neumonia asociado también a cuadros respiratorios menos severos como
bronquitis. Se aisla frecuentemente en infecciones nosocomiales como infeccion urinaria
y bacteriemia. Se asocia también a infecciones de tejidos blandos. Fue aislado de cavidad
oral de serpientes y esta asociada a la produccién de shock séptico y coagulacion
intravascular diseminada (CID) (Podschun & Ullmann, 1998).

-Proteus rettgeri: bacilo Gram negativo, aerobio, que muestra una resistencia
marcada contra la mayoria de los antibidticos actualmente disponibles. Causa infecciones
generalmente confinadas al tracto urinario de pacientes inmunocomprometidos.
Ocasionalmente, se recupera de los abscesos de los tejidos blandos vy, rara vez, de la
sangre y el tracto respiratorio.

-No enterobacterias

-Pseudomona aeruginosa (Ryan & Ray, 2004): bacilo Gram negativo, aerobio, con
motilidad unipolar. Es un patdgeno oportunista en humanos. Secreta una variedad de
pigmentos como piocianina (azul verdoso), fluoresceina (amarillo verdoso fluorescente)
y piorrubina (rojo pardo). EI nombre Pseudomonas viene del griego pseudo, que significa
falso, y monas, que significa unidad simple. El nombre fue usado inicialmente en la
historia de la microbiologia como sindnimo de gérmenes. Aeruginosa, es el nombre latino
para el cardenillo u 6xido de cobre, que describe el pigmento azul verdoso visto en los
cultivos de laboratorio de este microorganismo. Produce infecciones en heridas y si
penetra al organismo en cantidad suficiente, puede provocar bacteriemia. Esta bacteria se
adhiere al epitelio intacto normal y no lo vulnera, pero es un microorganismo oportunista
en presencia de heridas y laceraciones (Henao et al., 2005).

-Aeromonas hydrophila: bacilo Gram negativo, que habita principalmente zonas
con clima calido. Esta bacteria también puede vivir en aguas dulces, saladas, estuarianas,
cloradas y no cloradas. Puede sobrevivir en medios aerobios y anaerobios (anaerobio

facultativo). Es muy resistente a medicamentos y bajas temperaturas. No forma
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endosporas. Presentan desplazamiento por medio de flagelos polares. Producen
bacteriemias, mionecrosis y celulitis (Henao et al., 2005).

-Staphylococcus aureus: bacteria anaerobia facultativa, Gram positiva, inmovil y
no esporulada que se encuentra ampliamente distribuida por todo el mundo. Puede
producir una amplia gama de enfermedades, que van desde infecciones cutaneas y de las
mucosas relativamente benignas, tales como foliculitis, forunculosis o conjuntivitis, hasta
enfermedades de riesgo vital, como celulitis, abscesos profundos, osteomielitis,
meningitis, sepsis, endocarditis 0 neumonia. Ademas, también puede afectar al aparato
gastrointestinal, ya sea por presencia fisica de Staphylococcus aureus o por la ingesta de
la enterotoxina estafilococica secretada por la bacteria. Esta situacion se ve favorecida
por el hecho de que esta especie habita tanto las mucosas como la piel de los seres
humanos, lo que permite que a través de las heridas (accidenten ofidico) pueda penetrar
en el torrente sanguineo del paciente por medio del contacto directo, produce mastitis e
infecciones de heridas y quemaduras, ademas de piodermitis. Este microorganismo fue
aislado de la cavidad bucal de serpientes y también de abscesos post ofidismo y en
ocasiones como agente etiologico de infecciones secundarias (Henao et al., 2005).

1.2 Plantas como fuente de antimicrobianos

Los productos naturales derivados de plantas proporcionan metabolitos bioactivos
como alternativa de tratamiento o prevencion a las infecciones por microorganismos, ya
que muchas de estas plantas son conocidas empiricamente por sus propiedades medico-
farmacoldgicas (Alzamora et al., 2001; Huamani-Achata & Ruiz-Quiroz, 2005; Soares et
al., 2005; Avila et al., 2006; Afianca, 2009; Rodriguez et al., 2010; Wen et al., 2011).

Aproximadamente un 25-50% de los farmacos son derivados de plantas, a pesar de
que los avances en la industria farmacéutica han permitido la sintesis de compuestos
quimicos. Las plantas son ricas en una gran variedad de metabolitos con propiedades
antimicrobianas in vitro (Cowan, 1999; Christen & Cuendet, 2012; Mathur & Hoskins,
2017).

La OMS reconoce la importancia de las plantas medicinales en el tratamiento y
prevencion de enfermedades, asi como también a nivel econémico, al ser una fuente de
descubrimiento de nuevas drogas que, en algunos casos, tienen un costo muy inferior a la
sintesis de nuevos farmacos. El regreso del interés cientifico sobre las plantas
medicinales, investigando su riqueza y variabilidad quimica, ha impulsado una

revalorizacién de su empleo en muchas partes del mundo, representando una forma
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complementaria de curar, en la que el empirismo de la terapia queda atras en funcion de
la evidencia cientifica, armonizando la medicina tradicional con las terapias oficiales de
cada pais (OMS, 2000).

A nivel mundial se viene explorando y valorando el uso de los productos naturales
como fuente de nuevos y variados agentes antimicrobianos. Aproximadamente el 80 %
de la poblacion mundial utiliza productos naturales con fines medicinales. La OMS apoya
el uso de las medicinas tradicionales y alternativas cuando éstas han demostrado su
utilidad y representan un riesgo minimo (OMS, 2007).

La medicina tradicional incluye la medicacion a base de hierbas, materiales
elaborados con hierbas, preparados con base de hierbas y productos acabados a base de
hierbas que contienen ingredientes activos de plantas u otros materiales vegetales o
combinaciones de las mismas (OMS, 2002). Ademas, por utilizacion tradicional de los

medicamentos herbarios se entiende un empleo prolongado en el tiempo, bien establecido

y ampliamente reconocido como inocuo y eficaz (OMS, 2000).

1.3 Extractos de Cissampelos pareira como agente antimicrobiano

Existen diversos estudios cientificos que validan la utilizacion de extractos de
distintos oOrganos de C. pareira como agentes antimicrobianos (antibacteriano y/o
antiparasitarios) en otras regiones del mundo:

v En India, el extracto etandlico de hojas y tallos mostro actividad inhibitoria in
vitro frente a E. coli, Ps. aeruginosa, B. subtillis y S. aureus (George & Pandalai, 1949;
Valsaraj et al., 1997). Ademas, los extractos de raices (200 y 400 ug) obtenidos con
DMSO (dimetilsulfoxido) a partir de ejemplares recolectados en ese pais manifestaron
actividad antimicrobiana contra E. coli; S. aureus; P. aeruginosa y B. subtilis por el
método de difusion en agar (Kumar & Sachin, 2013). Ademas, por este mismo método
Muthuselvam, (2016) encontré actividad contra K. pneumoniae, P. vulgaris y S. typh;

v' En Guatemala, la tintura elaborada a partir de hojas, corteza y raiz no mostré
actividad in vitro frente a E. coli y S. aureus (Caceres, 1991);

v/ Tanto el extracto acuoso como el cloroférmico de la raiz, demostraron
actividad antimalarica in vitro frente a Plasmodium gallinaceum. Frente a P. cathemerium
fue solo activo el extracto cloroférmico (Spencer et al., 1947); ademas estudios realizados
por Singh & Banyal, (2011) demostraron que el extracto etanolico de raiz resulté activo

contra Plasmodium berghei;
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v En México, el extracto alcohélico de la planta total demostro su ineficacia in
vitro frente a Entamoeba histolytica (Heinrich et al., 1992). Ademas, El extracto
metandlico de hojas y tallos manifestd actividad antimicrobiana contra S. aureus
(Sanchez-Medina et al., 2001);

v' La chalcona cisampeloflavona, por su parte, posee actividad inhibitoria in vitro
contra Trypanosoma cruzi y T. brucei (Ramirez et al., 2003);

v En Kenya, el extracto metandlico de raices manifesto actividad antimicrobiana
contra S. aureus; S. typhimurum; K. pneumoniae y E. coli por el método de difusion en
disco, identificandose ademas la presencia de las siguientes familias de compuestos
quimicos: alcaloides, fenoles, flavonoides y terpenoides; pudiendo ser todas, o al menos
alguna de ellas responsable de esta actividad antimicrobiana (Njeru et al., 2014). En
estudios posteriores Njeru et al. (2015) encontraron actividad del extracto metandlico
contra Mycobacterium tuberculosis.

v En la Argentina, Anesi & Perez, 1993 no encontraron actividad antimicrobiana
en extractos acuosos de raices y ramas (62,5 mg/mL) de C. pareira recolectados en
provincia de Buenos Aires contra S. aureus, E. coli y Aspergillus niger por el método de

difusién en disco.

1.4 Veneno de Bothrops como antimicrobiano

Asi como existe una rama de estudio de la antibioticoterapia como método de
profilaxis frente a una posible infeccidn posterior a la ocurrencia de la mordedura de una
serpiente, existe una rama de estudio de los venenos como fuentes de antimicrobianos.
Esta rama de estudios no es nueva. Croce & Barrero, (1973) encontraron actividad
antimicrobiana en el veneno de sapos y Wade, (1992) la encontrd en veneno de abejas.
Por su parte, Gatti et al. (1999) demostraron que los venenos de todas las especies de
Bothrops de la Argentina muestran actividad antibiotica contra distintos microrganismos
en diferentes proporciones, aunque B. alternatus resultd menos activa que B. diporus
frente a los microorganismos ensayados. Ademas, Bustillo et al. (2005) han demostrado
que los venenos ofidicos exhiben actividad citotoxica sobre una amplia gama de bacterias
Gram negativas como E. coli y Gram positivas como S. aureus, por lo que se evidencia
gue sus componentes son capaces de afectar, no solo células eucariotas, sino también
procariotas. Posteriormente, los mismos autores (Bustillo et al., 2008) demostraron la
actividad antimicrobiana del wveneno de B. alternatus contra los mismos

microorganismaos.
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Lazo et al. (2007) han investigado la actividad antimicrobiana del veneno crudo de
B. atrox y de la enzima purificada L-aminoacido oxidasa (LAQ) sobre cepas bacterianas
Gram positivas y Gram negativas. El efecto antibacteriano fue demostrado para ambos
productos ensayados observandose que las bacterias Gram positivas son mas susceptibles
que las Gram negativas. También Stabeli et al. (2004) han evaluado la actividad
antimicrobiana de la enzima LAO de B. alternatus e Izidoro et al. (2006) lo han hecho
con la misma enzima, pero proveniente de B. pirajai.

Es bien conocida la actividad antimicrobiana de otros componentes del veneno de
Bothrops como las enzimas PLA2 de B. asper (Paramo et al., 1998; Lomonte et al., 1999;
Santamaria et al., 2004); B. neuwiedi pauloensis (Soares et al., 2000; Rodriguez et al.,
2004); B. jararacussu (Roberto et al., 2004); B. pirajai (Soares et al., 2001); B. moojeni
(Stabeli et al., 2004) y las metaloproteasas de B. jararacussu (Mazzi et al., 2004).

1.5 Profilaxis antibiotica en el ofidismo

Existe controversia con relacion a la aplicacion de profilaxis antibiotica frente a un
accidente ofidico. En este sentido, un estudio realizado en Costa Rica por Mufioz-Porras
& Ovares-Arroyo, (2010) dejo en evidencia que si bien existe un consenso a favor del uso
de antibidticos profilacticos de manera rutinaria en los casos de accidentes ofidicos
(Avila-Aguiero, 1999; Bolafios, 1983 y 1984; Rojas et al., 2001) se carece de estudios
clinicos que justifiquen esta préactica (Tagwireyi et al., 2001).

Tampoco puede afirmarse que existan estudios de calidad que favorezcan una u otra
conducta al respecto. Se ha demostrado que la mordedura de serpiente por si misma no
es justificacion razonable para el uso de antibidticos profilacticos. En este sentido,
algunas investigaciones experimentales en ratones realizadas en el Instituto Clodomiro
Picado (Costa Rica) demuestran que las toxinas de accion local del veneno de B. asper
contribuyen y facilitan la infeccion por S. aureus (Saravia-Otten, 2004). Sin embargo,
casi la mitad (44%) de los accidentes ofidicos en Costa Rica se clasifican como leves
mientras que el 51% como moderados, los cuales generalmente no involucran necrosis
tisular (Arroyo, 1999), por lo que no representarian casos con mayor susceptibilidad al
progreso de complicaciones infecciosas.

Se considera posible que, en los casos de envenenamiento severo y moderado,
asociado a patologia local importante o con retraso en el inicio del tratamiento, se presente
mayor fragilidad hacia el avance de complicaciones infecciosas de tejidos blandos en el

sitio de la mordedura y consecuentemente, desde un punto de vista teérico, este grupo
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obtendria beneficio si se administran medidas de antibioticoterapia preventiva (Gutiérrez,
2007).

Por todo lo expuesto y dada la importancia de la sobreinfeccidn bacteriana luego
del accidente botrdpico, en este capitulo se evaluara cualitativa y cuantitativamente, la
actividad antimicrobiana de los extractos preparados y las fracciones obtenidas a partir
del extracto A2111 PP, alexitéricamente activo, de manera tal de evaluar la opcion de que
los componentes alexitéricos resulten también antimicrobianos y de ser asi, si ambas

actividades bioldgicas guardan algun tipo de relacion.

2. Materiales y Métodos
2.1 Obtencion de los extractos vegetales

Se obtuvieron extractos acuosos, etanolicos (etanol 96°) y hexanicos tanto de raices
como de partes aéreas, de ambos sitios geograficos de recoleccion del material vegetal de
estudio: ejemplares de la especie C. pareira de PP y LV, tal y como se describi6 en el
apartado 2.2 Preparacion de extractos del Capitulo 3a: Actividad alexitérica:

Ensayos in vitro.

2.2 Ensayos para la evaluacion de la actividad antimicrobiana

No existe reglamentacion y/o estandarizacion de la metodologia para evaluar la
capacidad inhibitoria del desarrollo microbiano por extractos vegetales, aunque las
técnicas que actualmente se utilizan son similares a las empleadas en la evaluacion de la
sensibilidad de los microorganismos a los antibidticos (Cowan, 1999). Asi, las técnicas
comunmente utilizadas, por su sencillez y rapidez, son las de difusion por discos y
bioautografia para la obtencién de resultados cualitativos y, para resultados cuantitativos,
la determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) y Concentracion
Bactericida Minima (CBM) utilizando métodos de macrodilucion en caldo y/o

microdilucién en placa (Ramayoni, 2007).

2.2.1 Screening por bioautografia directa

Los métodos bioautograficos permiten combinar la capacidad separativa de la TLC
con la determinacién de actividad antimicrobiana in situ de componentes de una mezcla
de compuestos mediante la formacién de halos de inhibicion de crecimiento de los
microorganismos a ensayar. Los compuestos antimicrobianos de los extractos de plantas

poseen la capacidad de difundir desde la silica, que actGa como soporte, hacia el medio
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de cultivo que ha sido inoculado con el microorganismo en estudio (Zacchino & Gupta,
2007).

El screening de la actividad antimicrobiana de los extractos acuosos, etanolicos y
hexanicos obtenidos a partir del material vegetal recolectado en ambos sitios de
prospeccion, se evalu6 mediante la técnica de bioautografia segin lo descripto por
Horvéth et al. (2004) y Cleidson et al. (2007) utilizando para ello cepas ATCC de
microorganismos en fase de crecimiento exponencial: Staphylococcus aureus ATCC
25923; Escherichia coli ATCC 25922; Pseudomona aeruginosa ATCC 27853;
Enterococcus faecalis ATCC 29212; Klebsiella pneumoniae ATCC 700603.

El ensayo se llevd a cabo en tres etapas que se desarrollaron durante tres dias
consecutivos:

Etapa 1: Dia 1

Preparacion de los microorganismos en fase exponencial de crecimiento. Las
cepas ATCC de los microorganismos a ensayar, que se conservaron en agar cepa en
heladera a 4°C o caldo glicerinado, fueron repicadas en medio Tripteina Soya Agar (TSA)
e incubadas 24 h a 37°C para alcanzar su fase exponencial de crecimiento.

Preparacion de extractos vegetales. 5 ul de los distintos extractos (200 mg/mL)
de C. pareira fueron sembrados en forma de banana en cromatofolios de silica gel GF?*
(Merck) (Figura 4.2.1). La concentracion de extractos fue determinada de manera tal que
se siembre, en ug, una cantidad al menos 50 veces superior a la del antibiotico utilizado
como control de inhibicién del desarrollo bacteriano: 1000 pug. Ademas, se sembraron
como controles negativos de inhibicidn del desarrollo los solventes utilizados (5 uL de
etanol 96°/hexano) y antibidticos, como controles positivos de inhibicion del desarrollo:
gentamicina 4mg/mL para S. aureus, E. coli; Ps. Aeruginosa y K. pneumoniae; ampicilina

100 mg/mL para E. faecalis.

Figura 4.2.1: Siembra de los extractos de C. pareira en placas de silica gel

Preparacion del medio de cultivo (Agar Mueller Hinton-MH). Se preparo6 segun

especificaciones del fabricante (Britania) a una concentracion de 38 g/L calentando a
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ebullicion y agitando para su disolucion. Se esterilizd por calor himedo en autoclave a
121°C durante 15 minutos y se mantuvo a temperatura ambiente hasta su uso.

Etapa 2: Dia 2:

Preparacion del indculo. Con cepas ATCC en fase de crecimiento exponencial se
prepard la suspension en solucion fisioldgica hasta turbidez equivalente a 0,5 de
McFarland (1.5 x 108 UFC/mL).

Acondicionamiento del medio de cultivo. El agar MH fue fundido en microondas
a 70°C y fraccionado en frascos. Luego, a 37°C fue puesto en contacto con el in6culo (0,5
de Mc Farland) recientemente preparado (1%) y agitado en vortex para lograr la
homogenizacion de los mismos.

Siembra. Los cromatofolios sembrados con los distintos extractos y controles de
inhibicion/desarrollo se colocaron en el interior de las placas de Petri estériles. Se vertio
el medio de cultivo homogeneizado con la cepa ATCC sobre los cromatofolios, cuidando
que el medio inoculado quede por encima de los mismos, hasta lograr un espesor de 4

mm de agar (Figura 4.2.2).

Figura 4.2.2: Puesta en contacto de la placa con extractos y medio de cultivo con microorganismo

Etapa de desarrollo del microorganismo en el medio. Las placas de Petri se
incubaron 24 h a 37°C.

Etapa 3: Dia 3

Evaluacion del crecimiento/inhibicion del crecimiento de los microorganismos
por los extractos (actividad antimicrobiana). Las placas se observaron a simple vista y
luego se colorearon con solucién 1% (p/v) de cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTZ) de
reciente preparacion, ya que las sales de tetrazolio son inestables térmica y
luminicamente. Este colorante es un indicador redox utilizado para diferenciar tejidos
metabolicamente activos, indicando la viabilidad de los microorganismos al adquirir
color rojo debido a su reduccion enzimatica a 1,3,5-trifenilformazéan (Figuras 4.2.3 y
4.2.4).
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A:sin TTZ; B: con TTZ. Figura 4.2.4: Coloracién con TTZ
Aquellos extractos que manifestaron actividad antimicrobiana fueron ensayados a

distintas concentraciones para evaluar su comportamiento segun la dosis. Se utilizaron

técnicas de difusion en discos y bioautografia semicuantitativa.

2.2.2 Semicuantificacion de la actividad antimicrobiana

Por difusion en agar (Abadie et al., 2014)

Este método implicé la aplicacion de una cantidad determinada del extracto vegetal
sobre un soporte de discos de papel que, a su vez, colocado sobre la superficie del agar,
que posee distribuido de manera uniforme el in6culo del microorganismo a estudiar. Se
forma por difusion un gradiente de concentracion del supuesto antimicrobiano alrededor
del soporte, generando un halo de inhibicion de crecimiento indicativo de sensibilidad del
microorganismo al extracto vegetal en estudio. ElI didmetro obtenido dependerd de
diversos factores como la sensibilidad del microorganismo, la carga del disco, el espesor
del agar, el pH y la composicion del medio de cultivo, la capacidad de difusion del
compuesto, temperatura, atmdsfera de incubacién, velocidad de duplicacion bacteriana,
tamafo del indculo y fase de crecimiento del microorganismo en estudio (Bauer et al.,
1966).

Para realizar esta técnica, se prepararon soluciones stock 200 mg/mL de extractos
a ensayar. Posteriormente, utilizando papel filtro Whatman N°3 y un perforador
convencional, se confeccionaron los discos de 6 mm de didmetro, que fueron esterilizados

en autoclave. Se prepararon diluciones al medio de las soluciones stock de los extractos

[125]



Evaluacion fitoquimica y biologica (actividades antimicrobiana y alexitérica)
de extractos de Cissampelos pareira

y se cargaron los discos con un volumen tal que la cantidad de extracto contenida en cada
disco fuera de 1000 pg; 500 pg y 250 ug; respectivamente. Los discos se dejaron secar
durante 24 h.

Las cepas fueron repicadas en TSA e incubadas a 37°C por 24 h para obtener
microorganismos en fase de crecimiento exponencial. Luego, se prepararon suspensiones
bacterianas en solucion fisiologica estéril hasta alcanzar 0,5 de McFarland (1.5 x 108
UFC/mL).

Se prepararon placas de Petri con agar MH de 4 mm de espesor y se sembro el
indculo sumergiendo un hisopo estéril en la suspension bacteriana y rotandolo varias
veces presionando firmemente sobre la pared interior del tubo por encima del nivel del
liquido para remover el exceso de indculo. Se inoculd toda la superficie del agar MH,
realizando estrias con el hisopo, en tres direcciones, para asegurar su distribucion

uniforme (Figura 4.2.5).

S
mbra del in6culo

Figurz;4.2.5: Slé

Los discos impregnados con las distintas diluciones de los extractos se colocaron

con la ayuda de una pinza estéril sobre la superficie del agar, presionando suavemente
sobre cada disco para asegurar un contacto completo con la superficie del mismo (Figura
4.2.6). Dentro de los 15 minutos posteriores a la disposicion de los discos, se incubaron

las placas en posicion invertida a 37 °C durante 24 h.

Figura 4.2.6: Placas de Petri + discos con extractos a distintas concentraciones + indculo del

microorganismo

Al cabo de ese tiempo, se procedié a observar las zonas de inhibicién generadas por
cada extracto. El criterio utilizado para determinar la actividad antimicrobiana fue la

presencia o0 ausencia de halos de inhibicion producidos por los extractos frente a los
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microorganismos, sin considerar el tamafo de los mismos, como indicador de grado de

sensibilidad. El ensayo se realiz6 por duplicado.

Por bioautografia

La técnica utilizada se desarrollé como se describio en el apartado 2.2.1 Screening
por bioautografia directa del presente Capitulo, utilizando soluciones stock de los
extractos con actividad antimicrobiana de 200 mg/mL, realizando diluciones seriadas al
medio, sembrando en bananas los extractos de manera tal de que cada siembra contenga
una cantidad igual a 1000 pg; 500 ug y 250 ug, respectivamente.

También se realiz6 un screening de la actividad antimicrobiana de las fracciones
obtenidas a partir de A2 111 PP, para comprobar si la actividad alexitérica del extracto,
comparte también actividad antimicrobiana y, de ser asi, si estas fracciones se encuentran
enriquecidas en los componentes activos. Los extractos/fracciones se sembraron en
banana y se realizé una TLC utilizando fase movil tolueno-acetato de etilo 90:10 (Figura
4.2.7).

A \ F i T R R R Py m Ry R

A: placa con siembra; B: corrida cromatografica; C: placa post corrida luz natural; D: placa post corrida
UV 254 nm; E: placa post corrida UV 365 nm; F: placa con medio de cultivo e inéculo. Figura 4.2.7:

Bioautografia directa de A211l PP y sus fracciones

2.2.3 Métodos cuantitativos de dilucién en caldo (Ramayoni, 2007)
El método de dilucion en caldo se basa en enfrentar distintas concentraciones del
compuesto de interés con un microorganismo, de modo tal de obtener una valoracion

cuantitativa de la capacidad de inhibicién del compuesto frente al microorganismo

[127]



Evaluacion fitoquimica y biologica (actividades antimicrobiana y alexitérica)
de extractos de Cissampelos pareira

prueba. Con esta metodologia se obtuvo la CIM. Este método tiene la ventaja de no
depender de la difusion de los compuestos hacia el medio, como ocurre con los métodos
de difusion.

Los métodos de dilucion pueden ser de macrodilucion en tubo, trabajando con
volimenes en el orden de los mililitros, o bien, la variante de microdilucion en
microplaca, trabajando con volimenes del orden de los microlitros y realizando la lectura

del desarrollo con un lector de microplacas (nefelémetro).

-Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM): Método de
macrodilucion en caldo (Abadie et al., 2014)

CIM: se define como la minima concentracion de antimicrobiano (pug/mL) que inhibe
el crecimiento visible de un microorganismo después de 20 h de incubacion a 37°C. La
determinacion de la CIM se ha establecido como método gold standard frente a otros

métodos que evalUan susceptibilidad antimicrobiana (Andrews, 2001)ara preparar una

suspension bacteriana en solucién salina estéril a una turbidez equivalente al 0,5 de
McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). A continuacion, se hizo una dilucién 1/100 (1,5 x 10°
UFC/mL) transfiriendo 100 pL de la suspension bacteriana a 9,9 mL de caldo MH. Se
prepararon 5 tubos con 1 mL de caldo MH para cada dilucion (tubos del 1 al 5).

Simultaneamente, se preparo la solucion madre de los extractos vegetales a una
concentracion 400 mg/mL utilizando como disolvente una mezcla de etanol-PBS 10:90,
siendo esa la méxima concentracion de etanol que no inhibié el desarrollo microbiano.
Se afladié 1 mL de la solucion madre del extracto vegetal al tubo N° 1 que contenia 1 mL
de caldo MH (concentracion del extracto 200 mg/mL). A partir de este tubo, se prepararon
diluciones dobles seriadas, tomando 1 mL de la solucién del tubo N° 1 y transfiriéndola
al tubo N° 2 (concentracion del extracto 100 mg/mL), después de mezclar bien el
contenido, se transfirio 1 mL al tubo N° 3 (concentracion del extracto 50 mg/mL) y asi
sucesivamente hasta el tubo N° 5, del que se tomo6 1 mL y se descarto.

A cada tubo con extracto vegetal se afiadié 1 mL del indculo de la cepa (1,5 x 10°
UFC/mL), suponiendo un indculo final de 7,5 x 10° UFC/mL vy las concentraciones finales
de los extractos desde 200 mg/mL a 12,5 mg/mL (Tabla 4.2.1). Los tubos fueron
incubados 20 ha 37 °C y luego se observo la presencia de turbidez, que fue indicativo de
crecimiento bacteriano y, por lo tanto, falta de actividad antimicrobiana del extracto. Se

calculd la CIM considerandola como la concentracion correspondiente al tubo con menor
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concentracion de extracto que no produjo desarrollo bacteriano, demostrado por la
ausencia de turbidez.

Tabla 4.2.1: Esquema para determinacién de CIM

Tubo 1 2 3 4 5
Caldo MH 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL
Solucién madre del 1mL - - - -
extracto

Diluciones respectivas - 1mL 1mL 1mL 1mL
Indculo (1 x 10° 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL
UFC/mL)

Concentracion finalde 200 mg/mL 100 mg/mL 50 mg/mL 25mg/mL 12,5 mg/mL
extracto

Concentracion final del 7,5x10° 7,5x10° 7,5x10° 7,5x 10° 7,5 x 10°
inéculo UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL

-Determinacion de la Concentracion Bactericida Minima (CBM) (Abadie et al.,
2014)

CBM: se define como la minima concentracion de antimicrobiano que elimina a mas
del 99,9% de los microorganismos viables después de 24 h de incubacion (Isenberg, 1999;
CLSI, 1999)

A partir de cada uno de los tubos sin desarrollo bacteriano, se inoculdé 0,1 mL en
placas con TSA y con un ansa bacteriologica se estrio su superficie. Las placas se
incubaron 20 h a 37 °C. Finalmente, para determinar la CBM se conto el nimero de
colonias por placa, considerandose dicha CBM como la menor concentracion del extracto
cuyo sub-cultivo produjo un nimero de colonias menor al 0,1% del in6culo original (7,5
x 10° UFC/mL), es decir, un nimero menor a 750 UFC/mL, y como se inoculo la décima
parte de 1 mL (0,1 mL), entonces se considerd la CBM al sub-cultivo que produjo menos

de 75 colonias.

3. Resultados y Discusion
3.1 Actividad antimicrobiana de los extractos de C. pareira
3.1.1 Screening por bioautografia directa

Se llevo a cabo sobre la totalidad de los extractos obtenidos (36 extractos), con el
objeto de realizar un andlisis comparativo de la especie segun factores edafoldgicos,
estacionales y considerando la naturaleza de los metabolitos extraidos con cada solvente

(agua, etanol 96°, hexano) Los resultados se exponen en la Tabla 4.3.1.
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Tabla 4.3.1: Inhibici6n de la actividad antimicrobiana de extractos de C. pareira por bioautografia

Microorganismo Staphylococcus  Escherichia Enterococcus Pseudomona Klebsiella

aureus coli faecalis aeruginosa  pneumoniae
ATCC 25923 25922 29212 27853 700603
Control de - - - - Gentamicin
o Gentamicina Gentamicina  Ampicilina  Gentamicina
inhibicion a
Paso de la Patria
Otofio
acuoso - - - - _
Partes ot
. etandlico - - - - -
aéreas .
hexanico - - - - -
acuoso - - - - -
Raices etandlico (++) - - - R
hexanico (++) - - - -
Primavera
acuoso - - - - -
Partes ot
. etandlico (++) - - - -
aéreas .
hexanico - - - - -
acuoso - - - - -
Raices etandlico (++) - - - R
hexanico (++) - - - -
Verano
acuoso - - - - -
Partes ot
. etandlico ) - - - -
aéreas L
hexanico - - - - -
acuoso - - - - -
Raices etandlico (++) - - - -
hexanico - - - - -
Lomas de Vallejos
Otofio
acuoso - - - - -
Partes etandlico - - - - -
aéreas P
hexanico - - - - -
acuoso - - - - -
Raices etandlico (+) - - - -
hexanico +) - - - -
Primavera
acuoso - - - - -
Partes ot
. etandlico - - - - -
aéreas L.
hexanico - - - - -
acuoso - - - - -
Raices etandlico (++) - - - -
hexanico - - - - -
Verano
acuoso - - - - -
Partes -
X etandlico - - - - -
aéreas L.
hexanico - - - - -
acuoso - - - - -
Raices etandlico - - - - -
hexanico - - - - -

(+) y (++): inhibicion en menor o mayor medida. Indicativo de actividad antimicrobiana; (-) sin

inhibicion. Indicativo de inactividad.

En las Figuras 4.3.1y 4.3.2 se observa el revelado de las placas de Petri con sales
de tetrazolio (TTZ) y los halos de inhibicion producidos por extractos y controles de

inhibicion.
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A: placa sin colorear. B: placa coloreada con TTZ. Zonas sin color: inhibicién de crecimiento del
microorganismo por el extracto ensayado. Control de inhibicion: gentamicina. Figura 4.3.1:

Bioautografia directa de extractos de C. pareira para S. aureus

—

“ - = — - E -~
A: placa sin colorear. B: placa coloreada con TTZ. Zonas sin color: inhibicion de crecimiento del

microorganismo por el extracto ensayado. Control de inhibicidn: gentamicina. Figura 4.3.2:
Bioautografia directa de extractos de C. pareira para Ps. Aeruginosa

La diferencia en la actividad antimicrobiana manifestada por los extractos de C.
pareira ensayados puede deberse a la diversidad de factores que afectan el desarrollo de
esta actividad bioldgica: caracteristicas genéticas propias de la especie en estudio,
factores medioambientales de tipo climaticos (temperatura y humedad ambiente), de
altitud y tipo de suelo, periodo de vida en el que la planta es recolectada (joven o adulta),
tratamiento posterior a su recoleccion y existencia o no de fenotipos particulares de la
especie (Houghton & Raman, 1998). Los extractos de C. pareira s6lo manifestaron
actividad antimicrobiana contra S. aureus ATCC 25923 y ésta actividad mostro una
variacion segun sitio geografico de recoleccion: los extractos de PP fueron mas activos
gue aquellos recolectados en LV, observandose que, por ejemplo, en verano ninguno de
los extractos de LV resultd activo. Ademas, para este sitio de recoleccidn, las raices
presentaron actividad antimicrobiana. Para los extractos obtenidos del material
recolectado en PP, ademas de las raices, las partes aéreas etandlicas de primavera y verano
inhibieron el desarrollo del microorganismo por el método de bioautografia.

Estos resultados coinciden en actividad contra S. aureus con los obtenidos por Njeru
et al. (2014) para extractos metandlicos de raices de material vegetal de Kenya, y lo

obtenidos por George & Pandalai (1949) y Valsaraj et al. (1997) para extractos etandlicos
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de hojas y tallos, aunque estos mostraron, ademas, actividad contra microorganismos
Gram negativos. Los autores de estos trabajos no hacen referencia a la época del afio en
la que fue recolectado el material vegetal, por lo tanto, no resulta posible discutir acerca
de la influencia de la variacion estacional, pero es evidente que el sitio geogréfico de
recoleccion es una fuente de variabilidad en el metabolismo secundario de la especie.
Respecto del material vegetal estudiado en México, los resultados de este trabajo
de tesis son consistentes con los obtenidos por Sanchez-Medina et al. (2001) para la
actividad contra S. aureus Unicamente, aunque los extractos ensayados fueron los
metandlicos de hojas y tallos, mientras que, la mayor actividad encontrada por esta
investigacion resulto en las raices. Se difiere completamente de los resultados de Caceres
et al. (1991) respecto de la tintura elaborada a partir de hojas, corteza y raices de material
de Guatemala, dado que estos no manifestaron actividad in vitro frente a S. aureus.
Debido a que el extracto A2111 PP manifesto actividad antimicrobiana frente a
S. aureus ATCC 25923 y ademas es alexitéricamente activo produciendo por SDS-
PAGE un borramiento total de bandas de veneno, se realizo el screening de la actividad
antimicrobiana de sus fracciones. El objetivo fue evaluar si son los mismos componentes
alexitéricamente activos aquellos que manifestaron actividad antimicrobiana, y si alguna
de las fracciones fue capaz de enriquecerse en componentes con esta actividad biologica.

Los resultados obtenidos se exponen en la Figura 4.3.3 y Tabla 4.3.2

A .// P& ot \\ B/ 7/

A: sin colorear. B: coloreado con TTZ; Microorganismo: S. aureus ATCC 25923. A2: A2llI PP. 1; 2; 3;
4; 5y 6: fracciones de A2111 PP. Figura 4.3.3: Bioautografia directa de las fracciones de C. pareira

posterior a TLC
Como puede observarse en la Figura 4.3.3, ninguna de las fracciones fue capaz de

inhibir el desarrollo del microorganismo ensayado (S. aureus), por lo que puede afirmarse
que las fracciones no fueron enriquecidas en los componentes con actividad
antimicrobiana. Ademas, la actividad del extracto entero podria explicarse como un
sinergismo entre componentes que, al separarse en las fracciones, ya no son capaces de

manifestar esa actividad.
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3.1.2 Semicuantificacion de la actividad antimicrobiana

Por difusion en agar

Se ensayaron los extractos que manifestaron actividad antimicrobiana a distintas
concentraciones, y que ademas manifestaron la mayor actividad alexitérica: A2ll PP y
A2111 PP. Los resultados se exponen en la Tabla 4.3.3.

Tabla 4.3.3: Inhibicidn de la actividad antimicrobiana de extractos de C. pareira por difusion en agar

1000 pg 500 pg 250 pg

A211 PP Sin inhibicién Sin inhibicién Sin inhibicion

A2111 PP Sin inhibicion Sin inhibicién Sin inhibicion

Microorganismo: S. aureus ATCC 25923. A211 PP y A2111 PP: extracto etandlico de partes

aéreas recolectado de la localidad de PP en primavera y verano, respectivamente.

No se observaron zonas de inhibicion del desarrollo bacteriano en los extractos
ensayados (Figura 4.3.4). Este método no resulté util para evaluar la actividad
antimicrobiana de los extractos vegetales, debido a que los componentes que podrian
resultar activos, no fueron capaces de difundir al medio de cultivo desde los discos y por
lo tanto no manifestaron actividad, que si fue verificada utilizando técnicas
bioautograficas.

B
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1: A2111 PP 1000 pug; I1: A2111 PP 500 ug; H1: A2111 PP 250 ug; 1V: A211 PP 1000 pg; V: A211 PP 500
ug; VI: A211 PP 250 ug; Microorganismo: S. aureus ATCC 25923. Figura 4.3.4: Inhibicion de la

actividad antimicrobiana por difusion en agar

Este resultado se contrapone a los obtenidos por Kumar & Sachin, (2013); quienes
identificaron actividad antimicrobiana de extractos de raices (200 y 400 ug) de ejemplares
de India, obtenidos con dimetilsulféxido (DMSQ) contra E. coli; S. aureus; P. aeruginosa
y B. subtilis por este método. Sin embargo, es concordante con los hallazgos de Anesi &

Perez, (1993) quienes no encontraron actividad antimicrobiana por éste método.
Por bioautografia

Se ensayaron por esta técnica, a distintas concentraciones, aquellos extractos que

manifestaron actividad antimicrobiana y, ademas, resultaron activos alexitéricamente. Se
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descartaron los extractos recolectados en otofio de ambos sitios de recoleccion debido a
que los mismos no resultaron ser capaces de inhibir de forma significativa las actividades
in vitro del veneno. ElI mismo criterio se utilizé para descartar los extractos de raices

recolectados de PP en primavera. Los resultados obtenidos se exponen en la Figura 4.3.5

y Tabla 4.3.4.

L
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Microorganismo: S. aureus ATCC 25923. (1): R211 LV 1000; (2): R2I1 LV 500; (3): R2I1 LV 250; (4):
A2l1 PP 1000; (5): A2ll PP 500; (6): A2l PP 250; (7): R2I11 PP 1000; (8): R2I11 PP 500; (9): R211l PP
250; (10): A2111 PP 1000; (11): A2111 PP 500; (12): A2ll1 PP 250; (13): etanol 96°; (14): gentamicina. A:
sin colorear. B: coloreado con TTZ. Fechas rojas: extractos activos. Figura 4.3.5: Inhibicion de la

actividad antimicrobiana por bioautografia.

Tabla 4.3.4: Inhibicion de la actividad antimicrobiana por bioautografia directa.

R211 LV A2ll PP R2111 PP A2l PP
100 ek Sin inhibicion ++ +
500 Sin inhibicion Sin inhibicion Sin inhibicion Sin inhibicion
250 Sin inhibicion Sin inhibicion Sin inhibicion Sin inhibicion

Microorganismo: S. aureus ATCC 25923. (+); (++) y (+++): Indicativo de actividad
antimicrobiana. 1000; 500 y 250 ug de extracto.

Este método brind6 una aproximacion de las concentraciones que resultaron activas
contra el microorganismo ensayado (S. aureus). Asimismo, se verificaron los controles

de inhibicién del desarrollo bacteriano (gentamicina) y de crecimiento (etanol 96°).

3.1.3 Métodos cuantitativos de dilucion en caldo
Determinacion de la CIM por macrodilucién en caldo
Los extractos ensayados semicuantitativamente por bioautografia frente a S. aureus

ATCC 25923 fueron ensayados por dilucién en caldo para hallar la CIM. Los resultados

se exponen en la Tabla 4.3.5y Figura 4.3.6.
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Tabla 4.3.5: Determinacion de CIM por macrodilucién en caldo.

200 mg/mL (A) 100 mg/mL (B) 50 mg/mL (C) 25mg/mL (D) 12,5mg/mL (E)

R2I1 LV (1) Inhibid Inhibi6 Inhibi6 Sin inhibicién  Sin inhibicién
R2111 PP (2) Inhibid Inhibid Inhibid Sin inhibicién  Sin inhibicion
A211 PP (3) Inhibid Inhibi6 Inhibi6 Sin inhibicién  Sin inhibicién
A2111 PP (4) Inhibid Inhibid Inhibid Sin inhibicién  Sin inhibicion
Gentamicina Inhibio

Solvente Sin inhibicidn

Microorganismo: S. aureus ATCC 25923. Control inhibicion: gentamicina; Control crecimiento:
etanol:PBS 10:90. (1); (2); (3); (4); (A); (B); (C); (D) y (E): referencia Figura 4.3.6.

L&D cmAL 2 Epco

3

1: R211 LV; 2: R2111 PP; 3: A21l PP; 4: A2111 PP; A: 200 mg/mL; B: 100 mg/mL; C: 50 mg/mL; D: 25
mg/mL; Microorganismo: S. aureus ATCC 25923. C (-): control inhibicién: Gentamicina; C (+):

control crecimiento: etanol:PBS 10:90. Figura 4.3.6: CIM por macrodilucién en caldo

La CIM para los extractos frente a S. aureus ATCC 25923 fue de 50 mg/mL.

Determinacion de la Concentracion Bactericida Minima (CBM)

Los resultados se exponen en la Tabla 4.3.6 y Figura 4.3.7. Todos los ensayos se

realizaron por duplicado, consignandose como CBM el valor promedio del obtenido.

1: R2Il LV A: 200 mg/mL; B: 100 mg/mL; C: 50 mg/mL; D: 25 mg/mL E 12,5 mg/mL; 2: R21l1 PP; 3:
A2l PP; 4: A2111 PP. Microorganismo: S. aureus ATCC 25923. C (-): control inhibicion: gentamicina;

C (+): control crecimiento (solvente): etanol:PBS 10:90. Figura 4.3.7: CBM de extractos de C. pareira
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Tabla 4.3.6: Determinacion de CBM.

200 mg/mL (A) 100 mg/mL (B) 50 mg/mL (C) 25mg/mL (D) 12,5mg/mL (E)

R2II LV (1) Inhibid Inhibid Inhibid 41 colonias 60 colonias
R2111 PP (2) Inhibi6 Inhibi6 Inhibi6 32 colonias >10°UFC
A211 PP (3) Inhibid Inhibid Inhibio Inhibio >10°UFC
A2111 PP (4) Inhibid Inhibid Inhibio 2 colonias >10°UFC
Gentamicina Inhibid

Solvente >10°UFC

Microorganismo: S. aureus ATCC 25923. Control inhibicion: gentamicina; Control crecimiento:
etanol:PBS 10:90. (1); (2); (3); (4); (A); (B); (C); (D) y (E): referencia Figura 4.3.7.

Por lo tanto, la CBM para los extractos R2111 PP; A211 PPy A2111 PP resulté 25
mg/mL; y para el extracto R211 LV 12,5 mg/mL.

4. Conclusiones

La importancia de los resultados obtenidos radica en el hecho que, ademés de la
sintomatologia local del accidente por serpientes del genero Bothrops y en particular de
B. diporus, una de las complicaciones mas frecuentes asociadas a esta afeccion es la
sobreinfeccion microbiana por distintos microorganismos, entre los que se encuentra S.
aureus (Zufiga-Carrasco & Lozano, 2013; Henao et al., 2005). Por este motivo, y debido
a la creciente resistencia que adquieren los microorgamismos a los antibidticos
comunmente utilizados para tratar este tipo de infecciones, es de suma importancia hallar
compuestos que permitan el eventual desarrollo de nuevos medicamentos herbarios que
constituyan un tratamiento alternativo y efectivo para estas complicaciones locales.

No hay que descartar el hecho que, el mismo veneno de B. diporus posee actividad
citotoxica contra S. aureus (Bustillo et al., 2005) y si bien se ha encontrado a esta bacteria
como uno de los principales agentes responsables de sobreinfecciones locales, esto podria
deberse a que el veneno circulante no tendria actividad local en las complicaciones por
infeccion.

Por otra parte, es muy importante la caracterizacion de la actividad antimicrobiana
de los distintos extractos de C. pareira autdctonos, ya que esta actividad biolégica no

resultd coincidente con la descripta en otras regiones del mundo en especificidad respecto
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a microorganismos (solo activos contra S. aureus), en drgano activo (extracto etanolico
de hojas y raices), en sitio de colecta (PP/LV) y estado vegetativo (primavera/verano).

Teniendo en cuenta que el extracto mas activo como alexitérico fue A2111 PP y que
se podria utilizar como tratamiento local en forma de gel segun se ha demostrado en el
Capitulo I11b: Actividad Alexitérica. Citotoxicidad y ensayos in vivo, puede afirmarse
que, si se utiliza el extracto entero y no la fraccién F6 en su preparacion, también podria
resultar Util como inhibidor de la sobreinfeccién por S. aureus en la zona de la herida.
Aun cuando se haya detectado mayor actividad antimicrobiana en el extracto R211 LV,
la actividad alexitérica de este Ultimo no tiene nivel de comparacion con la obtenida para
A2111 PP.

5. Referencias Bibliogréaficas

Abadie, R.; Medina, R.; Ruiz, L., Tresierra-Ayala, A. (2014). Actividad antibacteriana de extractos
vegetales frente a cepas intrahospitalarias, lquitos-Perd-. Revista ECI Perd, 11, 31-38.

Alzamora, L.; Morales, L.; Armas, L.; Fernandez, G. (2001). Medicina Tradicional en el Per(: actividad
antimicrobiana in vitro de los aceites esenciales extraidos de algunas plantas aromaticas. Revista
Peruana de Biologia, 62, 156-161.

Andrews, J. (2001). Determination of minimum inhibitory concentrations. Journal of Antimicrobial
Chemotherapy, 48, 5-16.

Anesi, C.; Pérez, C. (1993). Screening of plants used in Argentine folk medicine for antimicrobial activity.
Journal of Ethnopharmacology, 39, 119-128.

Afanca, E. (2009). TESIS: Efecto antibacteriano in vitro del extracto acuoso de vainas de Caesalpinia
spinosa (tara) en cepas de Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes. Universidad Nacional
Jorge Basadre Grohmann. Facultad de Farmacia y Biogquimica, Peru.

Arroyo, O.; Rojas, G.; Gutiérrez J. (1999) Envenenamiento por mordeduras de serpiente en Costa Rica en
1996: epidemiologia y consideraciones clinicas. Acta Médica Costarricense, 41, 23-29.

Avila, L.; Baquero, E.; Vifia, A.; Murillo, E. (2006). Actividad antibacteriana de Diplostephium Tolimense
Cuatrec. (Asteraceae) frente a Staphylococcus aureus. Vitae [en linea], 13, 2- 93

Avila-Agiiero, M. (1999). Nuevos conceptos en el manejo de los pacientes pediatricos mordidos por
serpientes venenosas. Acta Pediatrica Costarricense, 13, 107-109.

Ayerbe, S. (2001). Tratamiento del Ofidismo en el Departamento de Cauca, Colombia. Revista de la
Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad de Cauca, 3, 20-26.

Bauer, A.; Kirby, W.; Sherris, J.; Turck, M. (1966) Antibiotic susceptibility by standardized single disk
method. American Journal of Clinical Pathology, 45, 493-496.

Bolafios R. (1983). Las serpientes venenosas de Centroamérica y el problema del ofidismo. Segunda parte.
Recursos terapéuticos y tratamiento. Revista Costarricense de Ciencias Médicas, 4,17-26.

Bolafios R. (1984) Serpientes venenos y ofidismo en Centroamérica. San José. Editorial Universidad de
Costa Rica.

[137]



Evaluacion fitoquimica y biologica (actividades antimicrobiana y alexitérica)
de extractos de Cissampelos pareira

Brooks, G.; Carroll, K.; Butel, J.; Morse, S. (2007). Jawetz, Melnick & Adelberg's Medical Microbiology.
24th ed. McGraw Hill. 307-312.

Bustillo, S.; Leiva, L.; Merino, L.; Acosta, O.; Bal de Kier Joffé, E.; Gorodner, J. (2008). Antimicrobial
activity of Bothrops alternatus venom from the Northeast of Argentine. Revista Latinoamericana
de Microbiologia, 50, 79-82.

Bustillo, S.; Merino, L.; Leiva, L.; Bal de Kier Joffé, E.; Gorodner, J. (2005). Actividad Bactericida del
veneno de Bothrops alternatus del Nordeste de Argentina. Comunicaciones Cientifocas y
Tecnolégicas. Resumen M-009

Céceres, A. (1991). Plants used in Guatemala for the treatment of dermatophytic infections. Screening for
antimicotic activity of 44 plant extracts. Journal of Ethnopharmacology, 31, 263-276.

Christen, P.; Cuendet, M. (2012). Plants as a source of therapeutic and health products. Chimia, 66, 320-
323.

Cleidson, V.; Machado de Souza, S.; Sménia, E.; Smania, A. (2007). Screening methods to determine
antibacterial activity of natural products. Brazilian Journal of Microbiology, 38, 369-380.

CLSI (1999). Methods for determining bactericidal activity of antimicrobial agents; Approved Guidline.
CLSI document M26-A. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.

Costa, J.; De Siqueierra, F. (2002). Animais Peconhentos No Brasil. Biologia, Clinica y Terapéutica del
Accidente. Ed. Sarvier FASPEP, Sao Paulo.

Cowan, M. (1999) Plant products as antimicrobial agents. Clinical Microbiology Reviews, 12(4), 564-582.

Croce, G.; Barrero, C. (1973). Antimicrobial activity in the skin secretions of Bombina variegate pachypus.
Toxicon, 11, 99-105.

Gatti, E.; Stanchi, G.; Arias, R.; Grisolia, C.; Martino, G. (1999). Estudio de la actividad antibidtica del
veneno de serpiente Bothrops (Ophidia: Viperidae: Crotalinae). Avances en Ciencias Veterinarias,
13, 25-29.

George, M.; Pandalai, K. (1949). Investigation of plants antibiotics. Indian Journal of Medical Research,
37, 169-181.

Goldstein, E.; Citron, D.; Gonzélez, H.; Russell, F.; Finglod, S. (1981). Bacteriology of rattle snake venom
and implication in therapy. Journal of Infectious Diseases, 140, 818-821.

Goldstein, E.; Citron, D.; Wield, B.; Blachmant, U.; Sutter, V.; Miller, T.; Finegold, S. (1978). Bacteriology
of Human and Animal Bite Wounds. Journal of Clinical Microbiology, 8, 667-672.

Grisolia C., Stanchi N.O., Francini F., Castro E. (1996) Actividad de los Centros Antiponzofiosos. Primeros
20 afios: 1975 - 1995. Ministerio de Salud, Provincia de Buenos Aires.

Gutiérrez J. (2007). Comunicacién personal.

Heinrich, M.; Rimpler, H.; Barrera, N. (1992). Parasitological and microbiological evaluation of Mixe
Indian Medicinal Plants (Mexico). Journal of Ethnopharmacology, 36, 66-80.

Henao, E.; Latorre, J.; Mufioz, C.; Caldas, L.; Delgado, S.; Ayerbe, S. (2005). Caracterizacion de la flora
bacteriana patégena, presente en la cavidad bucal de viboras en el serpentario del Museo de Historia
Natural de la Universidad del Cauca. Revista de la Facultad de Ciencias de la Salud Universidad
del Cauca, 7, 23-29.

[138]



Capitulo 4
Actividad Antimicrobiana

Horvath, G.; Szabd, L.; Lemberkovics, E.; Botz, L.; Kocsis, B. (2004). Characterization and TLC-
Bioautographic Detection of Essential Oils from Some Thymus Taxa. Determination of the activity
of the oils and their components against plant pathogenic bacteria. Journal of Planar
Chromatography, 17, 300-304.

Houghton, P.; Raman, A. (1998). Laboratory Handbook for the Fractionation of Natural Extracts. Springer,
us.

Huamani-Achata, M.; Ruiz Quiroz, J. (2005). Tesis: Determinacion de la actividad antiflngica contra
Candida albicans y Aspergillus niger de 10 plantas medicinales de 3 departamentos del Perd.
UNMSM. Escuela Academica Profesional de Farmacia y Bioquimica, Perd.

Instituto Clodomiro Picado. (2009). El envenenamiento por mordedura de serpiente en Centroamérica.
Facultad de Microbiologia, Universidad de Costa Rica. Servicios de Informacidn, Vicerrectoria de
Accidn Social.

Isenberg, D. (1999) Tests to Assess Bactericidal Activity. Antimicrobial Susceptibility Testing Clinical
Microbiology Procedures Handbook. ASM, 5, 1-14.

Izidoro, L.; Ribeiro, M.; Souza, G.; Sant’Ana, C.; Hamaguchi, A.; Homsi-Brandeburgo, M.; Goulart, L.;
Beleboni, R.; Nomizo, A.; Sampaio, S.; Soares, A.; Rodrigues, V. (2006). Biochemical and
functional characterization of an L-aminoacid oxidase isolated from Bothrops pirajai snake venom.
Bioorganic & Medicinal Chemistry, 14, 7034-7043.

Jorge, M.; Mendoca, J.; Ribero, L.; Silva, M.; Kusano, E.; Santos, C. (1990). Flora bacteriana de cavidade
oral, presas e veneno de Bothrops jararaca: possivel fonte de infeccdo no local da picada. Revista
do Instituto de Medicina Tropical, 32, 6-10.

Kumar, C.; Sachin, J. (2013). Extraction and isolation of bioactive compounds from Ficus racemose Bark
and Cissampelos pareira root by chromatographic techniques. International Journal of
Pharmaceutical Sciences and Research, 20, 101-106.

Lazo, F.; Mélaga, O.; Yarlequé, A.; Severino, R.; Gutiérrez, S. (2007). Actividad antimicrobiana de una
flavoproteina aislada del veneno de la serpiente peruana Bothrops atrox (“jergén”). Revista de la
Sociedad Quimica de Peru, 73, 197-207.

Lomonte, B.; Angulo, Y.; Rufini, S.; Cho, W.; Giglio, J.; Ohno, M.; Daniele, J.; Geoghegan, P.; Gutierrez,
J. (1999). Comparative study of the cytolytic activity of myotoxic phospholipases A2 on mouse
endothelial (tEnd) and skeletal muscle (C2C12) cells in vitro. Toxicon, 37, 145-158.

Mader, J.; Calhoun, J. (1996). Bone, joint, and necrotizing soft tissue infections. In: Baron's Medical
Microbiology. 4th Ed. University of Texas Medical Branch.

Manrique-Chicoma, H. (2000) Ofidismo: Mddulo Técnico. Serie Documentos Monograficos. Ministerio
de Salud, Lima, Per0.

Mathur, S.; Hoskins, C. (2017). Drug development: Lessons from nature (Review). Biomedical Reports, 6,
612-614.

Mazzi, M.; Marcussi, S.; Carlos, G.; Stabeli, R.; Franco, J.; Ticli, F.; Cintra, A.; Franca, S.; Soares, A;;
Sampaio S. (2004). A new hemorrhagic metalloprotease from Bothrops jararacussu snake venom:

isolation and biochemical characterization. Toxicon, 44, 215-223.

[139]



Evaluacion fitoquimica y biologica (actividades antimicrobiana y alexitérica)
de extractos de Cissampelos pareira

Mackessy, S. (2010). Handbook of venoms and toxins of reptiles. Taylor & Francis Group, LLC, Boca
Raton, Florida.

Mufioz-Porras, A.; Ovares-Arroyos, C. (2010) Antibioticoterapia en el accidente ofidico: evidencia actual.
Revista Médica de Costa Rica y Centroamerica, 593, 251-254.

Murray, P.; Rosenthal, K.; Pfaller M. (2009). Clostridium. Microbiologia Médica. Elsevier-Mosby 6ta Ed.
Espafia.377-389.

Muthuselvam, D. (2016). Antibacterial activity of Cissampelos pareira Linn against certain bacterial
strains. World Journal of Pharmaceutical Research, 5, 1439-1444,

Nishioka, S.; Jorge, M.; Silveira, P.; Ribeiro, L. (2000). South American rattlesnake bite and soft-tissue
infection: report of a case. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, 33(4), 401-402.

Njeru S.; Obonyo, M.; Onsarigo, S.; Ngari, S. (2015). Bioactivity of Cissampelos pareira medicinal plant
against Mycobacterium tuberculosis. Journal of Pharmacognosy and Phytochemistry. 3,167-173.

Njeru, S.; Musa, R.; Mwaniki, S.; Oduor, P. (2014). Screening for antimicrobial activity of Cissampelos
pareira L. methanol root extract. European Journal of Medicinal Plants. 4, 45-51.

OMS. (2000) Pautas generales para las metodologias de investigacién y evaluacion de la medicina
tradicional. WHO/EDM/TRM 2000.1.

OMS. (2002) Estrategia de la OMS sobre medicina tradicional 2002-2005. Ginebra. Programa de Medicina
Tradicional. Disponible en: WHO/EDM/TRM/2002.1.

OMS. (2007) Informe del taller interregional de la OMS sobre el uso de medicina tradicional en la atencion
primaria de salud. Disponible en:
http://apps.who.int/medicinedocs/documents/s16202s/s16202s.pdf

Otero, R.; Gutiérrez, J.; Mesa, M.; Duque, E.; Rodriguez, O.; Arango, J.; Gémez, F.; Toro, A.; Cano, F.;
Rodriguez, L.; Caro, E.; Martinez, J.; Cornejo, W.; Gomez, L; Uribe, F.; Cérdenas, L.; Nufiez, V;
Diaz, A. (2002) Complication of Bothrops, Porthidium and Bothriechis Snakebites in Colombia. A
Clinical and Epidemiology estudy of 39 cases attended in a University hospital. Toxicon, 40, 1107-
114,

Paramo, L.; Lomonte, B.; Pizarro-Cerda, J.; Bengoechea, J.; Gorvel, J.; Moreno, E. (1998). Bactericidal
activity of Lys49 and Asp49 myotoxic phospholipases A2 from Bothrops asper snake venom.
Synthetic Lys49 myotoxin I1-(115-129)-peptide identifies its bactericidal region. European Journal
of Biochemistry, 253, 452-461.

Pineda, D.; Ghotme, K.; Aldeco, M.; Montoya, P. (2002). Accidentes ofidicos en Yopal y Leticia,
Colombia, 1996-1997. Biomedica, 22, 14-21.

Podschun, R.; Ullmann, U. (1998). Klebsiella spp. as nosocomial pathogens: epidemiology, taxonomy,
typing methods, and pathogenicity factors. Clinical Microbiology Reviews, 11, 589-603.

Ramayoni, C. (2007). Estudio de la actividad antimicrobiana de extractos naturales y acidos organicos.
Posible alternativa a los antibidticos promotores de crecimiento. Tesis Doctoral. Universidad
Auténoma de Barcelona.

Ramirez, |.; Carabot, A.; Meléndez, P.; Carmona, J. (2003) Cissampeloflavone, a chalcone-flavone dimer
from Cissampelos pareira L. Phytochemistry, 64, 1421-1428.

[140]



Capitulo 4
Actividad Antimicrobiana

Roberto, P.; Kashima, S.; Marcussi, S.; Pereira, J.; Astol-Filho, S.; Nomizo, A.; Giglio, J.; Fontes, M;
Soares, A.; Franga, S. (2004). Cloning and ldentification of a complete cDNA coding for a
bactericidal and antitumoral acidic phospholipase A2 from Bothrops jararacussu venom. Protein
Journal, 23, 273-285.

Rodriguez, R.; Morales, M.; Verde, M.; Oranday, A.; Rivas, C.; NUfiez, M.; Gonzélez, G.; Trevifio, J.
(2010) Actividad antibacteriana y antifingica de las especies Ariocarpus kotschoubeyanus
(Lemaire) y Ariocarpus retusus (Scheidweiler) (Cactaceae). Revista Mexicana de Ciencias
Farmacéuticas, 41, 55-59.

Rodriguez, V.; Marcussi, S.; Cambraiab, R.; Aradjob, A.; Malta-Netob, N.; Hamaguchia, A.; Ferroc, E.;
Homsi-Brandeburgoa, M.; Gigliod, J.; Soares, A. (2004). Bactericidal and neurotoxic activities of
two myotoxic phospholipases A2 from Bothrops neuwiedi pauloensis snake venom. Toxicon, 44,
305-314.

Rojas, G.; Gutiérrez, J.; Aymerich, R. (2001). El envenenamiento ofidico en Centroamérica: Fisiopatologia
y tratamiento. Instituto Clodomiro Picado, San José. Costa Rica.

Ryan, K.; Ray C. (2004). Sherris Medical Microbiology. 4th Ed. McGraw Hill. New York, United States.

Sanchez-Medina, A.; Garcia-Sosa, K.; May-Pat, F.; Pefia-Rodriguez, M. (2001). Evaluation of biological
activity of crude extracts from plants used in Yucatecan traditional medicine Part I. antioxidant,
antimicrobial and B-glucosidase inhibition activities. Phytomedicine, 8, 144-151.

Santamaria, C.; Larios, S.; Quiro’s, S.; Pizarro-Cerda, J.; Gorvel, J. (2004). Bactericidal and antiendotoxic
properties of short cationic peptides derived from a snake venom Lys49 Phospholipase A2.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 49, 1340-1345.

Saravia-Otten, P. (2004). Studies on fibrinectin binding proteins, proteases, and virulence in
Staphylococcus aureus. Tesis de Doctorado. Instituto Karolinska. Estocolmo, Suecia.

Singh, V.; Banyal, H. (2011). Antimalarial effect of Tinospora cordifolia (Willd.) Hook.f. & Thoms and
Cissampelos pareira L. on Plasmodium berghei, 101, 1356-1358.

Soares, A.; Guerra-Sa, R.; Borja-Oliveira, C.; Rodrigues, V.; Rodrigues-Simioni, L.; Rodrigues, V.; Fontes,
M.; Lomonte, B. (2000). Structural and functional characterization of BnSP-7, a Lys49 myotoxic
phospholipase A2 homologue from Bothrops neuwiedi pauloensis venom. Archives of Biochemistry
and Biophysics, 378, 201-209.

Soares, A.; Mancin, A.; Cecchini, A.; Arantes, E.; Franca, S.; Gutiérrez, J.; Giglio, J. (2001). Effects of
chemical modifications of crotoxin B, the phospholipase A2 subunit of crotoxin from Crotalus
durissus terrificus snake venom, on its enzymatic and pharmacological activities. International
Journal of Biochemistry & Cell Biology, 33, 877-888.

Soares, A.; Ticli, F.; Marcussia, S.; Lourenco, M.; Januario, A.; Sampaio, S.; Giglio, J.; Lomonte, B.;
Pereira, P.S. (2005). Medicinal plants with inhibitory properties against snake venoms. Current
Medicinal Chemistry, 12, 2625-2641.

Spencer, C., Koniuszy, F.; Rogers, E.; Shavel J. (1947). Survey of plants for antimalarial activity. Llodya,
10, 145-174.

[141]



Evaluacion fitoquimica y biologica (actividades antimicrobiana y alexitérica)
de extractos de Cissampelos pareira

Stabeli, R.; Marcussi, S.; Guilherme, B.; Rosemeire, C.; Pietro, H. (2004). Platelet aggregation and
antibacterial effects of an L-amino acid oxidase purified from Bothrops alternatus snake venom.
Bioorganic & Medicinal Chemistry, 12, 2881-2886.

Tagwireyi, D.; Ball, D.; Nhachi, C. (2001) Routine prophylactic antibiotic use in the management of
snakebite. BMC Clinical Pharmacoly, 1, 4-10.

Theakston, R.; Phillips, R.; Looareesuwan, S.; Echeverria P.; Makin, T.; Warrell, D. (1990). Bacteriological
studies of the venom and mouth cavities of wild Malayan pit vipers. Transactions of the Royal
Society of Tropical Medicine and Hygiene, 84, 875-879.

Valsaraj, R.; Pushpangadan, P.; Smitt, U.; Adsersen, A.; Nyman, U. (1997). Antimicrobial screening of
selected medicinal plants from India. Journal of Ethnopharmacology, 58, 75-83.

Wade, D. (1992). Antibacterial peptides designed as analogs or hybrids of cecropyns and mellitin.
International Journal of Peptide and Protein Research, 40, 429-436.

Wen, L.; Haddad, M.; Fernandez, I.; Espinoza, G.; Ruiz, C.; Neyra, E.; Bustamante, B.; Rojas, R. (2011)
Actividad antifingica de cuatro plantas usadas en la medicina tradicional peruana: aislamiento de
3'-formil-2',4',6'-trihidroxidihidrochalcona, principio activo de Psidium acutangulum. Revista de la
Sociedad Quimica del Perd, 77, 199-204.

Zacchino, S; Gupta, M. (2007). Manual de técnicas in vitro para la deteccion de compuestos antiflingicos.
Ed. Corpus, Buenos Aires.

Zavaleta Martinez-Vargas, A. (2004). Mordedura de serpiente (Ofidismo): un problema de salud en el Perd.
Revista Médica Herediana, 15, 61-63.

ZUfiga-Carrasco, |.; Lozano, J. (2013). Aspectos clinicos y epidemiol6gicos de la mordedura de serpientes
en México. Evidencia Médica e Investigacion en Salud, 6, 125-136.

[142]



CAPITULO 5:

Quimica

Después de todo ¢qué es un cientifico entonces? Es un Hombre curioso que mira a
traves del ojo de una cerradura, la cerradura de la naturaleza, tratando de saber qué es
lo que sucede.-

Jacques Yves Cousteau






Capitulo 5
Quimica
1. Introduccién
En los Gltimos afios, se ha observado a nivel mundial un renovado interés por la
obtencion de compuestos biolégicamente activos de origen natural debido a su baja o nula
toxicidad; su bio-degradabilidad; su disponibilidad a partir de fuentes renovables y su
bajo costo (Yuan et al., 2016). Se define como metabolismo a la totalidad de los cambios
quimicos que ocurren en las células vivas y que involucran construccion y degradacién
de compuestos quimicos.
Los metabolitos de las plantas son compuestos quimicos sintetizados por las
mismas que le permiten realizar sus diferentes funciones. Segun la importancia que

tengan en el metabolismo celular pueden ser primarios o secundarios (Guy et al., 2008).

Los metabolitos primarios estan universalmente distribuidos, son esenciales para el
funcionamiento de las plantas e intervienen en forma directa en su supervivencia,
crecimiento y reproduccion. Son lipidos; acidos carboxilicos del ciclo del acido citrico;
aminodacidos que forman proteinas; hidratos de carbono simples y polimeros como celulosa
y almidon. Los materiales de partida son siempre CO2, H,O y NHs.

Los metabolitos secundarios son, en cambio, de estructura relativamente compleja y
distribucién mas restringida, caracteristica de cada planta. No son indispensables para el
funcionamiento celular, pero cumplen otras funciones especificas: actian como mecanismo
de defensa, agentes polinizadores, sustancias de reserva, cicatrizantes para sus propias
heridas y son éstos, generalmente, los responsables de la accion terapéutica de las mismas.
Su presencia esta determinada por factores como suelo, condiciones climaticas, estacion del
afio, momento del dia, presencia de microorganismos, entre otros. Algunos de los
metabolitos secundarios con reconocida accion terapéutica son: alcaloides, taninos,
esteroides, terpenos, saponinas, quinonas y compuestos fenolicos (Lock, 1988; Valencia-
Ortiz, 1995; Keurentjes, 2009)

Esto determina que los procesos y productos del metabolismo primario sean
similares en la mayoria de los organismos, mientras que los correspondientes al
metabolismo secundario sean mas especificos (Figura 5.1.1). Los pasos biosintéticos,
sustratos y productos finales son caracteristicos de las familias, géneros y especies. Las
especies que son cercanas taxonomicamente presentan mayores semejanzas (y

metabolitos), mientras que las distantes presentan mayores diferencias.
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Figura 5.1.1: Metabolismo primario vs secundario

Como se observa en la Figura 5.1.2, la biosintesis de los productos naturales ocurre
por rutas y pasos quimicamente razonables a partir de los metabolitos primarios. Conocer
estas secuencias biosintéticas permite comprender las relaciones entre los diferentes
organismos (simbiosis, interacciones planta-insecto, entre otras): un mayor
entendimiento de la biologia vegetal, la ecologia y la biodiversidad.
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Cuadros claros: metabolitos primarios; Cuadros oscuros: metabolitos secundarios. Fuente: Wink,
(2010). Figura 5.1.2: Vias metabdlicas
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En definitiva, la importancia de conocer las rutas biosintéticas permite relacionar

que: Gendmica + Protedmica + Biosintesis = Metaboldémica (Figura 5.1.3).

Esquema de la jerarquia 6mica:

@ VAV
@ - genoémica
Wy \| transcriptomica
e /\,/@ ,’\’\_ protedmica
Transcriptome mRNA 0\,\_ [ EN metabolomica
g ¢—-\\‘,—’
Proteome proteins: =
ol g ol o
’ El flujo general de la informacion se da
desde los genes hacia la transcripcion de
m {04 «b.'g?,'::o las proteinas para generar la
Metabolome metabolites: %, C 15.%».- metaboloma y provocar la funcion
N A . % correspondiente (o fenotipo).
% .ﬁﬁﬁ:‘; 4 A su vez, las flechas verticales indican
interacciones que regulan las respectivas
@ expresiones omicas

Function

Figura 5.1.3: Relacion entre las “6micas”. Fuente: CISN - The OMICS Revolution and Beyond —

Metabolomics. (cisncancer.org). Consultado marzo 2019

Globalmente las plantas producen méas de 100.000 metabolitos secundarios que
pueden dividirse en dos grandes grupos (Dixon, 2001):

-fitoanticipinas: presentes en forma constitutiva en las plantas, y

-fitoalexinas: se producen como respuesta a la invasion microbiana.

Aun asi, la diferencia entre unas y otras no se encuentra bien definida ya que existen
compuestos que son fitoanticipinas en unas plantas y fitoalexinas en otras. En el caso de
que un metabolito constitutivo se produzca en grandes cantidades luego del ataque
microbiano, su condicion de fitoalexina dependera de si sus concentraciones constitutivas
resultan suficientes para combatir a dicho agente infeccioso.

Ya se ha desarrollado en capitulos anteriores la importancia de las plantas
medicinales, particularmente las alexitéricas y su sistemética de estudio. En este sentido,
siendo el objetivo de este trabajo lograr una aproximacién al desarrollo de un posible
fitofarmaco, es necesario conocer la quimica de los compuestos alexitéricos y su
mecanismo de accion.

Con este fin, a continuacion, se describen los metabolitos secundarios presentes en
especies vegetales reconocidas como alexitéricas, y que son capaces de interactuar con
los target macromoleculares de manera tal de inhibir los venenos. Estos compuestos se

pueden agrupar en familias quimicas que se exponen en la Tabla 5.1.1 (Zografos, 2016).
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Tabla 5.1.1: Metabolitos secundarios. Familias quimicas. Fuente: Zografos, 2016

Biogénesis Intermediario Estructuras representativas
Acetogeninas (NnxCz)  acetil CoA lipidos, macrilidos, fenoles
acido mevalénico, fosfato de monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,

Terpenoides (NxCs) o . ) )
metil eritritol triterpenos, esteroides, carotenides

o acido shikimico, acido ) ) .
Shikimatos o fenilpropanoides, fenoles, flavonoides
prefénico
Alcaloides alifaticos lisina, ornitina alcaloides alifaticos

Alcaloides arématicos fenilalanina, tirosina, triptofano  alcaloides aromaticos

1.1 Quimica de las plantas alexitéricas. Principales familias de compuestos activos
1.1.1 Compuestos fendlicos

Con el término de compuestos fendlicos se define un grupo grande y diverso de
compuestos quimicos que se pueden clasificar de diferentes formas. Por ejemplo,
Harborne & Simmonds (1964) los clasificaron en grupos segun el nimero de carbonos

presentes en la molécula como se muestra a continuacion (Tabla 5.1.2).

Tabla 5.1.2: Clasificacion de compuestos fenélicos

Estructura Grupo de fenoles Estructura Grupo de fenoles
C6 Fenoles simples Antocianidinas
Acidos fendlicos y compuestos C15 L
C6-C1 Antocianinas

relacionados

Acetofenonas y &cidos

C6-C2 o C30 Biflavonilos
fenilacéticos
Acidos cindmicos, aldehidos Benzofenons, xantonas,
o o C6-C1-C6, C6-C2-C6 .
cindmicos, cinamil alcoholes estilbenos
C6-C3 i i i
Cumarinas, isocumarinas y .
C6, C10, C14 Quinonas
cromonas
Chalconas, auronas, o
o C18 Betacianinas
dihidrochalconas
Cls Flavanos Lignanos, neolignanos Dimeros u oligémeros
Flavonas Lignina Polimeros
Flavanonas Taninos Oligémeros o polimeros
Flavanonols Flobafenos Polimeros

Los compuestos fendlicos comprenden aproximadamente 8.000 compuestos, con
uno o mas grupos hidréxidos, incluyendo derivados funcionales (entre ellos ésteres, metil
ésteres y glicosidos). Su origen es el mundo vegetal y estan presentes en el reino animal

por ingestion de éstos (Tsimidou, 1998). La naturaleza de los polifenoles varia desde
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moléculas simples, como los &cidos fendlicos, hasta compuestos altamente
polimerizados, como los taninos. La forma més comun de encontrarlo en la naturaleza es
en forma de glicosidos, siendo solubles en agua y solventes organicos. También pueden
encontrarse unidos a &cidos carboxilicos, aminas, lipidos y a otros compuestos fenélicos
(Bravo, 1998) (Figura 5.1.13)

Compuestos Fenolicos

Benzoi Fonilacsti Cinimi

SANCAIv A

i p . i Lignanos Tzninos :
X.l::unﬂs Estilbenos Fl hich " Liznanos
CeCy-C GGG (Tl CeCl (Ce-Cade

Polimero Bolimeny

hateroganso sromitico

{;ctdos Endlicos altamente
entracuzade

st:np1=-s)

Figura 5.1.13: Compuestos Fenolicos

Los fenoles simples pueden unirse a proteinas por uniones puente hidrogeno o
uniones covalentes mucho mas fuertes, ocupando sitios de union criticos. En plantas,
estan practicamente siempre en forma conjugada. Por otra parte, los fenoles son sustratos
de las fenolasas, transfromandose en quinonas que pueden unirse a proteinas con uniones
covalentes. Estructuras como el catecol son particularmente propensas a formar
qguinonas que condensan con proteinas resultando una co-polimerizacion. Son
importantes constituyentes de las plantas alexiteras y se pueden dividir para el estudio en:

v" Acidos hidroxibenzoicos y sus éteres metilicos: muy activos, el acido 2,4-
dihidroxibenzoico (Figura 5.1.4) con 83% de proteccion; el &cido 3,4-dihidroxibenzoico
0 acido protocatecuico (Figura 5.1.4) presentes en Cryptolepis sinensis (Lour.) Mer.,
Fagopyrum cymosum (Trevir.) Meisn., Allium cepa L. y Polygonum bistorta L.; con un
80% (LOpez-Saez & Pérez-Soto, 2009; Mors et al., 2000). El derivado 4-O-metil éster,
es un factor neutralizante de Hemidesmus indicus (L.) R.Br. ex Schult., especie utilizada

como contrayerba. Se ha aislado también un factor del extracto metandlico de la raiz
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denominado HI-RVIF (HI de Hemidesmus indicus, RVIF de factor inhibidor de veneno
de V. russelli) que in vitro (50 mg) inhibe 10 DL50, 5 dosis hemorragicas minimas, 20
dosis coagulantes, y 10 dosis anticoagulantes; in vivo inhibe significativamente 3 DL50,
2 dosis hemorrégicas y 2 dosis anticoagulantes en ratones (Alam, 1998). El éster metilico
correspondiente de algunas especies de Primula L: (glicésido primverdsido) es un
conocido antiveneno en la India con considerable actividad antiinflamatoria, el 2-
hidroxi-4-metoxi benzaldehido es un potente inhibidor de la tirosinasa (polifenol
oxidasa) con gran poder quelante (Mors et al., 2000).

A COOH B COOH C 1o COOH
HO” : :OH HO C:

OH
OH

Figura 5.1.4: A: acido 2,4 dihidroxibenzoico; B: acido protocatecuico; C: acido gentisico

Otros como vainillina (Marsdenia condurango Rchb. F.) y su dimetil éter
(Eryngium L: sp.) son utilizados como antiveneno (Dhananjaya et al., 2006). Lo mismo
ocurre con el &cido gentisico (Figura 5.1.4) (Gentiana lutea L.), el aldehido
correspondiente al acido protocatecuico (Perilla ternata L.), el monometil éter del acido
2,6-dihidroxibenzoico (Gloriosa superba L.) y el acido anisico (Ruta montana (L.) L.).
Sin embargo, el acido p-hidroxibenzoico es inactivo (Mors et al., 2000).

v Acidos cinamicos y derivados: los acidos cafeico y clorogénico (Torres et al.,
2014) (Figura 5.1.5) se unen a proteinas, provocando un cambio conformacional. El
acido cafeico es muy activo dada su propiedad de ser quelante (derivado de catecol) y su
facil oxidacion a quinona por fenolasas. Entre sus actividades es un fuerte inhibidor de
la lipoxigenasa y antihepatotdxico. Se encuentra en especies como Polygonum L.,
Prestonia coalita R. Br., Strychnos nux-vomica L., Taraxacum officinale (L.) Weber ex
F. H. Wigg. Prim. Fl. Holsat., entre otras; también se encuentra junto al acido ferualico
(Figura 5.1.5) en especies de pinos como Pinus sylvestris L. utilizados en forma externa
como antiveneno. El &cido isoferulico también esta presente en plantas alexiteras
(Cimicifuga racemosa (Nutt.) L.), verbascésido (Buddleja Franch. y Forsythia Vahl),
acido rosmarinico (Figura 5.1.5) (especies de Perilla L.); ésteres del acido cafeico se
identificaron en especies de Merremia Dennst. ex Endl. y son utilizados como antidotos.
El cafeato de miricerona (acido cafeico esterificado con triterpeno) en Myrica cerifera
L. muestra un antagonismo selectivo por el receptor de endotelina, causando la ruptura
de la union endotelina-membrana; algunos oligdbmeros del acido cafeico (Berkley

spekeana y Echinops amplexicaulis L.) son antidotos por via oral y parenteral. Se ha

[149]


https://es.wikipedia.org/wiki/Rchb.f.
https://es.wikipedia.org/wiki/Dennst.
https://es.wikipedia.org/wiki/Endl.

Capitulo 5
Quimica
demostrado que el éster etilico del &cido cafeico es un ligando competitivo de los
receptores de benzodiacepinas.

El acido clorogénico es inhibidor de la lipoxigenasa lo que confiere su actividad
antiinflamatoria y antihepatotoxica. Se encuentra en muchas plantas alexiteras: Achillea
millefolium L., Arctium lappa L., Citrullus colocynthis L. Schrad., Coffea arabica L. Sp.
Pl., Fagopyrum cymosum (Trevir.) Meisn., Heliantus annuus L., Marsdenia condurango

Rchb. F., Nicotiana tabacum L. y especies de Strychnos L, Polygonum bistorta L.

HO' OH HO'
o OH
HO.
C "o D
| 4H [0} OH
OH /
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o
[¢]
OH
HOO!
Ho OH OH
OH

Figura 5.1.5: A: 4cido cafeico; B: &cido ferulico; C: acido rosmarinico; D: 4cido clorogénico

v Curcuminoide: di-arilheptanoides como curcumina (Figura 5.1.6), demetoxi
curcumina y bis demetoxicurcumina, colorantes amarillos de Curcuma longa L.
(Chattopadhyay et al., 2004). La curcumina es una dicetona que, en solucion a través de
un tautomerismo ceto-endlico, produce un fuerte centro quelante. Inhibe totalmente la
neurotoxina de Naja naja siamensis (Daduang et al., 2005). Ademas, los curcuminoides
poseen actividad antiinflamatoria, hepatoprotectora, antimutagénica, anticarcinogénica,
inhibidora de la lipoxigenasa y prostaglandin-endoperoxido sintetasa. Otras cetonas
insaturadas como la ar-turmerona (Figura 5.1.6) de los rizomas de Curcuma longa L.

inhiben la actividad de las viboras de cascabel (Ferreira et al., 1992).

Figura 5.1.6: A: curcumina; B: ar-turmerona

v/ Cumarinas: son inhibidoras de enzimas. La cumarina (Figura 5.1.7) con un
40% de proteccion se puede encontrar en plantas alexiteras como Dipteryx odorata
(Aubl.) Willd., D. punctata Schreb., Liatris squarrosa (L.) Michx., Mikania Willd. sp. y

Torresea cearensis (Allemdo) A. C. Sm. (L6pez-Saez & Pérez-Soto, 2009; Mors et al.,
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2000); los derivados oxigenados como umbelliferona (Figura 5.1.7) se encuentran en
Aegle marmelos (L.) Corréa, Daphne mezereum L. e Ipomoea batatas (L.) Lam., como
asi también escopoletina, la cual es, ademas, abundante en Brunfelsia Plum. ex L. y
Heterothalamus psiadioides Less. acompafiada por su éter dimetilico, escoparona.
Herniarina y ayapina se encuentran en Eupatorium triplinerve (M.Vahl) R. M. King &
H. Rob. con actividad hemostética; dafnina (7-O-glicésido de la dafnetina) en Daphne
odora Thunb.; suberenona en Ruta graveolens L.; marmina en Aegle marmelos (L.)
Corréa, Dorstenia brasiliensis Lam. y Feronia limonia con bergapteno de 20% de
proteccion (furanocumarina), dorstenina y fernolina (Kuster, 1994; Agrawal et al.,
1989; Mors et al., 2000).

L, L
O O HO ©) O

Figura 5.1.7: A: cumarina B: umbelliferona
v" Flavonoides (Liang, 1987; Grotewold, 2006): Son compuestos de naturaleza
fendlica que se caracterizan por poseer dos anillos aromaticos, unidos por un puente de
tres atomos de carbono Cs-C3-Cs (Cartaya & Reynaldo, 2001). Por su origen biosintético,
presentan patrones caracteristicos de hidroxilos y se encuentran en la naturaleza
combinados con azucares formando glicosidos, aunque también se presentan con relativa

frecuencia como agliconas libres (Anderson & Markham, 2006).

Clasificacion de los flavonoides (Figura 5.1.8)

OH \ &
isoflavona
o_2 5

flavonol B
3
‘ / 4 \
O \l/ OH
© flavan-3-ol
antocianidina (I\j

o flavanona

Figura 5.1.8: Clasificacién de flavonoides
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-Flavonas y flavonoles: poseen un grupo hidroxilo en la posicion C3 que puede
estar metilado o glicosilado, los mas comunes son los derivados de la quercetina;

-Flavanonas y flavanonoles: existen en muy pequefias cantidades y son incoloros.
Sus glicésidos, como hesperidina y naringina, estan presentes en la corteza de citricos y
son bien conocidos;

-Antocianos: se encuentran como glicésidos y, después de la clorofila, son el grupo
mas importante de pigmentos en las plantas. Son visibles al 0jo humano y tienen el grupo
OH en C3, pero ademas poseen un doble enlace entre los C3 y C4 del anillo C;

-Isoflavonoides: tienen el anillo B en la posicion 3 a diferencia de los flavonoides
que lo tienen en la posicion 2;

-Isoflavonas: son coloreadas y estdn mucho menos distribuidas en las plantas; de
hecho, estan practicamente restringidas a las leguminosas y se destacan por su papel como
fitoalexinas;

-Chalconas y dihidrochalconas: son poco abundantes, ya que se convierten en
flavanonas en medio &cido y la reaccion es facilmente observable in vitro. Las chalconas
son mucho mas coloreadas que las flavanonas, particularmente en medio basico donde
son anaranjadas-rojizas;

-Sulfato de flavonoides: son bisulfatos, aunque pueden aparecer como sales;

-Biflavonoides: son dimeros de flavonoides, raramente encontrados como
glicosidos y con una distribucion muy restringida. Aparecen predominantemente en las

gimnospermas.

Los flavonoides ejercen su actividad biologica mediante la formacion de
complejos y por uniones puente hidrogeno entre grupos fenolicos y amidas de cadenas
proteicas. Poseen actividad antiinflamatoria, antihepatotdxica, antiarritmica,
hipocolesterolémica, antialérgica y antitumoral. La actividad mas importante desde el
punto de vista alexitérico es la inhibicion enzimatica por alguno de los mecanismos antes

mencionados.

Flavonoides citados como alexitéricos
v Rutina (Liang, 1987) (Figura 5.1.9): inhibe la fosfolipasa A2 y, administrada
en forma conjunta con antihistaminicos, protege contra los efectos vasculares de Bothrops

atrox. Esta presente en Achillea millefolium L., Euphorbia hirta L., Forsythia suspensa
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(Thunb.) Vahl, Marsypianthes chamaedrys Mart. ex Benth., Nerium oleander L. y Ruta

graveolens L., entre otras.

\
o
-
HC
HO

HO OH
Figura 5.1.9: Rutina
v Quercetina (Liang, 1987) (Figura 5.1.10): inhibe la lipoxigenasa. Esta
presente en Albizzia lebbeck (L.) Benth.; Allium cepa L. y como glicésido en Foeniculum
vulgare Mill., Helianthus annuus L., Nerium oleander L., Polygonum bistorta L. y Rheum
palmatum L.

Figura 5.1.10: Quercetina

v/ Morina: se une a metales como Zn y Al, por lo tanto, actia sobre las
metaloproteinasas que los contienen. Esta presente en Morus alba L. y en Artocarpus
integrifolia J. R. Forst. & G. Forst. (planta antiescorpionica); primetina, presente en
Primula denticulata Sm.; hesperitina y naringenina, presente en Prunus pérsica (L.)
Stokes.; pinostrobina y galangina, se encuentra en Heterothalamus psiadioides Less.;
Apigenina en Boehmeria nivea (L.) Gaudich.; Kaempferol en Cassia tora (L.) Roxb.,
Impatiens capensis Meerb., Nerium oleander L., Paeonia albiflora Pall. y Prunus pérsica
(L.) Stokes.; Luteolina en Ajuga decumbens Thunb. y Merremia tridentata (L.) Hallier
F.; Diosmetina, en Merrenia tridentata (L.) Hallier F.; Isoramnetina, en Argemone
mexicana L.; Miricetina, en Myrica rubr Siebold & Zucc.. Las especies Phyllanthus
niruri L. y P. urinaria L. contienen quercetina, rutina, quercitrina e isoquercitrina
(Mors et al., 2000).

Los flavonoides también pueden encontrarse en flores que se utilizan como
antiveneno: isoramnetina en Calendula officinalis Hort.; quercitina en Hibiscus
mutabilis L.; miricetina en Impatiens balsamina L. y luteolina en Lonicera japonica
Thunb. (Mors et al., 2000).
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Todos los flavonoides poseen similitud estructural: proximidad y coplanaridad del
grupo hidroxilo fendlico sobre el C5 y el grupo carbonilo pirénico. Las mismas
caracteristicas la poseen las cromonas por ejemplo, en Schummanniophyton magnificum.

v Los flavonoides, al ser ingeridos, son metabolizados por la microflora intestinal
a metabolitos activos (Fraga, 2010). La primera etapa es la hidrolisis de los glicésidos
para posteriormente producirse la ruptura del anillo pirénico produciéndose pequefias
moléculas, &cidos fendlicos, que son activos contra los venenos. Por ejemplo, en suero y
orina humanos se puede detectar acido protocatéquico luego de la administracion oral
de quercitina.lsoflavonoides: poseen propiedades biodindmicas, pero no son muy
frecuentes en plantas alexiteras. Algunos ejemplos son: tectoridina, iridina y sus 7-O-
glicésidos en rizomas y raices de Belamcanda chinensis (L.) Goldblatt & Mabb., con
actividad antihepatotdxicas y antiinflamatorias, muy utilizada como antiveneno en China;
derricidina en Derris sericea (Poir.) Ducke; entre otras (Mors et al., 2000);

v' Pterocarpanos prenilados: cabenegrinas a-1; a-1l1 y edunol (Nakagawa et
al., 1982) (Figura 5.1.11) mostraron efecto protector en ratones inyectados con veneno
de B. atrox. Son compuestos con distribucion quimiotaxonoOmica muy precisa ya que solo
son sintetizados por ciertas tribus de Fabaceae (Desmodiae, Dalbergiae, Sophoreae,
Phaseoleae y Brongniartiae) circunscriptos incluso a la subfamilia Papilionoideae.

Las cabenegrinas (Nakagawa et al., 1982) se han aislado mediante
fraccionamiento del extracto hidroalcoholico de la raiz de una planta denominada cabeca
de negro. EIl Especifico Pessoa, producido y elaborado en el nordeste de Brasil por el
Laboratorio Frota (Sobral, https://www.xapuri.info/dica-ecologica/especifico-pessoa-
picada-de-cobras/), demostrdé el 100% de actividad en los ensayos. En la Cuenca
Amazonica, los trabajadores de las plantaciones lo utilizaron como antidoto oral contra
el veneno de serpientes y arafas.

Curiosamente, la identidad botanica de las plantas con las que se preparaba el
Especifico Pessoa no se conoce; hay aproximadamente 10 plantas denominadas cabeca
de negro en Sud América, y dos son reputadas como antiveneno en la region Ibiapaba del
noreste brasilero: Bredemeyera floribunda Willd (Polygalaceae) llamada pacari y
Harpalyce brasiliana Sessé & Moc. (Fabaceae-Papilionoideae), la cual posee
pterocarpanos muy similares lo que marca un posible parentesco (Reyes-Chilpa et al.,
1994; Mors et al., 2000) .
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Figura 5.1.11: Flavonoides. A: cabenigrina a-1; B: cabenegrina a-1l; C: edunol

La DEM (dosis efectiva minima) es de 2,8 mg/Kg para a-1'y 2 mg/kg para a-11 en
ratones inyectados con 2,5 DL50 del veneno de B. atrox. 1 mg/kg por via intravenosa de
cabenegrina a-1 15 minutos antes de inyectar el veneno contrarresta la hipotension y el
paro cardiaco respiratorio después de 30-60 minutos. También en corazén aislado de
perro las cabenegrinas revierten los efectos cardiovasculares del veneno (Mors et al.,
2000).

Un compuesto estructuralmente similar, el edunol, fue aislado de raices de la hierba
de la vibora, Brongniartia podalyrioides Kunth. y B. intermedia Moric. (Fabaceae)
siendo activo también contra B. atrox. 3,1 mg/kg via intraperitoneal en ratones anula
totalmente la mortalidad causada por la DL50 y es efectivo disminuyendo la mortalidad
de 100 a 70% para 2 DL50. Sin embargo, una dosis de 10 mg/Kg mostrd un efecto
protector bajo para la DL50 y nulo para 2 DL50, esto puede ser debido a que algunos
pterocarpanos como una mezcla de gliceolinas I, 11y 111 pueden bloquear el transporte
de electrones y presentar toxicidad a altas concentraciones. Se conocen otros
pterocarpanos prenilados en plantas del género Erythrina como E. berteroana L.
(Reyes-Chilpa et al., 1994; Mors et al., 2000).

Da Silva et al. (1999) reportaron el aislamiento desde el extracto etanélico de hojas
de Harpalyce brasiliana Sessé & Moc., raiz de cobra, utilizada como alexitérica, una
isoflavona nueva, harpalicina, y el flavonol quercitina y de las raices 3-hidroxi-4-
isopentenil- 8,9-metilene-dioxipterocarpano y el triterpeno pentaciclico acido
betulinico.

v' Cumuestanos: la wedelolactona (Mors et al., 1989) (Figura 5.1.12), fue
aislada de partes aéreas de Eclipta prostrata (L.) L. (Asteraceae), junto a otros
componentes activos como flavonoides y fitoesteroles. Inhibe la lipoxigenasa y la
liberacion de creatin-kinasa (CK) involucrada en los procesos inflamatorios. Es activa
contra veneno de Crotalus durissus terrificus, neutralizando su letalidad en ratones.

También posee actividades antimiotoxica, antihemorrdgica, antiproteolitica,
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antifosfolipésica, antihepatotdxica. Es usada en Brasil y China en el tratamiento de
picaduras de serpientes. En dosis de 0,54 mg/animal anula la mortalidad de 3 DL50 del
veneno. Con respecto a B. jararaca, la wedelolactona inhibe la actividad miotoxica in
vitro y tiene un efecto antihemorréagico (5mg/kg), ademas, el extracto etandlico posee un
efecto protector contra la miotoxicidad del veneno. Wedelolactona, estigmasterol y
sitosterol actGan sinérgicamente neutralizando in vivo la miotoxicidad y el efecto
hemorréagico de venenos de Crotélidos (B. jararaca, B. yararacussu y Lachesis muta) con
accion antiproteolitica y antifosfolipasa A2 y, por lo tanto, antiinflamatoria.

Figura 5.1.12: Wedelolactona

La dimetilwedelolactona fue aislada por Pithayanukul et al. (2004) como
componente mayoritario del extracto butanolico de Eclipta prostrata (L.) L., el cual
inhibe en un 100% la actividad letal de 2 DL50 del veneno de Calloselasma rhodostoma,
también inhibe parcialmente la actividad hemorragica, posee muy poca actividad sobre la
fosfolipasa A2 y no inhibe la actividad proteolitica. Su posible mecanismo de inhibicién
seria su naturaleza polifendlica.

Konarev et al. (2002) detectaron cumestanos como inhibidores de la tripsina,
subtilisina y quimotripsina en semillas de E. prostrata (L.) L.

Un estudio realizado por Diogo et al. (2009) en extractos de partes aéreas
(wedelolactona) y raices (demetilwedelolactona) de E. alba (L.) silvestre, y modificada
genéticamente con Agrobacterium rhizogenes (Riker.) Conn. para aumentar la
produccién de los cumestanos, demostrd que el clon 19 posee mayor actividad que la
planta silvestre con respecto a la inhibicién de la actividad miotoxica inducida por la
fosfolipasa A2 extraida del veneno de Crotalus durissus terrificus y B. jararacussu, lo
cual demuestra la importancia del conocimiento de los compuestos activo presentes en
los extractos.

Cumestanos sintéticos preparados por Melo et al. (2010) han demostrado actividad
in vitro, inhibiendo completamente la liberacion de Creatin Kinasas (CK) (actividad
miotdxica) e in vivo con efecto antimiotdxico (ID50 0,17 mg/kg), antiedematogénico

(ID50 0,14 mg/kg), inhibe la fosfolipasa A2 y el efecto cardiotoxico de B. jararacussu.
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También inhibe la actividad hemorragica en forma similar a la wedelolactona, y la
actividad proteolitica de B. jararaca.

En resumen, para que estos compuestos muestren efecto protector contra venenos
de crotalidos, deben poseer un esqueleto isoflavonoide, funcionalidad dioxigenada y
naturaleza 4cida. Las cabenegrinas a-1 y a-11 y el edunol poseen rotacion oOptica
negativa, configuracion (S) en los carbonos quirales 6% y 11%, diferenciandose por la
hidroxilacién del sustituyente isoprenilo y la posicion de este con respecto al esqueleto
principal. La magnitud del efecto protector podria deberse al grado de oxidacién del grupo
isoprenilo, dado que el edunol es el menos potente, aunque la wedelolactona que no
posee este grupo, es activa (Reyes-Chilpa & Jiménez-Estrada, 1995).

v' Polifenoles: Taninos: son compuestos fenélicos secundarios de elevado peso
molecular (500 a mas de 20.000 Da). Pueden ser taninos condensados o pro-
antocianidinicos, polimeros de flavonoles que liberan una antocianidina por hidrolisis
acida; o taninos hidrolizables que son méas pequefios (300 a 3.000 Da) y son hidrolizados
liberando acido galico (galotaninos) o acido elagico (elagitaninos). Los elagitaninos
estan formados por moléculas lineales de glucosa enlazadas a las funciones carboxilo de
los grupos hexahidroxidifénicos del acido elagico, mientras que los galotaninos estan
constituidos por nacleos de glucosa en forma ciclica que forman enlaces con la funcion
acida del &cido galico. En ambos casos se trata de estructuras de una complejidad relativa
(Alvarez & Lock de Ugaz, 2007; Quideau et al., 2011).

El acido tanico (Okonogi et al., 1970) podria 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 Lf. Thunb. (Ebenaceae), neutralizan venenos
neurotdxicos y hemorragicos; el tanino del fruto del Persimmon es activo contra la
serpiente marina Eraburu (Reyes-Chilpa & Jiménez-Estrada, 1995). La presencia de
concentraciones elevadas de taninos en el extracto metanolico 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 et al., 2000).

Los géneros mejor conocidos utilizados como plantas antivenenos con taninos son:
Paeonia L., Agrimonia L. y Rubius. También Euphorbia hirta L. con dos elagitaninos
(euforbina A y B), especies de Acacia como A. catechu L., A. hindsii Benth., A.
leucophaea Willd., A. nubica Benth., A. polyacantha Willd. y A. sinuata (Lour.) Merr.;
hojas de Rhus semialata Mill., raices de Rheum palmatum L. y Musa paradisiaca L., entre
otras (Torres et al., 2014).
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1.1.2 Alcaloides

Son compuestos heterociclicos que contienen nitrégeno basico, muchos de ellos son
insolubles o poco solubles en agua que reaccionan con los &cidos para formar sales.

Las plantas producen alcaloides mediante procesos metabdlicos y constituyen
sustancias de reserva capaces de proveer nitrégeno (Salinas & Bermudez, 1996). Se
pueden clasificar en:

-Alcaloides derivados de la ornitina y la lisina;

-Alcaloides derivados de la tirosina y la fenilalanina;

-Alcaloides derivados del triptéfano;

-Alcaloides derivados del &cido nicotinico;

-Alcaloides derivados de la histidina.

Li-Shian et al. (2004) han aislado de las raices y tallos de Aristolochia elegans
alcaloides N-oxido benzoil benciltetrahidro isoquinolin éter y aristoloquinolinas A,
B y C. También se han aislado otros alcaloides bisbenciltetrahydroisoquinolinicos
como (-) - (R, R) - metilcuspidalina y (-) - temuconina; pericampilinona A;
isoquinolina; coridalina; thalifolina; northalifolina y N-metil caridalina. Aungue, la
actividad alexitera de esta especie se considera debida a los acidos aristoloquicos.

El schumaniofésido (Akunyili & Akubue, 1986) (Figura 5.1.13) del jugo de la
corteza de Schumanniophyton magnificum (K. Schum.) H. G. A. Engler & K. A. E. Prantl
(Rubiaceae) es utilizado por los trabajadores nigerianos al ser mordidos por serpientes o
escorpiones. Este jugo resulta activo disminuyendo la mortalidad en un 16% en ratones
pretratados (2,06 mg/kg de extracto de corteza) y envenenados con una DL de veneno de
Naja melanoleuca. Es ineficaz cuando se administra 10 minutos antes o una hora después
debido quizas a la termolabilidad del compuesto. Estudios posteriores no adjudican

actividad a este alcaloide, pero no han podido aislar el compuesto activo.

HyC

Figura 5.1.13: Schumaniofésido

La atropina (Figura 5.1.14) reduce la actividad del veneno de las mambas
Dendroaspis angusticeps y D. polylepis bloqueando el receptor colinérgico (Lépez-

Séez & Pérez-Soto, 2009). Se encuentra en especies de Solanaceas como Cyphomandra
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betacea Cav. y C. hartwegii (Miers) Dunal cuyo tallo subterraneo es utilizado por los
Guaymies de Panama (Torres et al., 2014).

(|3H3

N

CH,OH

o

Figura 5.1.14: Atropina

1.1.3 Esteroides y triterpenoides

Los esteroides tienen la capacidad de formar compuestos de adicion molecular
estable mediante fuerzas de Van der Waals e hidrofébicas. Por ejemplo, los acidos
coleicos formados por los acidos biliares y el colesterol, pueden combinarse con la
lisolecitina hemolitica en forma equimolecular, inhibiéndola. Asimismo, la hemolisis
provocada por la cobra india Naja repudians en animales es inversamente proporcional
al contenido de colesterol en sangre (Mors et al., 2000).

Ademas de la mencionada wedelolactona, los esteroles sitosterol y estigmasterol
(Figura 5.1.15) (aislados de partes aéreas de E. prostrata L.) en dosis de 2,3 mg/animal
son activos contra el veneno de Crotalus durissus terrificus en ratones. El sitosterol, con
accion antiinflamatoria, da una proteccion del 70% y puede encontrarse como tal 0 como
glicosido (sitosterolina). El sitosterol pueden asociarse con otro grupo hidrofobico
rodeandolo, formando un complejo con el grupo hidrofilico hacia afuera por sus
propiedades fisicoquimicas. El glicosido del estigmasterol estd demostrado se une al

receptor de serotonina. También es activo el a-spinasterol de Polygala senega L.

Figura 5.1.15: A: fsitosterol; B: estigmasterol

Pueden encontrarse ademas en otras plantas alexiteras como: Achillea millefolium
L., Aegle marmelos (L.) Corréa, Aristolochia serpentaria L., Caesalpinia bonduc (L.)
Roxb., Calendula officinalis Hort., Cissampelos glaberrima A. St.-Hil., Cocculus
hirsutus (L.) Diels, Cynanchum paniculatum (Bunge) Kitag, Euphorbia hirta L., Gloriosa

superba L., Marsypianthes chamaedrys Mart. ex Benth., Ocimum basilicum L,,

[159]


https://es.wikipedia.org/wiki/L.
https://es.wikipedia.org/wiki/Corr%C3%AAa
https://es.wikipedia.org/wiki/A.St.-Hil.
https://es.wikipedia.org/wiki/Mart.
https://es.wikipedia.org/wiki/Benth.

Capitulo 5
Quimica
Ophiorrhiza mungos L., Oldenlandia diffusa Roxb., Pluchea indica (L.) Less.,
Pothomorphe umbellata L., Prestonia coalita R. Br., Serenoa repens (Bartram) Small.,
Sophora subprostrata Gagnep., Taraxacum officinale (L.) Weber ex F. H. Wigg.

Un compuesto no natural pero muy utilizado es el acido colerético, obtenido por
oxidacion del &cido colico, que brinda un 80% de proteccidn contra la accion del veneno
de B. jararaca.

Los glucurdnidos de la gimnemagenina aislados de Gymnema sylvestre
(Asclepiadaceae) son activos contra Naja y Vipera ruselli (Reyes-Chilpa & Jiménez-
Estrada, 1995). Por ejemplo, el gimnemato potésico inhibe la ATPasa.

Triterpenos tetraciclicos como los lanostanos, presentes en Pistacia terebinthus

L. y Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst., poseen actividad antiinflamatoria y

antifosfolipasa A2 (Giner-Larza et al., 2000), sin embargo, segin Mors et al. (2000), no
tienen actividad alexitera.

Triterpenos pentaciclicos, la estructura y conformacion triterpénica de cinco
anillos es necesaria para la actividad antiinflamatoria o antiveneno (Mors et al., 2000):

v Acido oleandlico (Figura 5.1.16), presente en Achyranthes aspera L., Albizia
lebbeck (L.) Benth., Allium cepa L., Calendula officinalis Hort., Chiococca alba (L.)
Hitchc., Forsythia suspense (Thunb.) Vahl, Marsypianthes chamaedrys (Vahl) Kuntze,
Ocimum basilicum L., Plantago major L. y Thymus vulgaris L.;

v Lupeol y acido ursolico (Figura 5.1.16), presentes en Chiococca alba (L.)
Hitchc., Ehretia buxifolia Lam., Marsypianthes chamaedrys (Vahl) Kuntze, Nerium
oleander L., Oldenlandia diffusa Willd., Rabdosia amethystoides (Benth.) H. Hara y
Thymus vulgaris L.;

v/ Taraxerol; taraxasterol; a-amirina; B-amirina (se une directamente a
receptores); friedelina; epifriedelinol; alnusenona; acido betulinico (con actividad n-
aminopeptidasa); betulina; bredemeyerosido; acido echinocistico; cicloartenol; acido
guinovico; presenegenina; gymnemagenina; gypsogenina.

Los mas activos son los acidos oleandlico y ursolico.

Figura 5.1.16: A: 4cido oleandlico; B: lupeol; C: &cido ursdlico
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1.1.4 Acidos

v Acidos aristoloquicos (Tsai et al., 1980) (Figura 5.1.17): en raices de especies
de Aristolochia como A. radix L., activo contra Naja naja y Bungarus multicinctus.
Disminuye la mortalidad en un 26% para Naja naja y 34% para Bungarus multicinctus;
en ratones pre-tratados con 1251,38 mg/kg intramuscular. El &cido aristoléquico inhibe
la inflamacién inducida por agentes inmunoldgicos, complejos inmunes y agentes no
inmunoldgicos como carragenina o aceite de croton. Moreno, (1993) sugiere que el
mecanismo es el bloqueo directo de la PLA2 que cataliza la liberacion del acido
araquidonico, como también otros pasos que involucran la liberacion de eicosanoides,
como las vias de la ciclooxigenasa y lipoxigenasa.

Se ha demostrado que el &cido aristoléquico forma un complejo 1:1 con la PLA2
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 inflamacion y el dolor (Ricciardi, 2005).

Inhibe, ademas, la actividad litica de 3 PLA2 del veneno de Trimeresurus
flavoviridis, sobre todo en fosfolipasas basicas y la actividad litica y edematosa de la
fosfolipasa del veneno de Vipera russelli. Se encuentran generalmente acompariados por
aristolactamas: E (Figura 5.1.17) y All1A-6-O-3-d-glucdésido.

OCH,

Figura 5.1.17: A: acido aristol6quico; B: aristolactama E.

El acido aristoloquico es altamente toxico e irritante de las mucosas y a altas dosis
emetocatarquico, pudiendo conducir a paralisis respiratoria. Es nefrotoxico vy
carcindgeno. Los acidos aristoloquicos | y Il son mutagénicos y carcinégenos con
elevado riesgo de cancer uretral, por lo cual el Ministerio de Salud de la Republica Federal
de Alemania ha eliminado del mercado todas las drogas que contienen acido
aristoloquico aun en concentraciones homeopaticas. Es muy poco soluble en agua, lo
que explicaria que no se hayan informado casos de toxicidad por ingestion de

decocciones, pero si casos de consumo de hierbas como suplemento dietario. Es soluble
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en etanol. Pasa a la leche materna. Solo se admite su uso topico en casos de acné, fistulas
cuténeas, ulceraciones dérmicas, heridas, forunculos y herpes (Ricciardi, 2000).
v' Acidos grasos: el éster cis-octadeca-9-enoato de etilo y otros ésteres presentes
en la fraccion 3 de Murraya paniculata L. Jack bloquean el canal hidrofobico de la
PLAZ2, inhibiendo su accion (Lobo et al., 2010).

1.1.5 Otros compuestos descriptos como alexitéricos

También los polisacaridos pueden exhibir actividades antiinflamatorias e
inmunomodularoras, utilizandose como alexiteras por ejemplo Casearia sylvestris Sw.
con una mezcla de polisacéridos, Calendula officinalis Hort. con heteroglicanos (Mors
et al., 2000).

En el mar, se ha aislado un sesterterpeno de la esponja Luffariella variabilis
Polejaeff., activo contra Bungarus multicintus por neutralizacion de la f-bungarotoxina;
y contra cobras por inhibicion de la PLA2 (Xiao et al., 2017).

Algunos animales, en cambio, tienen proteinas en el suero que los protegen contra
el veneno de serpientes. Como ejemplo, las zarihieyas D. marsupialis son resistentes al
veneno de Bothrops debido a la presencia de la proteina antimiotoxica DM64 que
neutraliza in vitro la citotoxicidad e in vivo la miotoxicidad de las miotoxinas | (MT-
I/asp49) y Il (MT-11/lys49) del veneno de B. asper (Rocha et al., 2002). La misma
fraccidn 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 et al.,
1999). DM43 inhibe la actividad fibrinogenolitica de la botrolisina y jararagina y
forma un complejo estable con ambas metaloproteinasas. Sin embargo, no es efectiva
contra atrilisina A o C; tampoco se observa formacion de complejos con jararagina C
lo cual es indicativo del rol esencial que tiene el dominio de la metaloproteinasa para que

exista interaccion (Neves-Ferreira et al., 2002).

En conclusion, descartando las mordeduras blancas o secas, en las que el ofidio no
inyecta veneno (30-35% de los casos) y el peligro se encuentra en la posibilidad de
sobreinfeccion bacteriana, es evidente que los constituyentes de algunas especies
vegetales presentan interacciones con los venenos que pueden alterar su toxicidad
(Ricciardi, 2005). En general, el efecto protector se da debido a la interaccion de las
toxinas y enzimas del veneno con las sustancias alexitéricas. Los sitios vulnerables

podrian ser, por lo tanto:
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v el blogueo de el/los sitios receptores;

v el secuestro de metales necesarios para el funcionamiento de las
metaloproteinasas como, Zn. Por ejemplo, la accion de la heparina neutraliza la miotoxina
Il del veneno de B. asper (PLA2) por formacion de un complejo macromolecular. La
heparina se une al sitio cationico de la PLA2, sitio responsable de la accion citotdxica
(Lomonte et al., 1994);

v la actividad antiinflamatoria como en Anacardium occidentale L,, Argemone
mexicana L., Boswellia serrata Roxb., Brunfelsia uniflora Plum., Capparis L. sp.,
Casearia sylvestris Sw., Cyperus rotundus L., Dolichos lablab L., Ficus carica L., Morus
alba L., Prosopis spicigera (L.) Druce, Santolina chamaecyparissus L., Securidaca
longepedunculata Fresen., Stachytarpheta dichotoma (Rich.) Vahl, Terminalia L. sp.,
Withania somnifera (L.) Dunal, Zanthoxylum L. sp (Houghton, 1993) e
inmunoestimulantes como Aristolochia L. sp. (acido aristoléquico), Stephania tetrandra
S. Moore. (cefarantina), Tylophora ovata R. Br. (tiloforina), algunas Asteraceae Bercht.
& J. Presl (lactonas sesquiterpénicas), Echinacea angustifolia DC. (polisacaridos)
(Houghton, 1993), existiendo un paralelismo entre la capacidad de las plantas y sus
componentes quimicos para neutralizar las acciones de los venenos y las propiedades
antiinflamatorias y antihepatotoxicas, lo cual sugiere cierta analogia entre los
mecanismos que gobiernan estas actividades;

v la actuaciéon sobre sintomas como el dolor (Papaver somniferum L.),
hemorragia e infeccion como, por ejemplo, los pterocarpanos prenilados
erithrabyssina-11 que tienen actividad antimicrobiana (evitando la septicemia), algunos
coumestanos con accién antihepatotoxicas y regenerativas del higado, tranquilizante
como la reserpina de Rawolfia (L.) Benth. spp. (Reyes-Chilpa & Jiménez-Estrada, 1995).

v’ la interaccién antigeno-anticuerpo como proteinas del extracto acuoso de
semillas de Mucuna pruriens (L.) DC. y enzimas del veneno de Echis carinatus
(Guerranti et al., 2002).

v’ el gran nimero de componentes activos que poseen, por ejemplo, Citrullus
colocynthis L. Schard. contiene sitosterol, espinasterol, &cidos cafeico, ferulico y
clorogénico, quercitina y rutina; Eclipta prostrata L. con sitosterol, estigmasterol, -
amirina, apigenina, luteolina, wedelolactona, acido wedelico y desmetilwedelolactona;

Euphorbia hirta L. con sitosterol, estigmasterol, camfesterol, cicloartenol, friedelina, a-
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amirina, S-amirina, taraxerol, taraxenona, ellagitaninos y glicésidos flavonoides

rhamnetina y quercetina, entre otras (Reyes-Chilpa & Jiménez-Estrada, 1995).

1.2 Metabolitos secundarios de C. pareira
La composicion quimica de raices y partes aéreas de la especie en estudio ha sido
ampliamente estudiada en sus componentes no volatiles; no asi su fraccion volatil. A

continuacion, se describen los principales compuestos hallados.

1.2.1 Volatiles

No se han encontrado citas bibliograficas respecto de la composicion quimica de
los extractos volatiles de C. pareira, salvo la presencia de timol (Figura 5.1.18) descripta
por Semwal et al., 2014 por lo cual resulta innovador en este trabajo, la caracterizacion

quimica de la fraccion volatil de esta especie.

OH

Figura 5.1.18: Timol
1.2.2 No volatiles

La composicion quimica de extractos de C. pareira ha sido ampliamente estudiada

pudiendo dividirse sus componentes en dos grandes grupos: alcaloides y no alcaloides

(Semwal et al., 2014).

Componentes alcaloides (Tabla 5.1.3) (Figura 5.1.19)

Tabla 5.1.3: Componentes alcaloides de C. pareira

Alcaloide

Organo

Referencia

pelosina (bisbenzilisoquinolina)
hayatina o I-curina

hayatinina

hayatidina o

4-O-metilbebeerina o

O-metilcurina

isochondodendrina; hayatina o curina
cissamperina

hayatina o berberina o curina
isochondodendrina

raices

planta entera

raices y frutos

planta entera

raices

Wiggers, (1840)

Scholtz, (1896);

Bhattacharji et al. (1952); (1956); (1962);
Bhatnagar et al. (1967);

Bhatnagar & Popli, (1967);

Haynes et al. (1966)

Kupchan et al. (1960); (1965); (1966)

Boissier et al. (1965)
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Tabla 5.1.3: Componentes alcaloides de C. pareira (continuacion)

clorhidrato de cissamina o ciclanolina raices Anwer et al. (1968)
isochondodendrina; dicentrina;
dehidrodicentrina; .

) ] raices Dwuma-Badu et al. (1975)
cicleaning;
insularine
berberina;
hayatidina;
isochondodendrina; planta entera Bhakuni et al. (1987)
cicleaning;
sepeerine
Warifteina, metil-warifteina hojas Aguirre-Galvis, (1988)
laudanosina;nuciferina; bulbocarpina;
corituberina; hojas y tallos Ahmad et al. (1992)
clorhidrato de magniflorina
pareirubrinas A 'y B; grandirubrina; .
o ] planta entera Morita et al. (1993a); (1993b)
isoimerubtina
azafluoranthene; norimeluteine .

) planta entera Morita et al. (1993c);

norruffscine
pareitropone raices Morita et al. (1995)

berberina
Sharma et al. (2004); Stepp, (2004); Bafna

reserpina raices .
& Mishra, (2010)

cissampelina o pelosina
magnoflorine

] raices Manju et al. (2017)
magnocurarine

. Hayatina Ri=R>=H
Pelosina Hayatinina Ri=R;=CHs
Hayatidina Ri=H, R2=CHj3

N/ H,CO 0 ‘
OCH; <
) YY"
HO
5 ML

O
oY,
Ho /

Cissamperina Cissamina Dicentrina Ri=R,=0OCHs

Isochondrodendrina R=H
Cycleanina R=Me

R,

Figura 5.1.19: Estructuras quimicas de los alcaloides de C. pareira
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Figura 5.1.19: Estructuras quimicas de los alcaloides de C. pareira (continuacion)
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Componentes no alcaloides (Tabla 5.1.4) (Figura 5.1.20)

Tabla 5.1.4: Componentes no alcaloides de C. pareira.

Componente no alcaloide Organo Referencia bibliogréafica

quercitol . Srivastava, (1956); Chowdury, (1972); Dwuma-
raices

esteroles Badu et al. (1975)

cissampeloflavone partes )

) . Ramirez et al. (2003)

dimero de chalcona flavona aéreas

pectinas

(&cido galacturonico (70-75%) y hojas Singthong et al. (2004); (2005)

azlcares neutros)

quercetina planta Amresh et al. (2007)

acidos grasos saturados: araquidico y o
planta Ramasubramaniaraja & Badu, (2010)

eicosanoico
polisacaridos (hidrocoloides) hojas Vardhanabhuti & lkeda, (2006)
OH OH
- ROt
|
HO. OH
OH OH [e]
Quercitol Quercetina

Cissampeloflavona

(o}

/VWWOH

Acido araquidico

Acido galacturénico

Figura 5.1.20: Estructuras quimicas de los componentes no alcaloides de C. paereira

En este capitulo se caracterizara la quimica volatil de la especie autdctona y su
variacion estacionaria, asi como también, se observara si existen diferencias entre la
composicion volatil de sus érganos: raices y partes aéreas; para una estacion dada.

Por otra parte, se analizara la quimica no volatil de la fraccion alexitéricamente
activa F6, de manera tal de lograr identificar la naturaleza de sus componentes y la
elucidacion estructural de los mismos, en vistas de la posible utilidad de ellos en la
fabricacion de un medicamento herbario Util para aliviar la sintomatologia local generada

por el accidente botropico.
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2. Materiales y Métodos
2.1 Quimica volatil de la especie
2.1.1 Obtencidn del extracto volatil por destilacion extraccion simultdneas (SDE)

Dado que este trabajo de tesis tiene por objetivo principal estudiar la actividad
bioldgica (alexitérica y antimicrobiana) de los extractos de C. pareira, solo se
caracterizaron quimicamente los extractos volatiles de los ejemplares procedentes de PP
recolectados en verano (lugar de recoleccion y estacion que resulté con mayor actividad).

La extraccion destilacién simultdnea (SDE: simultaneous distillation extraction) se
realiz6 utilizando un equipo tipo Lickens Nickerson modificado (Figura 5.2.1) (Ormefio
et al., 2011). Este método fue introducido por Likens y Nickerson en 1964 (Rijks et al.,
1983). Consiste en que los componentes volatiles de la muestra sumergida en agua y el
solvente organico de extraccion (hexano), destilen de forma separada y condensen en la
misma zona produciéndose en ella la extraccion, para que luego las dos fases se separen
al condensar y continten el proceso.

Se obtuvieron extractos volatiles de material vegetal correspondiente a partes aéreas
(A) y raices (R) de C. pareira recolectados en Paso de la Patria (PP) verano (111).

Con este objetivo, 25 g de material vegetal A fueron colocados en un balon de
destilacion de 1000 mL termostatizado a 80-90°C con manta eléctrica, mientras que, en
otro balon termostatizado a 40°C, se coloco el solvente de extraccion. El tiempo de
extraccion fue optimizado en 2 h a partir del comienzo del reflujo. El extracto volatil en

hexano se almacen0 en atmdsfera inerte de CO; y a 4°C hasta su analisis.

3\ :

1: balén contenedor de material végetal + agua; 2: baldn contenedor de solvente para extraccion
(hexano); 3: Lickens Nickerson donde ocurre la extraccion; 4: tubo refrigerante que evita pérdidas por
volatilizacion; 5: tubo por el que se recolecta el extracto voldtil; 6: mantas eléctricas calefactoras. Figura
5.2.1: Equipo de extraccion destilacion simultanea (SDE) Lickens Nickerson
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2.1.2 Estudio de la fraccién volatil por cromatografia gaseosa acoplada a
espectrometria de masa (GC-Ms): identificacidn y cuantificacién

Se utiliz6 un equipo GC-MS Shimadzu QP 2010 (Figura 5.2.2), equipado con una
columna capilar SE 52 (Mega, Legnano, Italia) (25 m x 0,25 mm de didmetro interno),
con 5% de fenil-polimetilsiloxano como fase estacionaria (0,25 um de espesor de fase).
Las condiciones experimentales fueron las siguientes: programa de temperatura, 60°C (8
min), 60-180°C a 3°C/min, 180-230°C a 20°C/min. Temperatura del inyector, 250°C,
inyector split-splitless; relacion de split, 1:40. Volumen de inyeccion, 0,2 uL de extracto.
Fase movil: He, 122,2 kPa (51,6 cm/seg). Temperatura de la interfase, 250°C. Rango de
adquisicion de masa, 40-400 u.m.a.

Los patrones de fragmentacion obtenidos para cada componente se compararon con
los almacenados en las bases de datos (Adams, 2007; Mc Lafferty & Stauffer, 1991). La
cuantificacion de cada componente se llevd a cabo en base al area de los picos,
considerando todos los factores de respuesta como igual a 1. Las proporciones relativas
de los constituyentes en la fraccion volatil fueron expresadas como porcentajes obtenidos

por normalizacién del area de los picos.

Figura 5.2.2: Equipo GC-MS Shimadzu QP 2010

2.2 Quimica no volatil de los extractos

Para caracterizar los compuestos no volatiles presentes en C. pareira, se
consideraron aquellos extractos que resultaron mas activos respecto de la actividad
alexitérica. Para ello, todos los extractos etanolicos de partes aéreas y las fracciones
obtenidas de A2l11 PP se analizaron mediante marcha fitoquimica en placa de toque y
TLC segun se indicd en los apartados 2.2 Preparacién de extractos y 2.6
Fraccionamiento bioguiado del extracto activo del Capitulo 3a: Actividad

Alexitérica: Ensayos in vitro.
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2.2.1 Marcha fitoquimica: Reacciones de color (Wagner & Bladt, 2001)

-Alcaloides: test de Dragendorff (ioduro de bismuto y potasio). Al momento de
uso, se mezclaron 10 mL de la solucion A + 10 mL de la solucién B + 20 mL de &cido
acético + 10 mL de agua (duracion de la mezcla: 2 dias). Se consider6 reactivo cuando se
observo la aparicion de precipitado amorfo de color rojo ladrillo, identificando sales de
alcaloides.

Solucion A: 2 g de subnitrato de bismuto en 25 mL de &cido acético y 100 mL de
agua; Solucién B: 40 g de ioduro de potasio en 100 mL de agua.

-Fenoles: reaccion con FeCls. FeClz al 10% en agua. Caracteristico de compuestos
fendlicos. Coloracion verde a marrén para derivados del catecol y coloracion azulada para
derivados del pirogalol.

-Esteroides o triterpenos: reaccion de Liebermann-Burchard. Se mezclaron
gotas del reactivo + gotas de solucidon de extracto y se calenté 10 minutos a 100°C.
Coloracion verde o azul verdoso indicé la presencia del ndcleo esteroidal.

Reactivo de Liebermann-Burchard: 5 mL de anhidrido acético + 5 mL H>SOascc +

50 mL de etanol absoluto.

-Taninos: reaccion con gelatina/NaCl. Gotas de solucion de extracto + gotas de
reactivo. Abundante precipitado indico la presencia de taninos.

Reactivo: 1 g de gelatina + 100 mL de agua + 10 g de NaCl.

-Flavonoides: reaccion de Shinoda. En placa de toque gotas del extracto +
pequefios trozos de Mg metéalico + gotas de HClcc. Coloracion naranja: reactivo para
flavonas; coloracion roja: reactivo para flavonoles; coloracion violeta: reactivo para
flavanonas.

-Aminoacidos: reaccién con ninhidrina. Ninhidrina al 0,1% (p/v) en solucién
etanolica. Coloracion violeta indicé la presencia de aminoacidos

-Antranoides y Quinonas: reaccion de Borntréager. Gotas de solucién de extracto
+ gotas de reactivo de Borntrager. Observacion UV a 365nm. Luego gotas de benceno.
Las soluciones amarillas en benceno, que viraron a rojo en medio alcalino y con
fluorescencia roja a 365 nm se consideraron reactivas para antranoides y quinonas. Sin
tratamiento quimico, todas las antraquinonas dan fluorescencia amarilla o rojo-marrén a
365nm.

Reactivo de Borntrdger: solucién de KOH al 20% (p/v) en metanol.
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-Glucosidos cardioténicos: reactivo de Raymond- Marthoud. 1 g de m-
dinitrobenceno en 100 mL de etanol. Coloracion roja, naranja rojiza o violeta son
indicativas de cardendlidos.

-Saponinas: reactivo vainillina- &cido sulfurico. Gotas de solucion de extracto +
gota de solucion | + gota de solucién Il. Bafio maria 5 minutos. Coloracion azul o azul
violeta con saponinas, aunque algunas pueden dar amarillo. En forma general, se observo
la formacién de espuma persistente sobre la superficie de las soluciones (método
afrosimétrico).

Solucion I: H2SO4 al 5% (v/v) en etanol; Solucion II: vainillina al 1% (v/v) en
etanol.

-Cumarinas. Fluorescencia azul, marron o azul verdosa a 365nm para cumarinas
simples; fluorescencia amarilla, marrén, azul o azul verdosa para furano y
piranocumarinas. Las cumarinas no sustituidas fluorescen amarillo-verde luego de
tratamiento con KOH y vapores de NHz. Las cromonas poseen fluorescencia azul débil
con KOH al 5% (p/v) en etanol a 365nm.

2.2.2 Cromatografia en capa delgada (TLC)

Los extractos etanolicos de partes aéreas de ambos sitios de recoleccion se
sembraron en cromatofolios de silica gel GF2s4 (Merck) utilizando como fase movil
cloroformo-metanol (95:5), radiacion UV 254/365nm vy sulfato cuprico 5% (p/v) y/o

anisaldehido sulfarico como reactivo revelador universal (Wagner & Bladt, 2001).

2.2.3 Estudio quimico de la fraccion activa no volatil

Cromatografia liquida de alta performance (HPLC) acoplada a un detector de
arreglo de diodos (DAD)

Una vez identificada la fraccion alexitéricamente activa, se analiz6 por HPLC-DAD
para observar el nimero de componentes/familias de compuestos, mediante el analisis de
los espectros UV obtenidos.

Equipo utilizado: Shimadzu LC-10A (Tokyo, Japan); detector: Shimadzu, SPD-

M20A (Tokyo, Japan); deteccion a longitud de onda fija 254nm; columna, Hypersil™
ODS C18 (250 mm x 4,6 mm, tamafio de particula 5 mm, Thermo Scientific, Whatman,
MA, USA).
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Condiciones de corrida: A: buffer fosfato monobasico 50 mM pH 2,8; B: metanol

90%; flujo: 0,7 mL/min; gradiente lineal/escalonado como se indica en la Tabla 5.2.1y
Figura 5.2.3. Tiempo total de corrida: 35 minutos. Detector UV a 280nm.
Muestra: 3 mg de fraccion activa en 300 puL de metanol (grado HPLC). Volumen
de inyeccion: 20 uL.
Tabla 5.2.1: Esquema de combinacion de fase movil para corrida en HPLC-DAD
Tiempo (min) 0,01-5,00 10,01-1500 20,01-25,00 30,01 -35,00

% A 70 50 30 70
% B 30 50 70 30
80 —
60 ‘
m —n \
S 40 —n -—n
20 i
0
0 10 20 30 40

Tiempo (min)

Figura 5.2.3: Gradiente de fase movil: %B vs tiempo

Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masa (UHPLC-
MS/Orbitrap)

La separacion cromatografica y elucidacion estructural de los compuestos
posiblemente bioactivos presentes en la fraccion activa se llevo a cabo utilizando un
sistema cromatografico Thermo Ultimate R3000 UHPLC (Thermo Scientific, Sunnyvale,
CA, USA) acoplado a un analizador de masa de alta resolucion (Q-Orbitrap) utilizando
un sistema de “clean-up” con valvula de conmutacién automatica, Rheodyne, de 6 puertos
adaptando el método propuesto por Barnaba et al. (2015).

Condiciones de corrida: A: agua deionizada; B: acetonitrilo (ACN); combinados

como se indica en la Tabla 5.2.2 y Figura 5.2.4. Se cargaron 2 puL de muestra en un
cartucho HyperSepTM Retain PEP spe (3.0 mm x 10 mm, 40-60 pL, Thermo Scientific,
Sunnyvale, CA, EE. UU.) con agua deionizada a una velocidad de flujo de 0,25 mL/min.
Después de 4 minutos, la fase movil (95% H20 y 5% ACN, velocidad de flujo de 0,40
mL/min) fluyé a través del cartucho SPE, transfiriendo los analitos retenidos a la columna
analitica (Acquity UPLC BEH C18, 2,1 mm x 100 mm; tamafio de particula; 1,7 pum)
(Waters, Milford, MA, EE. UU.).

Muestra: 1 mg/mL en metanol. Volumen de inyeccion: 2 pL.
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Tabla 5.2.2: Esquema de combinacion de fase movil para corrida en UHPLC
Tiempo (min) 0,01-4,00 4,01-550 5,60-17,00 17,01-1850 18,51-22,00

% A 100 95 40 0 95
% B 0 5 60 100 5
120
100 —m
, |
g 60 [ | |
40
20
O || =:I! T T _ T _ 1
0 5 10 15 20 25
tiempo (min)

Figura 5.2.4: Gradiente de fase movil: %B vs tiempo

La fuente de ionizacion fue un electrospray calentado (HESI-II). Los espectros de
masa Se obtuvieron en modo de ionizacion negativa por analisis completo de MS/MS
dependiente de datos MS (full MS-dd MS/MS) con una resolucion de 140.000 FWHM
(full width at half-maximum) en full scan y de 17.500 FWHM para dd-MS2. Condiciones
experimentales de la fuente de ESI: voltaje de spray, 2,80 kV; flujo de nebulizacion, 30
unidades arbitrarias; flujo de gas auxiliar, 20 unidades arbitrarias; temperatura del capilar,
310°C; temperatura del gas de secado, 280°C (Barnaba et al., 2016).

Se utilizaron datos espectrales de todas las masas para la identificacion y
cuantificacion de analitos que se identificaron a través de resultados espectrales de masas
dependientes de datos, al hacer coincidir los espectros MS / MS con los obtenidos de
experimentos previos realizados con soluciones estandar y reunidos como una biblioteca
espectral con la aplicacién Thermo Library Manager Application (Thermo Scientific, San
Jose, CA, USA). A diferencia de los métodos dirigidos (targeted), en los que se ignora la
mayoria de los metabolitos presentes en la matriz, en nuestro caso el objetivo fue lograr
la cobertura metabolica mas amplia posible de manera no dirigida (untargeted),
incluyendo los compuestos desconocidos. En consecuencia, los metabolitos que se

buscaron, por definicidn, no estaban predefinidos.

3. Resultados y discusion
3.1 Metabolitos volatiles
3.1.1 Obtencidn de los extractos volatiles
Se obtuvieron por SDE los extractos volatiles de partes aéreas (A) y raices (R) del

material vegetal recolectado en Paso de la Patria en verano: Alll PP y RIII PP
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3.1.2 Composicion de los extractos volatiles por GC-MS (Tabla 5.3.1)

Tabla 5.3.1: Composicidn volatil de Alll PP. LRI: indice de retencidn lineal; A: partes aéreas; R: raices.

LRI  Compuesto A% R% LRI Compuesto A% R%
926  Tricicleno 0,01 0,00 1200 (E)-Dihidrocarvona 0,00 0,03
926  Cumeno 0,01 0,00 1201 Decanal 0,00 0,02
930  2-Metil-2-pentanetiol 0,00 0,33 1201 Safranal 0,03 0,00
938  a-Tuyeno 0,20 0,45 1204  Verbenone 0,00 0,04
939  a-Pineno 8,80 331 1213 (E)-Ocimenona 0,04 0,00
953  a-Fencheno 0,02 0,00 1228 Citronelol 0,14 0,00
956  Canfeno 0,25 0,00 1229  Nerol 0,00 0,25
962  Propilbenceno 0,05 0,00 1233 Pulegona 0,00 1,79
970  p-Etiltolueno 0,14 0,00 1239 Carvona 0,00 3,44
972  Sabineno 1,33 181 1247 Neral 0,74 0,00
981  B-Pineno 23,25 2,48 1249  Piperitona 0,00 0,10
982  1-Octen-3-ol 0,00 0,02 1253 Carvona 0,06 0,00
985  6-Metil-5-hepten-2-ona 0,08 0,18 1277 Geranial 0,88 0,22
986  3-Menteno 0,00 0,05 1285 Acetato de bornilo 0,40 0,00
1004 Mirceno 6,35 4,94 1285 2-Metilnaftaleno 0,02 0,00
1009 Octanal 0,01 0,00 1292 Indol 0,04 0,00
1012 3-3-Careno 0,01 0,18 1325 y-Nonalactona 0,03 0,00
1017 «-Terpineno 0,02 0,33 1331 Oxido de piperitenona 0,15 0,06
1023 1,2,4-Trimetilbenceno 0,03 0,02 1366 o-Cubebeno 0,01 0,11
1027 p-Cimeno 2,60 4,09 1377 o-Copaeno 0,17 0,00
1030 Limoneno 22,58 34,76 1386 (E)-p-Damascenona 0,58 0,00
1033 1,8-Cineol 0,09 216 1390 B-Elemeno 0,00 0,05
1038 (E)-B-Ocimeno 6,34 0,12 1422 a-lonona 0,23 0,00
1043 Benzeneacetaldehido 0,03 0,00 1453  o-Humuleno 0,00 0,10
1043 (2)-B-Ocimeno 1,67 0,27 1454 B-Cariofileno 1,28 0,23
1047 Dihidrotagetona 0,00 0,26 1456 a-Patchouleno 0,14 0,00
1054 vy-Terpineno 0,00 0,55 1481 Germacreno D 0,00 0,16
1072 1-Octanol 0,07 0,00 1493 (E)-B-lonona 0,92 0,00
1089 p-Cimeneno 0,03 0,17 1517 Biciclogermacreno 0,31 0,00
1093 4-Etil-o-xileno 0,00 0,01 1519 &-Cadineno 0,08 0,00
1089 Oxido de a-pineno 0,00 0,23 1538 «a-Cadineno 0,11 0,00
1090 o-Terpinoleno 0,07 0,52 1539 Dihidroactinidiol 0,20 0,00
1093 p-Cimeneno 0,00 0,52 1539 (E)-Nerolidol 0,13 0,00
1100 Linalol 0,00 0,20 1543 y-Cadineno 0,08 0,00
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Tabla 5.3.1: Composicion volatil de Alll PP. (continuacion)

1103
1123
1124
1128

1137

1142
1145
1153
1155
1160
1174
1190
1191
1195
1196

Nonanal 0,01
B-Tuyona 0,00
Crisantenona 0,00
(2)-epoxi-Ocimeno 0,07
(E)-Oxido de

Limoneno 0.0t
Mircenona 0,00
Mentona 0,00
Citronelal 0,01
neo-lIsopulegol 0,00
Pinocarvona 0,00
4-Terpineol 0,00
o-Terpineol 0,00
(2)-Dihidrocarvona 0,00
Mirtenal 0,00
B-Ciclocitral 0,19

0,00
0,06
0,07
0,20

0,00

1,18
1,25
0,00
0,17
0,01
0,06
0,09
0,06
0,02
0,00

1650
1827
1845
1862

1874

1908
1968
2133
2159
2161
2179
2185
2192

Dihidrojasmonato de metilo 0,00

Miristato de isopropilo 0,00
Fitona 0,00
Acido pentadecanoico 0,00
1-Hexadecanol 0,00
Palmitato de metilo 0,00
Acido palmitico 0,00
Acido oleico 0,00
Linoleato de etilo 0,00
Acido estarico 0,00
Acido linoleico 0,00
Oleato de etilo 0,00
Estearato de etilo 0,00

Total identificado y cuantificado 81,07

0,08
0,10
0,08
0,14

0,07

0,04
9,59
0,38
0,77
0,33
14,24
2,78
0,35

96,66

Tabla 5.3.2: (%) de familias de compuestos volatil en partes aéreas (A) y raices (R).

Familia de compuestos % A % R
Monoterpenos 76,35 66,5
Monoterpenos oxigenados 2,81 11,95
Sesquiterpenos 4,04 0,65
Sesquiterpenos oxigenados 0,13 0

Norisoprenoides 1,93 0,08
Acidos grasos 0 24,68
Esteres de 4cidos grasos 0 4,04
Otros 0,54 0,33
No identificados 17,14 3,72

Monoterpenos

-~

= Monoterpenos oxigenados
Sesquiterpenos

m Sesquiterpenos oxigenados

m Norisoprenoides

m Acidos grasos
Esteres de &cidos grasos
Otros

No identificados

Figura 5.3.1: Grupos de volatiles en partes aéreas (A)
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Monoterpenos
= Monoterpenos oxigenados
Sesquiterpenos
m Sesquiterpenos oxigenados
m Norisoprenoides
m Acidos grasos
Esteres de 4cidos grasos
Otros
No identificados

Figura 5.3.2: Grupo de volatiles en raices (R)
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Figura 5.3.3: Corrida Cromatografica de Alll PP,
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Figura 5.3.4: Corrida Cromatografica de RIII PP.

Los componentes identificados obtenidos de las partes aéreas (A) y raices (R) de la
poblacion de C. pareira en estudio, sus indices de retencion y porcentajes se encuentran
listados en la Tabla 5.3.1 donde los compuestos se han ordenado de acuerdo a su orden
de elucion creciente de una columna cromatogréafica con fase estacionaria poco polar (5%

fenilmetilsilicona).
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Los principales componentes del extracto volatil obtenidos de las partes aéreas fueron
F-pineno (23,25%), limoneno (22,58%), a—pineno (8,80%), mirceno (6,35%) Yy
(E)-B-ocimeno (6,34%). Mientras que los principales volatiles presentes en raices en las
condiciones experimentales utilizadas fueron limoneno (34,76%), &cido estearico
(14,24%), mirceno (4,94%), palmitato de mertilo (4,09%), a—pineno (3.31%) y carvona
(3,44%) (Tabla 5.3.1).

Por otra parte, es destacable la presencia de monoterpenos oxigenados y acidos
grasos en la fraccion volatil de las raices.

A través del perfil volatil de las partes aéreas y raices de la poblacién de
Cissampelos pareira en estudio, es posible caracterizar en forma inequivoca el estado
vegetativo donde el material resultdé mas activo como alexitérico. Por otra parte, los
resultados muestran que las diferentes partes de la planta son capaces de expresar
respuestas metabdlicas diferentes. En este sentido, el estudio de los componentes volatiles
de las partes aereas y raices para los estados vegetativos de otofio y primavera dieron
rendimientos muy bajos y una composicion mucho méas pobre en lo que refiere a los

componentes presentes (datos no mostrados).

3.2 Quimica de los extractos etandlicos no volatiles
3.2.1 TLC de los extractos etandlicos de partes aéreas de ambas zonas geograficas
de recoleccion

Se analizaron por cromatografia en placa delgada los extractos etandlicos de
partes aéreas de ambas regiones fitogeograficas (A2 PP y A2 LV) para observar las

diferencias y/o similitudes en sus componentes quimicos (Figura 5.3.5).

UV 254nm UV 365nm

i e e ERRTRT] L0 I TRTT

Paso Patria - Lomas Vallejos Paso Patria Lomas Vallejos Paso Patria Lomas Vallejos

I: otofio; I1: primavera; I11: verano. Fase mdvil: cloroformo:metanol (95:5). Reactivo revelador:
Sulfato de Cobre 5% (p/v); UV 254nm y UV 365nm. Figura 5.3.5: TLC de extractos etan6licos de partes
aéreasde PPy LV
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Pudo observarse una mancha roja con revelador de sulfato de cobre 5% (p/v) en el
punto de siembra de los extractos de primavera, con mayor intensidad, y también en los
de verano, recolectados en Paso de la Patria. Sin embargo, esta mancha no se encontré en
los extractos de otofio y en aquellos recolectados en Lomas de Vallejos. De esto podria
deducirse que son estos compuestos/familia de compuestos los responsables de la
actividad bioldgica de tales extractos (Figura 5.3.5).

3.2.2 Fitoquimica: reacciones de color

Se consideraron las reacciones de color como reacciones de screening primario, a
partir de las que se obtuvo informacién sobre la presencia o ausencia de familias de
compuestos en los distintos extractos etandlicos de partes aéreas recolectados en Paso de
la Patria. Los resultados se exponen en la Tabla 5.3.3 y se ilustran en la Figura 5.3.6.

Tabla 5.3.3: Marcha fitoquimica de extractos etanélicos de partes aéreas recolectados de PP.

Extracto alcohdlico de partesaéreas 1 Il 11l  Observaciones
Test de Dragendorff + - = Precipitado rojo ladrillo
Reaccion de FeCls + + + Precipitado verde-marron
Reaccion de Liebermann-Burchard - -+  Cambio leve a verde azulado
Ninhidrina - - - Sin cambio de color
Reaccién de Shinoda - * = Cambio leve a color rojizo.
Fluorescencia rojo-naranja a 365nm.
Antraquinoides: Quinonas + + o+
En medio alcalino fluorescencia roja.
Reactivo vainillina-acido sulfurico - + + Violeta a bafio maria
Raymond- Marthoud - - - Sincambio de color
Gelatina/NaCl - * = Precipitado blanco
Cumarinas - - - Noseobservd fluorescencia a 365 nm

I: otofio; I1: primavera; I11: verano. (-) Ausencia; () presencia dudosa; (+) presencia familia de

compuestos.

Dngcwdor(? ) Femoles
'@

Rue
I 9

(+)
xdh
TPaso Tadriow
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1

cm - mmee= -

- . a- . e~

I: otofio; I1: primavera; I11: verano. 1: Alcaloides; 2: Fenoles; 3: Aminoéacidos; 4: Flavonoides; 5:

Antraquinoides; 6: Saponinas. Figura 5.3.6: Reacciones de color de extractos A2 de PPy LV.
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De este modo, se pudo observar la estabilidad de los fenoles y antraquinonas en
los distintos estados vegetativos de la especie, mientras que los alcaloides sélo se
encontraron en los extractos provenientes del material vegetal de otofio y las saponinas
en los extractos obtenidos del material de primavera y verano.

3.3 Quimica no volatil de las fracciones obtenidas
3.3.1 TLC de las fracciones
Del mismo modo que se realizé una TLC para los extractos etanolicos enteros, se

realizé una para las fracciones obtenidas a partir de A2I11 PP (Figura 5.3.7)
Anisaldehido UV 254 nm UV 365 nm

1; 2; 3; 4; 5y 6: fracciones de A2111 PP. Fase movil: cloroformo:metanol 95:5. Revelado: Anisaldehido
sulfarico/UV 254 nm/UV 365 nm. Figura 5.3.7: TLC de las fracciones de A2l1l PP

En las fracciones 4, 5y 6 se observé la misma mancha roja en el punto de siembra
observada para el extracto entero (Figuras 5.3.5) a la que se le podria atribuir la actividad
biologica del mismo. F6 tuvo la misma actividad biolégica que F4 y F5 (apartado 3.5.2
Seguimiento de la actividad bioldgica de las fracciones) pero su perfil cromatogréafico
por TLC (Figura 5.3.7) evidencio una menor cantidad de componentes, razon por la cual
se asumid que sblo estd formada por componentes bioactivos. Este hecho motivé que el

estudio quimico estructural se continte con F6, descartando las fracciones restantes.

3.3.2 Fitoquimica: reacciones de color

Aquellas familias de compuestos que resultaron reactivas para A2111 PP, fueron
ensayadas en cada una de las fracciones obtenidas, de manera tal de determinar cuales de
ellas se enriquecieron en componentes bioactivos. Los resultados obtenidos se detallan
en la Tabla 5. 3.4 y se ilustran en la Figura 5.3.8 los resultados de las reacciones en placa

de toque.

[179]



Capitulo 5
Quimica

Tabla 5.3.4: Reacciones de color para las fracciones.

Ensayos F1 F2 F3 F4 F5 F6 Observaciones
Test de Dragendorff -+ - + 4/~ +/-  Precipitado pardo
Reaccion de FeCls - - + +++ ++ ++++ Precipitado verde-marrén
Reaccion de Shinoda - - - - + Cambio a rojo-marrén
Reaccion de .

+ + + - - - Cambio a verde-azulado

Liebermann-Burchard

Gelatina/NacCl - - - - +/-  +/-  Precipitado blanco
Antraboides: Fluorescencia rojo-naranja a

. t - - - - - 365nm. En medio alcalino
Quinonas

fluorescencia roja.
Reactivo vainillina- + o+ - - - R Violeta a bafio mar
acido sulfurico

F1; F2; F3; F4; F5; F6: fracciones de A2I11 PP. (-) Ausencia; (+) dudoso; (+) presencia de familia de

compuestos.

1: Alcaloides: Dragendorff; 2: Fenoles: FeCls; 3: Flavonoides: Shinoda; 4: Esteroides: Liebermann-

Burchard. Figura 5.3.8: Marcha Fitoquimica. Reacciones de color de las fracciones

En las fracciones mas activas 4, 5 y 6 se identificd la presencia de alcaloides,
fenoles y flavonoides. Posiblemente los alcaloides y flavonoides no hayan sido
identificados en el extracto entero debido a un fendmeno de dilucion. Al ser fraccionado
el extracto, los componentes bioactivos resultaron presentes en mayor proporcion
respecto del resto de los componentes. Ademas, de éste analisis puede deducirse que los
esteroides, las quinonas y las saponinas no estarian relacionados con la actividad

biologica de los extractos, debido a su presencia en las fracciones menos activas.

3.4 Elucidacion estructural de los componentes bioactivos
3.4.1 HPLC-DAD

Se analiz6 por HPLC-DAD la fraccion activa F6 con el fin de obtener una
aproximacion de la identidad de sus componentes. Asimismo, se analiz6 el extracto entero
A2111 PP de manera tal de evaluar el enriquecimiento de la fraccién en los componentes

activos. Los cromatogramas correspondientes a las corridas realizadas se observan en la
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Figura 5.3.9; los espectros UV de los principales picos de F6 en la Figura 5.3.10. Los

resultados se exponen en las Tablas 5.3.5y 5.3.6.

Tabla 5.3.5: Tabla de picos cromatograficos de A2111 PP

Pico Tr Area Peso %Area %Peso| Pico Tr Area Peso %Area %Peso
1 3,963 31121 3635 0,157 0,866| 12 19,737 446348 11172 2,252 2,661
2 4,243 1055467 104379 5,326 24,857| 13 21,554 684109 13112 3,452 3,122
3 4,738 159463 11530 0,805 2,746| 14 21,750 417002 12878 2,104 3,067
4 5,281 1050791 12014 5,303 2,861| 15 23,168 195898 4710 0,989 1,122
5 10,948 989049 8646 4,991 2,059| 16 23,550 95539 4143 0,482 0,987
6 11,728 920137 10807 4,643 2,574 17 24,982 528317 8224 2,666 1,958
7 15,583 1648797 27376 8,321 6,519| 18 26,012 379026 8978 1,913 2,138
8 15,884 978386 34464 4,937 8,207| 19 26,410 262714 9215 1,326 2,194
9 17,487 1582190 31621 7,985 7,530| 20 28,703 3366952 19047 16,991 4,536
10 18,697 1010538 18909 5,100 4,503| 21 31,022 436724 14813 2,204 3,527
11 19,385 186333 10780 0,940 2,567| 22 31,940 3390772 39470 17,113 9,399
Total 19815673 419923 100 100
*Los picos resaltados en negrita se corresponden con los picos de F6 dentro de A2111 PP.
A B .

~ DetAChi

...................

1 1PDAMulti 1

1PDA Multi 1/280nm 4nm

A: A2lll PP; B: F6. Cromatograma HPLC, A detector: 280 nm. Figura 5.3.9: HPLC-DAD

Tabla 5.3.6: Tabla de picos cromatograficos de F6.

Pico# Tr Area Peso %Area %Peso
21 16,523 8418202 331412 22,185 29,31
22 17,700 3637281 132151 9,586 11,687
23 19,136 3142130 66748 8,281 5,903
28 21,952 2108893 49695 5,558 4,395
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A: Cromatograma HPLC F6, A detector: 280 nm; B: Barrido espectral UV de los picos de interés
(mayoritarios): Tr: tiempo de retencion; Amax: longitud de onda del maximo de absorbancia. Figura
5.3.10: HPLC-DAD F6
Considerando los % de area de los picos mayoritarios de F6 (picos N° 21, 22, 23y
28) (sumatoria de los % de area) y los % de area que se corresponden con éstos picos en
la corrida del extracto entero A2111 PP (picos N° 8, 9, 10, 13y 14); y realizando el céalculo
que se expone a continuaciéon pudo verificarse el enriquecimiento de F6 en los

componentes bioactivos:

sumatoria de % de area de picos mayoritarios de Fs > 100%

sumatoria de % de area de picos correspondientesen A2II1 PP > X %
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45,6 % de area de picos mayoritarios de Fs 2> 100%
23,5 % de area de picos correspondientes en A2I11 PP > X =51,56 %

Esto demuestra que, con el fraccionamiento, se produjo un enriquecimiento en area
del 51,56% de la fraccion en los componentes de interes.

Ademas, se caracterizaron en la fraccién polar F6 picos que, debido a sus maximos
de absorbancia y a la forma de sus espectros UV, con dos bandas definidas, resultaron
compatibles con flavonoides (Figura 5.3.11):

-una banda de mayor longitud de onda en el rango 300-390 nm (cinamoilo)

-una de menor longitud de onda en el rango de 250-280 nm (benzoilo)

! 3

i \ [

7 i 5 [NV I

e VoM

6 3 ! /

: \/ ..

o Te—
benzoil i cinamoil |
bandall '  bandal 200 300 400 500
240-285 nm 300-400 nmy

Figura 5.3.11: Patrdn de fragmentacion de flavonoides

3.4.2 High Resolution Mass Spectrometry (Q-Orbitrap)

El enfoque utilizado para estudiar los componentes presentes en la fraccion activa
obtenida se sustenta en el concepto de la metabolémica, tal como se defini6 en la década
de 1990 para describir técnicas destinadas a medir los metabolitos presentes dentro de
una célula, tejido u organismo (Nicholson et al., 1998). Las estrategias de la
metaboldémica se han dividido en dos enfoques distintos, la metabolomica no dirigida
(untargeted) y la dirigida (targeted), cada una con sus propias ventajas y desventajas
inherentes. (Roberts et al., 2012).

La metabolomica no dirigida (untargeted) implica el anélisis exhaustivo de todos
los analitos medibles en una muestra, incluidos los compuestos desconocidos. Debido a
su naturaleza integral, la metabolomica no dirigida debe combinarse con técnicas
quimiométricas avanzadas, como el analisis multivariado, para reducir los conjuntos de
datos generados en un conjunto mas pequefio de sefiales manejables. Estas sefiales
requieren una anotacién utilizando bibliotecas in silico o investigacion experimental e
identificacion posterior utilizando quimica analitica. El analisis no dirigido (untargeted)
ofrece la oportunidad de descubrir nuevos objetivos, ya que la cobertura del metaboloma

solo esta restringida por las metodologias de preparacion de muestras y la sensibilidad y
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especificidad inherentes a la técnica analitica empleada. A su vez, la metabolémica
dirigida (targeted) implica la medicion de grupos definidos de metabolitos quimicamente
caracterizados y bioguimicamente anotados. Mediante el uso de estadndares internos, en
este caso el analisis puede realizarse de manera cuantitativa o semicuantitativa.

El objetivo de este trabajo fue utilizar un enfoque analitico no dirigido (untargeted)
para la identificacion de flavonoides, utilizando un sistema de clean-up por SPE on-line
para reducir la interferencia de la matriz, combinada con la deteccion cromatogréfica
rapida proporcionada por la capacidad de la UHPLC acoplada a espectrometria de masas
cuadrupolo/alta resolucion (Q-Orbitrap) (Barnaba, 2018). Como bases de datos para la
identificacion de los compuestos presentes se utilizaron la base de datos on-line
Compound Discoverer 3.1 (mzCloud library, Advanced Mass Spectral Database,

https://www.mzcloud.org). Si bien es posible disponer de una cuantificacion tentativa de

los diferentes componentes a través de la normalizacion de sus areas a partir de las areas
obtenidas en la corriente ionica total (TIC, area compuesto/area TIC), la informacion
obtenida no es confiable por lo que esta etapa formara parte de un trabajo futuro.

En resumen, la elucidacion estructural de los componentes de la fraccidn activa F6
permitié identificar cinco (5) derivados glicosilados de flavonoles (Figura 5.3.12): 1. 1
quercetina 3-O-soforosida [quercetina 3-O-B-D-glucosil-(1,2)-B-D-glucosido]; 2.
naringenina 7-O-B-D-glucésido; 3. eriodictiol-7-O-B-D-glucésido; 4. galangina-7-

glucésido y 5. baicaleina-7-O-glucosido (oroxina A).

Figura 5.3.12: Flavonoides polihidroxilados identificados por UHPLC-MS
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Teniendo en cuenta los trabajos encontrados en la bibliografia para la especie C.
pareira de otras regiones del mundo, nuestros resultados no estan de acuerdo con los
reportados por Amresh et al. (2007) que solo detectaron quercetina con actividad
antioxidante en raices. Tampoco lo estan con el trabajo de Ramirez et al. (2003) que
informan la presencia de cissampeloflavona y un dimero de chalcona flavona en partes

aéreas a las cuales relacionan la actividad contra Tripanozoma cruzi y T. brucei.

4. Conclusiones

Se ha caracterizado por primera vez la composicion quimica de los extractos
volatiles de esta especie, particularmente, material vegetal recolectado del sitio
geografico y en la estacion del afio en la que manifest6 mayor actividad bioldgica la
especie, encontrandose una predominancia tanto en partes aereas como en raices de
hidrocarburos terpénicos (o—pineno; B—pineno; f—mirceno y limoneno), y ademas, en
raices gran proporcion de &cidos grasos (acido estearico y linoleico) ausentes en partes
aereas.

Respecto de los componentes no volatiles, dada la complejidad del extracto activo
A211l PP, se obtuvo por fraccionamiento bioguiado, una fraccion polar F6 rica en
compuestos bioactivos. Sobre esta fraccion activa se determind la composicion quimica
presuntiva por HPLC-DAD lo que orientd su composicion hacia la familia de los
flavonoides. A partir de esta informacion, se trabajé con espectrometria de masa de alta
resolucién para dilucidar la identidad de los componentes mayoritarios de por UHPLC-
MS.

Debe destacarse que esta es la primera vez que fue posible relacionar la actividad
antiveneno de la especie C. pareira con la naturaleza estructural de los compuestos
involucrados, logrando dilucidar en esta fraccidn activa la presencia de quercetina 3-O-
soforosido [quercetina 3-O-p-D-glucosil-(1,2)-4-D-glucosido], naringenina 7-O-f-D-
glucosido, eriodictyol-7-O-4-D-glucosido; galangina-7-glucésido y baicaleina-7-O-

glucésido (oroxina A) (Ricciardi et al., 2018).
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Los resultados obtenidos a partir del estudio de la expresién de los metabolitos
secundarios de la especie autoctona C. pareira y la capacidad de interaccion de los
mismos con los componentes del veneno de B. diporus, permitieron contribuir al
conocimiento fitoquimico, quimiotaxondmico y bioldgico de la especie vegetal, con
importancia etnofarmacologica en la region.

Se obtuvieron treinta y seis (36) extractos vegetales a partir de material vegetal
recolectado en dos regiones fitogeograficas diferentes: PP y LV; en los estados
vegetativos de mayor actividad metabdlica: otofio, primavera y verano; de los dos érganos
constituyentes de la especie: raices (R) y partes aéreas (A), y con solventes de distinta
polaridad: agua, etanol 96° y hexano; de manera tal de lograr una extraccion diferenciada
de los posibles compuestos/familias de compuestos bioactivos presentes.

Se trabajaron dos ejes principales: actividad biologica, que comprendié el estudio
de la actividad contra veneno (alexitérica) y la actividad antimicrobiana contra los
principales agentes causales de sobreinfeccion de las lesiones producidas como
consecuencia del accidente ofidico; y la elucidacion quimica estructural de los
componentes responsables de la actividad biologica; en vistas de contribuir con las bases
del conocimiento necesarias para elaborar, en un fututo, un medicamento herbario que
pueda utilizarse como coadyuvante en el tratamiento del accidente ofidico, previniendo
fundamentalmente los dafios locales producidos por el veneno, principal causa de
morbilidad; sin pretender sustituir la suero antiofidico actualmente utilizado.

La totalidad de extractos vegetales obtenidos que fueron analizados por SDS-PAGE
como técnica de tamizaje, manifestaron diferencias significativas en su actividad
antiveneno que se encontré influenciada por factores edafologicos (sitio geografico de
recoleccidn), estacionales (estado vegetativo de la especie vegetal), 6rgano constituyente
(raices/partes aéreas) y naturaleza del extracto preparado (polaridad del solvente de
extraccion utilizado).

De los resultados de la evaluacion de la capacidad inhibitoria de las principales
actividades del veneno, se desprenden las siguientes conclusiones:

v’ Actividad proteolitica: los extractos etanolicos, tanto de partes aéreas como

de raices, inhibieron esta actividad para ambas zonas geograficas de recoleccion, y en
todos los estados vegetativos, aunque fue evidente que los extractos de verano
recolectados en PP lo fueron mas. Ademas, excepto el extracto acuoso de partes aéreas
recolectado en verano de PP (Allll PP), ningun otro extracto acuoso fue capaz de inhibir

la protedlisis de caseina. Respecto de los extractos hexanicos, s6lo mostraron actividad
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significativa aquellos provenientes del material vegetal recolectado en otofio de PP,
disminuyendo su intensidad en primavera, sin distincion de érgano.

v" Actividad hemolitica indirecta: sélo los extractos etanélicos de partes aéreas

recolectados de PP en primavera y verano resultaron ser capaces de inhibir
significativamente esta actividad (mas activos en primavera), resultando esta inhibicion
dependiente de la relacién veneno-extracto utilizada.

v' Actividad coagulante: los extractos etandélicos de partes aéreas fueron los mas

activos, y particularmente aquellos obtenidos a partir del material vegetal recolectado en
PP en verano.

En resumen, la actividad alexitérica de la especie fue ampliamente influenciada por
los factores considerados, por lo que resultaria particularmente interesante estandarizar el
sitio y el momento més apropiado de recoleccion, asi como también el tipo de extracto a
preparar para maximizar el rendimiento y optimizar la extraccion de los componentes
bioactivos. Asi, las partes aéreas recolectadas en PP resultaron mas activas que las
recolectadas en LV. Sin embargo, las raices fueron mas activas en ésta Gltima localidad.
Con relacion al estado vegetativo de la especie, cuando los ejemplares fueron encontrados
en etapa de floracion (verano), los extractos de partes aéreas fueron mas activos que
en primavera y otofio; siendo, en general, y para todas las variables ensayadas, los
extractos etanolicos mas activos que los acuosos y hexanicos.

Por otra parte, se evaluo la actividad antimicrobiana de la totalidad de los extractos
vegetales obtenidos utilizando la bioautografia directa como herramienta, manifestandose
actividad unicamente contra S. aureus ATCC 25923, siendo ademas, esta actividad
influenciada por el sitio geografico de recoleccion: los extractos de PP fueron mas
activos que los de LV, observandose que, por ejemplo, en verano ninguno de los
extractos de LV resultd activo. Ademas, las raices presentaron actividad antimicrobiana
para éste sitio. Con relacion a los extractos obtenidos del material recolectado en PP,
ademas de las raices, las partes aéreas etandlicas de primavera y verano inhibieron el
desarrollo del microorganismo. La diferencia en la actividad antimicrobiana manifestada
por los extractos ensayados puede deberse a la gran diversidad de factores que afectan el
desarrollo de esta actividad biologica: caracteristicas genéticas de la especie, factores
medioambientales de tipo climaticos (temperatura y humedad), caracteristicas del suelo,
edad y desarrollo de la planta. La importancia de este hallazgo radica en el hecho que en
la actualidad existe una creciente resistencia de los microorganismos a los antibidticos

comunmente utilizados para tratar este tipo de infecciones, por lo que para la industria
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farmacéutica es relevante trabajar en el eventual desarrollo de nuevos medicamentos
herbarios que constituyan un tratamiento alternativo y efectivo para estas complicaciones
locales.

Con esta bateria de ensayos, se seleccionaron los extractos etanolicos de partes
aéreas obtenidos del material vegetal recolectado en PP, méas especificamente los de
primavera (A211 PP) y verano (A2l11 PP), como los més activos de la especie vegetal,
continuando el trabajo con A2111 PP.

Se obtuvieron seis (6) fracciones por cromatografia flash en columna, resultando
las méas polares 4, 5 y 6 enriquecidas en los componentes alexitéricamente activos,
logrando el maximo de actividad contra veneno, tanto por SDS-PAGE, como en su
capacidad inhibitoria de las actividades in vitro del veneno (proteolitica, hemolitica
indirecta y coagulante). Ademas, tanto A2111 PP como F6 fueron capaces de inhibir la
actividad fibrinogenolitica del veneno. Sin embargo, ninguna de estas fracciones fue
enriquecida en componentes antimicrobianos, ya que fueron incapaces de inhibir el
desarrollo de S. aureus por bioautografia directa. La actividad antimicrobiana
manifestada por el extracto entero A2111 PP podria ser resultado de un sinergismo entre
componentes que, al separarse en las fracciones, ya no manifiestan actividad.

La etapa de pruebas in vitro se concluyo con un ensayo de citotoxicidad de la
fraccion polar F6 en cultivo de mioblastos murinos C2C12, no resultando la misma
citotdxica, aun a grandes concentraciones (800 pg/mL) y siendo capaz de inhibir el
100% de la citotoxicidad producida por el veneno a una concentracion de 300 ug/mL.
Estos resultados permitieron tener toda la informacidn necesaria para proceder a realizar
ensayos in vivo, conforme lo establecido por las normas internacionales de ensayos con
animales de experimentacion.

Se verifico asi que 5 mg del extracto entero A2Ill PP y la misma cantidad de
fraccion activa F6, protegieron en un 100% a los ratones de cepa Balb-c de 4DL50 del
veneno, mientras que 3 mg de F6 protegieron sélo en un 75%. Ademas, esto confirmé
que tanto A2I11 PP como F6, a ninguna de las concentraciones ensayadas (5mg y 3mg),
manifestaron toxicidad aguda.

Con los datos obtenidos y para finalizar el trabajo, se elabor6é un medicamento
herbario de aplicacion topica con F6 como principio activo, con consistencia de gel
termosensible: a temperatura ambiente su estado es liquido facilitando su aplicacién y a
37°C gelifica, favoreciendo la permanencia y permeacion en el sitio de la lesion. La

efectividad del gel se evalud en ratones de cepa Balb-c pudiendo observarse que aquellos
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ratones tratados con el gel, independientemente de la via de inyeccién (ID o SD),
presentaron una mejor evolucion de la lesién producida por el veneno, ya que impresiond
un aceleramiento en la cicatrizacion, favoreciendo la eliminacion del tejido necrético por
desprendimiento y observandose por debajo, tejido revitalizado evidenciado por bordes
hemorréagicos, comparados con aquellos ratones no tratados con el gel; aunque segun al
analisis histologico de los cortes obtenidos, la proteccion resulté mayor cuando la via de
inyeccion fue ID. Esto podria representar un desafio para la farmacotecnia que debera
profundizar en estudios farmacocinéticos y farmacodindmicoas de la formulacion en
vistas de mejorar la permeacion de los principios activos del preparado, de modo de lograr
una proteccion mayor en las zonas mas profundas.

Respecto de la caracterizacién de la quimica volatil de la especie, se ha determinado
por primera vez la composicion de los extractos volatiles, mas especificamente de
aquellos obtenidos a partir del material vegetal recolectado en PP en verano, ya que fue
la region y estacion con mayor actividad bioldgica; encontrandose una predominancia
tanto en partes aereas como en raices de hidrocarburos monoterpenicos (a—pineno;
S—pineno; S—mirceno y limoneno), y ademas, en raices, gran proporcion de acidos grasos
(4cido estearico y linoleico) ausentes en partes aéreas.

Finalmente, con relacion a los componentes no volatiles, se logro determinar la
composicion quimica presuntiva de la fraccion polar purificada en compuestos
alexitéricamente bioactivos F6 por HPLC-DAD, que orienté su composicion hacia
compuestos polihidroxilados: flavonoides. Con esta informacion, se trabajé con
espectrometria de masa de alta resolucion para dilucidar la identidad de los componentes
de por UHPLC-MS. Esta fue la primera vez que resulto posible relacionar la actividad
antiveneno (alexitérica) de la especie C. pareira con la naturaleza estructural de los
compuestos involucrados, logrando dilucidar en esta fraccion la presencia de quercetina
3-0O-soforosido [quercetina 3-O-4-D-glucosil-(1,2)-8-D-glucoésido], naringenina 7-O-
BD-glucosido, eriodictyol-7-O-8-D-glucésido; galangina-7-glucosido y baicaleina-7-
O-glucédsido (oroxina A).

Resulta importante destacar que este trabajo de tesis tiene una gran importancia ya
que es el primero que valida cientificamente el uso etnobotanico como antiveneno de la
especie C. pareira frente al veneno de B. diporus. Todos los estudios existentes al
respecto se han realizado con ejemplares de C. pareira de otras regiones del mundo y

frente a otras especies de Bothrops, distintas a diporus. Ademas, es la primera vez que se
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ensaya la inhibicion de la citotoxicidad del veneno de B. diporus por extractos de la
especie vegetal pudiendo poner a punto la técnica para realizarlo y la primera vez que se
elabora un gel de aplicacion topica a partir de un producto natural ensayado en modelo
animal con el objetivo de inhibir la accidn del veneno de yararé chica. Por lo tanto, aun
cuando este trabajo constituye el inicio de una larga investigacion de caracter
farmacoldgica/farmacotécnica que lo excede, sienta las bases de conocimiento para
contribuir al tratamiento complementario del accidente ofidico, una problemética de salud
publica principalmente en areas rurales y lejanas a centros asistenciales. La elaboracion
de un producto que permita contener los dafios locales producidos por el veneno hasta
lograr la aplicacion del suero hiperinmune seria de una utilidad invalorable para la

sociedad.
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