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RESUMEN

En Colombia, cerca del 90% de los accidentes ofidicos son ocasionados por serpientes del género
Bothrops, cuyos venenos provocan alteraciones locales y sistémicas, como edema, anticoagulacién,
hemorragia y mionecrosis. El suero antiofidico es el Gnico tratamiento efectivo, pero su limitada accién
local y escasa disponibilidad en zonas geograficas aisladas hace necesaria la busqueda y validacién de
alternativas terapéuticas que actden como recurso y disminuyan el porcentaje de secuelas de estos
accidentes. Recientes estudios han reportado accién inhibitoria del extracto etandlico de Brownea
rosademonte (Caesalpiniaceae) sobre algunos efectos locales de estos venenos. Asi, en el presente estudio
in vitro se evalud la capacidad inhibitoria de extractos etandlicos de hojas y corteza de Brownea ariza sobre
las actividades proteolitica, fosfolipasa A,y coagulante del veneno de B. asper; esta Gltima segtin el efecto
de coagulacién in vitro, se relaciona con anticoagulacién observada in vivo. Los resultados mostraron
que los extractos de corteza inhiben la accién de fosfolipasas A, (93,2 = 0,4%), prolongan el tiempo
de coagulacién (mds de 10 min), e inhiben la actividad proteolitica, aunque ésta tiltima con menores
efectos que el extracto foliar (77 = 0,6% y 93,8 * 0,6% respectivamente).

Palabras clave: Bothrops asper, Brownea ariza, veneno de viboras, actividad proteolitica, fosfolipasas A,.

ABSTRACT

In Colombia, about 90% of snakebites are caused by Bothrops snakes, whose venoms cause in vivo, local and
systemic disturbances, such as edema, myonecrosis, blood-clotting disorders and hemorrhage. Antivenom
is the only effective treatment to manage these poisonings, but its limited action at local level and little
availability in geographically isolated areas makes necessary the validation and search for therapeutic
alternatives acting as an immediate resource to reduce the percent of sequels caused in these snakebites.
Recent studies have reported the inhibitory action of the Brownea rosademonte (Caesalpiniaceae) extract
against some local eftects produced by these snakes. Therefore, in this in vitro research the inhibitory ability
of the ethanol extract of leaves and bark from Brownea ariza was evaluated on proteolytic, phospholipase
A, and coagulant activities of B. asper venom, which is related with anticoagulation observed in vivo. The
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results showed that bark extracts inhibit phospholipase A, activity (93,2 * 0,4%), extend the clotting time
of plasma (more than 10 minutes) and inhibit the proteolytic activity, although the latter showed lesser
effects than those observed with leaves extract (77 * 0,6% and 93,8 = 0,6%, respectively).

Keywords: Bothrops asper, Brownea ariza, viper venom, proteolytic activity, phospholipases A,.

INTRODUCCION

En Colombia, el accidente ofidico es un pro-
blema de salud publica, y, segin los informes, las
serpientes de los géneros Bothrops (particularmente
B. asper), Porthidium y Bothriechis, ocasionan la mayor
accidentalidad, principalmente en los departamen-
tos de Antioquia, Chocd, Meta, Norte de Santander,
Casanare, Caldas y Cauca, en los que causan una
mortalidad del 5%, y secuelas permanentes en un
porcentaje similar de los afectados (1).

El veneno de Bothrops asper (mapani, cuatro
narices, jergén), es una compleja mezcla de po-
lipéptidos, sustancias no proteicas como aminas
(histamina, bradiquidina, serotonina y acetilco-
lina), que generalmente producen intenso dolor,
edema ¢ hipotensién, y componentes proteicos
que contienen enzimas tales como hemorraginas,
proteasas, fosfolipasas A, neurotoxinas y miotoxi-
nas que actian por diferentes mecanismos (2) y
ocasionan manifestaciones fisiopatolégicas locales
como mionecrosis, hemorragia y edema, y altera-
ciones sistémicas caracterizadas por coagulopatias,
hemorragias, shock cardiovascular y falla renal
aguda (3-7).

Para neutralizar estos efectos, los protocolos
deben incluir la utilizacién del antiveneno corres-
pondiente, pero por las particularidades geograticas
de nuestro pafs, en algunos casos éstos no estin
disponibles de manera inmediata para todas las
comunidades, o no contrarrestan todos los efec-
tos inducidos por estas toxinas debido a la rdpida
biodisponibilidad de estas dltimas (8-10). Por estas
razones es necesaria la bisqueda de alternativas,
naturales o sintéticas, que disminuyan o neutralicen
los mencionados efectos (11, 12) y, entre ellas las
plantas son una fuente importante, al punto que
algunas de ellas han sido utilizadas tradicionalmen-
te como método curativo contra la mordedura de
serpientes, especialmente en 4reas tropicales donde
existe mayor biodiversidad (1, 12-14).

Una de estas plantas activas contra el efecto
letal y hemorrigico del veneno de B. asper, es la
Brownea rosademonte (Caesalpiniaceae), cuya corte-

za ejerce un efecto neutralizante in vivo del 100%
sobre los efectos hemorrigicos y letales inducidos
por el veneno de B. asper, y una inhibicién (25%)
de la actividad proteolitica del mismo (1, 13-15); sin
embargo, esta planta se encuentra principalmente
en zonas selviticas de dificil acceso, y por ello, al
buscar especies cercanas que sirvan como eventuales
alternativas para el tratamiento inicial e inmediato
del accidente ofidico, se debe considerar la Brow-
nea ariza (palo de cruz, rosa de monte, ariza, entre
otros), cuya amplia distribucién y reconocido uso
como antthemorragica sobre heridas abiertas (16)
la convierten en una fuente metabdlica viable con
potenciales propiedades antiofidicas.

La B. ariza B., conocida tambien como B. princeps
L. o Hermesias ariza K, es un arbol de 3 a 10 metros
de altura, perenne, con ramas jévenes amarillo-
tormentosas, foliolos alternos o subopuestos y elip-
ticos. Se distribuye principalmente desde Perti hasta
Panamid; y en Colombia es utilizada en medicina
popular en caso de hemorragias internas o heridas
sangrantes y contra la disenterfa y la diarrea (17).

MATERIALES Y METODOS

Hojas y corteza provenientes de drboles de B.
ariza, ubicados e identificados en el Jardin Boti-
nico Joaquin Antonio Uribe de Medellin (1538
m.s.n.m.), sirven como material vegetal de partida,
una vez lavados con agua destilada, secados (38°C/2
dfas), molidos, puestos en percolacién (etanol 96%,
48 horas), filtrados, concentrados con ayuda de
un rotaevaporador (BUCHI R-124%), liofilizados
y almacenados a -20°C hasta su utilizacién. Asi
mismo, una mezcla homogénea previamente co-
lectada a partir de 40 especimenes adultos de B.
aspet, provenientes de diferentes zonas geogréficas
del departamento de Antioquia, Colombia, sirve
como veneno total, una vez centrifugado, liofilizado
y almacenado a -20°C, hasta su utilizacién.

Inhibicién del efecto coagulante: En experi-
mentos realizados por triplicado, diferentes concen-
traciones de los extractos, mezcladas con una dosis
de veneno de 1,0 ug disueltas en 50 uL de PBS, pH
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7,2, se incuban a 37°C por espacio de 30 minutos.
Pasado este tiempo, se adicionan 300 uL de plasma
humano procedente de donantes sanos, se registra
el tiempo de formacién del codgulo y se determina
el tiempo de prolongacién de la coagulacién, con
base en el efecto producido por el control positivo
(veneno de B. asper) (18).

Inhibicién de la actividad proteolitica: 0,02
mg/mL de veneno (en PBS) se mezclan con cada
uno de los extractos (relacién 1:20 (veneno/extracto
p/p), se incuban (37°C/30 min), y se adicionan 2 mL
de caseina al 1% en PBS, pH 7,2 a cada una de las
mezclas, como requisito previo de una nueva incu-
bacién bajo las condiciones descritas. Pasado este
tiempo, se detiene la reaccidn con adicién de dcido
tricloroacético al 5%, y tras 30 minutos de reposo
se centrifuga (3500 rpm/10 min), obteniéndose un
sobrenadante al que se le determina su absorbancia
(280 nm) contra un blanco de reactivos. Los resul-
tados de los ensayos, realizados por triplicado se
expresan como porcentaje de inhibicién, tomando
como 100% de actividad proteolitica la del control
positivo (veneno de B. asper) (19).

Actividad de fosfolipasa A,: 1 mL de solu-
ciones previamente incubadas (37°C/30 min), que
incluyen mezclas de veneno (30 ug), con diferentes
cantidades de extracto etandlico de B. ariza, se agre-
ga a un sustrato (yema de huevo) y se incuba por
15 min a las condiciones de temperatura descritas.
Pasado este tiempo se le adiciona una mezcla de
extraccion y heptano, con el fin de separar los aci-
dos grasos liberados y titularlos con NaOH 0,018
N, usando como indicador azul de timol en etanol.
Los resultados de los experimentos, efectuados por
triplicado, se expresan como porcentaje de inhibi-
cién, asumiendo un 100% de actividad en el control
positivo (veneno de B. asper) (20).

Electroforesis SDS-PAGE: 40 g de veneno
se incuban con 400 ug de cada extracto (30 min/a
37°C). Pasado este tiempo se disponen muestras
sobre geles de poliacrilamida (12%), se someten al
campo cléctrico (Mini Protean-II® de BioRad) (60
min/100 voltios) (21), y se realiza tincién proteica
con azul de Coomasie R 250. Se utilizan marcadores
de peso molecular de amplio rango (15-190 KDa).
Todas las muestras son corridas en condiciones no
reducidas.

Marcha fitoquimica: Las pruebas por triplica-
doy con el fin de detectar alcaloides, esteroides y/o
terpenoides, flavonoides, naftoquinonas y antraqui-

nonas, aminoacidos, compuestos fendlicos, cardio-
tonicos, leucoantocianinas, saponinas y taninos, se
llevaron a cabo de acuerdo con el método propuesto
por Sanabria, 1989 (22), y la de cumarinas, con el
planteado por Dominguez, 1979 (23).

Tratamiento estadistico: Con ayuda de SPSS
14.0 (http:/fwww.spss.com; SPSS Inc. 233 South Wac-
ker Drive, 11th Floor, Chicago, IL 60606-6412), los
datos se sometieron a andlisis de varianza de una
via, y test de Bonferroni, expresando los resultados
como media = S.E.M (error estindar de la media) y
asumiendo diferencias estadisticamente significati-
vas con una probabilidad de error p < 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Inhibicion del efecto coagulante

En la figura 1 se observa que la co-incubacién
de un microgramo de veneno (control positivo)
con plasma, induce la coagulacién al término de
23 + 0,4 segundos; pero este tiempo se prolonga
de manera considerable y con diferencia estadis-
ticamente significativa al emplear los extractos,
especialmente de corteza, y a las mayores concen-
traciones utilizadas (950,4 = 135,3 y 593,2 + 1,3
segundos; corteza y hojas respectivamente), sin que
esto signifique relacién entre efecto y concentra-
cién, pues no existen diferencias estadisticamente
significativas en las relaciones 1:1, 1:5 y 1:10 con
respecto al control.
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Figura 1. Inhibicién del efecto coagulante inducido
por el veneno de B. asper por extractos de corteza (C) y
hojas (H) de B. ariza. El asterisco (*) indica diferencia
significativa (p<0,05) respecto al control positivo
(Veneno).
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Actividad de fosfolipasa A,

La figura 2 muestra que la relacién 1:20 ejerce
el mayor efecto inhibitorio para los dos extractos
(93,2 * 0,4% para cortezay 87 * 0,4% para hojas),
demostrando la corteza, en todas las relaciones,
mayor capacidad neutralizante con respecto a las
hojas, sin que esta inhibicién sea dependiente de
la concentracién de extracto utilizado, pues las
relaciones 1:5y 1:10 de cada extracto no muestran
diferencias estadisticamente significativas.

100+

Porcentaje de inhibicion

v

.'ea

» Q

» N N

N Qy N A\
U R R

Figura 2. Porcentaje de inhibicién de la actividad de
fosfolipasa A, en hojas (BH) y corteza (BC) de B. ariza.

Inhibicién de la actividad proteolitica

En la figura 3 se observa que la actividad pro-
teolitica valorada para los extractos en proporcién
1:20 con relacién al veneno muestra una inhibicién
del 93,8 + 0,6% de la actividad proteolitica del ve-
neno, cuando se utiliza el extracto de hojas y una
del 77,2 = 0.6%, cuando es empleado el extracto de
corteza; datos relacionados con absorbancias (280
nm) de 0,232 + 0,002 para veneno; 0,014 + 0,001
para hojas y 0,053 * 0,002 para corteza.

100+
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Figura 3. Inhibicién de la actividad proteolitica del
veneno de B. asper por extractos de hojas (BH) y corteza
(BC) de B. ariza. El asterisco (*) representa diferencia
significativa respecto al extracto de hojas, p<0,05.
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Electroforesis SDS-PAGE

Como se observa en la figura 4, la complejidad
de los extractos no permite evidenciar grandes
cambios en las proteinas del veneno cuando éste
es pre-incubado con los extractos y llevado a elec-
troforesis; por lo tanto, se descarta una eventual
degradacién proteolitica del veneno por parte del
extracto como posible mecanismo de accién de los
extractos de B. ariza.

M BH
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Figura 4. SDS-PAGE del veneno de B. asper incubado
con los extractos en relacién 1:20. M: Marcadores de
peso molecular; Vi Veneno completo; BC: Extracto
de corteza de Brownea ariza; BH: Extracto de hojas de
Brownea ariza.

Marcha fitoquimica

En la tabla 1 se puede evidenciar que los ex-
tractos etandlicos de las hojas y corteza de B. ariza
presentan diferentes metabolitos secundarios, entre
cllos algunos con posible accién antiofidica como:
taninos, esteroides y/o triterpenoides, flavonoides,
y compuestos fenélicos.

Tabla 1. Marcha fitoquimica Brownea ariza.

GRUPO HOJAS CORTEZA
Aminodcidos + +
Compuestos fendlicos + +
Taninos + +
Flavonoides + +
Triterpenoides/Esteroides + +
Nafto y antraquinonas + +
Cardioténicos + +
Alcaloides - -
Leucoantocianinas + +
Saponinas + +
Cumarinas - -
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DISCUSION

Numerosas plantas han demostrado ejercer efec-
tos sobre las actividades de los venenos de serpientes,
entre ellas Brownea rosademonte, que inhibe algunos
de los efectos del veneno de B. asper (13-15); y asi,
los ensayos in vitro realizados con extractos etandlicos
de hojas y corteza de B. ariza muestran que la planta,
posiblemente, tiene la capacidad de inhibir los efectos
locales del envenenamiento de B. asper.

El efecto anticoagulante in vitro que demuestra el
veneno de B. asper estd relacionado con la capacidad
de sus proteasas (metaloproteasas y serinproteasa) de
activar algunos factores de coagulacién como el V
y el X, y convertir el fibrinégeno en fibrina, lo que
finalmente conduce a la formacién de un codgulo
inestable (24). In vitro, este codgulo se mantiene,
ya que el sistema fibrinolitico no estd disponible;
caso contrario al de las condiciones in vivo, ya que
el consumo masivo de fibrinégeno genera codgulos
inestables que finalmente son disueltos por el siste-
ma fibrinolitico, lo que lleva a la anticoagulacién de
los pacientes (25). Estas proteasas han sido aisladas
del veneno de B. asper (24), y tienen peso molecular
variable y caracteristicas cinéticas dependientes del
sustrato con el que se trabaje; de hecho, las meta-
loproteasas son enzimas dependientes de Zn**, el
cual es un requerimiento estricto para su actividad
proteolitica sobre los componentes de la membrana
basal de los capilares (26). Por su parte, las serinpro-
teasas tienen preferencia por el fibrinégeno, y de ahi
se deriva su alta actividad anticoagulante (27). Las
fosfolipasas A, son otro tipo de toxinas presentes en
el veneno de B. asper (24), cuya catilisis depende de
Ca*"y tienen aspartato e histidina en su sitio activo
(28) degradan fosfolipidos de membrana e inducen
efectos como miotoxicidad, neurotoxicidad, anti-
coagulacidn, al formar complejos con el factor Xa
de la cascada de coagulacién.

La inhibicién de las actividades proteolitica, coa-
gulante y de fosfolipasa A, del veneno de B. asper por
parte de los extractos de hojas y corteza de B. ariza
podria estar relacionada con los compuestos presen-
tes en dichos extractos, pues algunos triterpenoides
han mostrado ser inhibidores de metaloproteasas 'y
tosfolipasas A, (6, 29), mientras que los flavonoides
lo han sido de estas dltimas (30). Si bien ha sido
propuesta una inhibicién competitiva por parte de
estos compuestos hacia las enzimas mencionadas
(31), también podria pensarse en un mecanismo
de inhibicién menos especifico, ya sea por la for-

macién de complejos inactivos entre la enzima y
los compuestos en mencién, o por la quelacién del
Ca®* y/o Zn®" requerido por las fosfolipasas A, y
metaloproteasas para su ciclo catalitico. Ademis,
los extractos de hojas y corteza de B. ariza poseen
taninos, compuestos que también son inhibidores
de fosfolipasas A, y probablemente, por la forma-
ci6én de puentes de hidrégeno con los aminodcidos
del sitio activo (32, 33); sin embargo, como con los
flavonoides, se podria pensar en un mecanismo de
inhibicién menos especifico, sea por quelacién o por
precipitacién de proteinas mediante la formacién
de complejos macromoleculares inactivos (34),
los cuales, cabe resaltar, no fueron detectados por
medio de la electroforesis practicada.

Por lo anterior, y con el fin de relacionar espe-
cificamente las actividades inhibitorias con la pre-
sencia metabdlica, es necesario, en futuros trabajos,
el aislamiento y caracterizacién de los metabolitos
presentes en los extractos, pues solo asi se podrad
determinar el mecanismo directo por el cual se ven
inhibidas las actividades que ocasiona el veneno.

CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos
en este estudio se concluye que B. ariza podria
llegar a ser una alternativa vilida como tratamiento
inicial del accidente ofidico, en especial para aque-
llos protagonizados por la serpiente B. asper, pues
muestra, en algunos casos, mejor efectividad que
otras conocidas y reportadas, como B. rosademonte.
Ademds, es de ficil acceso, pues es una especie lo-
calizable en muchas zonas urbanas, y esto facilitarfa
su adquisicién y uso.

De los extractos analizados, se logré detectar
una mayor inhibicién de la actividad proteolitica
y coagulante por parte del extracto de corteza en
comparacion con el foliar; mientras que la marcha
fitoquimica muestra que en la planta hay presencia
de metabolitos que pueden ser claves en la dindmica
del proceso de inhibicién de los efectos del veneno.
Por esta razén, se deben continuar estudios sobre
esta planta, que permitan el afianzamiento en el
conocimiento y tratamiento de dichos accidentes.
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