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Neutralizacién del efecto hemorrigico inducido por veneno de
Bothrops asper (Serpentes: Viperidae) por extractos de plantas tropicales
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Abstract: Organic extracts representing 48 species included in 30 families of Costa Rican tropical plants were
evaluated for their ability to neutralize hemorrhagic activity induced by the venom of the snake Bothrops asper.
A bioassay in mice was used, based on intradermal injection of either venom or venom-extract mixtures followed
by the measurement of hemorrhagic areas. Total inhibition of hemorrhage was observed with the ethanolic, ethyl
acetate and aqueous extracts of Bursera simaruba, Clusia torresii, C. palmana, Croton draco, Persea
americana, Phoebe brenesii, Pimenta dioica, Sapindus saponaria, Smilax cuculmeca and Virola koschnyi.
Chemical analysis of these extracts identified catequines, flavones, anthocyanines and condensated tannins,
which may be responsible for the inhibitory etfect observed, probably owing to the chelation of the zinc required
for the catalytic activity of venom’s hemorrhagic metalloproteinases.
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Los venenos de serpientes de la familia
Viperidae inducen un complejo cuadro de
alteraciones fisiopatolégicas que incluyen
tanto efectos locales, en el sitio de la mor-
dedura, como sistémicos (Rosenfeld 1971).
La serpiente Bothrops asper, conocida po-
pularmente como terciopelo, barba amarilla
o nauyaca, es la que ocasiona el mayor nu-
mero de accidentes en Centroamérica (Bo-
lafios 1982, Campbell y Lamar 1989, Gutié-
rrez 1995). Su veneno provoca importantes
efectos locales (hemorragia, edema y ne-
crosis), asi como diversas alteraciones sis-
témicas (coagulopatias, hemorragia, cho-
que cardiovascular e insuficiencia renal
aguda) (Gutiérrez 1995).

El tinico tratamiento cientificamente vali-
dado para los envenenamientos ofidicos es la

administracion parenteral de antivenenos pro-
ducidos en caballos o en ovejas (Warrell 1996).
Los antivenenos son altamente eficaces en la
neutralizacion de los efectos sistémicos induci-
dos por los venenos. Sin embargo, 1a neutraliza-
cién de los efectos locales se logra s6lo parcial-
mente, debido a la rapidez con que estos efectos
se desencadenan y, en muchos casos, al retardo
en la administracién del antiveneno (Gutiérrez
y Lomonte 1989, Gutiérrez et al. 1998). Por
ello, se ha planteado la necesidad de buscar sus-
tancias naturales o sintéticas que neutralicen las
toxinas responsables de estos efectos locales y
que puedan utilizarse como complemento de la
seroterapia. Los extractos de plantas tropicales
constituyen importantes reservorios de poten-
ciales sustancias inhibidoras de toxinas de ve-
nenos y una reciente revision sefiala que se ha
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descrito algin tipo de actividad anti-veneno en
578 especies de plantas superiores (Martz
1992).

La hemorragia local y sistémica constituye
un efecto central en la fisiopatologia del enve-
nenamiento por B. asper (Gutiérrez y Lomonte
1989, Gutiérrez 1995). Este efecto es mediado
por una serie de metaloproteinasas dependientes
de zinc (Borkow et al. 1993, Gutiérrez et al.
1995, Franceschi et al. 1999), las cuales degra-
dan componentes de la 1dmina basal de vasos
capilares, ocurriendo como consecuencia la ex-
travasacion (Moreira et al. 1992, 1994). Dada la
relevancia de este efecto, y dado que se ha de-
mostrado actividad anti-hemorrdgica en extrac-
tos de algunas plantas sudamericanas (Ferreira
etal. 1992, Melo et al. 1994), en el presente tra-
bajo se evalué la capacidad de extractos de 48
especies de plantas para neutralizar la actividad
hemorrigica del veneno crudo de B. asper. Ade-
mas, se identificaron estructuras quimicas en es-
tos extractos, principalmente de naturaleza fla-
vonoide, como posibles responzables del efecto
inhibitorio observado.

MATERIALES Y METODOS

Veneno: Se utiliz6 el veneno obtenido de
més de 50 especimenes adultos de B. asper reco-
lectados en la regién Pacifica de Costa Rica y
mantenidos en el serpentario del Instituto Clodo-
miro Picado. Una vez obtenido, el veneno se lio-
filizé y se guard6 a — 40 °C hasta su utilizacién.

Plantas: Tomando como base criterios et-
nobotdnicos y sistemadticos, se seleccionaron
las siguientes 48 especies de plantas, distribui-
das en 30 familias: Asteraceae (Bidens pilosa,
Mikania guaco, Neurolaena lobata, Vernonia
patens), Asclepiadaceae (Asclepias curassavi-
ca), Annonaceae (Annona purpurea, Rollinia
mucosa), Apocinaceae (Allamanda catharti-
ca), Aristolochiaceae (Aristolochia grandiflo-
ra), Burseraceae (Bursera simaruba), Bigno-
niaceae (Tabebuia palmeri), Clusiaceae
(Clusia palmana, Clusia torresii, Hypericum
strictum, Hypericum irazuensis,Tovomita
sp.), Cucurbitaceae (Fevillea cordifolia), Ca-

prifoliaceae (Viburnum costaricanum), Com-
bretaceae (Terminalia oblonga), Commelinia-
ceae (Zebrina pendula), Euphorbiaceae (Cro-
ton draco), Flacourtiaceae (Casearia
silvestris), Lauraceae (Ocotea holdridgeina,
O. valerianoides, O. insularis, Phoebe brene-
sii, Persea americana var Hass), Lamiaceae
(Satureja brownei), Leguminoseae (Platymis-
cium pleiostachyum, Senna emarginata, Gli-
ricidia sepium), Liliaceae (Sansevieria gui-
neensis), Loganiaceae (Buddleia nitida),
Meliaceae (Cedrela tonduzii), Moraceae
(Dorstenia contrajerba), Myristicaceae (Viro-
la koschnyi), Myrtaceae (Pimenta dioica), Pi-
peraceae (Pimenta darienensis), Phytolaca-
ceae (Petiveria alliaceae), Rubiaceae
(Genipa americana), Simaroubaceae (Pi-
cramnia antidesma, P. teapensis), Sapinda-
ceae (Sapindus saponaria), Smilacaceae
(Smilax cuculmeca) y Verbenaceae (Citha-
rexylum macrodenium, Duranta repens,
Stachytarpheta jamaicensis, Verbena litora-
lis) (Cuadro 1). Estas plantas fueron recolec-
tadas y clasificadas por Luis J. Poveda y Os-
car Castro mediante comparacién directa con
muestras depositadas en el Herbario del Mu-
seo Nacional de Costa Rica. Inicialmente se
recolectaron muestras cuyo peso fue de apro-
ximadamente un kilogramo. Posteriormente,
de las plantas que presentaron actividad neu-
tralizante de la hemorragia, se recolectaron
hasta 3 Kg.

Elaboracién de extractos: Se efectua-
ron extracciones durante 48 hr por macera-
cién en frio con una mezcla de etanol: agua
(85:15). Este procedimiento se repitié dos
veces y los extractos alcohdlicos acuosos ob-
tenidos se concentraron hasta consistencia si-
ruposa mediante destilacién al vacio y a tem-
peraturas inferiores a 45 °C. Para los ensayos
biolégicos se entregaron extractos liofiliza-
dos en muestras que pesaron entre 1 y 2 g.
Los extractos que mostraron actividad inhibi-
toria de la hemorragia fueron fraccionados
mediante particiones sucesivas con los si-
guientes solventes de polaridad creciente: he-
xano (A), diclorometano (B) y acetato de eti-
lo (C). Todos estos extractos, incluyendo los
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remanentes alcohdlicos acuosos (D), fueron
evaluados para ubicar dénde se encontraba la
actividad anti-hemorrégica.

Aislamiento e identificacion de com-
puestos: Se emplearon fundamentalmente
técnicas de separacién y purificacién croma-
tografica en columna y en placa preparativa,
empleando como soporte gel de silice. Los
compuestos fueron caracterizados mediante
el andlisis de los correspondientes datos es-
pectroscépicos de: ultravioleta (UV), infra-
rrojo (IR), resonancia magnética nuclear de
protio (‘H RMN), resonancia magnética nu-
clear de carbono-13 (*C RMN), incluyendo
en algunos casos Andlisis Bidimensional de
Resonancia Homonuclear ('H-H-RMN) vy
Heteronuclear (H-1*C RMN). Para las 'H
RMN y 2C RMN se cont6 con instrumental
espectroscépico de alta resolucién del Labo-
ratorio de Investigacién en Productos Natu-
rales de la Universidad de San Carlos, Sao
Paulo, Brasil.

Ensayo biolégico: Para la determina-
cién de actividad hemorragica, y su corres-
pondiente neutralizacién, se utilizo la técnica
en piel descrita por Kondo et al. (1960), de
acuerdo a las modificaciones de Gutiérrez et
al. (1985). Inicialmente se determind la acti-
vidad hemorrdgica del veneno de B. asper,
mediante inyecciones de dosis crecientes de
veneno, disueltas en 0.1 mL de 0.14 M NaCl,
0.04 M fosfatos, pH 7.2 (SAF). Estas inyec-
ciones se efectuaron por la via intradérmica,
en laregién ventral de ratones Swiss-Webster
de 18 a 22 g. Los ratones control recibieron
0.1 mL de SAF. Dos horas después de las in-
yecciones los ratones se sacrificaron median-
te inhalacién de éter, sus pieles fueron remo-
vidas y el drea hemorrdgica en la regién
interna de la piel fue medida. La Dosis He-
morrdgica Mimina (DHM) corresponde a la
cantidad de veneno que induce un drea hemo-
rragica de 10 mm de didmetro.

Para los estudios de neutralizacién se
emple6 una dosis de reto de veneno corres-
pondiente a 10 DHM. Una cantidad constan-
te de veneno se incubd con una cantidad de
extracto a una razén veneno: extracto de 1:50

(peso: peso), manteniendo un volumen total
constante. Se prepararon controles que inclu-
yeron veneno sin extracto, extracto sin vene-
no y SAF. Las mezclas se incubaron a tempe-
ratura ambiente (20-23 °C) durante 30 min y
de cada mezcla se inyectaron grupos de tres
ratones con 0.1 mL, conteniendo una dosis de
reto de veneno. Dos horas después de la in-
yeccion, los ratones se sacrificaron y el drea
de la lesién hemorrédgica en piel se cuantificé
de la manera descrita. La actividad anti-he-
morrédgica se expresé en términos porcentua-
les, donde el 100% corresponde a una neutra-
lizacién total del efecto y el 0% corresponde
a un drea hemorrédgica cuyo didmetro es igual
al de la lesién inducida por el veneno solo.
En los experimentos de neutralizacién tam-
bién se evalud la toxicidad de los extractos,
en términos de letalidad o desarrollo de algiin
tipo de lesién en piel.

RESULTADOS

Actividad anti-hemorragica: El vene-
no de B. asper present6 una Dosis Hemorra-
gica Minima (DHM) de 2 pg, por lo que en
experimentos de neutralizacién se empled
una dosis de reto de veneno de 20 ug, los
cuales se incubaron con I mg de los extrac-
tos, para mantener una razén por peso de
1:50. Ninguno de los extractos evaluados
causé la muerte de los ratones inyectados ni
indujo lesiones locales en piel en las condi-
ciones experimentales utilizadas en este es-
tudio. De los 52 extractos hidroalcohdlicos
evaluadoes, 10 de ellos neutralizaron en su to-
talidad la actividad hemorrdgica del veneno,
en tanto otros 8 indujeron una neutralizacién
parcial (Cuadro 1).

Para identificar la polaridad del extracto
donde se concentraba la mayor actividad, los
extractos que neutralizaron el veneno se sus-
pendieron en una mezcla etanol/agua (1:1) y
luego se extrajeron mediante particiones suce-
sivas con los siguientes solventes de polaridad
creciente: hexano, diClorometano y acetato de
etilo. En general se observd que la actividad
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CUADRO 1

Evaluacion de la capacidad neutralizante de extractos crudos hidroalcohdlicos derivados de plantas hacia el efecto he-
morrdgico inducido por el veneno de Bothrops asper.

Planta Parte*  Neutralizacién **
Allamanda catartica
Annona purpurea
Aristolochia grandiflora
Asclepias curassavica
Bidens pilosa

Buddleia nitida

Bursera simaruba

(@Jenieiariianii qes

Casearia silvestris
Cedrela tonduzii
Citharexylum macrodenium
Clusia torresii

Clusia palmana
Croton draco
Dorstenia contrajerba
Duranta repens
Duranta repens
Fevillea cordifolia
Genipa americana
Gliricidia sepium
Hypericum irazuensis
Hypericum strictum
Mikania guaco
Neurolaena lobata
Ocotea holdridgenia
Ocotea insularis
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Planta Parte* Neutralizacion **

Ocotea valerianoides P -
Persea americana S ++
Petiveria alliaceae H T +
Petiveria alliaceae R -
Phoebe brenesii C ++
Picramnia antidesma H,C +
Picramnia teapensis H,C,F +
Pimenta dioica H ++
Platymiscium pleiostachyum H,M -
Rollinia mucosa H M -
Sanseveria guineensis H -
Sapindus saponaria H ++
Satureja brownei H +
Senna emarginata S -
Smilax cuculmeca R ++
Stachytarpheta jamaicensis H +
Tabebuia palmeri C,M -
Terminalia oblonga H -
Tovomita sp Bf -
Verbena littoralis H -
Vernonia patens H -
Viburnum costaricanum H -
Virola koschnyi C ++
Virola koschnyi P -
Zebrina pendula H +

*H: hojas; M: madera; Bf: botones florales; F: flores; C: corteza; H: hojas; L: 1atex; P: pulpa; R: raiz; S: semilla.
*%(-) ausencia de neutralizacion; (+) neutralizacién parcial (més del 50%, pero menos del 100%); (++) neutralizacién total

(100%).

anti-hemorragica se concentr6 principalmente
en las fracciones de acetato de etilo y en los re-
manentes alcohdlico-acuosos (Cuadro 2). Co-
mo excepcion se observé que ninguna de las
fracciones derivadas de Sapindus saponaria
inhibi6 totalmente esta actividad (Cuadro 2).
Caracterizacion quimica de los ex-
tractos: Los extractos de acetato de etilo de
Phoebe brenesii (corteza), Clusia palmana
(hojas), C. torresii (hojas), Bursera simaru-
ba (corteza), Croton draco (corteza), Persea
americana var Hass (semilla) y Pimenta
dioica (hojas) se fraccionaron en cromato-
grafia de columna empleando como fase es-
tacionaria silica gel y como eluyentes diclo-
rometano, diclorometano/acetona (1:1),

acetona y metanol. Se observd, como carac-
teristica general, que las fracciones de diclo-
rometano/acetona obtenidas de estos extrac-
tos revelaban manchas con colores tipicos de
compuestos polifenélicos con el reactivo de
vainillina y cloruro de hierro III. Estos com-
puestos fueron aislados utilizando cromato-
grafia preparativa en silica gel, eluyendo dos
veces consecutivas con mezclas de clorofor-
mo/metanol (90:10; 80:20). Mediante los co-
rrespondientes espectros de 'H RMN y B3C
RMN se identificaron flavonoides de amplia
distribucién en plantas, tales como querceti-
na (compuesto 1 de la Fig 1) en Phoebe bre-
nesii y Pimenta dioica, vitexina (compuesto
2) y epicatequina (compuesto 3) en Clusia
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CUADRO 2

Distribucion de la capacidad neutralizante hacia el efecto hemorrdgico inducido por el veneno de

Bothrops asper en los extractos obtenidos mediante solventes de polaridad creciente: Hexano (A),

diclorometano (B), acetato de etilo (C) y acuoso (D). Estos extractos fueron obtenidos a partir de
extractos crudos hidroalcohdlicos derivados de plantas que neutralizaron totalmente el efecto hemorrdgico.

Planta Parte A

Bursera simaruba Corteza 0
Clusia palmana Hojas 27
Clusia palmana Frutos 2
Clusia torresii Hojas 0
Clusia torresii Frutos 4
Crotondraco Corteza 37
Croton draco Litex —
Persea americana Semilla 45
Phoebe brenesii Corteza 2
Pimenta dioica Hojas 4
Sapindus saponaria Hojas 18
Smilax cuculmeca Rizoma —
Virola koschnyi Corteza 64

Neutralizacion (%)*

B C D

0 100 31
33 100 100
65 83 100
13 100 100
42 100 100
0 100 100
— — 100
8 100 100
2 100 100
19 100 100
33 32 44
— 100 100
60 100 100

*La neutralizacién se expresa porcentualmente, correspondiendo 100 % a una neutralizacién total de la
actividad hemorrdgica y 0% a una ausencia de neutralizacién. (—) significa que no se evalué la capacidad

neutralizante del extracto correspondiente.

torresii 'y C. palmana y catequina (compues-
to 4) en Pimenta dioica'y Croton draco.

De la corteza de Croton draco se aisla-
ron también dos derivados inusuales de la ca-
tequina: el compuesto 5, previamente aislado
de Croton draconoides (Aquino et al. 1991)
y una catequina sustituida por una ramnosa
en el carbono tres, a la cual se le ha propues-
to la estructura 6. Ambos compuestos fueron
justificados con base en los siguientes datos
espectroscopicos y usando como modelo de
comparacién la catequina:

Compuesto 5: 'H RMN (300 MHz, DMSO-dg, d) 8.26,
8.09, 7.92 y 7.40 (s, OH fendlicos), 6.58 (s, H-4), 6.46 (s,
H-2, 6), 6.06 (d, J = 2.2Hz, H-6), 5.88 (d, J = 2.2Hz, H-8),
4.52 (d; J = 7.2Hz, H-2), 4.20 (s, br, H-3), 2.85 (dd, J =
16.3, 5.2 Hz, H-4), 2.53 (dd, J = 16.2, 7.36Hz, H-4*). 13C
RMN: 79.8 (C-2), 67.4 (C-3), 29.6 (C-4), 98.9 (C-4a),
158.1 (C-5), 96.6 (C-6), 158.0 (C-7),95.8 (C-8), 157.2 (C-
8a), 135.1 (C-1°), 116.3 (C-2"), 156.2 (C-3, 5°), 105.3 (C-
4%), 112.4 (C-6’).

Compuesto 6: 'H RMN (400MHz, CD30D, §) 6.83 (d 1.6
Hz, H-2),6.76 (d,J = 8.1 Hz, H-5),6.71 (dd ] =8.1, 1.7Hz,
H-6), 5.92 (d, J = 2.2Hz, H-6), 5.85 (d, J = 2.2Hz, H-8),
4.56 (d, J = 7.5Hz, H-2), 3.97 (dd, H-3), 3.80-3.20 (5H

ramnosa), 2.84 (dd, J =16.1, 5.4Hz, H-4), 2.50 (dd, J =
16.1, 8.16Hz, H-4%), 1.12 (d, J = 6.4Hz, CHjy). 13C RMN:
82.9 (C-2), 69.2 (C-3), 28.6 (C-4), 100.8 (C-4a), 157.6
(C-5), 95.3 (C-6), 157.9 (C-7), 95.5 (C-8), 156.9 (C-8a),
132.2 (C-1’), 115.2 (C-2’), 146.3 (C-3°,4°), 116.1 (C-5°),
120.0 (C-6). Ramnosa: 98.0 (C-17"), 71.9 (C-2”), 71.3
(C-37),73.5(C-4”), 60.6 (C-57), 19.5 (C-6™).

En este caso, los sensibles desplazamien-
tos a campo bajo observados en '3C RMN pa-
ralos C-2 y C-3 (=1.5 y =3.0 ppm, respecti-
vamente), en comparacién con los atribuidos
a estos mismos carbonos en la catequina, su-
gieren la posicién de la ramnosa en el carbo-
no 3 (Markham y Ternai 1976).

Mediante cromatografia analitica com-
parativa se observé que los correspondientes
extractos acuosos derivados de todas estas
plantas concentraban también estos mismos
flavonoides. Por otra parte, todos ellos, pero
particularmente los derivados de corteza de
Bursera simaruba, Croton draco, Phoebe
brenesii y Virola koschnyi, asi como los de
semillas de Persea americana, se caracteri-
zaron por ser muy ricos en taninos condensa-
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dos. Se ha descrito que la corteza de Croton
draco constituye una de las fuentes mas ricas
de taninos naturales en Costa Rica (Céspedes
et al. 1992). Con relacién a Sapindus sapona-
ria, se encontré que los extractos de dicloro-
metano y de acetato de etilo, cuando fueron
analizados mediante cromatografia de capa
fina en gel de silice mediante elucién con
CH,Cl, y mezclas de CH,Cl,/metanol (95:5;
90:10), revelaron con el reactivo de vainilli-
na tres manchas principales con colores que
sugieren la presencia de flavonoides poco
polares, cuyas estructuras (compuestos 8, 9 y
10) fueron identificadas previamente en esta
misma especie.

Del extracto acuoso de la semilla de
aguacate (Persea americana) se identific
un singular monosacdrido de siete 4tomos de
carbono, conocido como perseina (compues-
to 16), de valor quimiosistematico por ser
caracteristico de Persea. Este extracto fue
también particularmente rico en taninos con-
densados, detectindose en algunas fraccio-
nes compuestos cuyas seflales en el espectro
de 'H RMN y *C RMN concuerdan con
proantocianidinas triméricas tales como el
compuesto 17, previamente aislado de las
semillas de Persea gratissima (Jacques y
Haslam 1974).

En el caso de Smilax cuculmeca, y con-
siderando que especies de este género tales
como S. zarzaparilla son una rica fuente de
saponinas esteroidales, se realizaron estu-
dios de hidroélisis dcidas usando como patrén
de comparacién S. zarzaparilla. Estas reac-
ciones se hicieron utilizando HCl 2M y so-
metiendo las mezclas a reflujo durante 6 ho-
ras. Ambos productos de reaccién, una vez
frios, se neutralizaron con Na,COj3 y se ex-
trajeron cinco veces con diclorometano, para
ser posteriormente analizados por cromato-
grafia de capa fina en gel de silice, eluyendo
con diclorometano/metanol (95:5) y revelan-
do con acido ortofosférico. Los correspon-
dientes a Smilax zarzaparilla revelaron una
clara mancha amarilla (Rf 0.40), tipica de
una estructura esteroidal libre de aziicares
(sapogenina), mientras que los de S. cucul-

meca mostraron, bajo estas mismas condi-
ciones, ausencia de productos de hidrélisis
de naturaleza esteroidal. Para confirmar la
ausencia de saponinas en S. cuculmeca se
realizé la prueba de produccion de espuma
en agua de los extractos originales de ambas
especies, obteniéndose un resultado positivo
para el de S. zarzaparilla y negativa para S.
cuculmeca. En concordancia con las obser-
vaciones anteriores, el andlisis por espec-
troscopia infrarroja de cada una de estas
mezclas de reaccién mostrd, para los pro-
ductos derivados de S. zarzaparilla, las cua-
tro absorciones caracteristicas de una sapo-
genina: 800, 900, 922 y 987 cm’!, en tanto en
los de S. cuculmeca no se observé la banda
que debe aparecer cerca de 900 cm'!.

Dado que la mayoria de los compuestos
de S. cuculmeca se concentraban en los ex-
tractos crudos sin hidrolizar C y D, se efectua-
ron andlisis de los mismos por cromatografia
de capa fina en silica gel, utilizando una mez-
cla de acetato de etilo/metanol/agua
(27:2.1:3.4). La presencia de manchas amari-
llas visibles en lampara ultravioleta (254 nm),
que viraban a rojo al ser expuestas a vapores
de amoniaco, indicaron la presencia de al me-
nos cuatro flavonoides de tipo antocianidico,
justificados en el ultravioleta por las bandas
de absorciéon (nm): (a) 510, 415, 340, 278; (b)
510, 415, 330, 278; (c) 490, 330, 375; y (d)
495, 480, 320, 280. Ademas, todos estos com-
puestos mostraron en el ultravioleta los des-
plazamientos betacrémicos, en presencia de
cloruro de aluminio, tipicos de antocianinas
con el anillo aromético B di-hidroxilado o tri-
hidroxilado, tales como los que caracterizan a
las antocianinas cianidina y delfinidina. Con-
siderando las evidencias anteriores y el color
rojo vino que caracteriza al extracto de S. cu-
culmeca, en estos extractos deben predominar
antocianinas comunes como la delfinidina
(compuesto 13) y derivados mono y diglicosi-
lados (compuestos 14 y 15). La distribucién
de todos los compuestos aislados de las plan-
tas investigadas se resume en el Cuadro 3 y las
correspondientes estructuras quimicas se re-
presentan en la Fig 1.
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CUADRO 3

Metabolitos secundarios identificados en extractos de plantas que neutralizaron totalmente el efecto hemorrdgico
del veneno de Bothrops asper

Compuestos identificados

Planta Parte Extracto activo
Phoebe brenesii Corteza Acetato de etilo
Acuoso
Clusia palmana Hojas Acetato de etilo
Acuoso
Clusia torresii Hojas Acetato de etilo
Pimenta dioica Hojas Acetato de etilo
Acuoso
Bursera simaruba Corteza Acetato de etilo
Acuoso
Croton draco Corteza Acetato de etilo
Acuoso
Sapindus saponaria Hojas Diclorometano
Persea americana Semilla Acetato de etilo
Acuoso
Smilax cuculmeca Rizoma Acetato de etilo
Acuoso
Virola koschnyi Corteza Acuoso

Flavonoides 1, 3*
Taninos condensados

Flavonoides 2, 3
Taninos

Flavonoides 2, 3
Taninos

Flavonoides 1, 4
Taninos condensados

Flavonoide 3
Taninos condensados

Flavonoides 3, 5, 6
Taninos condensados

Flavonoides 8, 9, 10

Flavonoide 3
Monosacérido 16
Protocianidina 17
Taninos condensados

Antocianinas

Antocianinas 13, 14, 15

Taninos condensados

* Los nimeros presentados después de cada compuesto corresponden a las estructuras quimicas mostradas en la Fig 1.

DISCUSION

La capacidad de extractos de plantas de in-
hibir algunas actividades de venenos de ser-
pientes ha sido ampliamente documentada
(Martz 1992), aunque en muchos casos es nece-
sario corroborar estas observaciones mediante
experimentos bien controlados. Por ejemplo,
extractos acuosos de Eclipta prostrata (Astera-
ceae) neutralizan parcialmente el efecto hemo-
rragico del veneno de Bothrops jararaca (Melo
et al. 1994). Ferreira et al. (1992) mostraron
que la ar-turmerona, aislada de extractos de rai-
ces de Curcuma longa (Zingiberaceae), inhibié
la actividad hemorragica del mismo veneno.

Las plantas con sustancias inhibitorias de la ac-
tividad hemorragica de venenos podrian tener
aplicaciones en trastornos causados por aumen-
to en la actividad de metaloproteinasas de ma-
triz (MMPs), un grupo de enzimas endégenas
que degradan la matriz extracelular y que son
sintetizadas en diversos procesos patoldgicos
por varios tipos de células (Woessner 1998).
En el presente estudio se utilizé un procedi-
miento sencillo para el estudio de la actividad
hemorragica del veneno de B. asper, basado en
inyecciones intradérmicas de veneno, o de mez-
clas de veneno y extractos de plantas, evaluan-
dose el efecto hemorrdgico mediante observa-
cién macroscépica y medicién de la lesion. Esta
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Fig 1. Metabolitos secundarios identificados en extractos de las plantas que inhibieron totalmente el efecto hemorragico
inducido en ratones por el veneno de Bothrops asper.
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metodologia es sumamente sencillay no requie-
re de equipo de laboratorio especializado. Se
utilizé un procedimiento basado en la incuba-
cién de veneno y extractos previo a su inyec-
cién, con el fin de permitir la interaccién de las
toxinas con potenciales sustancias inhibidoras.
Para fines de detectar compuestos antihemorré-
gicos esta metodologia es mejor que los experi-
mentos basados en inyeccién independiente de
veneno y de los extractos (Gutiérrez et al.
1985), ya que en este caso la rapidez con que se
desencadena el efecto en los tejidos hace dificil
su inhibicién por agentes neutralizantes. Por
otra parte, se utiliz6 una alta razén extracto: ve-
neno de 50:1 (peso por peso), con el fin de ga-
rantizar que no se perderian extractos que tuvie-
ran muy bajas concentraciones de sustancias
inhibitorias potencialmente importantes.

Al evaluarse 50 extractos, obtenidos de 48
especies de plantas seleccionadas con base en
informacion etnobotanica, se observé que diez
de ellos neutralizan totalmente esta actividad y
con ocho adicionales se logra una inhibicién
parcial. Este alto grado de positividad en el ta-
mizaje descrito abre posibilidades de purificar
y caracterizar compuestos anti-hemorrdgicos
de las plantas estudiadas. Cuando se fracciona-
ron los extractos hidroalcohdlicos mediante
extracciones con solventes de polaridad cre-
ciente se observé que la mayor actividad inhi-
bitoria se concentré en acetato de etilo y acuo-
so, con la excepcion de Sapindus saponaria,
cuya fraccién diclorometanica presentd activi-
dad inhibitoria. Al ser separadas cromatografi-
camente las fracciones que presentaron activi-
dad anti-hemorragica se aislé e identificé una
serie de compuestos de naturaleza flavonoide,
los cuales podrian ser responsables del efecto
anti-hemorragico observado.

Se ha descrito una importante serie de ac-
tividades farmacoldgicas de los flavonoides,
tales como inhibicién de la actividad plaqueta-
ria y actividad antitrombética en general
(Chung et al. 1993). También presentan activi-
dad antiinflamatoria y capacidad para inhibir
fosfolipasas Ay (Gil et al. 1997). Se ha demos-
trado también que los flavonoides inhiben la

oxidacién de lipoproteinas de baja densidad
(LDL), lo cual tiene importantes implicaciones
en una potencial terapia de la aterosclerosis y
de los trastornos cardiovasculares derivados de
ella (Rankin ef al. 1988). Terao et al. (1994)
mostraron que catequinas como la epicatequi-
na (compuesto 3) y galato de epicatequina (co-
muesto 7) son potentes agentes antioxidantes
que previenen la peroxidacion de fosfolipidos
de membranas.

Son de interé€s, para las observaciones de
este trabajo, hallazgos previos sobre la capaci-
dad de los flavonoides de quelar iones metali-
cos. Por ejemplo, flavonoides como quercetina
(compuesto 1), epicatequina (compuesto 3) y
catequina (compuesto 4) han sido investigados
por su accién quelante de hierro y cobre, lo
cual podria tener aplicaciones en trastornos co-
mo hemocromatosis y enfermedad de Wilson
(Dobbin y Hider 1990). La actividad hemo-
rrdgica de los venenos de serpiente es conse-
cuencia de la accién enzimética de metalo-
proteinasas dependientes de zinc (Bjarnason
y Fox 1994) y varias metaloproteinasas he-
morragicas han sido caracterizadas del vene-
no de B. asper (Borkow et al. 1993, Gutié-
rrez et al. 1995, Franceschi et al. 1999).
Muchos inhibidores sintéticos de metalopro-
teinasas, tales como sales de EDTA y una se-
rie de hidroxamatos, basan su mecanismo de
accién en la quelacién de dtomo de zinc re-
querido para la catdlisis (Borkow et al. 1997,
Bottomley et al. 1998). Se ha descrito que
catequinas aisladas del té negro son eficaces
inhibidores de metaloproteinasas de matrix
extracelular (Sazuka et al. 1997). Se sugiere
que los flavonoides presentes en los extractos
evaluados en el presente trabajo podrian inhi-
bir la actividad hemorragica de los venenos
de serpientes mediante una accién quelante;
esta hipétesis debe ser verificada en experi-
mentos con flavonoides purificados.

Por otra parte, no se debe descartar la po-
sible accién de los taninos condensados detec-
tados en algunos de estos extractos, ya que es-
tos compuestos, siendo formas poliméricas
derivadas de la catequina y la epicatequina,
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podrian también interferir con el zinc ubicado
en el sitio activo de las metaloproteinasas he-
morrdgicas. También debe considerarse la po-
sibilidad de que las antocianinas, identificadas
en algunos extractos, sean responsables de ac-
tividad arti-hemorrdgica. Se ha descrito que
estos compuestos disminuyen la fragilidad ca-
pilar y tienen acciones anti-inflamatorias (Har-
borne et al. 1988). Incluso las antocianinas han
comenzado a sustituir a la rutina (compuesto
8), a la quercetina (compuesto 1) y a sus mas
potentes derivados sintéticos como la troxeru-
tina (compuesto 11) y el pentabenzil éter de la
quercetina (compuesto 12).

En conclusién, varios extractos de plantas
costarricenses inhiben la actividad hemorrigica
del veneno de B. asper en experimentos donde
el veneno y los extractos se incuban previo a su
inyeccién. La presencia en estos extractos de
compuestos de naturaleza flavonoide, tales co-
mo catequinas, flavonas, antocianinas y taninos
condensados, sugieren que este tipo de molécu-
las podrian tener una accién quelante del zinc
requerido para la actividad enzimdtica de las
metaloproteinasas hemorrigicas.
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RESUMEN

Se evalué la capacidad de extractos orgédnicos de
48 especies de plantas costarricenses para neutralizar la
actividad hemorragica del veneno de la serpiente Both-
rops asper (terciopelo). Los extractos se evaluaron me-
diante un bioensayo basado en inyecciones intradérmi-
cas de veneno en ratones. o de mezclas veneno-extracto,
seguidas de fa cuantificacion macroscépica de la hemo-
rragia. Se observé una inhibicién total de-la hemorragia
con los extractos etandlico, de acetato de etilo y acuoso
de Bursera simaruba, Clusia torresii, C. palmana, Cro-
ton draco, Persea americana, Phoebe brenesii, Pimenta
dioica, Sapindus saponaria, Smilax cuculmeca 'y Virola
koschnyi. El andlisis quimico de estos extractos permitié
identificar catequinas, flavonas, antocianinas y taninos
condensados, 10s cuales podrian jugar un papel en la in-
hibicién del efecto hemorrdgico debido a la capacidad de
quelar el ion zinc requerido por las metaloproteinasas
hemorrégicas para su accion.
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