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RESUMEN

Las mordeduras de serpientes venenosas pueden llevar a la muerte o discapacidad
fisica. Bothrops asper es la serpiente que produce la mayor cantidad de
envenenamientos en Centroamérica, especificamente en México se reportan
27,480 accidentes anuales, de los cuales esta especie es responsable de mas del
50% de los casos. El unico tratamiento cientificamente validado es el suero
antiviperino, este tratamiento presenta ciertos problemas como son la efectividad
limitada para proteger de los dafios tisulares, genera reacciones adversas por sus
caracteristicas fisicoquimicas, accesibilidad limitada en las &reas rurales donde la
mayoria de los accidentes ocurren; debido a esto es que numerosas plantas son
usadas como alternativas terapéuticas para tratar el accidente ofidico. ElI género
Erythrina ha sido estudiado desde diferentes perspectivas (efecto anti-inflamatorio,
anti-nociceptivo y analgésico); A pesar de que Erythrina americana es utilizada
empiricamente en Veracruz para combatir los efectos del veneno de serpientes,
hasta la fecha no se ha documentado un trabajo de investigacion con el género
Erythrina y la mordedura de serpiente, es por eso que este trabajo de investigacion
pretendié evaluar el efecto del liofilizado de hojas de E. americana Mill. contra el
veneno de Bothrops asper (Nauyaca). Para lo cual se llevaron a cabo ensayos
quimicos de la planta, bioensayos (DME y neutralizacion del edema por el test del
edema plantar) y la caracterizacion del veneno por medio de una electroforesis
SDS-PAGE. El liofilizado de hojas de Erythrina americana fue eficaz para disminuir
el edema y degradar proteoliticamente el veneno de Bothrops asper, concluyendo
que tiene potencial terapéutico para atender el accidente ofidico.

Palabras clave: Bothrops, Edema, Erythrina, Fosfolipasas, Veneno, Electroforesis.
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I. INTRODUCCION

Las mordeduras de serpientes o accidente ofidico se definen como una lesion
cutdnea seguida de la inoculacion de sustancias toxicas (veneno) (Zufiga & Caro,
2013). Las mordeduras de serpientes venenosas producen dafio tisular local en
forma de hemorragias, edema, mionecrosis y dolor intenso (Neves-Ferreira et al.,
1996; Thwin & Gopalakrishnakone, 1998), efectos sistémicos como alteraciones en
el proceso de coagulaciéon y liberacion de sustancias farmacol6gicamente activas
como histamina, serotonina y bradicinina (Neves-Ferreira et al., 2000); lo que puede
llevar a la muerte o discapacidad fisica, constituyendo un problema de salud publica
internacional. Debido a esto, en el afio 2009 la Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS) por primera vez reconoce a las mordeduras de serpientes venenosas como

enfermedades tropicales mal atendidas (Gutiérrez et al., 2010).

En los paises con zonas tropicales o subtropicales, ésta es una enfermedad de

riesgo para los trabajadores agricolas (Zufiga & Caro, 2013).

Se estima que anualmente suceden en el mundo 5 millones de accidentes ofidicos,
los cuales causan unas 50,000 muertes (Lizano et al., 2003). México reporta 27,480
accidentes anuales, de los cuales mueren un promedio de 136 personas por afio,

segun los datos de la Direccién General de Estadistica (INEGI) (Luna-Bauza, 2007).

En México, la distribucion porcentual de las mordeduras es la siguiente: el grupo
méas afectado es el grupo entre 15-44 afios con el 48.75% de los casos; el 64%
corresponde al género masculino y el 36% al femenino (Zufiga & Caro, 2013).

I.1 Las serpientes

Las serpientes se dividen en dos infraérdenes principales: Scolecophidia
(serpientes pequefias fosoriales que se alimentan de hormigas y termitas) y
Alethinophidia (serpientes que se alimentan de vertebrados) (Cundall & Greene,
2000; Vidal & Hedges, 2002). Dentro de Alethinophidia, la superfamilia Caenophidia
(serpientes avanzadas) usan ampliamente el veneno o la constriccién para procurar
presas (Vidal & Hedges, 2002; Vidal & David, 2004).

14 Andrea Colis Torres
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Dentro de la superfamilia Caenophidia se encuentran las familias de serpientes
venenosas mas importantes para la medicina, clasificadas en las familias

Colubridae (sensu lato), Atractaspididae, Elapidae y Viperidae.

[.1.1 La familia Viperidae

En nuestro pais, la familia Viperidae es causante de casi todos los accidentes, la
familia engloba a tres subfamilias: Viperinae, Azemiopinae y Crotalinae. En México,
s6lo se encuentran distribuidas especies de la subfamilia Crotalinae, subfamilia
integrada por las serpientes de cascabel (Crotalus), las nauyacas (Bothrops,
Brotriechis, Porthidium) y los cantiles (Agkistrodon) (Zufiga & Caro, 2013). Los
crotalinos poseen un par de fosetas termorreceptoras, ubicadas entre el ojo y los
orificios nasales, y presentan denticién solenoglifa, es decir, presentan colmillos

moviles por la accién de musculos especializados.

El veneno es una secrecion de toxinas que se sintetiza en una glandula
especializada y se expulsa mediante un sistema especializado (Vonk et al., 2008);
la glandula principal contiene un epitelio secretor de veneno, el cual es almacenado
en el lumen de la glandula y, que posteriormente se transporta del conducto
primario hacia la glandula accesoria, desde ahi pasa al conducto secundario hasta
los colmillos, los cuales poseen un canal interno con un orificio en su parte terminal
(Figura 1) (Klauber, 1956). Durante el ataque de una serpiente ocurre una
presurizacion de la glandula por medio del musculo compresor, forzando a que un
bolo de veneno pase por los conductos hacia la presa. Los vipéridos controlan el
volumen de veneno que inocularan a sus presas o depredadores e incluso pueden,
como medida de “advertencia”, morder sin inocular veneno (Neri-Castro et al.,
2014).
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Glandula Conducto
Accesoria Secundario
Conducto
primario

Glandula de
veneno

Mudsculo
compresor

Epitelio
secretor Veneno

Glandula
Glandula accesoria
principal de
veneno

Figura 1. Glandula de veneno de vipéridos. Modificado de Mackessy (1991).

16 Andrea Colis Torres



Efecto del liofilizado de hojas de Erythrina americana en el edema producido por el veneno de
Bothrops asper (Nauyaca)

I.1.2 Bothrops asper

Dentro de las serpientes, Bothrops asper produce la mayor cantidad de
envenenamientos en el sureste de México, América central y las zonas norte de
Sudamérica (Gutiérrez & Lomonte, 1995; Warrell, 2004). Se estima que, en
regiones centroamericanas, B. asper es responsable de mas del 50% de los casos
de accidente ofidico, y de casi todos los desenlaces fatales (Bolafios, 1982;
Gutiérrez & Lomonte, 1995). Esto se debe a varios factores, por ejemplo, la amplia
distribucion de la especie en terrenos bajos humedos dedicados a las actividades
agricolas, a la capacidad de adaptacioén de la especie ante ambientes perturbados,
como zonas agricolas y pasturas (Savage, 2002; Solérzano, 2004) y al consecuente
contacto cercano que existe entre B. asper y los humanos. Esta especie es irritable,
rapida e impredecible puede llegar a crecer hasta 250 cm e inflige mordidas en
cualquier region anatomica, incluyendo arriba de la rodilla (Figura 2), ocasionando

sintomas locales y sistémicos severos (Hardy, 1994; Warrell, 2004).
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Figura 2. Distribucion porcentual de los envenenamientos ofidicos en Costa Rica, de
acuerdo con la regiébn anatomica en la que ocurre la mordedura. Modificado de
Emergencias por animales ponzofiosos en las Américas (2011).
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Bothrops asper es popularmente conocida como cuatronarices, equis, mapana,
rabiseca, boquidora, dama (Grupo étnico Embera) 6 tapa (Grupo étnico Cuna) en
Colombia; cuatronarices, equis pachona, equis rabo de hueso y pudridora en
Ecuador; equis en Panama; terciopelo, nauyaca y barba amarilla en Centro América
(Otero, 1994; Campbell & Lamar, 2004; Gutiérrez et al., 2006) (Figura 3).

=
&

T

\g

Figura 3. Ejemplar macho de Bothrops asper (Nauyaca) del Zooldgico de Zacango, Estado
de México. Foto tomada por Colis-Torres, A.

El impacto de B. asper en la salud publica y otros aspectos de la vida en la regién
centroamericana es bien sabida desde la época de las culturas precolombinas una
de las cuales nombro a esta serpiente ‘Bec-Kara-Aca’, ‘el diablo que trae consigo la

muerte cuando muerde’ (Picado, 1931).

[.1.3 Diagnosis de accidente ofidico por Bothrops asper

El cuadro clinico del envenenamiento por Bothrops asper incluyen edema en el 95

% de los casos, considerado como signo clasico de envenenamiento bothrdpico
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local, detectable a los 5 minutos después de la mordida; hemorragia local en el 34%
de los casos, evidente como sangrado o equimosis durante los primeros 5 a 30
minutos; ampulas en el 12% de los casos, dermonecrosis y mionecrosis en el 10%
de los casos, evidente a las 6 u 8 horas después del accidente. La progresion y
extension del edema y la presencia de necrosis definen el grado local de
envenenamiento. Alteraciones en la coagulacibn sanguinea, sangrados y la
presencia de complicaciones mortales como son shock, falla renal aguda (ARF),
sindrome compartimental, hemorragias del sistema nervioso central y dafio de

organos vitales definen el grado sistémico de envenenamiento (Otero, 2007).

Las variaciones ontogénicas de la composicion del veneno tienen implicaciones en
las manifestaciones clinicas de los envenenamientos. Debido a que el veneno de
los especimenes adultos tiene un alto contenido en fosfolipasas Az (Alape-Girdn et
al., 2008), las mordeduras por especimenes grandes aproximadamente de un metro
de longitud (adultos) de B. asper involucran un riesgo mas alto de envenenamiento
severo con dermonecrosis y mionecrosis (Otero et al., 2002; Otero, 2007; Otero-
Patifo et al., 1998).

[.2 Constituyentes del veneno de Bothrops asper

El veneno de Bothrops asper, asi como de la mayoria de los vipéridos, esta
constituido por proteasas dentro de este grupo se encuentran las metaloproteasas y

las serinoproteasas.

[.2.1 Las metaloproteasas

Las metaloproteasas del veneno de serpientes (SVMPs) pertenecen junto con las
proteinas aisladas de una variedad de organismos incluyendo mamiferos, reptiles e
invertebrados (ADAMs), a la subfamilia M12 de las reprolisinas al compartir
dominios metaloproteasa homélogos (Bjarnason and Fox, 1995; Fox & Long, 1998).
Todas las metaloproteasas del veneno de serpientes (SVMPs) comparten pre-
dominios, pro-dominios y dominios proteasa entre si. En el dominio proteasa, las

SVMPs presentan enlaces dobles o triples disulfuro. Las metaloproteasas se
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clasifican en cuatro grupos diferentes P-lI a P-1V, dependiendo de su composicion
(Figura 4).
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Figura 4. Clasificacion de las metaloproteasas. Modificado de Fox & Serrano (2005).

El grupo P-I comprende enzimas que presentan un dominio metaloproteasa con
sitio de union zinc. Grupo P-II incluye enzimas con dominio metaloproteasa y con
dominio desintegrina. SVMPs pertenecientes al grupo P-IIl presentan un dominio
metaloproteasa, desintegrina y dominios ricos en cisteina en una cadena
polipeptidica, algunos de ellos glicosilados. Finalmente, el grupo P-IV son
heterodimeros, con una subunidad correspondiente a una cadena P-lll y una
subunidad con dominio lectina. Los grupos P-1y P-1ll fueron aislados del veneno de
B. asper, en los especimenes adultos la concentracion de SVMPs del grupo P-I es

mayor que la concentracion de P-11l (Alape-Girdn et al., 2008).

Los dominios desintegrina de estas proteinas son considerados capaces de
adherirse a receptores de integrina y de esta manera producir una doble funcion;
dirigiendo la toxina a una superficie especifica de la célula y bloqueando la unién de
ligandos normales (Fox & Serrano, 2005). El papel de los dominios ricos en cisteina

ha sido menos investigado que el papel del dominio desintegrina, no obstante,
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diversos trabajos han demostrado las actividades funcionales. Jia et al. (2000)
demostraron que el dominio rico en cisteina es un potente inhibidor de la
agregacion plaquetaria estimulada por coldgeno, ademas de adherirse

eficientemente al colageno.

Las serinoproteasas juegan un papel en la activacion de metaloproteasas
endogenas y son procoagulantes (Saravia-Otten et al., 2004). Las proteasas de
serina 6 serinoproteasas degradan proteinas extracelulares, restos celulares y
bacterias. Aunque las serinoproteasas son mas importantes en la digestién de las
moléculas de la membrana extracelular, también modifican la actividad de las
citocinas (TNF-a e interleucinas) puesto que las solubilizan y modifican a los
receptores unidos a la membrana cortando las citocinas activas de los precursores
inactivos. También separan a las citocinas de sus receptores localizados en la
superficie celular y de este modo regulan la bioactividad de las citocinas (Murphy,

2012).
[.2.2 Las fosfolipasas A2

El otro gran componente del veneno de Bothrops asper son las fosfolipasas A2. Las
fosfolipasas son representativas de las enzimas solubles en agua que se asocian
con las cabezas polares de los fosfolipidos de membrana para realizar sus
funciones cataliticas. Las fosfolipasas reciben su nombre dependiendo del enlace
que hidrolizan, al escindir el fosfolipido en la posicion sn-2, las fosfolipasas del

veneno se conocen como fosfolipasas Az (Figura 5).
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Figura 5. Especificidad de las fosfolipasas. Tomado de Lodish et al. (2012).

Estas enzimas tienen un papel importante en la degradacion de membranas
celulares dafiadas o envejecidas y son moléculas activas en muchos venenos de
serpientes. Cuando estas enzimas se encuentran en solucién acuosa, su sitio activo
que contiene Ca?* se sumerge en un canal revestido con aminoacidos hidréfobos.
La enzima se une con mayor afinidad a las bicapas compuestas de fosfolipidos
cargados negativamente. La unién induce un cambio pequefio en la conformacion
de la fosfolipasa Az que fija la proteina a las cabezas fosfolipidicas y abre el canal
hidr6fobo (Figura 6). A medida que una molécula fosfolipidica se difunde desde la
bicapa hacia el canal, el Ca?* adherido a la enzima se une al fosfato en el grupo de
la cabeza, posicionando asi el enlace éster junto al sitio catalitico para que sea
escindido (Lodish et al., 2012).
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Figura 6. Mecanismo de accion de las fosfolipasas. Tomado de Lodish et al. (2012).

Cuatro miotoxinas fosfolipasas Az se aislaron del veneno de B. asper (MT-1 a MT-
IV). MT-1l y MT-IV carecen de actividad catalitica y presentan un residuo Lys en la
posicion 49, mientras que las miotoxinas MT-1'y MT-IIl tienen una potente actividad
enzimética, y contienen un residuo Asp en la posicion 49 (Lomonte & Carmona,
1992; Gutiérrez & Lomonte, 1995).

.3 Reaccion inflamatoria

El envenenamiento por serpientes viperinas y crotélicas desencadena en la mayoria
de los casos una reaccioén inflamatoria (Rosenfeld, 1971; Sawai, 1980). El veneno
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de Bothrops asper provoca una reaccion inflamatoria pronunciada en el sitio de
inyeccion en humanos y animales de experimentacién (Rosenfeld, 1971; Gutiérrez
et al., 1986).

La inflamacién es una reaccion, tanto sistematica como local, de los tejidos y la
microcirculacién frente a una agresion patdgena (Kumar et al., 2008). Las células y
las moléculas de defensa del huésped circulan normalmente por la sangre, y el
objetivo de la reaccion inflamatoria es llevarlas al sitio de la infeccion o del dafio
tisular (Murphy, 2012). Esta respuesta localiza y elimina células alteradas,
particulas extrafias, microorganismos y antigenos y prepara el camino para el
retorno de la normalidad estructural y funcional. Los signos clinicos de la
inflamacion son rubor (enrojecimiento), calor (calentura), tumor o tumefaccion

(hinchazon) y dolor (Kumar et al., 2008).

La inflamacion puede ser aguda o crénica. La inflamacion aguda tiene un
comienzo rapido y corta duracion, que va de pocos minutos a varios dias y se
caracteriza por exudacion de liquido y proteinas plasmaticas y acumulacion
predominante de leucocitos polimorfonucleares. La inflamacion crénica tiene una
mayor duracion de dias a aflos y se caracteriza por el aflujo de linfocitos y

macrofagos con proliferacion vascular y fibrosis (cicatrizacion) (Murphy, 2012).

[.3.1 Inflamacion aguda

Todas las reacciones inflamatorias agudas siguen una secuencia bastante
estereotipica; inmediatamente en respuesta a una lesion o traumatismo, con
rapidez y de manera transitoria, los vasos sanguineos se contraen y luego se
dilatan (Kumar et al., 2008). Las reacciones inflamatorias agudas pueden ser
desencadenadas por varios estimulos: Las infecciones (bacterianas, Vviricas,
fungicas y parasitarias), los traumatismos (contusos y penetrantes) y los agentes
fisicos y quimicos (lesiobn térmica, radiacion), la necrosis tumoral (isquemia),

cuerpos extrafos (astillas, suciedad, suturas), reacciones inmunitarias.
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La inflamacion aguda tiene dos componentes principales:

Cambios vasculares: alteraciones en el calibre vascular que dan lugar a un
aumento del flujo sanguineo (vasodilatacion) y a cambios estructurales que
permiten a las proteinas plasmaticas abandonar la circulacion (aumento de la
permeabilidad vascular)

Acontecimientos celulares: migracion de los leucocitos de la microcirculacion y
acumulacion en el foco de lesion (reclutamiento y activacion celulares). Los

leucocitos principales en la inflamacion aguda son los neutréfilos (Murphy, 2012).

.3.1.1 Cambios vasculares

Los cambios en los vasos sanguineos comienzan rapidamente después de la
lesion. Después de una vasoconstriccion transitoria que dura segundos se produce
vasodilatacion arteriolar, lo que da lugar a un aumento localizado del flujo de
sangre. Esta expansion vascular es la causa del enrojecimiento (eritema) y aumento
del calor. A medida que la microvasculatura se vuelve mas permeable, el liquido

rico en proteinas pasa a los tejidos extravasculares (Figura 7).

INFLAMADO @ | Aumento del flujo sanguineo |
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Fuga de proteinas
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Figura 7. Principales manifestaciones locales de la inflamacién aguda. Tomado de Kumar
et al. (2008).
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Se origina asi una mayor concentracion de los eritrocitos, aumentando por
consiguiente la viscosidad de la sangre y produciendo un enlentecimiento de la
circulacién, proceso denominado estasis (Murphy, 2012). Luego de la lesion, los
mediadores vasoactivos se unen a receptores especificos de las células
endoteliales, lo que causa la contraccion reversible de la célula endotelial y la
formacion de brechas intercelulares (Kumar et al., 2008). Esa ruptura de la barrera
endotelial condiciona la extravasacion (fuga) de liquidos intravasculares hacia el
espacio extravascular. La lesion leve y directa del endotelio provoca una respuesta
bifasica: en el periodo de los 30 minutos siguientes a la lesion se produce un
cambio temprano en la permeabilidad, seguido por un segundo aumento de la
permeabilidad vascular después de 3 a 5 h. Cuando el dafio es serio, la exudacion
de liquido intravascular hacia el espacio extravascular se incrementa de forma
progresiva y alcanza el pico 3 a 4 h después de la lesion (Kumar et al., 2008).
Citocinas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina 1 (IL-1)
pueden inducir una retraccibn mas lenta y mas prolongada de las células

endoteliales debido a cambios en el citoesqueleto (Murphy, 2012).

[.3.1.2 Acontecimientos celulares: reclutamiento y activacion de leucocitos

Los leucocitos ingieren los agentes causales, destruyen las bacterias y otros
microbios, y eliminan el tejido necrético y las sustancia extrafias.

La secuencia de acontecimientos en el reclutamiento de los leucocitos a partir de la
luz vascular al espacio extravascular consta de: 1) marginacion, adhesion al
endotelio y rodamiento a lo largo de la pared vascular; 2) firme adhesion al
endotelio; 3) transmigracién entre las células endoteliales, y 4) migracién en los

tejidos intersticiales debido a un estimulo quimiotactico (Murphy, 2012).

Marginacion y rodamiento. Al fluir la sangre de los capilares a las vénulas
poscapilares, las células circulantes son lanzadas por el flujo laminar contra la
pared vascular. Ademas, los eritrocitos tienden a moverse mas rapidamente que los

leucocitos, de mayor tamafio. Como consecuencia, los leucocitos son empujados
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fuera de la columna axial central y tienen asi una mejor oportunidad de interactuar
con las células endoteliales. Este proceso de acumulacién leucocitaria en la
periferia se conoce como marginacion. Posteriormente, los leucocitos ruedan sobre
la superficie endotelial proceso que recibe la denominacién de rodamiento. Las
débiles y transitorias adhesiones estan mediadas por la familia de moleculas de

adhesion selectinas (Murphy, 2012) (Figura 8).

Selectinas

Las selectinas son receptores expresados en los leucocitos y en el endotelio, la
familias de las selectinas incluye a la selectina P, la selectina E y la selectina L
(Murphy, 2012).

La selectina P (CD62P, GMP-140, PADGEM) se preforma y almacena dentro de los
cuerpos de Weibel-Palade de las células endoteliales y en los granulos alfa de las
plaguetas. Bajo la estimulacién con histamina, trombina o citocinas inflamatorias
especificas, la selectina P se transporta con rapidez a la superficie celular, donde se
une a la sialil-Lewis X de la superficie leucocitaria.

La selectina E (CD62E, ELAM-1) no se expresa de manera habitual sobre la
superficie de las células endoteliales, pero los mediadores inflamatorios como las
citocinas (IL-1 y TNF-a) o el lipopolisacarido bacteriano la inducen. La selectina E
influye la adhesion de neutrofilos, monocitos y ciertos linfocitos mediante la union al
factor de Lewis X o de Lewis A.

La selectina L (CD62L, LAM-1, Leu-8) une los linfocitos a las vénulas del endotelio
alto del tejido linfoide, y de este modo regula su paso a través de este tejido. La
selectina L se une a la molécula 1 de adhesion celular portadora de glucano
(GlyCAM-1), a la molécula 1 de adhesién celular de la adresina mucosa (MadCAM-
1) y a CD-34 (Kumar et al., 2008).

Adhesion y transmigracion. La siguiente etapa en la reaccion de los leucocitos es
una firme adhesion a las superficies endoteliales. Esta adhesion se halla mediada

por integrinas expresadas en las superficies celulares de los leucocitos que
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interactian con sus ligandos en las células endoteliales.Las integrinas se expresan
normalmente sobre las membranas plasmaticas de los leucocitos en un estado de
baja afinidad, cuando los leucocitos adherentes se encuentran con quimiocinas, las
células se activan y sus integrinas sufren cambios en su conformacién y se
agrupan, convirtiéndose asi en una forma de gran afinidad. Al mismo tiempo, otras
citocinas sobre todo TNF-a e IL-1, activan las células endoteliales para aumentar su
expresion de ligandos para integrinas. Estos ligando incluyen MAIC-1, que se une a
las integrinas LFA-1 (CD-11a/CD-18) y Mac-1(CD11b/CD18) y MACV-1 que se une
a la integrina VLA-4 (Murphy, 2012). Después de ser detenidos, los neutrofilos
migran a través de la pared vascular principalmente al escurrirse entre las células,
este movimiento es denominado diapédesis. La migracion de los neutrofilos es
accionada por las quimiocinas producidas en los tejidos extravasculares. Ademas,
MAPCE-1 (CD-31) media en la union de los acontecimientos requeridos para que
los leucocitos atraviesen el endotelio. Después de atravesarlo, los leucocitos cruzan
las membranas basales vasculares degradandolas con colagenasas segregadas
(Murphy, 2012) (Figura 8).
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Figura 8. Proceso de la migracion leucocitaria a través de los vasos sanguineos, mostrado
aqui en relacion a los neutréfilos. Modificado de Kumar et al. (2008).
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Quimiotaxis. Es un proceso dinamico y dependiente de energia que dirige la
migracion celular. Las células endoteliales liberan sustancias quimiotacticas para
reclutar leucocitos de la sangre. Luego, migran desde el endotelio hacia el tejido
objetivo bajo el gradiente de una sustancia quimiotactica en respuesta a un
segundo gradiente quimiotactico mas distal. Los factores mas importantes para los
neutréfilos son componentes del sistema del complemento (C5a), productos
bacteriano y mitocondriales, sobre todo péptidos N-formilados, productos del
metabolismo del &cido araquidonico (AA), sobre todo leucotrieno Ba (LTBa4),
quimiocinas y productos de la degradacion de la matriz extracelular (Kumar et al.,
2008).

Las moléculas quimioticticas se unen a receptores especificos de la superficie
celular (proteinas G transmembranales), algunas de las cuales llevan a un aumento
del calcio citosdlico, lo que desencadena el ensamblaje de los elemento
citoesqueléticos contractiles necesarios para el movimiento. Los leucocitos se
mueven extendiendo sus pseuddépodos que se anclan a la matrix extracelular
(Murphy, 2012). El coctel de quimiocinas que se presenta en un tejido determina en
gran medida el tipo de leucocitos que se atraen hacia la zona de lesion (Kumar et
al., 2008). En la mayoria de las formas de inflamacion aguda predominan los
neutrofilos en el infiltrado inflamatorio durante las primeras 6 a 24 horas y son
sustituidos por monocitos de las 24 a 48 horas. Los neutréfilos son mas numerosos
en sangre, responden rapidamente a las quimiocinas, y pueden unirse mas

firmemente a las moléculas de adhesién, como las selectinas P y E (Murphy, 2012).

1.3.1.3 Activacion de leucocitos

Muchas células inflamatorias (monocitos, macrofagos histicos, células dendriticas y
neutréfilos) reconocen, internalizan y digieren el material extrafio, los
microorganismos o los restos celulares por un proceso llamado fagocitosis.

El complejo proceso incluye una secuencia de suceso transmembrana y de
sefializacion intracelular: 1) Reconocimiento 2) Internalizacion y 3) Digestion (Kumar
et al., 2008).
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Reconomiento.

Los neutrdfilos se unen a la mayoria de los agentes extrafios y los ingieren a traves
de receptores de superficie especificos denominados opsoninas, que recubren los
microbios y los toman como diana para la fagocitosis (proceso denominado
opsonizacién). Las opsoninas mas importantes son anticuerpos de la clase
inmunoglobulina IgG o C3b. Los neutréfilos expresan receptores opsonicos
especificos, como son el receptor Fc para la IgG (FcyR1), receptores 1 y 3 del
complemento (CR1 y CR3) para fragmentos del complemento, y Clq para las
colectinas (Murphy, 2012) (Figura 9).

Internalizacion.

Se extienden pseudépodos alrededor de la diana, formando una vacuola fagocitica.
A continuacion, la membrana de la vacuola se fusiona con la membrana de un
granulo lisosémico, lo que da lugar a la descarga de los contenidos de los granulos

en una vacuola denominada fagolisosoma (Murphy, 2012) (Figura 9).

Digestion.

La culminacion de la fagocitosis de los microbios es la destruccién y degradacion de
las particulas ingeridas, dentro del fagolisosoma mediane la produccion de
sustancias microbicidas. Las sustancias microbicidas mas importantes son las
especies reactivas de oxigeno (ROS); y las enzimas lisosomicas. Los
microorganismos muertos son degradados a continuacion por la accion de

hidrolasas acido lisosémicas (Murphy, 2012) (Figura 9).
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1. RECONOCIMIENTO Y UNION

Los microbios se unen a

los receptores 2. INTERNALIZACION
fagociticos La membrana del fagocito se
Receptor cierra al rededor del microbio Microbio ingerido en el
fagocitlco fagosoma

Ay
Fagosoma con

microbio
ingerido

A T

Fusién del
fagosoma
con el
lisosoma

3. DIGESTION

Degradacién de los microbios por Fagolisosoma
las enzimas lisosémicas en el

fagolisosoma

Destruccién de los microbios por ROS y NO

Figura 9. La fagocitosis de una particula (en el ejemplo se muestra una bacteria) el proceso
implica: 1) Reconocimiento y unién; 2) Internalizaciéon y 3) Digestion. Modificado de Kumar
et al. (2008).

1.3.1.4 Desenlaces de la inflamacion aguda

Aunque las consecuencias de la inflamacion aguda se modifican por la naturaleza e
intensidad de la lesion, el sitio y tejido afectados, la inflamacion aguda tiene,
generalmente, uno de tres desenlaces:

Resolucion. Implica la neutralizacion, descomposicion o degradacion enzimatica de
los diversos mediadores quimicos, la normalizacion de la permeabilidad vascular y
el cese de la migracion leucocitaria con la posterior apoptosis de los neutréfilos
extravasados. Ademas, se comienzan a producir mediadores que inhiben la
inflamacion.

Progresioén a la inflamacion crénica. Puede seguir si no se elimina el agente causal.

Cicatrizacion o fibrosis. Es la consecuencia de una destruccion tisular sustancial o
cuando se produce la inflamacion en tejidos que no se regeneran. Ademas, los
exudados fibrinosos extensos, debido al aumento de la permeabilidad vascular,
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pueden no ser absorbidos completamente y son organizados por crecimiento de

tejido conjuntivo lo que resulta en una fibrosis (Murphy, 2012) (Figura 10).

RESOLUCION
Eliminacién de los estimulos agresores
Eliminacién de mediadores y células inflamatorias
Funcién normal

Formacién de pus

Progresion (absceso)

Curacién

Rt A Curacién

INFLAMACION CRONICA

FIBROSIS
Pérdida de funcién

Figura 10. Desenlaces de la inflamacién aguda: resolucién, cicatrizacion (fibrosis) o
inflamacién crénica. Modificado de Kumar et al. (2008).

[.3.2 Mediadores quimicos de la inflamacion

Los mediadores pueden ser derivados de las células o pueden ser derivados de
proteinas plasmaticas.

Los mediadores derivados de las células se hallan secuestrados en granulos
intracelulares y son secretados rapidamente con la activacion celular.

Los mediadores derivados de proteinas plasméaticas sufren habitualmente una
escision proteolitica para adquirir sus actividades bioldgicas (Murphy, 2012) (Figura
11).
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FUENTE MEDIADORES
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Activacion del ~ 029U1acioN ™~ |de Ia ruptura
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DERIVADOS \« Sistema de la —
DEL PLASMA calicreina/cinina>| _ Cininas
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- ermeabilidad ||
Desgranulacién de las T, P plosiannl| v
células cebadas/basdfilos ~—

A

_
Plaqguetas —— Serotonina —I

Factor de activacion

DERIVADOS | Células inflamatorias — plaguetaria
DE LAS Prostaglandinas
CELULAS Leucotrienos

Oxido nitrico
Factor de activacién
plaquetaria
Prostaglandinas

Endotelioc ——

Figura 11. Mediadores inflamatorios del aumento de la permeabilidad vascular. Modificado
de Murphy (2012).

[.3.2.1 Mediadores derivados de las células

Las plaguetas, basofilos, neutrofilos, células endoteliales, monocitos/macrofagos,
células cebadas histicas y tejidos dafiados que son circulantes son fuentes

celulares de mediadores vasoactivos.

En términos generales, los mediadores son 1) derivados del metabolismo de los
fosfolipidos y del acido araquidonico (prostaglandinas, tromboxano, leucotrienos,
lipoxinas) y factor de activacion plaquetaria (PAF); 2) granulos citoplasmaticos
preformados y almacenados (histamina, serotonina e hidrolasas lisosémicas), o 3)
derivados de la produccion alterada de reguladores normales de la funcion vascular

(6xido nitrico y neurocininas) (Murphy, 2012).
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1) Derivados del metabolismo de los fosfolipidos y del &cido araquidénico

De acuerdo con la célula inflamatoria especifica y la naturaleza del estimulo, las
células activadas producen acido araquidonico por una de dos posibles vias. Una
via incluye la liberacion de &cido araquiddnico a partir del glicerol estructural de los
fosfolipidos de la membrana celular (fosfatidilcolina) por activacion de la fosfolipasa
Az (PLA2). La otra via es el metabolismo del fosfato de fosfatidilinositol a
diacilglicerol y fosfato de inositol por la fosfolipasa C. Entonces, la lipasa separa el
acido araquidonico del diacilglicerol. Una vez generado, el acido araquidonico se
metaboliza de manera adicional a través de dos vias: 1) Ciclooxigenacion, con
produccion subsiguiente de prostaglandinas y tromboxano, y 2) Lipooxigenacion,

para formar leucotrienos y lipoxinas (Murphy, 2012) (Figura 12).

Fosfolipidos de membrana
celular

Anti-inflamatorios esteroideos la O & Fosfolipasas

inhiben
ACIDO Otras > HPETE > - HETE
Inhibidores de COX-1y ARAQUIDONICO Tpoxigenasas
COX-2, acido —
acetilsalisilico, “=--» /Clclooxigenasa S-Lipoxigenasa _

indometacina la inhiben

Prostaglandina G2 (PGGz2) 5.-HPETE ——» 5-HETE
o |

l /12-Up?geng l Quimiotaxis
|

Prostaglandina H2 (PGH2)
Leucotrieno Az (LTA4) — Leucotrieno Ba
Prostaciclina Tromboxano A2 Leucotrieno Cs (LTCa4) Vasoconstlodan
PGz TXA2 i Broncoespasmos
Eoisa Calsa Leucotrieno Ds (LTDs) Aumento de la
vasodilatacion, vasoconstriccion, v permeabilidad
inhibe la agregacion promueve la Leucotrieno Es (LTEs vascular
plaquetaria agregacion plaquetaria
; 1 Lipoxina A4 Lipoxina B4
PGD2 PGE:2 (LXA4) (LXBa4)
Vasodilatacion Inhibe la adhesién y
Aumento de la permeabilidad quimiotaxis de los
vascular neutrofilos

Figura 12. Generacion de los metabolitos del acido araquiddnico y sus funciones en la
inflamacién. Indicadas por una X en rojo indica las actividades enzimaticas cuya inhibicion
por medio de una intervencion de farmacos bloquea las principales vias. COX-1 y COX-2
son ciclooxigenasa 1 y 2; HETE es &acido hidroxieicosatetraenoico; HPETE es acido
hidroperoxieicosatetraenoico. Modificado de Kumar et al. (2008).
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Factor de activacion plaquetaria

El factor de activacion plaquetaria (PAF) es otro derivado de los fosfolipidos de
membrana. Durante la respuesta inflamatoria, el PAF deriva de los
glicerofosfolipidos que contienen colina en la membrana celular, de manera inicial
por la accion catalitica de la fosfolipasa A2, seguido por una acetilacion llevada a
cabo por una acetiltransferasa. ElI PAF estimula plaquetas, neutrofilos,
monocitos/macrofagos, células endoteliales y células vasculares del muasculo liso. El
PAF induce la agregacion plaquetaria y la desgranulacién en los lugares de dafio
histico y aumenta la liberacion de serotonina, por lo que altera la permeabilidad
vascular (Murphy, 2012) (Figura 13).

Fosfatidilcolina Fosfatidilinositol-P:z
Fosfolipasa Az l l Fosfolipasa C
LISO-PAF Diacilglicerol
LISO-PAF Lipasa de
acetiltransferasa diacilglicerol

Figura 13. Mediadores derivados de las células. El factor de activacion plaquetaria (PAF)
deriva de glicerofosfolipidos membranosos que contienen colina. El &cido araquidonico
deriva de fosfatos de fosfatidilinositol y de la fosfatidilcolina. Modificado de Murphy (2012).

2) Granulos citoplasmaticos preformados y almacenados

Las dos aminas vasoactivas, histamina y serotonina, se almacenan como moléculas
preformadas en las células cebadas y otra células y se encuentran entre los

primeros mediadores que se liberan en las reacciones inflamatoria agudas. La
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histamina causa dilatacion arteriolar y es el principal mediador de la fase inmediata
del aumento de la permeabilidad vascular, induciendo una contraccion endotelial
venular y espacios interendoteliales. La serotonina (5-hidroxitriptamina) es también
un mediador preformado, se encuentra en el interior de los granulos de cuerpos
densos plaquetarios y es liberada durante la agregacion plaquetaria (Murphy,
2012).

3) Derivados de la produccion alterada de reguladores normales de la funcién

vascular

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son sintetizadas por la via de la NADPH
oxidasa (fagocito oxidasa) y son liberadas por neutréfilos y macréfagos. Cuando se
producen las ROS en el interior de los fagolisosomas, destruyen los microbios
fagocitados y las células necréticas. Cuando se secretan en niveles bajos, pueden
aumentar la expresion de quimiocinas, citocinas y moléculas de adhesién,

amplificando asi a cascada de los mediadores inflamatorios (Murphy, 2012).

Oxido nitrico. EI NO es un gas radical libre, los macrofagos lo utilizan como
metabolito citotéxico para destruir microbios y células tumorales. Cuando es
producido por las células endoteliales, causa relajacion del muasculo liso y

vasodilatacién (Murphy, 2012).

Neurocininas. La familia de péptidos de las neurocininas incluye la sustancia P (SP)
y las neurocininas A (NCA) y B (NCB). Estos péptidos guardan relacién con la
extravasacion de las proteinas plasmaticas y el edema, la vasodilatacion, la
contraccion y relajacion del musculo liso, la secrecion salival, la contraccion de las

vias aéreas y la transmision de respuestas nocirreceptivas (Murphy, 2012).
1.3.2.2 Mediadores derivados de las proteinas plasmaéticas

El plasma contiene los elementos de tres cascadas enzimaticas principales, estos
sistemas interrelacionados incluyen 1) la cascada de coagulacién, 2) la generacion

de cininas, y 3) el sistema del complemento (Murphy, 2012).
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1) La cascada de coagulacion

El factor Hageman activado (factor Xlla) inicia cuatro sistemas implicados en la
respuesta inflamatoria: 1) el sistema de las cininas; 2) el sistema de la coagulacion;

3) el sistema fibrinolitico, y 4) el sistema del complemento (Figura 14).

ACTIVACION DEL FACTOR DE HAGEMAN

(FACTOR XIi)
Plasminégeno / \ \
Activacion de Activacion del
la calicreina sistema de

Plasmina

/ \ \ coagulacion

Fibrindlisis Activacion del GENERACION DE

l complemento CININA
PRODUCTOS QUIMIOTAXIS FORMAC o
DE LA POR DEL COAGULO
DEGRADACION ANAFILOTOXINAS
DE LA
FRIBRINA

Figura 14. Activacion del factor de Hageman y produccion de mediador inflamatorio. La
activacion del factor de Hageman es un hecho clave que lleva a la conversién de
plasmindgeno a plasmina, lo que deriva en la generacién de productos de la catalisis de
fibrina y activa productos del complemento. La activacion de la calicreina produce cininas y
la activacion del sistema de coagulacion desemboca en la formacion del coagulo.
Modificado de Murphy (2012).

El factor Hageman (factor Xll de la cascada de regulacion intrinseca) es una
proteina sintetizada por el higado que circula en forma inactiva hasta que se
encuentra con el coldgeno, membrana basal o plaquetas activadas. Con la
asistencia de un cofactor cinindbgeno, el factor XII sufre un cambio en su
conformacion (factor Xlla). En el sistema de coagulacion, la cascada proteolitica

accionada por el factor Xlla lleva a la activacion de la trombina, que a continuacion
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cataliza al fibrinbgeno soluble circulante para generar un coagulo de fibrina
insoluble. El factor Xa, un metabolito intermedio en la cascada de coagulacion,
causa aumento en la permeabilidad vascular y migracion leucocitaria. La trombina
participa en la inflamacion uniéndose a receptores activados por proteasas. La
union de la trombina a estos receptores de las células endoteliales lleva a su
activacion y a una mayor adhesion leucocitaria. Ademas la trombina genera
fibrinopéptidos durante la degradacion del fibrinbgeno que aumentan la
permeabilidad vascular y son quimiotacticos para los neutréfilos (Murphy, 2012)
(Figura 15).

Las tres vias que forman la cascada de coagulacion clasica

Intrin seca Xll — Factor Hageman, una serina proteasa
—— Xl — Antecedente tromboplastinico, una serina proteasa
superficie de contacto IX — Factor Christmas, serina proteasa
VIl — Factor estable, serina proteasa
l Xlll — Factor estabilizante de fibrina, una transglutaminasa

PL — Fosfolipidos de membrana plaquetaria
Xi —> X, P plaq

Ca™" — lones calcio
l TF — Factor tisular ( o= forma activa )
XI, -
X Extrinseca
l TEVIlL e dafio tisular
X — X, l
}({V"L PL,lCa:) . < Coml'Jn
(v, PL,\LCa“} X

protrombina ——»  trombina —)l
(serina proteasa)

., . Xil, cuagulo estable
fibrinbgeno ——» fibrina ———> de fibrina

Figura 15. Cascada de coagulacién. Tomado de https://es.wikipedia.org/wiki/Coagulacién.

Al tiempo que el factor de Hageman activado esta induciendo la coagulacion, activa
el sistema fibrinolitico. Este mecanismo existe para limitar la coagulacion al
degradar la fibrina, solubilizando el coéagulo de fibrina. EI activador del
plasmindégeno y la calicreina degradan el plasmindégeno, proteina plasmatica
encerrada en el coagulo de fibrina. El producto resultante, la plasmina, es una

proteasa que degrada la fibrina y es, por ende, importante en la lisis de los
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coagulos. La plasmina a su vez degrada la proteina del complemento C3, lo que da
lugar a la produccion de C3a. La plasmina puede también activar el factor de

Hageman, amplificando de este modo la respuesta (Figura 16).

2) La generacion de cininas

Las cininas son agentes inflamatorios potentes que se forma en el plasma por
accion de las calicreinas proteasas. La bradicinina y los péptidos relacionados
regulan multiples procesos biol6gicos como la presion sanguinea, la contraccion y
relajacion del musculo liso, la extravasacién del plasma, la migracion celular, la
activacion de células inflamatoria y las respuestas al dolor de origen inflamatorio.
Quiza la funcidon mas significativa de las cininas es su capacidad de amplificar las
respuestas inflamatorias al estimular las células de los tejidos locales y las células
inflamatorias para que generen mediadores adicionales como los prostanoides, las
citocinas (en especial el factor de necrosis tumoral alfa TNF-a y las interleucinas), el

oxido nitrico y las taquicininas (Kumar et al., 2008) (Figura 16).
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Figura 16. Interrelaciones entre los cuatro sistemas mediadores derivados del plasma
desencadenados por la activacion del factor Xl (factor Hageman). Modificado de Kumar et
al. (2008).

3) El sistema del complemento

Consta de proteinas plasmaticas que desempefian una importante funcion en la
defensa del huésped (inmunidad) y en la inflamacion (Murphy, 2012). El sistema del
complemento consiste en mas de 30 proteinas entre las que se incluyen enzimas
plasmaticas, proteinas reguladoras y proteinas que lisan células (Kumar et al.,
2008).

Los factores derivados del complemento que se producen a lo largo de la via
afectan a una variedad de fendmenos en la inflamacion aguda:

Efectos vasculares. C3a y C5a aumentan la permeabilidad vascular y causan

vasodilatacion al inducir la liberacién de histamina de las células cebadas. Estos
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productos se denominan también anafilotoxinas. C5a activa también la via de la
lipooxigenasa del metabolismo del acido araquidénico en los neutrofilos y
macrofagos, causando liberacion de mediadores mas inflamatorios.

Activacién, adhesion y quimiotaxis de los leucocitos. C5a activa los leucocitos,
aumentando la adhesion al endotelio y es un potente agente quimiotactico.
Fagocitosis. Cuando se fijan a una superficie microbiana, C3b y su producto

proteolitico inactivo iC3b actian como opsoninas (Murphy, 2012).

[.3.3 La mionecrosis

Los envenenamientos por especies viperinas inducen predominantemente
miotoxicidad local, caracterizada por la presencia de mionecrosis en la zona
anatémica donde el veneno fue inyectado. La mionecrosis local es comunmente
asociada con otros efectos, como la hemorragia, la formacién de ampollas y el
edema, en un complejo patron de dafio tisular local (Milani et al., 1997; Otero, et al.,
2007).

1.3.3.1 Morfologia del musculo esquelético

El muUsculo esta compuesto de células musculares rodeadas de vainas de tejido
conectivo por las cuales pasan vasos sanguineos y nervios. La capa externa, el
epimisio, rodea al masculo entero y se continta con el tejido conectivo de la fascia.
El perimisio es un tejido conectivo delgado que rodea los paquetes de células

musculares (fasciculos).

Inmediatamente rodeando grupos individuales de células musculares se encuentra
el endomisio, el cual contiene capilares, los vasos sanguineos mas delgados (Mebs
& Ownby, 1990) (Figura 17).
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Figura 17. Revestimientos del musculo esquelético. Tomado de http://www.i-
natacion.com/articulos/fisiologia/musculos.html.

Las células musculares esqueléticas son elongadas, ligeramente cénicas en sus
terminaciones. La membrana celular, es llamada sarcolema, y al citoplasma se le
conoce como sarcoplasma. Estas células tienen muchos nucleos, los cuales se

localizan en la periferia justo debajo de la membrana celular (Mebs & Ownby, 1990).

El sarcoplasma contiene los organelos y aparte contiene miofilamentos que estan

agrupados en paquetes llamados miofibrillas.

Las mitocondrias se conocen como sarcosomas, Son numerosas y se encuentran
en grupos cerca de los polos del nucleo, debajo de la membrana celular e

intercaladas entre las miofibrillas.

Un aparato de Golgi pequefio e inactivo se localiza cerca de los nucleos, el
glucdgeno es abundante entre las miofibrillas, y gotas de lipidos se localizan cerca

de las mitocondrias grandes (Mebs & Ownby, 1990).
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El patron estriado de las células musculo esqueléticas se debe a la estructura
organizada de los miofilamentos en miofibrillas. Cada miofibrilla esta compuesta de
numerosos miofilamentos arreglados en registro, lo que le da el distintivo patrén
transversal. Las bandas oscuras A separan a las bandas claras |, cada banda A
tiene una zona central clara llamada banda H mientras que cada banda | esta

dividida en dos partes por una linea densa conocida como banda Z.

La region entre dos bandas Z se llama sarcomero (S) y es considerada la unidad
estructural y funcional de la contraccion. El sarcomero se repite a lo largo de la
miofibrilla (Mebs & Ownby, 1990).

Hay dos tipo de miofilamentos, los filamentos gruesos de miosina y los filamentos
delgados de actina. Los filamentos de actina estan anclados a la banda Z y son el
mayor componente de la banda | y se extienden entre los filamentos de miosina a lo

largo de la banda A (Figura 18).
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Figura 18. Composicion de las miofibrillas. Modificado de

http://www.facmed.unam.mx/LibroNeuroFisio/10Sistema%20Motor/10aMovimiento/Textos/
MuscAnatomia.html.

Dos proteinas reguladoras, troponina y tropomiosina, estan asociadas a los
filamentos de actina. La regulacion de la contraccion por estas proteinas se basa en
las concentraciones de calcio en el sarcoplasma. Cuando los niveles de calcio se
encuentran bajos, la tropomiosina se localiza en la periferia a lo largo del filamento
de actina y bloquea a los monémeros G de actina para que no puedan interactuar
con la miosina. Cuando los niveles de calcio son suficientemente altos, el calcio se
une a la troponina, lo que causa que la molécula de tropomiosina se desplace y que
los sitios G de actina se desbloqueen, facilitando que el flamento de actina tenga

contacto con las cabezas de miosina (Mebs & Ownby, 1990).
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En las células masculo esqueléticas los elementos del reticulo sarcoplasmico estan
altamente organizados y especializados. Las membranas del reticulo sarcoplasmico
forman una extensa red de cisternas y tubulos alrededor de las miofibrillas.
Asociados con un sistema membranal transverso llamados tabulos T originados en
la superficie de la célula como una extension de la membrana celular hacia adentro
de la célula. El arreglo de estas membranas es critico para la conducciéon de la
sefial excitatoria desde el exterior de la célula muscular hacia el interior cuando la

contraccion ocurre (Figura 19) (Mebs & Ownby, 1990).
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Figura 19. Reticulo sarcoplasmico con sus tdbulos y cisternas. Tomado de
http://www.facmed.unam.mx/Libro-NeuroFisio/10-Sistema%20Motor/10a-
Movimiento/Textos/MuscAnatomia.html.
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1.3.4 El dolor

De acuerdo con la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (ISAP por sus
siglas en inglés) el dolor se ha definido como: “una experiencia sensorial y
emocional desagradable, asociada a un dafio tisular existente o potencial, o
descrita en términos de ese dano” (Bilbeny & Paelle, 2005). La funcién fisiol6gica
del dolor es alertar al cerebro de una irregularidad en la homeostasis proveyendo
informacion acerca del estimulo que esta causando la lesion, permitiendo al cuerpo
protegerse de un dafio mayor. La nocicepcion se origina en fibras sensoriales
periféricas mediante la estimulacién de nociceptores que transmiten informacién

acerca del estimulo nocivo (McMahon et al., 2005).

En funcion de los mecanismos fisiopatoldgicos, el dolor puede diferenciarse en

nociceptivo, neuropatico o inflamatorio (Figura 20).

El dolor nociceptivo es la consecuencia de una lesidbn somatica, el estimulo es
potencialmente dafino para la integridad fisica, los nociceptores estimulados se

localizan en piel, musculo o articulaciones (Marhuenda, 2005).

El dolor neuropatico es el resultado de una lesion y alteracion de la transmision de
la informacion nociceptiva a nivel del sistema nervioso central o periferico; una de
sus caracteristicas es la aparicion de alodinia, que es el dolor frente a estimulos
gue habitualmente no son dolorosos debido a una reduccion del umbral del dolor
(Otermin, 2003).

El dolor inflamatorio se transmite por nervios normales y vias como las del dolor
nociceptivo. Sin embargo, el grado de dafo tisular conduce a la activacion de
mediadores inflamatorios agudos y crénicos que potencian el dolor, disminuyen los
umbrales de conduccién y sensibilizan el sistema nervioso central al estimulo

entrante.
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Figura 20. Tres principales tipos de dolor, segun su mecanismo fisiopatoldgico. Modificado
de Woolf (2004).

Durante la inflamacion, se observa un incremento significativo de la expresion de

canales iénicos, asi como de la excitabilidad de las membranas de las neuronas
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periféricas (Devor, 1994; Matzner & Devor, 1994; Waxman et al., 1994). Las vias
periféricas del dolor son activadas por una variedad amplia de estimulos incluyendo
mediadores quimicos inflamatorios que estan implicados en la génesis, persistencia
y severidad del dolor. Los mediadores involucrados en el dolor incluyen iones (K+,
H+), ATP, oxido nitrico (NO), adenosina, serotonina (5-HT), histamina, bradicinina,
citocinas (TNF-a, IL-1, IL-6 y IL-8), neurotrofina, factor de crecimiento nervioso
(NGF), neuropéptidos (substancia P-SP, neurocinina A-NKA, péptido relacionado
con el gen de la calcitonina CGRP), eicosanoides, y mediadores simpéticos,
operando de manera sinérgica actuando en las fibras sensoriales por dos vias
distintas: a) provocando dolor via activacion directa de nociceptores y b)
sensibilizando neuronas aferentes primarias reduciendo su umbral (alodinia) de
manera tal que tengan una respuesta exaltada al estimulo nocivo (hiperalgesia)
(Dray, 1997; Kidd & Urban, 2001; Riedel & Neeck, 2001) (Figura 21).
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Figura 21. Dolor inflamatorio. Modificado de Ru-Rong et al. (2014).
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El asta dorsal de la médula espinal es un sitio importante pues es el encargado de
integrar y modular el estimulo que viaja desde la periferia hasta el sistema nervioso
central (Kidd & Urban, 2001; Riedel & Neeck, 2001). El neurotransmisor implicado
en procesar la informacion nociceptiva en el asta dorsal de la médula espinal es el
glutamato (Schaible & Richter, 2004). Durante la inflamacion, el ingreso de las fibras
C resulta en la expresion de un segundo receptor de glutamato, el receptor N-metil-
D-aspartato (NMDA) (Dickenson & Sullivan, 1987). La activacion del receptor NMDA
lleva a un incremento en la excitabilidad de las neuronas del asta dorsal,
contribuyendo a una progresiva excitabilidad durante el curso del estimulo y a una
sensibilizaciéon central (Woolf, 1983; Woolf & Wall, 1986). Las prostaglandinas vy el
oxido nitrico (NO) se generan en el asta dorsal de la médula espinal facilitando la
excitabilidad de las neuronas espinales (Besson, 1999).

Adicionalmente, las células gliales (astrocitos y microglia) han sido implicadas en
los estados exagerados de dolor debido a la liberaciébn de varias substancias
neuroactivas (Wieseler-Frank et al., 2004). La activacion de las células gliales
conduce a la liberacion de una variedad de sustancias neuroactivas, incluyendo
citocinas pro-inflamatorias, factor de crecimiento nervioso (NGF), prostaglandinas,
NO y amino &cidos excitatorios. Estas sustancias estimulan directamente la
transmision dolorosa, asi como la liberacion acelerada de neurotransmisores desde
las neuronas aferentes primarias, contribuyendo a la hiperexcitacion central y

periférica (Holguin et al., 2002).
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I.4 El veneno y su papel en la inflamacion
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Figura 22. Representacién esquematica del posible mecanismo de accion de las
fosfolipasas A, y metaloproteasas del veneno de Bothrops asper sobre los eventos locales
de la reaccion inflamatoria. Modificado de Teixeira (2009).

La capacidad del veneno de Bothrops asper para generar inflamacion fue reportado
por primera vez en el trabajo realizado por Gutiérrez et al. (1980) donde la inyeccién
de veneno en la region plantar de raton causé edema en los primeros intervalos de
tiempo manteniéndose hasta las 24 horas. Los componentes del veneno de
Bothrops asper juegan un papel muy importante en la inflamacion: 1) Estimula la
expresion de moléculas de adhesion (LFA-1, L-selectina, MAIC-1, PECAM-1 y CD-
18) en los neutrodfilos y las paredes endoteliales (Zamuner et al., 2005). 2) Citocinas

y eicosanoides son liberados a partir de la inyeccion del veneno (Teixeira, 2009). 3)
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El veneno incrementa la fagocitosis y desencadena las funciones antimicrobianas
de los macrofagos con un consecuente incremento de la produccion de peréxido de
hidrégeno y 6xido nitrico por los macréfagos, lo cual genera peroxinitritos toxicos
potenciando el dafio tisular (Zamuner et al., 2001). 4) La fosfolipasa Az induce la
sintesis de prostaglandinas y tromboxano catalizando la hidrélisis de acidos grasos
en la posicion sn-2 de los fosfolipidos presentes en la membrana celular (Moreira et
al., 2008) (Figura 22).

[.4.1 El veneno y su papel en la mionecrosis
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Figura 23. Secuencia de eventos degenerativos celulares en musculo esquelético por
accion de las fosfolipasas A, presentes en el veneno de Bothrops asper. Tomado y
Modificado de Gutiérrez & Ownby (2003).
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La drastica y rapida perturbacion de la membrana plasmatica inducida por las
fosfolipasas Az del veneno de Bothrops asper promueve el ingreso de calcio desde
la zona extracelular hacia el citosol, elevando rapidamente la concentracion
citosdlica de este catidn, asi como la salida de marcadores citoplasméaticos, como
las enzimas deshidrogenasa lactica (DHL) y creatinquinasa (CK). Probablemente, el
ingreso de calcio es la consecuencia mas relevante de la disrupcion membranal,
siendo responsable de una variedad de mecanismos lesivos como son: alteraciones
del citoesqueleto (hipercontraccién de miofilamentos, resultando en la formacién de
masas amorfas de miofibrillas y de espacios citoplasmicos carentes de
miofilamentos) fendmeno que provoca a la larga dafio mecanico en la membrana
(Dixon & Harris, 1996), daflo mitocondrial (abultamiento de la mitocondria,
formacién de densidades floculantes, formacién de espacios con densos cristales y
ruptura de la membrana mitocondrial), degradacion y consecuente pérdida de las
proteinas desmina, proteina que se encuentra entre los filamentos del musculo
esquelético, formando uniones entre las bandas Z y entre las miofibrillas y la
membrana plasmatica (Lazarides, 1980) y titina, proteina que regula la integridad
estructural y la longitud de los sarcomeros durante los ciclos de contraccion y
relajacion; lo que conlleva a la pérdida del registro en los sarcoOmeros, a la
disgregacion de las bandas A e |, y a la liberacion de actina y miosina en el citosol
(Harris et al., 2003), activacion de proteasas dependientes de calcio (Calpainas), y
la activacion de fosfolipasas enddgenas que ocasionan dafio adicional (Gutiérrez &
Lomonte, 1995); promoviendo la degradacion de fosfolipidos de la membrana
plasmatica y las membranas de organelos intracelulares, como son mitocondrias,
reticulo sarcoplasmico y tubulos T (Montecucco et al., 2008). Como consecuencia
de estos procesos, las células se lesionan de forma irreversible en un proceso de

muerte celular necraética (Figura 23).
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1.4.2 El veneno y su papel en la nocicepcion
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Figura 24. Representacion esquematica del posible mecanismo del sistema nervioso
central y periférico implicados en la hiperalgesia y alodinia inducido por las fosfolipasas A
del veneno de Bothrops asper. Modificado de Teixeira (2009).

La nocicepcion (hiperalgesia y alodinia) desencadenada por las fosfolipasas A2
(PLA2) es un proceso generado parcialmente en la periferia y parcialmente en el

sistema nervioso central (médula espinal) (Figura 24).

En la periferia: la inoculacion de PLA2 miotdxicas causa lesion tisular lo que resulta
en la liberacion y sintesis de mediadores quimicos. Estos mediadores actian en
receptores especificos localizados en la membrana de neuronas aferentes
primarias, generando sefiales nociceptivas que se conducen hacia el asta dorsal de

la médula espinal. En la médula espinal, neurotransmisores y neuropéptidos son
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liberados en la hendidura sinaptica, activando a las neuronas de proyeccion. Existe
activacion de la microglia y astrocitos en el asta dorsal, una hora después si se
inyecta la fosfolipasa A2 con residuo Asp-49 la cual es cataliticamente activa
(Chacur et al., 2003; Chacur et al., 2004; Watkins et al., 2006) (Figura 24).

I.5 Tratamiento contra la mordedura de serpiente

Los primeros auxilios en el caso de presentarse estos accidentes deben limitarse a
la inmovilizacién de la extremidad afectada y al rapido traslado del paciente al
hospital. Torniquetes, métodos de succion del veneno, incisiones individuales o
multiples alrededor de la herida incrementan el riesgo de isquemia y necrosis, asi
como el riesgo de contraer una infeccion (Busch et al., 2000; Hardy, 2003). Los
pacientes que presentan cuadros severos de envenenamiento son preferiblemente
tratados en una unidad de cuidados intensivos. Aquellos pacientes con
envenenamiento moderado pueden ser tratados en la sala de emergencias durante
las primeras 24 horas (Otero, 2007). Hasta la fecha, el Unico tratamiento
cientificamente validado para este tipo de envenenamiento es aplicar un

antivenenos (faboterapico antiviperino).
I.6 Antivenenos (faboterépico antiviperino)

Los antivenenos son inmunoglobulina IgG producidas por el fraccionamiento de
plasma usualmente obtenido de animales domésticos de gran tamafio que fueron
hiper-inmunizados contra el veneno de serpientes relevantes (OMS, 2010). La
accion de los antivenenos se basa en la formacion del complejo antigeno-
anticuerpo; para que el veneno ejerza su efecto téxico necesita llegar al 6rgano
blanco, una vez ahi debe acoplarse al receptor o sustrato especifico donde ejerce
su efecto toxico. El faboterapico impide que el sitio activo del veneno interactle con
su receptor y, por lo tanto impide que se desencadenen los mecanismos
fisiopatolégicos de la intoxicacion (OMS, 2010). La IgG esta formada por dos

regiones o fracciones: la fraccién Fab (fragmento de union al antigeno) y la fraccion
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Fc (fragmento cristalizable o constante); dos fragmentos Fab’ unidos por un puente

disulfuro constituyen el denominado fragmento F(ab’). (OMS, 2010) (Figura 25).

Fab )
| —
=~

Figura 25. Inmunoglobulina y sus dos fracciones (Fab y Fc). Modificado de OMS (2010).

No obstante, la efectividad de los antivenenos es limitada para proteger los dafios
tisulares consecuentes, a su vez, debido a las caracteristicas fisicoquimicas del
antiveneno se generan en la mayoria de los casos reacciones adversas que van
desde fiebre y escalofrios hasta hipotensién, paro cardiaco y broncoespasmos
(Otero-Patifio et al., 1998; Otero, 2007); ademas estudios experimentales registran
una minima neutralizacion por parte del antiveneno aun siendo pre-incubado con el
veneno antes de la inyeccion en modelos animales (Gutiérrez et al., 1981); otra
polémica radica en la accesibilidad limitada de los antivenenos en las areas rurales
donde la mayoria de los accidentes ocurren aumentando las posibilidades de
mortalidad (Chippaux & Goyon, 1991). En algunas ocasiones existe baja
especificidad del faboterdpico hacia el veneno debido a la diversidad molecular
presente en los venenos de serpientes. Por todos estos aspectos es que en los
lugares donde ocurren los accidentes ofidicos, numerosas plantas son usadas

como alternativas terapeuticas para su tratamiento (Gomes et al., 2010).

II. ANTECEDENTES
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[I.1 Antecedentes empiricos

En Bangladesh, los curanderos utilizan plantas como Allium cepa L., Aristolochia
indica L., Emblica officinalis Gaertn. y Hemidesmus indicus (L.) R. Br como
tratamiento para los accidentes ofidicos (Kadir et al., 2015). En la Republica de
Kenia, las hojas de plantas como Bidens pilosa L., Tithonia diversifolia (Hemsl.) A.
Gray y Microglossa pyrifolia (Lam.) Kuntze son usadas como tratamiento para los

accidentes ofidicos (Owuor et al., 2005).

En nuestro pais, Algunas de las plantas utilizadas por curanderos de Veracruz para
tratar los accidentes ofidicos son Hibiscus tiliaceus (Mata de la vibora) utilizada en
la localidad El Serrano, de la cual las semillas son preparadas en extracto
alcohdlico, Aristolochia ovalifolia (Guaco negro, canastilla) utilizada en la localidad
de Sayula, de la cual se pulveriza la raiz, y Piper amalago (Gorgoncillo) utilizada en

la localidad de Sayula, de la cual se utiliza la raiz (Ramos-Hernandez et al., 2007).
[1.1.1 El género Erythrina contra el accidente ofidico

El género Erythrina constituye una fuente importante de especies, utilizadas por la
medicina tradicional de los pueblos de diversas regiones del mundo (Pino-
Rodriguez et al. 2004); el género ha sido estudiado desde diferentes perspectivas
en varias partes del continente americano, ya sea su efecto antiinflamatorio
(Vasconcelos et al., 2011; Oliveira et al., 2012; Saidu et al., 2000; Mifio et al., 2002),
su efecto antinociceptivo (Mifio et al., 2002; Oliveira, et al., 2012; Vasconcelos et al.,
2003; Marchioro et al., 2005) o su efecto analgésico (Saidu et al., 2000).

En la Republica de Kenia, en la etnia de Luo los curanderos utilizan la savia de la
corteza de Erythrina excelsa Baker como un antidoto para los accidentes ofidicos
(Owuor et al., 2005). En Bangladesh, en los distritos de Chittagong, Rangamati,
Bandarban y Khagrachari los curanderos utilizan una mezcla de los estambres y la
corteza de raiz de Erythrina variegata en forma de pasta; esta pasta se aplica
internamente y externamente para reducir la inflamacion y el dolor por la mordida de
serpiente (Kadir et al., 2015).
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[1.1.2 Erythrina americana contra el accidente ofidico

En Acayucan, Veracruz los curanderos utilizan Erythrina americana Mill. (arbol de la
vibora) preparada en infusiones o directamente mordiendo las hojas del arbol para
tratar dicho padecimiento (Ramos-Hernandez et al.,, 2007). En Catemaco, los
curanderos utilizan el conocimiento, el machacado y el extracto alcohdlico; ademas,
también aplican algunas plantas frescas, como es el caso de Erythrina americana,
de la cual se comen las hojas para contrarrestar el veneno de serpientes (Garrido,
1997).

En el mismo estado de Veracruz pero en los Tuxtlas, se utiliza una infusion de
Erythrina sp. para tratar la mordedura de Nauyaca (Bothrops asper) que habita en
dicha regién (comunicacion personal).

[I.2 Antecedentes experimentales

Se han realizado una serie de trabajos a nivel mundial con respecto a los efectos de
distintas plantas en el tratamiento de los accidentes ofidicos. Borges et al. (2000)
evaluo el efecto del extracto acuoso de Casearia sylvestris en veneno de vibora y
veneno de abeja: El extracto resulté ser eficaz para inhibir la actividad miotoxica de
cuatro venenos de Bothrops; asi como a las fosfolipasas purificadas del veneno
(PLA2 Lys-49 y Asp-49). En cuanto a la neutralizacion del edema, el extracto logro

inhibir el veneno de B. moojeni asi como su miotoxina Il purificada.

Alam & Gomes (2003) evaluaron el efecto neutralizante de dos plantas hindus Vitex
negunda y Emblica officinalis en el veneno de dos serpientes venenosas Vipera
russellii y Naja kaouthia, los extractos de raiz de ambas plantas en una cantidad de
5 mg de extracto/pg de veneno por raton redujeron el edema plantar. Los autores
atribuyeron este hecho a los triterpenos y taninos, que se aislaron y purificaron en

estudios anteriores, a partir de estas plantas.

Nufez et al. (2004) trabajaron con 12 extractos de plantas (Bixa, Ficus,

Struthanthus, Gonzalagunia, Brownea, Tabebuia, Pleopeltis, Trichomanes,
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Renealmia, Heliconia, Dracontium, Citrus) y su efecto neutralizador del edema
causado por el veneno de Bothrops asper, encontrando que el efecto varié en
funcién de la cantidad y ruta de administracién, no obstante, la neutralizacién del
edema no supero el 40% en todos los extractos, siendo la administracion in situ la

mejor para el extracto de Citrus limon (64%).

Meenatchisundaram et al. (2009) evaluaron la actividad de los extractos de raiz de
Mimosa pudica contra los venenos de Naja naja y Bangarus caerulus, como
resultados obtuvieron una reduccién del 30% del grosor del edema cuando la
cantidad del extracto fue de 2.5 mg por mg de veneno, la reduccion no fue dosis

dependiente.

Mahadeswaraswamy et al. (2009) evaluaron con el extracto metandlico de las
semillas de la uva (Vitis vinifera) para inhibir los efectos locales del veneno de
Daboia russelli, serpiente hindd que ocasiona alrededor de 1,300 muertes por afio.
Evaluaron la actividad anti-edema y la actividad mionecrética, obteniendo que el
extracto de V. vinifera tuvo una completa abolicion del edema, siendo la proporcion
mas alta (1:20 w/w) la mas efectiva. Por otro lado, la actividad mionecrética fue
inhibida por los extractos, de tal manera que las secciones de tejido presentaban

estriaciones musculares normales parecidas al control.

Meenatchisundaram y Sindhu (2011) usando el extracto de raiz de dos plantas
Acorus calamus y Withania somnifera evaluaron los efectos neutralizantes ante el
veneno de Echis carinatus, en el estudio del efecto anti-edema, la cantidad de
4000uL de ambos extractos sobre mg de veneno fue la que redujo el edema en un
20%.

I1l. JUSTIFICACION

Aun cuando el género Erythrina es usado en México y el mundo para tratar los
accidentes ofidicos y, que en México existen referencias empiricas del uso de
Erythrina americana contra la mordedura de serpiente y, después de una

exhaustiva busqueda de material bibliografico es evidente la falta de estudios
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cientificos sobre el tema, de manera que en el presente estudio se plantearon los

siguientes objetivos.
VI. HIPOTESIS

El extracto hidroalcohdlico liofilizado obtenido de las de hojas de Erythrina
americana planta mexicana mostrara/tendra/tiene actividad neutralizante del edema

generado por la administracion del veneno de de Bothros asper.

V. OBJETIVOS
Objetivo general

e Evaluar el efecto del liofilizado de hojas de Erythrina americana en el edema

producido por el veneno de Bothrops asper (Nauyaca)
Objetivos particulares

e Realizar la extraccion y el perfil fitoquimico del liofilizado de hojas frescas de

E. americana Mill.
e Determinar la toxicidad aguda del liofilizado de hojas de E. americana Mill.

e Determinar la Dosis Minima Edematizante (DME) del veneno de Nauyaca

(Bothrops asper).

e Evaluar la reduccion del edema plantar producido por la administracion s.c.
del veneno de Nauyaca (Bothrops asper) pre-incubado con el liofilizado de

hojas.
e Caracterizar por electroforesis las proteinas del veneno de Bothrops asper.

e Realizar una electroforesis en gel del veneno previamente incubado con el

liofilizado de hojas de E. americana.

VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1 Material Vegetal
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El material vegetal se recolect6 de las zonas aledafias a la Unidad Profesional
Interdisciplinaria de Biotecnologia (UPIBI), ubicada en la Delegacion Gustavo A.
Madero. Los ejemplares colectados se trasladaron para su identificacion botanica
en el Herbario de la FESI, Facultad de Estudios Superiores lIztacala.

VI.2 Preparacién de los extractos

Las hojas frescas de los ejemplares se lavaron, trituraron y maceraron en una
mezcla etanol-agua (30:70). Posteriormente, el exceso de disolvente se retird
concentrando a presion reducida en un rotavapor BUCHI R-205 y el extracto acuoso
se liofilizo (Liof) y se guardd en viales que permanecieron en refrigeracion hasta su

uso en los bioensayos.
VI.3 Animales

Se utilizaron ratones macho CD-1 (18-20 g) obtenidos del Bioterio de la FES
Iztacala. Los animales se mantuvieron en cajas individuales de acrilico transparente
dentro del laboratorio L-514 de la Facultad. La temperatura del cuarto (21 °C £1) fue

constante y los animales recibieron comida y agua ad libitum.
V1.4 Veneno

El veneno de Bothrops asper fue proporcionado por el Doctor Agustin Alvarez Trillo
encargado del Herpetario Reptilium del Zoolbégico de Zacango. La ordefia de dos
serpientes la realiz6 el Dr. Alejandro Carvajal Saucedo. Una vez extraido el veneno
se transporto en condiciones de congelamiento al Laboratorio de Cultivos Celulares
de UPIBI, IPN vy se liofilizé6 para conservarlo a 4°C hasta el momento del ensayo

biolégico.
VI. 5 Bioensayos

a) Toxicidad aguda (LDso)

La dosis letal media se determiné siguiendo la metodologia descrita por Lorke et al.
(1983). Fase 1: grupos independientes de ratones (n=3) fueron administrados via

oral mediante canula intragastrica con dosis de 10, 100 6 1,000 mg/kg del liofilizado,

realizando el registro de mortalidad por 24 horas. Fase 2: La seleccidn de las dosis
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para esta fase se establecié con base en los resultados obtenidos en la primera
etapa; requiriéndose Unicamente un sujeto por dosis, las observaciones se llevaron
a cabo por 24 horas. El célculo de la LDso se obtuvo a partir de la media geométrica
entre la dosis maxima administrada con sobrevivencia y la dosis minima que

produjo mortalidad.
b) Dosis Minima Edematizante (DME)

Para este bioensayo se siguié el método descrito por Yamakawa et al. (1976)
modificado por Gutiérrez et al. (1986). Grupos de cinco ratones se inyectaron
subcutaneamente (s.c.) en la extremidad posterior derecha con distintas cantidades
de veneno (1.0, 1.5y 2.0 ug) disueltos en 20 pyL de Buffer de fosfatos salino (PBS),
pH 7.2. La extremidad izquierda se inyect6 de manera similar con 20 pyL de PBS
(control). Se midieron ambas extremidades en intervalos de 0, 0.5 h, 1 h, 1.5 h, 2 h,
25h,3h,35h,4hy4.5 h. El edema se calculé como el porcentaje de incremento
en grosor de la extremidad. La dosis minima edematizante correspondié a la
cantidad de veneno que produjo el 30% de edema una hora después de la

administracion de sus diferentes cantidades.

c) Neutralizacion del edema por el liofilizado del Erythrina americana (Test

del edema plantar)

Para esta evaluacion se siguié el método descrito por Yamakawa et al. (1976) con
algunas modificaciones. Brevemente, con ayuda de un vernier electronico se midio
el grosor de la extremidad posterior derecha e izquierda de los ratones después de
distribuirlos al azar en grupos independientes (n=6). Las mezclas de
veneno/extracto se disolvieron en 20 uL de Buffer fosfato salino (PBS), pH 7.2 y se
preincubaron por 30 minutos a 37°C. Una vez anestesiados los animales se
procedid a la inoculacién de los tratamientos. El GLiof fue inyectado con 25 ug de
liofilizado de hojas (Liof) mientras que el grupo GO (control negativo) fue inyectado
con 20 pyL de Buffer fosfato salino (PBS), al grupo GV se le inyectaron 1.5 yug de
veneno. Las distintas cantidades de liofilizado de hojas fueron mezcladas con una

cantidad fija de veneno (1.5 pg). Al grupo G2 se le administraron 2 ug de Liof, al
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grupo G5 se le administraron 5 ug de Liof; el Grupo G10 recibié 10 pg de Liof y el
G15 recibi6é 15 ug de Liof. Se midi6é el cambio en el grosor de ambas extremidades
en intervalos 0, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 minutos después de la inyeccién subplantar.
Los resultados fueron reportados como porcentaje de aumento de grosor de la pata.
Las cantidades a utilizar de cada extracto fueron determinadas en funcion de la
LDso.

VI.6 Electroforesis del veneno de Bothrops asper

La electroforesis en gel se realiz6 por el método de Leammli (1970) que consiste en
utilizar dos geles: un gel concentrador y un gel separador. La concentracion del gel
separador fue de 12% y un gel separador 5%. Se prepararon muestras de veneno
(0.05, .1 y 0.2%), de proteina al 0.5% de albumina y proteasa asi como un
marcador de PM= 2.5-200 kDa. Se aplicaron 20 pL de cada una de las muestras en
cada pozo, la electroforesis se corri6 a 200 V y 60 mA por 91 minutos. Las

proteinas separadas se revelaron con Azul de Coomassie.

VI.6.1 Electroforesis del veneno pre-incubado con el liofilizado de hojas de E.

americana

La electroforesis se realizé siguiendo el método de Leammli (1970), con base en los
resultados de edema plantar, se prepararon muestras de veneno:liofilizado (1:1, 1:3,
1:5 y 1:10 v/v), otra muestra de veneno:antiveneno polivalente Antivipmyn® del
Instituto Bioclon en proporcion 1:10. Las muestras de veneno:liofilizado y
veneno:antiveneno se pre-incubaron a 37°C por 30 minutos. Transcurrido ese
tiempo, fueron sembrados 20 puL de cada una de las muestras la electroforesis se
corrié a 200 V y 60mA por 48 minutos. Muestras del antiveneno al 0.2%, veneno al
0.2%, proteina control: proteasa al 0.5% asi como un marcador de PM= 2.5-200
kDa también se sembraron en el gel. Las proteinas se revelaron con Azul de

Coomassie.
VI.7 Ensayos Quimicos del liofilizado de hojas de E. americana

a) Analisis Preliminar fitoquimico
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El analisis preliminar fitoquimico para la detecciéon de compuestos presentes en el
Liofilizado de Erythrina americana se realiz6 de acuerdo al método descrito en el
Manual de Practicas de Productos Naturales (Valencia & Garin, 2010). Al liofilizado
de hojas frescas de Erythrina americana Mill. se le realizaron pruebas para
determinar la presencia de alcaloides (Reaccion Dragendorff), flavonoides
(Reacciéon hidroxido de sodio & Reaccién de Shinoda), glicésidos cianogénicos
(Reaccion de Grignard), azucares reductores (Reaccion de Benedict & Reaccion de
Fehling), saponinas (Reaccion de Liebermann Bouchard & Reaccion de
Rosenthaler), quinonas (Reaccion de hidroxido de amonio & Reaccion de acido
sulfurrico), taninos (Reaccion de gelatina, Reaccion de cloruro férrico & Reaccién de
ferricianuro de potasio), cumarinas (Reaccion de Erlich) y glucésidos cardiacos
(Reaccion de Baljet y Reaccion de Legal).

Para la identificacion de taninos, flavonoides y compuestos fendlicos se
desarrollaron cromatografias en capa fina, usando como reveladores Cloruro férrico
5%, el complejo Difenil-acido bérico-etanoamina-Polietilenglicol y solucién de Folin

+ solucion basica 1:1, respectivamente.
b) Cuantificacién de flavonoides totales

Al liofilizado (0.2685 g) se le agregaron 3 mL de metanol al 80%, se dejaron en
bafio de ondas ultrasénicas por 10 minutos seguido de un descanso de cinco
minutos y otros 10 minutos en el bafio. Se llevé a la centrifuga 5804 por 10 minutos
a 5000 rpm. A esta muestra se le adicionaron 2 mL de acetato de potasio 1M y 2
mL de AICIs después de 40 minutos a temperatura ambiente se obtuvo la
absorbancia en un espectrofotbmetro a 415 nm. Se realizé la curva patrén para
flavonoides usando una solucién stock de quercetina. Los analisis se realizaron por
triplicado (Chang et al., 2002).

c) Cuantificacion de &cidos fendlicos

Al liofilizado (0.2685 g) se le agregaron 3 mL de metanol al 80%, se dejaron en

bafio de ondas ultrasonicas por 10 minutos seguido de un descanso de cinco
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minutos y otros 10 minutos en el bafio. Se llevé a la centrifuga 5804 por 10 minutos
a 5000 rpm. A esta muestra se le adicionaron el volumen de agua correspondiente
para alcanzar los 500 uL, seguido de 25 pyL de reactivo de Folin y 975 pL de
Na2COs al 2.5%. Se dejaron una hora a temperatura ambiente y posteriormente se
leyé la absorbancia en un espectrofotometro a 740 nm. La curva patron para
flavonoides se realiz6 usando un estdndar de &cido gdlico. Los analisis se

realizaron por triplicado (Chang et al., 2002).
d) Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

La cromatografia para el analisis de acidos fendlicos se realizd en una columna
Nucleosil 100 A° 125 x 4 mm usando un gradiente lineal de 1 mL min? de agua
(Solucion A) y Acetonitrilo (Solucién B). Inicialmente 85% de solucién A 'y 15% de
solucién B, 20 minutos 65% de solucion A y 35% de solucion B y 23 minutos 65%

de solucion A 'y 35% de solucion B, volumen de inyeccion: 5uL.

Para los flavonoides la cromatografia se realizé en una columna hypersil ODS 100A
de 125x4 mm, ajustada a 30°. El sistema se operd con elusion en gradiente con
solucién A: H20 (pH 2.5) con TFA y solucion B: Acetonitrilo, con un gradiente lineal
de 1 mL min. Inicialmente 85% de la solucién A y 15% de solucién B, 20 minutos
65% de solucion A 'y 35% de solucion B y 25 minutos 65% de solucion Ay 35% de

solucion B, volumen de inyeccion: 5pL.
VI.8 Anélisis estadistico

Los resultados fueron evaluados estadisticamente con un andlisis de varianza de
una via y analisis de medias repetidas. Se utilizé la prueba post-hoc de Duncan y
para el porcentaje de edema a los 60 minutos se utilizé la prueba post-hoc de Tukey
para determinar las diferencias entre las medias. Un valor de p<0.05 se consideré
estadisticamente significativo; mientras que, para los resultados de neutralizacién
del edema un valor de p<0.001 se consider6 estadisticamente significativo. Todos

los datos se expresaron como media +ESM.

VII. RESULTADOS
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VII.1 Material Vegetal

Informacién Taxondmica (Instituto de Biologia, 2010)

Reino: Plantae

Phylum: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Fabales

Familia: Leguminosae (Faboideae)
Género: Erythrina

Especie: Erythrina americana Mill.

Descripcién botanica

E. americana. Arbol con espinas gruesas, foliolos cartaceas, ampliamente ovados a
suborbiculares o deltoide-ovados, 4-13 cm largo, acuminado o agudo, al principio
tomentoso y luego glabro; caliz cartacea, campanulado, de 8-12 mm de largo;
estandarte rojo, angostamente eliptico, 3.5- 6.5 cm de largo y 8.12 mm de ancho,
redondeado u obtuso en el apice; alas 7-12 mm de largo, mas largo que la quilla;
vaina de 9-20 cm de largo, 11-14 mm de espesor, muy constrefiida entre las
semillas, las semillas son de color rojo escarlata con una linea negra (Standley &
Steyermark, 1946).

VIl.2 Veneno

La ordefa se realizd a ejemplares silvestres del Zoolégico de Zacango. Un macho
con una longitud total de 161 cm procedente de los Tuxtlas, Veracruz y una hembra
procedente de la Selva de los Chimalapas en Oaxaca. En la Figura 26 se ilustra el

momento de la ordefa del ejemplar macho de Bothrops asper.
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Figura 26. Nauyaca macho del Herpetaio Reptilium en el Zool6gico de Zacango.
VII.3 Bioensayos
a) Toxicidad aguda (LDso)

La administracién del liofilizado no manifesté signos o sintomas de toxicidad aln en
las dosis més altas (1,600, 2,900 6 5,000 mg/kg) propuestas por Lorke et al. (1983).
El peso corporal se comporté de acuerdo a la curva de crecimiento para esta

especie.
b) Dosis minima edematizante (DME)

Como se indicé para el ensayo bioldgico fue necesario determinar previamente la
dosis minima edematizante, que corresponde a la cantidad de veneno que provoco
un edema del 30%. El % de edema se determin6é 1 hora después de la inyeccién
del veneno ya que es el momento del edema maximo. Después de este tiempo el
edema de la pata tiende a disminuir acompafando el tejido de hemorragia y
necrosis (Figura 27). Los datos de edema obtenidos al administarr 1, 1.5y 2 ug de
veneno se sometieron a un ANOVA de una via, que detectd diferencias

significativas [F,12= 7.552, p<0.05] y la pruba post-hoc Duncan formé dos grupos,
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en uno se ubic6 1ug de veneno y en el otro 1.5y 2.0 ug de veveno. En la Figura 28

se observa que 2.0 ug fue la cantidad de veneno que provoco el 30% de edema.

VENENO 1ug/20uL VENENO 1.5ug/20pL

PATA DERECHA PATA IZQUIERDA PATA DERECHA PATA IZQUIERDA

:

VENENO 2ug/20uL

PATA DERECHA PATA IZQUIERDA
Figura 27. Pata Derecha con las cantidades de veneno (1.0ug, 1.5ug y 2.0ug) y pata
izquierda con 20puL del vehiculo (PBS) a las 4.5 h de la inyeccion de veneno.
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Veneno 1.0 pg/20 pL Veneno 1.5 pg/20 pL Veneno 2.0 pg/20 pL

Figura 28. Dosis minima edematizante (DME) del veneno de Bothrops asper. En el
intervalo de una hora. Los resultados se reportan como la media + ESM. El asterisco (*)
indica diferencias significativas, prueba post-hoc de Duncan (p<0.05, n=5).
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c) Neutralizacién del edema por el liofilizado del Erythrina americana (Test de

Edema Plantar)

Para evaluar la neutralizacion del edema usando el Test de edema plantar, distintas
cantidades de liofilizado se incubaron con una cantidad fija de veneno de B. asper
(1.5 pg). Los resultados de este experimento de neutralizacidbn se muestran en la
Figura 29. El ANOVA de medidas repetidas indicé que las cantidades de liofilizado
(2, 5, 10, 15 pg) previamente incubado con el veneno redujeron de forma
significativa el edema a lo largo del tiempo [F@,25 = 15.936 , p = 0.0001]. La prueba
post-hoc de Duncan formé cuatro grupos: Grupo “a” (Veneno 1.5ug), Grupo “b”
(Veneno + Liof 2ug), Grupo “c” (Veneno+ Liof 5ug) y el Grupo “d” (Veneno + Liof
10pg, Veneno + Liof 15ug) (Figura 23). En la Figura 30 se puede observar el
aspecto normal y la inflamacion casi imperceptible de la pata derecha del
tratamiento que recibié veneno incubado con 15 pg de Liofilizado, cantidad que

presentd un porcentaje de edema de 12.85%.
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Figura 29. Neutralizacion del edema. Cinética del tiempo en intervalos de 0, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 minutos de duracion del

experimento. Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (p=0.0001, n= 6).
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Figura 30. Se muestra la pata derecha (PD) y la pata izquierda (PI) del grupo G15 el cual
constaba de veneno preincubado con 15 ug de Liofilizado de hojas en 20uL de vehiculo.
A) vista del perfil de la pata derecha (PD) y B) vista frontal de ambas patas derecha e

izquierda.
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En la Figura 31 se muestran los resultados del porcentaje de edema para cada
tratamiento justo a los 60 minutos (maxima expresion del edema). Los datos de
edema en este tiempo se analizaron con una ANOVA de una via, la que detectd
diferencias significativas entre los tratamientos [F,35 = 16.489, p=0.0001]. La
prueba Post-hoc de Tukey formé tres grupos, el grupo “a” conformado por: PBS,
Liof 25ug, Veneno + Liof 10pg y Veneno + Liof 15ug y el grupo “b” conformado
por: el Veneno + Liof 5ug y el grupo “c” conformado por: Veneno + Liof 2ug y
Veneno. Se observa que la neutralizacion del veneno con 10y 15 ug de liofilizado

redujeron el edema hasta un 17.44% y 12.85% respectivamente.

60 -
40 -

20 -
L
10 -
17,44 12,85
0

Liof Veneno V+L10f2 V+L10f5 V+L10f10 V+Liof15

% EDEMA
w
=)

—

—H

Figura 31. Porcentaje de edema a los 60 minutos. Los experimentos se realizaron
preincubando cantidades de liofilizado 2-15 pg con la cantidad fija de veneno (1.5 pg) por
30 min a 37°C. Los resultados se reportan como la media + ESM. Letras diferentes
indican diferencias significativas (p=0.0001, n=6).
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VII.3 Electroforesis del veneno de Bothrops asper

Se realiz6 una electroforesis en gel de poliacrilamida de las dos muestras de
veneno (Zacango y Chapultepec) para caracterizar el veneno. En la Figura 32 se
muestra el patron electroforético del veneno de B. asper donado en el Zoolégico
de Zacango (A, By C) y el Zoologico de Chapultepec (D, E y F), de una albumina
(ALB) y una proteasa (PROT) y el marcador molecular (MW). Los venenos
presentaron bandas con pesos de 116.3, 55.4, 14.4, 3.5y 2.5 kDa. Se observa
gue ambas muestras de veneno tienen patrones electroforéticos semejantes, pero

con una definicion de bandas més nitida en la muestra de Zacango (Figura 26).

MW PROT A B C D E F ALB MW

3,
2

' - S NN i
Figura 32. SDS-PAGE del veneno de especies de Bothrops asper; Veneno de dos
serpientes del Zooldgico de Zacango con distintas concentraciones 0.2 (A), 0.1 (B) y
0.05% (C) y veneno de la serpiente del Zoolégico de Chapultepec 0.2 (D), 0.1 (E) y 0.05%
(F), junto con el marcador molecular MW ( 200- 2.5 kDa). Sefialados por cuadros rojos se

observan las bandas con pesos de 116.3, 55.4, 14.4, 3.5y 2.5 kDa.
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VII.3.1 Electroforesis del veneno pre-incubado con el liofilizado de hojas de

E. americana

En la Figura 33 se muestra la electroforesis obtenida con muestras de Veneno:
liofilizado en diferente proporcién (1:1, 1:3, 1:5 y 1:10). Aqui se observa que
conforme se incremento la cantidad de liofilizado el patrén electroforético de las
mezclas Veneno-Liofilizado presento una ligera disminucién en la intensidad de las
bandas de 36.5, 3.5y 2.5 kDa. En cuanto al suero antiviperino Antivipmyn® (S) se
observan bandas a partir de los 200 kDa hasta los 97.4 kDa, y a los 66.3 kDa.

VENENO:LIOFILIZADO
MW 11 13 135 1110 viS§ V S PROT MW
it
—
|
———

Figura 33. SDS-PAGE del veneno Bothrops asper después de incubado con el liofilizado
de hojas de Erythrina americana (1:1, 1:3, 1:5y 1:10, v/v, 30 min, 37°C), veneno solo (V),
suero antiviperino ANTIVIPMYN® solo (S), el suero antiviperino ANTIVIPMYN® incubado
con veneno (V:S), marcador molecular MW ( 200- 2.5 kDa) y la proteina control: proteasa
(PROT). Sefialados con cuadros rojos se observan los cambios en el patron
electroforético del veneno causados por Erythrina americana.
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VIl.4 Ensayos Quimicos del liofilizado de hojas de E. americana
a) Analisis Preliminar fitoquimico

En el Cuadro 1 se muestran los resultados obtenidos del preliminar fitoquimico
realizado al liofilizado de hojas, el simbolo (-) indica la ausencia del metabolito,
(++) indica una presencia escaza y el simbolo (+++) indica una presencia

abundante del metabolito en las hojas de E. americana Mill.

Liofilizado de hojas

Metabolito Reaccion !
frescas de E. americana
Alcaloides Reaccion Dragendorff -
Reaccién NaOH +++

Flavonoides

Reaccion de Shinoda -

Glic6sidos cianogénicos Reaccion de Grignard -

Reaccién de Benedict ++
Azlcares reductores

Reaccidn de Fehling -

Reaccién Lieberman-

+
) Bouchard

Saponinas

Reacciéon Rosenthaler +++

Reaccion de gelatina +4++
Taninos

Reaccién de cloruro férrico +++

Reaccién de hidréxido de +

. amonio

Quinonas

Reaccién de acido sulfarico ++

Cumarinas Reaccién de Erlich ++

Reaccion de Baljet ++

Glicésidos cardiacos
Reaccién de Legal -

Cuadro 1. Resultados del analisis preliminar fitoquimico del liofilizado de hojas frescas de
Erythrina americana Mill.
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En la Figura 34 se muestran las cromatografias realizadas para identificar la
presencia de taninos, compuestos fendlicos y flavonoides. La fase movil que se

us6 fue metanol para darle polaridad y que los compuestos presentes en el

extracto se separaran.

A B c
Taninos Flavonoides Compuestos
fendlicos

Figura 34. Cromatografia en capa fina realizada al liofilizado de hojas de Erythrina
americana Mill. Imagen 20A muestra presencia de Taninos (Cloruro férrico), imagen 20B
la presencia de compuestos fendlicos (Complejo difenil-acido bérico-etanoamina-
Polietilenglicol) y la imagen 20C la presencia de flavonoides (Solucion Folin).
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a) Cuantificacion de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales en el liofilizado de hojas de E. americana fue el

siguiente:
Muestra Concentracion

(mgQuercetina/mL/gExtracto)

Liofilizado de Hojas de

) : 14.415 + 0.49
Erythrina americana

b) Cuantificacién de acidos fendlicos

El contenido de &cidos fendlicos en el liofilizado de hojas de E. americana fue el

siguiente:
Concentracion
Muestra (mgGal/mL/gExtracto)
Liofilizado de Hojas de 25116 + 0.24

Erythrina americana

c) Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

El analisis HPLC reveld la presencia de los siguientes &cidos fendlicos en el
liofilizado de hojas de Erythrina americana: acido galico, acido clorogénico, acido
siringico, acido vainilinico, acido p/ hidroxibenzoico, acido cafeico y acido p/
coumarico (Figura 35). Mientras que EIl analisis HPLC revel6 la presencia de los
siguientes flavonoides en el liofilizado de hojas de Erythrina americana: Apigenina,
Rutina, Florizidina, Mirecetina, Quercetina y Galanginina (Figura 36).
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Figura 35. HPLC de acidos fendlicos realizado al liofilizado de hojas de E. americana.
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Figura 36. HPLC de flavonoides presentes en el liofilizado de hojas de E. americana.
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VIII. DISCUSION

El género Erythrina ha sido estudiado desde diferentes perspectivas; ya sea por su
efecto anti-inflamatorio, anti-nociceptivo o analgésico, a su vez, el género es
usado en México y diversas partes del mundo para combatir los efectos causados
por la mordedura de serpiente.

Es en los estudios etnobotanicos donde se reporta que Erythrina americana es
administrada por via oral para atender los accidentes ofidicos (Ramos-Hernandez
et al., 2007; Garrido, 1997). Para respaldar el uso que dan las comunidades a la
planta se realiz6 el ensayo de toxicidad aguda, en el cual los ratones a los que se
les administré el liofilizado de E. americana, no presentaron signos o sintomas de
toxicidad, aun en las dosis mas altas de 1,600, 2,900 6 5,000 mg/kg. Con base en
el criterio de Hodge & Sterner (2005) las sustancias que administradas a ratas
presentan una LDso de 500-5,000 mg/kg son consideradas como ligeramente
toxicas mientras que las sustancias con LDsp de 5,000-15,000 mg/kg pueden
considerarse practicamente no toxicas. También aplicando las categorias de
toxicidad establecidas por Kennedy et al. (1986) el liofilizado de hojas de Erythrina
americana resultdé ser no téxico. Estos resultados de nula toxicidad pueden
explicar el uso etnofarmacolégico que en la localidad de Rodriguez Sayula,
Veracruz se le da a las hojas de Erythrina americana, las que se utilizan en
coccion e incluso las hojas frescas son masticadas para contrarrestar la accion del
veneno viperino (Ramos-Hernandez et al.,, 2007). Se observé que durante la
determinacion de la LDso, los animales tampoco presentaron pérdidas en el peso
corporal, las cuales se han asociado a la movilizacion de reservas energéticas
para enfrentar la actividad metabdlica incrementada que acompafa los procesos
de desintoxicacion (Sotolongo, 1988), se puede inferir que la estabilidad en el
peso corporal de los ratones durante este ensayo, se debié a una baja o nula
toxicidad del extracto.

La dosis minima del veneno de Bothrops asper que provoco un edema plantar del
30% fue de 2.0 ug/20uL de PBS. Dentro de la familia Viperidae, Alam & Gomes
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(2003) encontraron que la dosis minima edematizante del veneno de Vipera
russellii fue de 1ug en 0.01mL, con el veneno de Bothrops atrox fue de 0.84 ug en
50 yL (Duque-Zerpa et al., 2014) y la DME para Bothrops asper fue de 1.5 ug en
50 pL (Nufez et al., 2004). Las diferencias en el valor de la dosis minima
edematizante que encontramos con respecto a la reportada por Nufiez et al.
(2004), pueden deberse a la procedencia del veneno, el veneno de éstos autores
provenia de la ordefia de mas de 40 especimenes silvestres capturados en el
Norte de Colombia, mientras que el veneno usado en este estudio se obtuvo de
dos especimenes de B. asper actualmente en cautiverio, provenientes de
Veracruz y Oaxaca. Otro fendmeno que puede explicar estas diferencias es que
las fosfolipasas A2 del veneno de serpientes, responsables del efecto
edematizante, son enzimas que alcanzaron la méaxima diversidad evolutiva,
difiriendo considerablemente en los efectos farmacoldgicos que producen (Ohno et
al., 2003; Gibbs & Rossiter, 2008).

Con respecto al tiempo de duracion del edema, este experimento de dosis minima
edematizante mostré que la inoculacion del veneno (1.0, 1.5y 2.0 ug) produjo un
edema de rapida aparicion con duracion de una hora sin hemorragia y fue dosis
dependiente. Ya fue sefialado por Lomonte et al. (1993) que existe una relacion
entre la duracidén del edema y la dosis de veneno de B. asper inyectada y que se
generan dos tipos de respuestas: en dosis bajas de veneno (1 pg), se desarrolla
un edema rapido y transitorio, con ausencia de hemorragia, y con escasa
infiltracion de leucocitos; sin embargo, con dosis altas (50 ug), el edema fue rapido
y se sostuvo por un periodo mas largo y estuvo acompafiado de hemorragia,
mionecrosis, e infiltracion abundante de leucocitos. Nuestros resultados también
son consistentes con otros estudios donde el edema plantar en ratén se produjo
con la administracion del veneno de especies bothropicas, Bothrops asper (2.5 pg)
y Bothrops jararaca (0.75 pg) generando un incremento acelerado en la formacion
del edema, con respuestas maximas entre los 30 minutos y una hora (Olivo et al.,
2007). Otero-Patifio (2007) sefiald que las caracteristicas clinicas del

envenenamiento por Bothrops asper son similares en Ameérica Central vy
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Sudamérica e incluyen entre otras, el edema en el 95% de los casos, el cual es
detectable como sintoma clasico de envenenamiento a los 5 minutos de la

inoculacion.

Importantes resultados arrojé el estudio de neutralizacion del edema plantar por el
liofilizado del Erythrina americana. El porcentaje de edema fue de 34.03, 25.13,
17.44 y 12.85 % cuando la cantidad fija de veneno 1.5 pug de B. asper se incubd
con 2, 5, 10 15 ug de liofilizado de hojas, respectivamente. Se observa que la
mayor neutralizacion del edema ocurrié con 10 y 15 ug de liofilizado, mientras que
2 y 5 pg presentaron menor eficacia para reducir el edema. Es evidente que la
neutralizacion del edema tiene un efecto dosis-dependiente.

En un estudio de neutralizacion (Borges et al., 2000) se reportd6 que la
preincubacién de una cantidad fija de veneno de Bothrops moojeni (50 pg) o su
miotoxina Il (100 pg) con el extracto acuoso de hojas de Casearia sylvestris en
concentraciones w/w de 1:20 y 1:10, alcanzaron una inhibicion del edema plantar
alrededor del 50%. Es importante hacer notar que en el estudio de neutralizacién
el liofilizado de hojas de Erythrina americana presentd una mayor actividad pues
10 y 15 pg, fueron suficientes para reducir el edema en un 17 y 12%

respectivamente.

En otro estudio de neutralizacion in vitro del veneno de B. asper con extractos
etandlicos de doce plantas diferentes (Nufiez et al., 2004) se informd que para
alcanzar el porcentaje de neutralizacion mas alto (72 £ 5%), el veneno (1 ug) se
incubd con 100 pg de extracto etandlico de Bixa Orellana; cantidad casi 5 veces
superior a la usada para alcanzar 12.85 % de edema lo que equivaldria a un

87.15% de neutralizacion con el liofilizado de hojas de E. americana.

Asi mismo, Maiorano et al. (2005) necesitaron que la cantidad fija de los venenos
de Bothrops jararacussu y Crotalus durissus terrificus (10 o 2 pg/pL) se incubaran
en proporcion 1:50 (w/w) con los extractos acuosos de raiz fresca o raiz seca de

Mikania glomerata para inhibir el edema alrededor de un 40%.
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Mientras que Meenatchisundaram et al. (2009) redujeron el edema plantar en un
30% neutralizando el veneno de las serpientes Naja naja y Bangarus caerulus con
el extracto acuoso de raiz de Mimosa pudica en proporcion 1:2.5. Los autores
también encontraron que el efecto no fue dosis dependiente.

Es evidente que hasta el momento de la revision, las proporciones de los extractos
de plantas evaluados en experimentos de neutralizacion in vitro del veneno
requieren cantidades superiores a la cantidad que se requirié de liofilizado de

hojas de E. americana para neutralizar el veneno de B. asper.

En esta linea de trabajo también se han realizado algunos estudios de
neutralizacion in vivo de venenos; entre ellos destacan el de Félix-Silva et al.
(2014). Los autores reportaron que 100 y 200 mg/kg del extracto acuoso de hojas
de Jatropha gossypiifolia L. administrados por via oral 60 minutos previos a la
administracion intraplantar de 3 pg/50 yL de veneno de Bothrops jararaca
manifestaron su efecto a partir de los 90 minutos de la inyeccién del veneno

inhibiendo la respuesta edematogénica en un 40% a los 120 minutos.

Posteriormente, los autores evaluaron el efecto de la administracion del extracto
acuoso de Jatropha gossypiifolia L. (400mg/kg) y del antiveneno polivalente (100
uL/raton) administrados por via intraperitoneal, en un caso 60 minutos antes y en
el otro 1 minuto después de la admnistracion intraplantar del veneno de B.
erythromelas (1 pg/50 pL). Observaron que cuando el extracto acuoso se
administr6 60 minutos antes de inyectar el veneno, se alcanzO un porcentaje
inhibitorio de 66.3%; mientras que cuando se administré un minuto después de la
inyeccion del veneno el porcentaje de inhibicion fue menor (42.8%). Es importante
sefalar que una vision mas completa del fenémeno se obtendra completando los
estudios in vitro evaluando los efectos in vivo del liofilizado de hojas de E.

americana.

De modo tal que pudiéramos conocer el perfil proteico del veneno que se estaba

utilizando en los ensayos in vivo se realizd una electroforesis del veneno de
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Bothrops asper. Los patrones electroforéticos obtenidos con los venenos de
especimenes de Bothrops asper de los dos herpetarios (Zacango y Chapultepec)
fueron comparados con los valores de peso molecular de los componentes mas
comunes en el veneno de vipéridos reportados por Mackessy (2009). Este autor
sefala que las fosfodiesterasas y las L-aminoacido oxidasas se encuentran
alrededor de los 94-140 kDa y 85-150 kDa, respectivamente. Las metaloproteasas
P-IIl, P-11 'Y Pl que se encuentran alrededor de los 43-85 kDa, 25-30 kDa y 20-24
kDa, respectivamente. Las serinoproteasas se encuentran entre los 31-36 kDa.

Las fosfolipasas Az (Grupo 1) se encuentran entre los 13-15 kDa.

Considerando esta informacién y los valores de las bandas observadas en la
electroforesis, cuyos pesos moleculares oscilaron entre 116.3, 55.4, 21.5-14.4, 3.5
y 2.5 kDa, es probable que el veneno de ambas muestras (Zacango Yy
Chapultepec) esté constituido por fosfodiesterasas, L-amino oxidasas,
metaloproteasas P-Ill, serinoproteasas y fosfolipasas Ao.

Especificamente, el andlisis del perfil electroforético del veneno de B. asper indica
la presencia de proteinas con peso de 125 kDa correspondientes a la L-
aminoacido oxidasa, asi como sus isoenzimas Laao 1, Laao 2a y Laao 2b
(Umafia, 1982); con 55 kDa se encontr6 la metaloproteasa P-Ill (BH3) (Borkow et
al., 1993) y entre los 11-15 kDa a las fosfolipasas Az (miotoxina I, II, 1, IV)
(Gutiérrez et al., 1984; Kaiser et al., 1990; Lomonte & Gutiérrez, 1989; Diaz et al.,
1995) (Angulo & Lomonte, 2009). Por otro lado, De Roodt et al. (2005) indicaron
que en condiciones no reductoras el veneno de B. asper presenté las bandas mas
fuertemente tefiidas entre los 16.5 y 25 kDa y en la electroforesis con los venenos
de Zacango y Chapultepec las bandas mas fuertemente tefildas se encontraron
entre 14.4 y 21.5 kDa. Se ha sefialado que las diferencias en los patrones
electroforéticos de los venenos pueden explicarse en términos de la variabilidad
intra-especifica en la composicion del veneno (Alape-Giron et al., 2008).

Con base en la informacién anterior y el analisis electroforético de los venenos de

Bothrops asper (Zacango y Chapultepec) se puede sugerir que en su constitucion
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estan presentes L-aminoacido oxidasas, Metaloproteasa P-lll y fosfolipasas Az
(miotoxina I, Il, I, IV); y que estas enzimas le confieren su actividad edematizante.
Es relevante indicar que las muestras de veneno de Zacango y Chapultepec
también presentaron bandas electroforéticas a los 3.5y 2.5 kDa. Después de una
extensa revision bibliografica no se encontraron reportes que indiquen la presencia
de bandas similares en el perfil electroforético del veneno de B. asper o de
especies de la misma familia. Este fendmeno puede tener varias explicaciones: se
ha indicado que el veneno representa un atributo tréfico adaptativo que permitié a
las serpientes la transicion de un medio mecanico (constriccion) a un medio
quimico para someter y digerir a las presas (Calvete, 2011); que la composicion
del veneno y la continuidad de esa composicion dependen de la efectividad del
veneno en procurar presas. Minimas variaciones en la composicion son toleradas
mientras que aquellas que afectan la supervivencia del individuo probablemente
se perderan (Chippaux & Goyon, 1991). La explicacién va mas alla, Moura-da-
Silva et al. (1995) mencionan que la diversidad de los péptidos del veneno es el
resultado directo del modo en que evolucionaron. Los autores indican que los
genes que codifican para fosfolipasas Az estan sujetos a frecuentes eventos de
duplicacién dentro del genoma de serpientes del género Bothrops, lo que resulta
en una diversificacion acelerada de su funcién y estructura. En otro estudio,
Jiménez et al. (2010) reportaron que las secuencias de nucleotidos que codifican
las sPLA2 presentan regiones de alta y baja variabilidad por lo que podrian ser
consideradas como cronémetros moleculares para estudiar las relaciones
filogenéticas intra-especificas y esto permitiria determinar de manera precisa, la
especie de serpiente que ocasiona una mordedura accidental, aspecto que resulta
crucial en la eleccion del suero antiofidico apropiado.

El hecho de que las muestras de veneno de B. asper (Zacango y Chapultepec)
presentaran diferencias en la intensidad de las bandas puede deberse a que las
especies de Bothrops asper ordefiadas provenian de 2 regiones geograficas

diferentes (Oaxaca y Veracruz), separadas por una cadena montafiosa.
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Alape-Girén et al. (2008) encontraron que el veneno de especimenes adultos y
neonatos de Bothrops asper de dos poblaciones geograficamente aisladas
(vertiente del Caribe y vertiente del Pacifico de Costa Rica) tuvieron diferencias en
los perfiles proteicos del veneno entre ambas poblaciones; lo que les llevé a
sugerir que las proteinas de los venenos han evolucionado y han tenido
mutaciones aceleradas. Esta variabilidad se ha relacionado con las caracteristicas
ambientales del area geogréfica donde habitan las serpientes y el tipo de dieta que
tienen disponible (Chijiwa et al., 2003; Creer et al., 2003).

Con base en la mas completa definicion de bandas observadas en la electroforesis
donde se corrieron las dos muestras de veneno, se decidid utilizar el veneno de
Zacango para realizar los bioensayos: DME y Neutralizacion del edema por el
liofilizado de hojas de E. americana (Test de edema plantar); asi se realizé la
electroforesis del veneno pre-incubado con el liofilizado con la finalidad de conocer
si el lioflizado de hojas entre sus mecanismos de accion esta inhibiendo al veneno

via degradacion proteolitica.

La muestra de suero antiviperino (Antiveneno polivalente Antivipmyn®) usada
presentd una banda pronunciada alrededor de los 97.4 hasta los 200 kDa, lo que
coincide con Otero et al., (2002) quienes trabajaron con cuatro antivenenos entre
ellos el antiveneno polivalente Antivipmyn® con fragmento F(ab’). observando una
banda en los 100 kDa y bandas con menor intensidad entre los 90 y 100 kDa que
corresponden a agregados de proteinas. Por otro lado, la muestra de suero
antiviperino presenté una banda a los 66.3 kDa, la cual, segun la guia para el
control de produccion y regulacion de inmunoglobulinas antiveneno de la
Organizacion Mundial de la Salud (2010) puede deberse a la presencia de
agregados y otros contaminantes de bajo peso molecular que son comunes en los

antivenenos que son fragmentados por medio de enzimas.

Por otro lado, al comparar el patrén electroforético del veneno (Zacango) con el
patron electroforético del veneno neutralizado con el liofilizado, se observd que a

medida que la proporcion de liofilizado se incrementd para neutralizar el veneno,
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se presento una ligera disminuciéon en la intensidad de las bandas de 36.5, 3.5y
2.5 kDa y a patrtir de la propocién 1:5 las bandas 3.5 y 2.5 kDa desaparecieron por

completo del veneno.

Otros autores ya han reportado los cambios en el patrén electroforético de
diversos venenos viperinos por la accion de diferentes extractos de plantas. Nufiez
et al. (2004) encontraron que solo el extracto etandlico del rizoma de Heliconia
curtispatha indujo cambios notables en el patrén electroforético del veneno de
Bothrops asper. Patifio et al. (2012) detectaron que las fracciones de acetato de
etilo y de etanol de Renealmia alpininia redujeron la presencia de todas las bandas
del veneno de B. asper, la fraccion de diclorometano redujo bandas en 25 y 48
kDa, mientras que las fracciones de hexano y metanol no mostraron reduccion de

bandas.

Sin embargo, otros extractos de plantas que empiricamente se recomiendan para
tratar accidentes ofidicos no dieron evidencia de degadacion proteolitica. Maiorano
et al. (2005) realizo la electroforesis de veneno de Bothrops jararacussu y Crotalus
durissus terrificus previamente incubado con extractos acuosos de hojas, ramas y
raices de Mikania glomerata y no encontraron evidencia de degradacion
proteolitica. En el analisis electroforético Oliveira et al. (2005) tampoco observaron
degradacion proteolitica de los venenos de Bothrops jararacussu y Crotalus
durissus terrificus y su interaccion con el extracto acuoso de las partes aéreas de

Bauhinia forficata.

Este es el primer reporte de variaciones en el perfil electroforético del veneno de
serpientes de B. asper en nuestro pais como resultado del ensayo de

neutralizacion con el liofilizado de hojas de E. americana.

Se ha sefialado que las serinoproteasas (31-36 kDa) son las enzimas
responsables de la hidrolisis del fibrinogeno (Markland, 1998; Swenson &
Markland, 2005), por lo que la disminucion en la intensidad de la banda a 36.5 kDa

en el perfil electroforético del veneno y su interaccién con el liofilizado, podria ser
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evidencia de que el liofilizado actia degradando las serinoproteasas presentes en
el veneno; lo que a su vez explicaria la ausencia de sangrado en la lesién en el

ensayo del test de edema plantar.

Por otro lado, la notoria desaparicion de las bandas de 3.5y 2.5 kDa a partir de la
propocion 1:5 del experimento de neutralizacién, podria estar relacionada con la
actividad anti-edema del liofilizado, sin embargo en la literatura no se encuentran
caracterizadas estas bandas protéicas del veneno de B. asper; por lo que es

necesaria su caracterizacion.

En la electroforesis también se muestran las bandas generadas cuando el veneno
fue pre-incubado con el antiveneno polivalente Antivipmyn®. Estos resultados no
pueden discutirse ya que hasta el momento no hay reportes de electroforesis en
gel de poliacrilamida que evaluen el cambio proteico del veneno por accion del

antiveneno.

Estudios realizados a Erythrina americana han sugerido que la fuente de todas sus
propiedades curativas son los metabolitos secundarios (Vasconcelos et al., 2011;
Oliveira et al., 2012; Saidu et al., 2000; Mifio et al., 2002). Es por esto que al
liofilizado de hojas de Erythrina americana se le realizaron ensayos quimicos. En
el analisis preliminar fitoquimico se evidencid que flavonoides, azUcares
reductores, saponinas, taninos, quinonas, cumarinas y glicésidos cardiacos estan
presentes en el liofilizado. Los datos son consistentes con los hallazgos de otras
especies del género. Pino-Rodriguez et al. (2004) recabaron informacion de
diversos reportes acerca de los metabolitos secundarios con actividad biolégica
del género Erythrina, en el estudio se menciona que las familias quimicas que con
mayor frecuencia se reportan son los alcaloides (38%) y los flavonoides (38%).
Asi, los alcaloides y los flavonoides, representan las familias quimicas mas
relevantes del género Erythrina. Araudgjo-Junior et al. (2012), en su trabajo de
revision sobre informacién fitoquimica de 38 especies del género Erythrina,
reportaron la ocurrencia de flavonoides en un 29.76%, cumarinas en un 0.09% y

alcaloides en un 41.57%.
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En otro estudio, el preliminar fitoquimico reveldé la presencia de saponinas,
compuestos fendlicos, taninos, antraquinonas y flavonoides en el extracto
metanolico de flores de Erythrina suberosa (Janbaz et al., 2012), mientras que
saponinas, alcaloides, flavonoides y compuestos fendlicos se detectaron en los
extractos acuoso y metanodlico de hojas de Erythrina indica (Sakat & Juvekar,
2010). En los resultados del ensayo fitoquimico para Erythrina senegalensis DC
reportaron que el extracto acuoso de corteza de tallo fue positivo para alcaloides y
glicosidos mientras que fue negativo para flavonoides, saponinas, taninos y

aceites volatiles (Saidu et al., 2000).

Las similitudes en los metabolitos entre especies del mismo género, en este caso
Erythrina, se explican porque, como regla, un grupo de metabolito secundario es el
gue domina dentro de un determinado taxén (Wink, 2003). Estos compuestos
quimicos se presentan tipicamente en so6lo una especie o un grupo de plantas
taxondmicamente relacionadas (Grabiela-Anca et al., 1997). Ahora bien, las partes
de Erythrina que fueron utilizadas para los estudios citados incluido el presente,
son diferentes lo que explicaria las ligeras discrepancias en metabolitos
encontrados, puesto que el patrén de metabolitos secundarios en una planta es
complejo; cambia de forma especifica en el érgano o tejido; regularmente, estos
cambios son notables en diferentes estadios de crecimiento entre individuos y
poblaciones, por ejemplo, los érganos que son importantes para la sobrevivencia y
la reproduccion son los que tiene la mayor cantidad y los mas potentes
metabolitos (Wink, 2003).

A su vez, muchos factores afectan la sintesis de metabolitos secundarios; la
concentracion de carbohidratos hidrosolubles, la humedad y la temperatura
ambiental son algunos de los mas importantes (Garcia, 2004). En esta
investigacion, la cromatografia en capa fina realizada al liofilizado de hojas reveld
la presencia de flavonoides, compuestos fendlicos y taninos. Aun cuando los
taninos no fueron cuantificados, no se descarta también su participacién en la

inhibicion de la actividad dafiina del veneno, pues se ha reportado la total
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neutralizacion (100%) de la actividad hemorragica del veneno de Bothrops asper
con los extractos acuosos y de acetato de etilo de diez plantas en cuyo perfil
fitoquimico se encontré la presencia de flavonoides, antocianinas y taninos
condensados (Castro et al., 1999). Por otro lado, el primer acercamiento cientifico
hacia un remedio antiofidico natural, en tiempos modernos, fue dirigido a un tanino
sacado del fruto inmaduro de Diospyros kaki, en Japon. Entre los mecanismos de
accion, el papel de los taninos es el mas conocido, debido al exhaustivo trabajo de
Sheffield sobre la estructura quimica de la interaccién proteina-tanino (Haslam,
1989).

El contenido de flavonoides totales presentes en el liofilizado de hojas de E.
americana fue de 14.42 mg Quercetina/mL/gExtracto dato que difiere al reportado
por Bata en 2014, quien encontré 26.64 y 7.48 mg Rutina/g muestra para el
extracto metandlico y acuoso de pétalo de Erythrina americana, respectivamente.
Estas diferencias en el contenido de flavonoides de E. americana pueden
explicarse en términos de la variada distribucion de los metabolitos a lo largo de la
planta. Se ha indicado que los flavonoides se ubican principalmente en las hojas y
en el exterior de las plantas, apareciendo sélo rastros de ellos en las partes
internas de la planta y por encima de la superficie del suelo (Martinez-Florez,
2002).

Con respecto al contenido de flavonoides presentes en E. americana y su relacion
con su actividad antiofidica, ya se ha demostrado que los flavonoides son
metabolitos que inhiben la actividad de las fosfolipasas A2 (Alcaraz & Hoult, 1985),
importantes constituyentes de los venenos de serpientes y enzimas a las que se
les atribuye la formacion del edema y la destruccion del tejido muscular
(Montecucco et al.,, 2008; Dixon & Harris, 1996; Lazarides, 1980; Harris et al.,
2003; Gutiérrez & Lomonte, 1995).

El contenido de acidos fendlicos en el liofilizado de hojas de E. americana fue de
25.12 + 0.24 mg Gal/mL/gExtracto; concentracion que coincide con lo reportado

por Sakat & Juvekar (2010) quienes detectaron una concentracion total de fenoles
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de 24.91 + 0.00 mg Gal/mL/gExtracto en el extracto acuoso de hojas de Erythrina
indica mientras que en el extracto metandlico fue de 25.62 + 0.00 mg

Gal/mL/gExtracto.

Los compuestos fendlicos desempefian un papel importante en la biologia vegetal;
responden a la luz y controlan los niveles de las auxinas reguladoras del
crecimiento y diferenciacion de las plantas. También se incluye su papel de
defensa ante la presencia de patdégenos y confieren coloracion, lo que puede

contribuir a los fenédmenos de polinizacién (Mercado-Mercado, 2013).

Ya se ha demostrado que los compuestos fendlicos tienen la capacidad de formar
complejos con metales; ademés sus grupos hidroxilo, generan puentes de
hidrégeno con los aminoacidos presentes en el sitio activo de las fosfolipasas, lo
que subsecuentemente lleva a un bloqgueo de la accibn enzimatica
(Leanpolchareanchai et al., 2009). Por lo tanto, estos efectos pueden explicar el
beneficio que los compuestos fendlicos le pueden conferir al liofilizado de hojas de

E. americana como antiofidico.

Ya ha sido reportada la actividad antiofidica de algunos de los compuestos
fendlicos que se detectaron en el liofilizado cuando se desarrollé la HPLC.
Oligébmeros del acido cafeico fueron aislados de dos plantas africanas con
reputacion de ser usadas como antiofidicos. Los compuestos, asi como los
monomeros del acido cafeico probaron su efectividad como antidotos contra el
veneno de serpiente administrando por via oral y parenteral (Agoro, 1978). Otro
compuesto que se encontro en el HPLC fue el &cido clorogénico. Se ha reportado
gue este acido es capaz de inhibir a la enzima lipooxigenasa (Mors, 2000); por lo
que su presencia en el lioflizado puede contribuir a su capacidad anti-
inflamatoria. Adicionalmente, la capacidad del acido cafeico y clorogénico para
adherirse a proteinas ha sido investigada a profundidad con albumina,
encontrandose que la interaccion es fuerte entre estas moléculas y la albamina,
generando un cambio estructural en la proteina; siendo la interaccion del acido

cafeico mas fuerte que la del acido clorogénico (Muralidhara & Prakash, 1995).

91 Andrea Colis Torres



Efecto del liofilizado de hojas de Erythrina americana en el edema producido por el veneno de
Bothrops asper (Nauyaca)

Los flavonoides presentes en el liofilizado de hojas de E. americana fueron
apigenina, rutina, florizidina, mirecetina, quercetina y galanginina. Se ha indicado
que los flavonoides son los metabolitos secundarios mas versétiles para formar
complejos. Estos compuestos tienen vastas posibilidades de formar puentes de
hidrogeno, interactuando con blancos moleculares. Sabiendo lo anterior se puede
entender que la extraordinaria actividad biodinamica de estos compuestos es una
consecuencia directa de su habilidad para adherirse a polimeros biolégicos (Mors,
2000). Se ha demostrado que la quercetina es un potente inhibidor de la
lipooxigenasa; enzima encargada del metabolismo del acido araquidonico para

formar leucotrienos y lipoxinas (Alcaraz & Hoult, 1985).

Grassmann et al. (1956) demostro la fuerza de enlace de los puentes de
hidrogeno entre los grupos hidroxilo de los fenoles de los flavonoides y los grupos
amida de las cadenas proteicas. Caracteristicas que pueden ser la base de su
accion terapéutica, debido a que las proteinas (enzimas, transportadores, canales
ionicos, receptores, proteinas citoesqueléticas y estructurales) cambian su
conformacién cuando un complejo fendlico-proteina es formado y como
consecuencia la proteina pierde su actividad y funcion (Wink, 2003). Un estudio de
Jin et al. (1990) mostro que al determinar la estructura de la rutina utilizando el
método de difraccion por rayos X, los cuatro grupos hidroxilo libres de la rutina
participaban en la formacién de puentes de hidrégeno y que, junto al grupo
carbonilo del anillo pirona se encontraban fijos y eran capaces de ocupar los sitios

activos de un receptor.

Por otro lado, muchos inhibidores sintéticos de metaloproteasas, tales como sales
de EDTA y una serie de hidroxamatos basan su mecanismo de accion en la
quelacién del a4tomo de zinc requerido para la catalisis (Borkow et al. 1997,
Bottomley et al. 1998). Esta caracteristica quelante es importante ya que el
veneno de Bothorps asper tiene metaloproteasas con sitio de unidn zinc

(Bjarnason & Fox, 1994). Principalmente, la afinidad de los flavonoides por los
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péptidos, y su capacidad de quelar iones metalicos transitorios, tales como Fe?*,

Cu?*y Zn?* les confieren la propiedad inhibitoria enzimatica.

Algunos de los flavonoides presentes en el liofilizado han sido aislados y se han
estudiado sus propiedades antiofidicas, como ejemplo el trabajo de Seba en 1949,
que reporta la capacidad de la rutina aplicada junto con un antihistaminico para
tratar los efectos vasculares ocasionados por el veneno de Bothrops atrox. Vale et
al. (2011) aislaron cuatro flavonoides (iso-quercitrina, mirecetina-3-O-glucdésido,
catequina y galocatequina) del extracto acuoso de hojas de Schizolobium
parahyba probando su actividad hemorragica y fibrinogenolitica ante el veneno
crudo de Bothrops y sus metaloproteasas (SVMPs) aisladas encontrando que
tanto la galocatequina como mirecetina-3-O-glucosido mostraron ser potentes

inhibidores de las SVMPs y los venenos.

A lo largo de los afios, las investigaciones nos han permitido dilucidar los
componentes de los venenos de las serpientes de importancia médica, es asi
como se han encontrado diferentes tipos de fosfolipasas (PLA2) y los esfuerzos se
han encaminado a encontrar moléculas selectivas y especificas para los distintos
tipos de toxinas presentes en los venenos. Lindhal & Tagesson (1997) trabajaron
con la rutina para evaluar su efecto inhibitorio sobre la fosfolipasa Il; ademas, los
investigadores examinaron las similitudes estructurales de los flavonoides que
tienen la capacidad de inhibir la fosfolipasa | y Il. Los resultados demostraron que
la rutina, al igual que la quercetina, son inhibidores selectivos de la fosfolipasa I
(>50% de inhibicion) pero son inhibidores débiles de fosfolipasa | (40% max de
inhibicion).

Cuando distintos flavonoides fueron comparados en su habilidad de inhibir PLA2,
pareciera que pequefios cambios en la estructura del flavonoide van a influenciar
la inhibicion de la PLA2 y su selectividad. Se encontré que la quercetina, rutina y
quercitrina (inhibidores de PLA2-1l); tienen grupos hidroxilo en las posiciones 5y 7
del anillo A y en las posiciones 3’ y 4’ del anillo B. La remocion o adicion de un

grupo hidroxilo en el anillo B, como es el caso de la apigenina y miricetina, les
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resta selectividad hacia las fosfolipasas Il aunque mantiene su potencial inhibitorio
(Lindhal & Tagesson, 1997).

Es asi que la presencia de grupo hidroxilo en la posicién 3’ y 4’ en al anillo B y en
la posicion 5 del anillos A, la insaturacion de los anillos, y un oxigeno en la
posicion 4 del anillo C; son importantes y son los que le dan la habilidad a los

flavonoides de inhibir la actividad fosfolipasa (Lindhal & Tagesson, 1997).

Posible mecanismo de accion antiedematizante del liofilizado de hojas de E.

americana

El género Erythrina ha sido estudiado con diferentes perspectivas en varias partes
del continente americano ya sea por su efecto antiinflamatorio (Vasconcelos et al.,
2011; Oliveira et al.,, 2012; Saidu et al., 2000; Mifio et al., 2002), su efecto
antinociceptivo (Mifio et al., 2002; Oliveira et al., 2012; Vasconcelos et al., 2003;
Marchioro et al.,, 2005) o su efecto analgésico (Saidu et al., 2000).
Especificamente, en esta ocasion se informa sobre la habilidad del liofilizado de
hojas de E. americana para inhibir el edema producido por el veneno de Bothrops

asper.

Se ha sefialado que en los accidentes ofidicos donde se ven involucrados
vipéridos, el edema es el resultado de la sintesis de eicosanoides y autacoides, la
cual es desencadenada por los componentes enzimaticos del veneno, asi como
por el dafio microvascular debido a la extravasacion y liberacion de citocinas
(Gutiérrez & Lomonte, 2003; Gutiérrez et al., 1984; Gutiérrez & Ownby, 2003).
Chaves et al.,, (1995) demostraron que el pretratamiento con indometacina
(inhibidor de la via ciclooxigenasa), dexametasona y mepacrina (dos drogas
inhibidoras de las fosfolipasas Az via dos diferentes mecanismos), redujeron el
edema plantar inducido por el veneno de Bothrops asper. Los autores concluyen
que el proceso inflamatorio se encuentra mediado, al menos en parte, por la
actividad de las fosfolipasas A2y de productos eicosanoides sintetizados a partir

de las ciclooxigenasas.
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En otra investigacion, Pillay et al. (2001) informaron ademas de la actividad
antibacteriana, que los extractos etandlico y de acetato de etilo de hojas y tallos de
cinco especies de Erythrina inhibieron la actividad de la ciclooxigenasa. Asimismo,
Hedge et al. (1997) reporté que tres flavonoides (abyssinone V, erycrystagallini y
la isoflavona 4’-hidroxy-6,3’,5-triprenylisoflavonone) aislados del extracto
metanolico de tallo de Erythrina variegata fueron eficaces para inhibir la actividad

de las fosfolipasas A-.

Sin lugar a duda, los flavonoides presentes en E. americana estan relacionados
con la actividad antiofidica del liofilizado pues ya se ha demostrado que los
flavonoides son metabolitos que inhiben la actividad de las fosfolipasas A2 y no se
escapa la posibilidad de que también estén actuando via la inhibicién de enzimas
responsables de la inflamacibn como es el caso de la ciclooxigenasa y la

lipooxigenasa (Alcaraz & Hoult, 1985).

Con base en la literatura, los bioensayos, el perfil electroforético del veneno y el
trabajo fitoquimico practicado al liofilizado de hojas de Erythrina americana hay
evidencia suficiente para explicar su actividad antiedema a dos niveles. Es
probable que el liofiizado inhibiera la actividad de las fosfolipasas,
metaloproteasas y serinoproteasas, enzimas inflamatorias presentes en el veneno
de B. asper y paralelamente inhibiera a las lipooxigenasas y ciclooxigenasas,
enzimas que se producen como resultado del propio mecanismo de defensa del

organismo ante la agresion fisica y quimica.

La relevancia de este estudio radica en que es el primer trabajo que aporta
evidencia experimental que sustenta el uso, que comunidades de nuestro pais, le

dan a Erythrina americana para atender los accidentes ofidicos.

Es importante precisar que estos resultados no sugieren que se deba erradicar el
uso del suero antiofidico, sino que, citando a Patifio et al. (2012), representan la
base para la busqueda de nuevas estrategias que coadyuven a disminuir los

efectos toxicos de los venenos de las serpientes, durante el traslado del paciente a
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un centro de salud y a su vez, sustentan que recurriendo a las plantas, de una

forma adecuada, es probable disminuir las secuelas del accidente ofidico tales

como las amputaciones e incluso las muertes que actualmente se producen.

IX. CONCLUSIONES

Los resultados muestran que 10 y 15 pg de liofilizado de hojas de Erythrina

americana neutralizaron el efecto inflamatorio del veneno de Bothops asper.

Los cambios que el liofilizado de Erythrina americana indujo en el patron
electroforético del veneno de Bothrops asper sugiere que la hidrélisis de

proteinas es un mecanismo potencial.

Entre los compuestos responsables de la neutralizacion del veneno se
propone a los flavonoides (apigenina, rutina, mirecetina y quercetina) y
acidos fendlicos (acido cafeico y acido clorogénico) presentes en el

liofilizado de Erythrina americana.

El liofilizado no presentd toxicidad aguda y ésto respalda el uso étnico que
se le da al extracto acuoso de las hojas de Erythrina americana para
atender diversos padecimientos, incluidos los accidentes ofidicos, sin poner

en riesgo la salud humana.

X. PERSPECTIVAS

Debido a que la evolucion del accidente ofidico va acompafiado de
hemorragia y necrosis muscular, es importante determinar si estos
fendmenos también se ven detenidos por la accion del liofilizado de hojas

de Erythrina americana.

Con el fin de incursionar en el mecanismo de accién, es conveniente
caracterizar las proteinas del veneno (bandas 3.5-2.5 kDa) que en el patron
electroforético se vieron afectadas por la accion del liofilizado.
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Xl. GLOSARIO

Analgesia: Alivio del dolor. Ausencia de la sensacion de dolor.

Antigeno: Sustancia que tiene inmunogenicidad (capacidad de provocar
una respuesta inmunitaria) y reactividad (capacidad de reaccionar con
anticuerpos o células originados durante la respuesta inmunitaria).
Apoptosis: Muerte celular programada; tipo normal de muerte celular que
elimina las células innecesarias durante el desarrollo embrionario, regula el
namero de células en los tejidos y elimina aquellas potencialmente
peligrosas como las cancerosas. Durante la apoptosis el DNA se fragmenta,
el nucleo se condensa, las mitocondrias dejan de funcionar y el citoplasma
se encoge, pero la membrana plasmatica permanece intacta. Los fagocitos
engloban y digieren a las células apoptoticas sin que haya una respuesta
inflamatoria.

Broncoespasmo: Es una manifestaciéon de la hiperreactividad bronquial
frente a determinados estimulos fisicos, quimicos, inmunolégicos,
neurégenos, etc. Es el estrechamiento de la luz bronquial como
consecuencia de la contracciéon de la musculatura de los bronquios, lo que
causa dificultades al respirar.

Buffer (solucion amortiguadora): Solucién de un acido débil y su base
conjugada en cantidades aproximadamente iguales. Atenta los cambios del
pH frente al agregado de un acido o una base.

Coagulacion: Se denomina coagulacion al proceso de formacion de una
placa de células sanguineas (coagulo) para evitar la pérdida de sangre
cuando se rompe un vaso sanguineo.

Densidades floculantes: Sustancia organica que aglutina sélidos en
suspension provocando su precipitacion.

Dolor: Mecanismo esencial de sefal temprana que nos alerta de la
presencia de estimulos lesivos, se inicia en las fibras sensoriales

nociceptoras especializadas de los tejidos periféricos.
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e Dominio: Region de una proteina con interés bioldégico funcional o
estructural. Zona de mayor densidad, hay méas plegamientos.

e Edema: Acumulacion anormal de liquido intersticial.

e Electroforesis en gel: Procedimiento en el que las macromoléculas son
separadas sobre la base de su carga o0 su tamafio por su migracion
diferencial a través de una matriz similar a un gel bajo la influencia de un
campo eléctrico aplicado. En la electroforesis en gel de poliacrilamida
(PAGE) la matriz es poliacrilamida entrecruzada.

e Enzima: Sustancia que acelera las reacciones quimicas; catalizador
organico, generalmente una proteina.

e Equimosis: Lesion subcutanea caracterizada por depositos de sangre
debajo de la piel (hematoma).

e Falla renal aguda (FRA): Denominada también insuficiencia renal aguda
es un sindrome clinico caracterizado por una disminucién brusca de la
funcion renal

e Fasciculo: Pequeio haz, en especial de nervios o fibras musculares.

e Fosorial: Organismo adaptado a excavar agujeros dentro del sustrato.

e Hemorragia: Sangrado; salida de sangre de los vasos sanguineos, en
especial cuando la pérdida de sangre es profusa.

e Hiperalgesia: Es un estado de sensibilidad aumentada al dolor, que ocurre
después de una lesion y puede persistir de forma cronica.

e Hipotension: Condicion anormal en la que la presion sanguinea de un
individuo es mas baja de lo usual, lo que provoca sintomas como vértigo o
mareo.

e Inmunoglobulina: Anticuerpo sintetizado por las células plasmaticas
derivadas de linfocitos B en respuesta a la introduccion de un antigeno. Las
inmunoglobinas se dividen en cinco tipos (I1gG, IgM, IgA, 1gD, IgE).

e Isquemia: Estrés celular causado por cualquier disminucion transitoria o
permanente del riego sanguineo y consecuente disminucion del aporte de

oxigeno (hipoxia), de nutrientes y la eliminacion de productos del
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metabolismo de un tejido biolégico. Este sufrimiento celular puede ser
suficientemente intenso como para causar la muerte celular (necrosis).

e Necrosis: Tipo de muerte celular patolégica ocasionada por una
enfermedad, lesiones o falta de irrigacion en el cual muchas células
adyacentes se hinchan, estallan y derraman su contenido en el liquido
intersticial para desencadenar una respuesta inflamatorio.

e Paro cardiaco: Es la detencién de la respiracion y del latido cardiaco en un
individuo.

e Picnosis: Es la retraccion del nucleo, condensacion de la cromatina

e Plagueta: Fragmento de citoplasma encerrado en una membrana celular
carente de nudcleo. Se encuentra en la sangre circulante e interviene en la
hemostasia. También llamado trombocito.

e Sindrome compartimental: Es una afeccion que implica aumento de la
presion en un compartimento muscular. Puede llevar a dafio en nervios y
musculos, al igual que problemas con el flujo sanguineo.

e Suero: Plasma sanguineo sin las proteinas de la coagulacion.
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