Evaluacion de lareduccidn en las lesiones inducidas por una Fosfolipasa del
veneno de Bothrops atrox mediante el tratamiento con el extracto de Bixa

orellana y una fraccién de Swietenia macrophylla en un modelo murino

Ana Maria Henao Duque

Médica Veterinaria

Directores

Berardo de Jesus Rodriguez, MV, Patologo, PhD
Vitelbina Nufiez Rangel, Bact., MSc, PhD

Maestria en Ciencias Veterinarias

Linea de Patologia Animal

Universidad de Antioquia
2015



Agradecimientos

A mi familia y a mi pareja por su apoyo incondicional durante este tiempo. A mis
tutores por estar siempre abiertos a la discusion y por su colaboracién. A los
miembros del comité tutorial por su apoyo y sugerencias a este trabajo. A todos
los miembros del Programa de Ofidismo/Escorpionismo-Serpentario y del
Laboratorio de Patologia Animal de la Facultad de Ciencias Agrarias por su ayuda
y por hacer parte del desarrollo de este trabajo.

Dedicatoria

A las serpientes que son mi fuente de inspiracion.



TABLA DE CONTENIDO

RESUMEN GENERAL ... .o 8
1 INTRODUCCION GENERAL .....coiuvieecte ettt ate et sae e 10
2 © 1 1 I 1Y 1 S PP 14
2.1 ODJELVO GENETAL .. .. 14
2.2 ODbjetiVOS @SPECITICOS .....ciiiiiiiiiiiii et 14

3 MARCO TEORICO ...ttt ettt ettt ate e 15
3.1  Accidente Ofidico y Epidemiologia..............ceuiieiiiiiiiiiiiiiiiieee e 15
3.2 Componentes del veneno y lesiones histopatolégicas ocasionadas .................. 16
3.3 Patogenia de 1aS MIOTOXINAS ........uuuuuummiiiiiiii e 18
3.4  Lesiones generadas por 1asS MIOTOXINAS ..........uuuuuummmmmmmmmmiiiiiinaes 20
3.5 Inhibicién de Fosfolipasas A, por compuestos fendlicos presentes en extractos
08 PIANTAS. ... 21
3.6  Estudios con plantas antiofidicas en Antioquia ..............cceeeeviiiiiiiiiieeeeeeeneeenee, 22
3.6.1 Bixa orellana L. (ACNIOE) ... ..uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiieaes 22
3.6.2  Swietenia macrophylla King (Arbol de la caoba): ...........cccceevveeeeeeenennnnnn. 24

4 CUERPO DEL TRABAUJO. ....uuuititiiiiiitiiiiiiiiiieiitiiiiiiaiiisssssnss e 27
4.1  Cumplimiento del Objetivo 1: Toxicidad aguda oral de la fracciéon “Sm 13-26" del
extracto de hojas de Swietenia macrophylla..................coooviiiiiii e, 27
4.1.1 MaterialeS Y MELOUOS: ... ....cceiiiiiiiiee e 27
4111 Preparacion de 1a fracCiOn .............coeiiii i 27
4112 Animales de experimentacion............cccceevvieeeiiiiiiiin e 27
4.1.1.3 Dosis y administracion del extracto.............cccceeeeeiieeeviiiiiiiin e, 28
41.1.4 ANAISIS StadiStiCO ...cceeeeeeeeeeeeeee e 29

4.1.2 TS U1 7= Lo [0 1 PP PPPPRRRPN 29
4121 Seguimiento clinico de los animales y necropsia.............ccccvvvvvvvnnnnnn. 29
4,122 Hallazgos histopatolOgiCOoS ...........ceeeiiieiiiiiii e, 31

O T B 1T U ] [ ] o PSPPI 33

4.2 Cumplimiento parcial del Objetivo 3: Inhibicién de los efectos de la PLA2 Lis49
del veneno de Bothrops atrox por la fraccién “Sm 13-26” al administrarse via oral como
1= =1 = 10 1T=T ] (o P 35
4.2.1 MaterialeS Yy MEIOUOS.........cccoviiiiie e e 35
42.1.1 Purificacion de 12 tOXINA............cuvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 35
4.2.1.2 Animales de experimentacion............cccceevvieeiiiiiiiin e 36
4.2.1.3 Administracion de tratamiento oral.............ccccoeeeiii 36
42.1.4 Actividad de la Creatina-kinasa (CK) ...........ccccvvvviiiiiiiie e, 37
4215 Analisis HiStopatolOQiCO.......cceeeee e 37



42.1.6 ANALISIS EStATISTICO ... e 37

4.2.2 TS U = o [0 13 37
4221 Administracion oral de la fraccion y la toxXina ...........ccccccevvviiiiiiiiiennnnns 38
4222 Actividad de la Creatina-kinasa (CK) ... 38
4223 Hallazgos histopatOlOgiCOS ........ccuviieiiiiiiiiiiiiieeeee e 38

A T 1~ U £ [ o PP 41

4.3  Cumplimiento de los Objetivos 2 y 3: Articulo para publicacion ......................... 44

4.3.1 RESUIMEN. ... e e e e e e e e n e e e e eneeees 44

4.3.2  INTRODUCCION......cuiiiiiititiieieietteeeteie ettt eeenns 45

4.3.3 MATERIALES Y METODOS........oiieeeee oottt 47
433.1 Purificacion de 1a tOXINA.............cuvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeee e 47
4.3.3.2 Material vegetal y preparacion del extracto de Bixa orellana ............... 48
4333 Animales de experimentacion ...............eeiieeeiiiiiiiiiiie e 48
4.3.3.4 Ensayo de inhibicion con la administracion in situ del extracto ............ 49
4.3.35 Ensayo de inhibicion con la administracion oral del extracto................ 49
4.3.3.6 ANAlisis hiStOPALOIOGICO ......cevvieeeiiiiiiiiiiiee e 50
4.3.3.7 ANAlisis estadiStiCO .........cceeeeiiieee e 51

4.3.4  RESULTADOS ..ottt ettt ettt ettt e et tee et e eeeeeeeeeeeeeeeeeeees 51
4341 Ensayo de inhibicidn in SitU............ccooiiieiiiiie e, 51
4.34.2 Ensayo de inhibicidn oral..............cccoooiiiiiiiice e 53

4.35  DISCUSION. ....ccoiititeeeeeeeee ettt ettt 57

4.3.6  AQradeCimiENIOS. .....cooviiiiiii i 62

4.3.7 REFERENCIAS ...ttt et e e e e e e eeeeeeeees 62

5 CONCLUSIONES GENERALES .......ootttiitiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeees 70
6 RECOMENDACIONES.......oottttttitiiiitiitiiieteeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeees 71
7 BIBLIOGRAFIA. ..ottt ettt ettt ete e 72
ANEXOS



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Escala de medicion de las variables histopatolégicas con Hematoxilina-Eosina 29
Tabla 2. Parametros de las observaciones clinicas y comportamentales de los animales

durante el experimento (2000 Y 300MQ/KG) +..vvrrrrrrrrrmmmmreiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 30
Tabla 3. Hallazgos histopatoldgicos de los animales del grupo tratamiento 2000mg/kg
(LE1=) RO 32
Tabla 4. Escala de medicion de las variables histopatol0gicas ............cceeeveeeeeiiiiiiiiieenenn. 50

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Seguimiento del peso corporal en los animales tratados y no tratados con la

(o [0S 3o [32d 0100 41T 1L (o PP P PP POPPPPPPPPPPPP 31
Figura 2. Seguimiento del peso corporal en los animales tratados y no tratados con la
(o[RS 3o [IC {01011 T 1/ (o P PP PPPPPPPPPPPPPPPPPP 31

Figura 3. Detalle del higado (A y B) y rifion (D y E) entre las dosis evaluadas. A y D:
300mg/kg, B y E: 2000mg/kg, C y F: Controles. En la figura B, las flechas sefialan la
cariomegalia y binucleacion observada a esa dosis. En la figura E, las flechas sefialan el
area de necrosis tubular y de nefrosis. Tincidbn con Hematoxilina-Eosina (H-E, 400x). ... 33
Figura 4. Niveles de la enzima Creatina-kinasa a las tres horas post-aplicacion de la
(40110 (o) d] o - N PP PP PPPPPPPPP 39
Figura 5. Fragmentos de musculo gastrocnemio, figuras A, Cy E 24 horas, B, Dy F a las
48 horas. Note la necrosis y la fagocitosis por neutréfilos a las 24 horas (e), mientras que
a las 48 horas predominan los macréfagos que fagocitan los restos de fibras necréticas y
la proliferaciéon de células satélite miogénicas y de fibroblastos (cabeza de flechas). Ay B:
Tratamiento con la fraccion “Sm13-26”; C y D: Toxina; E y F: Controles. Tincion H-E,
200 SRRSO 40
Figura 6. Fragmentos de musculo gastrocnemio a las 24 horas. El * sefiala las areas de
necrosis de las fibras, note que no hay diferencias entre las figuras A y C. A: Tratamiento
con Fx’"Sm13-26", B: Control, C: Toxina. Tincion HAF, 400X, ........covvveiiiiii e 41
Figura 7. Niveles de la enzima Creatina-kinasa a las tres horas post-aplicacion del
tratamiento en el ensayo de inhibicién in situ. Tx-SSF: Control positivo; Tx-Bx: Tratamiento
con el extracto; SSF-Bx y SSF-SSF: Controles negativos. Las mediciones se hicieron en

(o Lo TSR (=T o 1<) 1T o] g =TSP 51



Figura 8. Fragmentos de musculo gastrocnemio a las 3 horas post-aplicacién del
tratamiento: A. Toxina-Solucién salina, B. Toxina-Extracto de hojas, C. Extracto de hojas-
Solucion salina. ElI * muestra la contraccion y necrosis de la fibra muscular y el e indica la
degeneracion hialina de las fibras. TinCiON H-E, 400X. .......cccouiiiiiiiiiiiiieeeiiiiiiieeeeee e 53
Figura 9. Fragmentos de musculo gastrocnemio a las 3 horas post-aplicacién del
tratamiento: A. Toxina-Solucién salina, B. Toxina-Extracto de hojas, C. Extracto de hojas-
Solucion salina. El * resalta el area donde hay pérdida de estriaciones de las fibras y el o
indica las areas de lisis y necrosis de las fibras. Tincion HAF, 400X.........cccccccceeeeriinnnee. 53
Figura 10. Niveles de la enzima Creatina-kinasa a las tres horas post-aplicacion del
tratamiento en el ensayo de inhibicién oral. Bx-TX: Tratamiento; Bx-SSF: Control negativo;
SSF-TX: Control positivo. Las mediciones se hicieron en dos repeticiones...................... 55
Figura 11. Fragmentos de musculo gastrocnemio, Figuras A, Cy E 24 horas, B,Dy F a
las 48 horas. Notese la necrosis y la fagocitosis por neutréfilos a las 24 horas (e),
mientras que a las 48 horas predominan los macréfagos que fagocitan los restos de fibras
necréticas y la proliferacion de células satélite miogénicas y de fibroblastos (flechas). A 'y
B: Tratamiento con el extracto; C y D: Toxina; E y F: Controles. Tincién H-E, 400X. ....... 56
Figura 12. Fragmentos de musculo gastrocnemio a las 24 horas. El * sefiala las areas de
necrosis de las fibras, nétese que no hubo diferencias entre las figuras A y C. A:

Tratamiento con el extracto, B: Control, C: Toxina. Tincion HAF, 400X. ........ccccovvvvvvnnenn. 57

Lista de Abreviaturas

B. orellana: Bixa orellana

B. asper: Bothrops asper

B. atrox: Bothrops atrox

CK: Enzima Creatina-kinasa

OECD: Organizacion para el Desarrollo y la Cooperacion Econémica
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PLA: Lis49: Fosfolipasa Az Lisina 49

PLA2 Asp49: Fosfolipasa A Aspartato 49

SSF: Solucion salina fisiolégica

Sm13-26: Fraccion 13-26 del extracto de hojas de Swietenia macrophylla

S. macrophylla: Swietenia macrophylla



T.i.d.: Tres veces al dia



Evaluacion de lareduccidn en las lesiones inducidas por una Fosfolipasa del
veneno de Bothrops atrox mediante el tratamiento con el extracto de Bixa

orellana y una fraccién de Swietenia macrophylla en un modelo murino

RESUMEN GENERAL

En Colombia, el 97% de los accidentes ofidicos son ocasionados por serpientes
de la familia Viperidae, siendo el mas comun el Bothrépico, donde las viboras
conocidas como mapana, X o taya (Bothrops asper y Bothrops atrox) son las
causantes de hasta el 70% del total de accidentes. Sus venenos producen efectos
locales de rapida instalacion y efectos sistémicos severos que generan secuelas
como amputaciones, pérdida de masa muscular o dificultades motoras entre el 6 a
10% de los pacientes afectados. Si bien, el antiveneno es el Gnico tratamiento
efectivo para estos accidentes, se sabe de su capacidad limitada para neutralizar
los efectos locales del veneno que son ocasionados por toxinas de rapida accion;
entre ellas las Fosfolipasas A2 (PLA2) que producen mionecrosis local. Por esta
razon, diversos autores han planteado estudios con terapias adyuvantes que
neutralicen o inhiban estos componentes y de esta forma se reduzcan los efectos
locales y sus secuelas.

Debido a que las plantas ofrecen gran cantidad de compuestos con potencial
farmacoldgico, se han realizado estudios experimentales en varias partes del
mundo que evallan la actividad anti-ofidica de estas, tanto en las que se utilizan
en la medicina tradicional como terapia en dichos envenenamientos, o en las que
tienen actividades biolégicas que se han relacionado con su potencial antiofidico.
A partir de dichos estudios, se encontré que el extracto de hojas de Bixa orellana
(Achiote) y la fraccion Sm13-26 del extracto de hojas de Swietenia macrophylla
(Arbol de la caoba) redujeron los efectos tdxicos in vitro e in vivo del veneno
completo de B. asper/atrox y la fraccion Sm13-26 también redujo el efecto de las
PLA2s miotOxicas, no obstante la toxicidad de esta fraccion no se ha dilucidado
completamente. En esta investigacion se evalud la toxicidad aguda oral de la

fraccion Sm13-26. Adicionalmente, se evalud el extracto de hojas de Bixa orellana



como inhibidor de la mionecrosis ocasionada por la PLA> Lis49 del veneno de B.
atrox, para ello se utiliz6 como tratamiento in situ después de la aplicacion de la
toxina. La fraccién 13-26 y el extracto de Bixa orellana también se administraron
como tratamiento oral previo a la aplicacion de esta toxina, empleando para ello el
analisis histopatoldgico y la evaluacién de la actividad de la enzima Creatina-
kinasa. Los resultados del estudio revelaron que la fraccion Sm13-26 del extracto
de Swietenia macrophylla presentd signos sugerentes de toxicidad hepatica y
renal a dosis de 2000mg/kg pero no a 300mg/kg. Respecto a los tratamientos
utilizados contra la miotoxina se encontré que el extracto de hojas de Bixa orellana
aplicado in situ después de la administracion de la toxina, redujo la mionecrosis
local generada por la PLA2 entre un 38 a 60% y fue estadisticamente significativo,
hecho que se evidencié en la medicion de Creatina-kinasa (p=0,011) y en la
evaluacion histopatolégica, donde el porcentaje de mionecrosis se redujo entre el
42,56-46,40% al 16,19-28,00%. Los extractos administrados como pre-tratamiento

oral no disminuyeron las lesiones ocasionadas por esta miotoxina.



1 INTRODUCCION GENERAL

El accidente ofidico es un problema de salud publica que afecta las regiones
tropicales y subtropicales del mundo, en el afio 2009 la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) catalog6 dicho evento como una de las enfermedades tropicales
desatendidas (WHO, 2009). En Colombia, hasta la semana 53 del afio 2014 se
reportaron 4303 casos de accidente ofidico (Sivigila, 2014), sin embargo debido al

alto indice de subregistro se estima que esta cifra sea mucho mayor.

En Colombia hasta el 97% de los accidentes son ocasionados por viboras, entre
estas las conocidas como mapana, X, taya o cuatro narices (Bothrops asper y
Bothrops atrox) ocasionan hasta el 70% de dichos accidentes (Otero et al., 2002).
Sus venenos generan importantes efectos locales y sistémicos como inflamacion,
mionecrosis, hemorragia, alteraciones de la coagulacion y nefrotoxicidad. Se
estima una letalidad del 3 al 5% y secuelas en el 6 al 10% de los casos,
principalmente como consecuencia de la dermonecrosis y la mionecrosis (Otero,
2009).

La mionecrosis es uno de los efectos mas sobresalientes en el envenenamiento
por viboras como B. asper, ya que produce pérdida importante del tejido muscular,
lo que dificulta la reparacion y genera secuelas permanentes en el paciente
(Gutiérrez, 2002). Entre los componentes mas abundantes del veneno de B. asper
y B. atrox (24,1-45%) se encuentran las fosfolipasas A2 (PLA?), las cuales poseen
actividad miotéxica, entre otros efectos (Angulo y Lomonte, 2009; Nufiez et al.,
2009). Estas toxinas son responsables de algunos de los efectos locales del
veneno, entre ellos la mionecrosis y el edema local (Gutiérrez, 2002). Una de
estas fosfolipasas, denominada PLA: Lisina49 es un componente del veneno de
baja letalidad que genera una destruccion rapida del musculo, y aunque su

mecanismo de accion no se conoce exactamente, se sabe que a nivel local es la
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responsable del desarrollo de mionecrosis, infiltracion leucocitaria moderada,
hiperalgesia y edema (Nufiez et al., 2004a; Lomonte et al., 2012).

Otro efecto importante del veneno, relacionado con la mionecrosis, es que
promueve infecciones bacterianas secundarias que conllevan a celulitis, abscesos
o fascitis necrotizantes, ademas la regeneracion del muasculo después de los
efectos toxicos del veneno se ve disminuida, lo que conlleva al desarrollo de
secuelas permanentes (Otero, 2009; Gutiérrez et al., 2009). Por esto es necesario
conocer con detalle las lesiones generadas por toxinas especificas y entender los
mecanismos fisiopatoldgicos de estas, con el fin de encontrar alternativas
terapéuticas que neutralicen o inhiban dichos efectos, asi como dilucidar
compuestos con posible aplicacion farmaceéutica a partir de las toxinas (Gutiérrez,
2002).

El antiveneno es el Unico tratamiento eficaz que neutraliza la accion del veneno,
sin embargo la neutralizacion de los efectos que se producen a nivel local es
limitada, debido a que estos se desarrollan en minutos. Por otro lado, existen
multiples factores extrinsecos que contribuyen a la ineficacia del tratamiento para
contrarrestar las lesiones locales, como es el retraso en la administracion de la
terapia que ocurre en areas rurales y de dificil acceso, en ocasiones a la no
disponibilidad de este medicamento en hospitales rurales y a la practica de la
medicina tradicional como terapia primaria para tratar estos accidentes, hecho que
se estima ocurre entre el 40-50% de los pacientes mordidos (Gutiérrez et al.,
1998; Otero, 2009).

Por esta razon es fundamental encontrar tratamientos adyuvantes al antiveneno
gue permitan neutralizar los efectos locales de rapida instalacién; como la
mionecrosis, permitiendo disminuir las secuelas que se generan a nivel local
(Gutiérrez et al., 1998; Otero et al., 2000a). Es asi como las plantas que se han
utilizado desde la antigiedad por la medicina tradicional para el tratamiento de las
mordeduras de serpientes, se han convertido en una fuente de compuestos

bioactivos con potencial farmacoldgico, por lo cual se han realizado diversos
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estudios en la busqueda de alternativas antiofidicas a partir de sus extractos
(Flérez, 1951; Joly et al., 1987; Martz, 1992; Houghton y Osibogun, 1993; Otero et
al., 2000a-2000b y 2000c; Nufiez et al., 2004b y 2004c; Ode y Asuzu, 2006; Fung
et al., 2009). En estos estudios se han encontrado algunas plantas con resultados
prometedores in vitro e in vivo, sin embargo se deben realizar investigaciones mas
profundas, entre ellas la evaluacién de su toxicidad, para determinar y garantizar
la inocuidad de estos compuestos, que podrian considerarse en el futuro
coadyuvantes en la terapia antiofidica (Otero et al., 2000a; Pereafiez et al., 2010;
Patifio et al., 2012).

A partir de dichos estudios se demostro la inhibicion de varios de los efectos del
veneno de B. asper/B. atrox por varias plantas empleadas en la medicina
tradicional; entre ellas Bixa orellana (Achiote) (Otero et al., 2000b, 2000c), cuyo
extracto inhibié en un 100% el efecto hemolitico in vitro de este veneno, indicando
inhibicion de PLA> (Otero et al., 2000c). En otro estudio, una planta con resultados
prometedores fue Swietenia macrophylla (Arbol de la caoba), la cual demostr6
propiedades inhibitorias de PLA2s del veneno de serpientes, tanto activas como
inactivas enzimaticamente (Miotoxina Il B. asper y Miotoxina | B. atrox) (Pereafiez
et al.,, 2010). Adicionalmente, en un estudio posterior donde se evaluaron
diferentes fracciones del extracto de hojas de esta planta; una de ellas
denominada “Sm13-26”, demostré una actividad inhibitoria in vitro superior al 80%
contra los efectos miotéxicos y edematizantes inducidos por PLA: Lis49 del

veneno de B. atrox (Pereafiez et al, 2013).

Por lo anterior, es fundamental el desarrollo de estudios in vivo con los extractos o
compuestos que han demostrado efectos inhibitorios de las toxinas de los venenos
in vitro; como es el caso del extracto de Bixa orellana y la fraccion “Sm13-26” de
Swietenia macrophylla, con el fin de encontrar una alternativa o un adyuvante a los
antivenenos que puedan ser usados en un futuro en la terapia de estos
accidentes. El objetivo de este tipo de estudios a largo plazo es disponer de un

tratamiento de aplicacion en el sitio de ocurrencia de la mordedura, que permita
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retardar o inhibir los efectos locales del veneno y de esta forma disminuir los
efectos secundarios y/o secuelas de las mordeduras por viboras. Adicionalmente
es importante caracterizar a fondo productos con posible aplicacion terapéutica,
con el fin de profundizar en sus mecanismos de accion, asi como en el
conocimiento sobre la toxicidad de los mismos, lo cual es requerido previo a la

realizacion de estudios clinicos a futuro.

En este trabajo se evaluaron el extracto de hojas de B. orellana y la fraccién
“Sm13-26" del extracto de S. macrophylla como inhibidores de la mionecrosis local
inducida por la PLA> Lis49 del veneno de B. atrox, al administrarse via oral como
pre-tratamiento y local (B. orellana). Adicionalmente se determind la toxicidad

aguda oral de la fraccién “Sm13-26".
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar si el extracto de Bixa orellana y una fraccién activa de Swietenia
macrophylla reducen los efectos téxicos de una fosfolipasa A2 homdloga del

veneno de Bothrops atrox.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar si la fraccién “Sm13-26" del extracto de Swietenia macrophylla presenta

toxicidad aguda oral en un modelo murino.

Determinar si el extracto de Bixa orellana posee efecto inhibitorio de la
mionecrosis local inducida por la fosfolipasa A> homologa del veneno de Bothrops

atrox tras la aplicacion local de este extracto.
Determinar si los extractos de Bixa orellana y la fraccion “Sm13-26”" de Swietenia

macrophylla poseen efectos quimiopreventivos en las lesiones inducidas por una

miotoxina del veneno de Bothrops atrox.
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3 MARCO TEORICO

3.1 ACCIDENTE OFIDICO Y EPIDEMIOLOGIA

En los paises tropicales el accidente ofidico es un problema de salud publica, en el
afio 2009 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) catalog6 dicho evento como
una de las enfermedades tropicales desatendidas (WHO, 2009). Se estima que al
menos 421.000 envenenamientos y 20.000 muertes se producen en todo el
mundo cada afio, pero se presume que estas cifras pueden ser de hasta 1.841
millones de envenenamientos y 94.000 muertes debido al alto indice de
subregistro que se presenta (WHO, 2012). Este accidente en Colombia afecta
anualmente entre 3500 y 4000 personas, sin embrago debido al subregistro se
cree que esta cifra es mucho mayor; en el afio 2014 se reportaron 4303 casos de
accidentes ofidicos, siendo Antioquia el departamento que reporta el mayor
numero de accidentes (Sivigila, 2014). La letalidad anual se registra entre el 3 y
5% y las secuelas entre el 6 y 10% de los casos, principalmente como resultado

de la dermonecrosis y la mionecrosis (Otero, 2009).

Se estima que el 40-50% de las personas que sufren estos accidentes acuden a la
medicina tradicional como tratamiento inicial, lo que genera retraso en la
administracion del antiveneno; cuando dicho tratamiento se administra dos horas
después de la mordedura hay mayor riesgo de secuelas, fallo renal agudo,
hemorragia en sistema nervioso central, sindrome compartimental, necrosis local u

otras secuelas (Otero, 2009).

En Colombia hasta el 97% de los accidentes son ocasionados por vipéridos de los
géneros Bothrops, Porthidium, Bothriechis, Lachesis, Crotalus, Bothriopsis y
Bothrocophias. Las serpientes del género Bothrops son las responsables de la
mayoria de muertes humanas causadas por mordeduras de serpientes en el
nuevo mundo (Campbell y Lamar, 2004). De éste género, Bothrops asper y
Bothrops atrox, conocidas como mapana, taya, X, cuatro narices o barba amarilla,

etc., ocasionan hasta el 70% de los accidentes (Otero et al., 1992-2002). En
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Colombia, B. asper esté distribuida en las tierras bajas de los andes, sus costas e
islas Gorgona y Gorgonilla, entre 0 y 1300msnm, mientras que B. atrox se
distribuye al este de los Andes y al sur del rio Orinoco entre 0-1500msnm
(Campbell y Lamar, 2004, Nafez et al., 2009). Sus venenos generan efectos
locales como edema, hemorragia local, ampollas, dermonecrosis y mionecrosis,
entre las 6 a 8 horas post-mordedura; y efectos sistémicos como
desfibrinogenacion, trombocitopenia, hipotensién y hemorragia. Adicionalmente,
ocasionan infecciones en tejidos blandos como impétigo, celulitis, abscesos y
fascitis, que ocurren entre el 11 al 30% de los casos, y se presentan con mayor
frecuencia en envenenamientos moderados y graves con lesiones asociadas

como mionecrosis, edema y hemorragia local extensa (Otero, 2009).

3.2 COMPONENTES DEL VENENO Y LESIONES HISTOPATOLOGICAS
OCASIONADAS

El veneno de las serpientes es una mezcla compleja de péptidos con actividad
enzimatica y no enzimatica, el veneno de Bothrops atrox contiene metaloproteasas
(48,5%), fosfolipasa A> Lis49 (18,5%), fosfolipasa A> Asp49 (5,6%), serin-
proteasas (10,9%), L-aminoacido oxidasa (4,7%), desintegrina (1,7%), lecitina tipo
C (7,1%), péptido potenciador de bradicinina (0,3%), proteina secretora rica en
cisteina (2,6%), fragmento DC (<0,1%) (Nufiez et al., 2009).

Las lesiones histopatoldgicas producidas por envenenamientos abarcan diversos
organos y el grado de lesidon es variable; en un estudio post-mortem de perros y
gatos mordidos por Nothechis spp. (Tiger Snake, Elapidae) se encontraron
multiples trombos en epicardio, pulmoén y en capilares glomerulares; aumento del
espacio urinario (espacio de bowman) y depdsitos de material fibrilar, ademas de
cambios hidropicos en rifion (Jacoby-Alner et al., 2011). Por otro lado, en un
estudio experimental con el veneno completo de Montvipera xanthina (Viperidae)
donde evaluaron higado, piel y el misculo gastrocnemio en ratas, observaron la
dermis superficial con edema y degeneracion del colageno, ademas de infiltrado
mixto escaso en el tejido y alrededor de los vasos sanguineos; en la hipodermis

hemorragias y necrosis de la grasa; en el higado congestién y degeneracion
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hepatocelular y en el masculo gastrocnemio hemorragia, mionecrosis e infiltrado

mixto en el perimisio y endomisio (Topyldiz et al., 2012).

Por evidencia encontrada en las necropsias de pacientes humanos y animales
domésticos fallecidos por mordeduras de vipéridos y algunos elapidos, asi como
por estudios experimentales en ratones, se sabe que en los envenenamientos hay
un compromiso renal importante, si bien no se ha esclarecido la presencia de una
“‘nefrotoxina” en los venenos, es claro que hay un origen multifactorial en
respuesta a otras lesiones y alteraciones sistémicas ocasionadas por los venenos,
como mionecrosis, rabdomidlisis, mioglobinuria, hemoglobinuria, hipotension,
coagulaciéon intravascular diseminada, tromboembolismo y deposicion de
microtrombos (Pal et al., 2010; Jacoby-Alner et al., 2011; De Roodt et al., 2012).
En un estudio experimental realizado con veneno completo de varias especies de
Micrurus (Elapidae), encontraron lesiones a nivel renal a las 48 horas post-
inyeccion, las cuales fueron descritas como trombos en capilares glomerulares,
necrosis tubular renal, exfoliacion de células epiteliales, ruptura de la lamina basal,
y fueron asociadas a uremia y a depositos de mioglobina revelados por la
coloracion Azul de Prusia (De Roodt et al., 2012). En el estudio realizado por Pal
et al. (2010), donde evaluaron rifiones de personas fallecidas por accidentes por
viboras encontraron necrosis tubular aguda en el 100% de los casos, mientras que
la necrosis cortical solo se observo en un 25% de los casos. En todos los rifiones
se evidenciaron lesiones como dilatacion tubular y epitelio aplanado, degeneracion
turbia del epitelio tubular con descamacion de células necroticas, cilindros hialinos,

edema intersticial, hemorragia e infiltracion celular.

En el caso particular de los experimentos con toxinas, se encontré6 que una
“citotoxina” del veneno de Daboia russelli russelli (Viperidae) ocasiond necrosis en
las células epiteliales tubulares in vitro e in vivo, asi como focos aislados de
degeneracion de las células tubulares proximales en la corteza renal (Mandal et
al., 2007). Respecto a las miotoxinas de B. asper y B. atrox, no se ha asociado
toxicidad sistémica a pesar de que generan mionecrosis local severa (Gutiérrez y

Ownby, 2003), no obstante la aplicacibn experimental de estas toxinas via
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intravenosa en ratones indujo aumento de la Creatina-kinasa (CK) (Gutiérrez et al.,
2009).

3.3 PATOGENIA DE LAS MIOTOXINAS

Las fosfolipasas A> son uno de los principales componentes del veneno de
Bothrops atrox. De ellas deriva el grupo mas amplio de las denominadas
miotoxinas, principales responsables del dafio local extenso generado en los
accidentes por vipéridos (Gutiérrez et al., 1998; Lomonte et al., 2012). Las PLA:
se encuentran en todos los organismos, existen varias clases; entre ellas las
secretadas, de las cuales algunas estan presentes en los venenos de serpientes.
Existen tres tipos de fosfolipasas en los venenos y se clasifican segun su
estructura primaria y el patron de sus puentes di-sulfuro como tipo | (Neurotoxinas
presentes en Elapidos), tipo Il (Miotoxinas presentes en Vipéridos) (Nufez et al.,
2004c) y tipo Il que son muy diferentes estructuralmente y se encuentran en los
escorpiones y demas artrépodos (Lomonte et al., 2012). Las miotoxinas tipo Il del
veneno de vipéridos se clasifican en dos subgrupos; Asp49 y Lis49, esta ultima no
tiene efecto fosfolipolitico, pero eso no interfiere con su actividad miotéxica y otros

efectos de dafio a la membrana (Nufiez et al., 2004a; Lomonte et al., 2003-2012).

Hasta mediados de los afios ochenta, se creia que la patogenia de estas
miotoxinas tipo Il se debia a que catalizaban la hidrdlisis de los enlaces éster sn-2
de los fosfoglicéridos, efecto dependiente de Ca?* (Lomonte et al., 2003; NUfiez et
al., 2004a). Sin embargo en 1984 se aislo en Agkistrodon piscivorus (Cottonmouth
viper) la primera PLA; cataliticamente inactiva; una variante en el residuo 49
donde el aspartato fue reemplazado por lisina, lo que impide que esta toxina
pueda ligar calcio y pierda su actividad catalitica (Lomonte et al., 2003-2012;
Nufiez et al., 2004a). Esta PLA Lis49 también se conoce como fosfolipasa A:
homéloga y se ha aislado en diferentes vipéridos, entre ellos B. asper en la cual
se denomina miotoxina Il (Chaves et al., 1998; Lomonte et al., 2003) y en B. atrox
miotoxina | (Kanashiro et al., 2002; Nufiez et al., 2004a). La PLA, Lis49 es una
proteina basica con 120-122 residuos de aminoacidos establecidos por 7 puentes

di-sulfuro, es un homodimero en solucion con subunidades unidas por enlaces no
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covalentes. Su mecanismo de accion no se ha determinado claramente, se cree
qgue actian en el sarcolema, alterando la permeabilidad de la membrana e
induciendo necrosis (Lomonte et al., 2012). Actualmente el mecanismo mas
aceptado es que los residuos catidnicos e hidrofébicos en la region C-terminal son
los responsables del dafio en la membrana, ya que forman interacciones electro-
estaticas con la cabeza polar de los fosfolipidos de la membrana celular,
facilitando la introduccién de la proteina en la bicapa lipidica a través de la accién
de sus residuos hidrofébicos (Gutiérrez y Ownby, 2003; Lomonte et al., 2012).
Finalmente la alteracion de la permeabilidad del sarcolema, genera una rapida
despolarizacion y un aumento del flujo citosélico de calcio, generando
hipercontracciéon de miofilamentos, tumefaccion mitocondrial, picnosis nuclear y
activacion de proteasas dependientes de calcio (Gutiérrez y Ownby, 2003;
Villalobos et al., 2007).

Las PLA: Lis49 o fosfolipasas A> homologas se caracterizan por tener baja
toxicidad sistémica, ocasionando solo mionecrosis local, a diferencia de otras
miotoxinas como la crotoxina (Nufiez et al., 2004a; Lomonte et al., 2012). Se han
descrito varias actividades biologicas de esta toxina, como: disrupcion lisosomal
de membrana, antimicrobiana, induccion de apoptosis, efectos antitumorales,
bloqueo neuromuscular, unién a lipopolisacaridos bacterianos, inhibicion de la
actividad de la heparina y factor Xa (Gutiérrez et al., 2009; Gallacci y Cavalcante,
2010, Lomonte et al., 2003-2012). Adicionalmente, se ha demostrado que esta
toxina induce activacion de macrofagos, degranulacibn de mastocitos,
hiperalgesia, edema, activacién y liberacibn de eicosanoides y citoquinas
proinflamatorias como IL6 e IL1B, expresion de COX-2 en el sitio de inyeccion
(Kanashiro et al., 2002; Gutiérrez et al., 2009; Teixeira et al., 2009; Moreira et al.,
2013).

En un estudio reciente se encontro que la PLA Lis49 afecta los vasos linfaticos, lo
gue contribuye con el desarrollo del edema que se genera después de su
inyeccion. In vitro se observd que afecta las células del musculo liso en cultivo, e

in vivo genera contraccién de los vasos linfaticos colectores y reduccién en su luz,
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lo que sugiere que esta miotoxina afecta las células de musculo liso presentes en

estos vasos (Mora et al., 2008).

3.4 LESIONES GENERADAS POR LAS MIOTOXINAS

A nivel clinico la Fosfolipasa A> homoéloga o PLA; Lisina 49 es la principal
responsable de la mionecrosis local, se cree que la afinidad de esta toxina por el
musculo esta dada por la existencia de un receptor de “alta afinidad” en estas
células, sin embargo no se conoce exactamente la naturaleza de dicho “receptor
de afinidad” (Gutiérrez et al., 2009). Los hallazgos histopatoldgicos ocasionados
por esta fosfolipasa A2 son mionecrosis local extensa, edema moderado, infiltrado
por neutrofilos, linfocitos y macrofagos (Kanashiro et al.,, 2002; Lomonte et al.,
2003). Por inmunohistoquimica se ha determinado pérdida de las estriaciones y
pérdida de la inmunotincion para desmina y a-actinina (Gutiérrez et al., 2009). En
observaciones experimentales las fosfolipasas no afectan las células satélites
miogénicas, vasos sanguineos o nervios, lo que implica que esta toxina no
interfiere con el proceso reparativo y regenerativo que se da mediante la
activacion de estas células satélites y la membrana basal de las células necroticas
(Gutiérrez y Ownby, 2003).

Si bien esta toxina produce miotoxicidad severa en el sitio de inyeccidén, no genera
signos de miotoxicidad sistémica, por lo que se ha sugerido la existencia de un
receptor especifico en la célula muscular (Gutiérrez y Ownby, 2003). Al administrar
la toxina via endovenosa se incrementa levemente la creatina-kinasa (CK) y en
analisis toxico-cinéticos se ha confirmado alta concentracion de la toxina a nivel
local en el musculo inyectado pero no a nivel sistémico (Gutiérrez et al., 2009). En
trabajos preliminares donde se evalud la actividad farmacoldgica de una PLA2
(Aspartato 49) del veneno de B. asper, se observd incremento importante de
isoenzimas de lactato deshidrogenasa (LDH) en suero, sin embargo no se pudo
correlacionar este efecto con lesiones histopatolégicas en rifién, corazén y pulmon
a las 3 y 24 horas después de la administracion de la toxina. El Unico cambio

observado a nivel sistémico fue una moderada hiperemia pulmonar a las 24 horas,
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mientras que el Unico 6rgano afectado fue el musculo en el que se inyecto la

toxina (Gutiérrez et al., 1986).

A nivel sistémico, la PLA2 Lis49 genera aumento de enzimas citosolicas como
Creatina-kinasa (CK), Lactato deshidrogenasa (LDH), aspartato aminotransferasa
(AST), mioglobina y creatina (Kanashiro et al., 2002; Lomonte et al., 2003;
Gutiérrez et al., 2003-2009; Nufez et al., 2004a). La PLA> Lis49, también produce
edema moderado y un infiltrado leucocitario importante, donde predominan los
polimorfonucleares neutrofilos a las 6-24 horas después de su aplicacion,
mientras que a las 24-48 horas predominan los mononucleares (Teixeira et al.,
20009).

3.5 INHIBICION DE FOSFOLIPASAS A, POR COMPUESTOS FENOLICOS
PRESENTES EN EXTRACTOS DE PLANTAS
Los extractos de plantas han sido usados durante muchos afos por la medicina
tradicional como tratamiento para diferentes dolencias, entre ellas las mordeduras
por serpientes venenosas. La actividad antiofidica de los extractos de plantas, se
ha atribuido a compuestos como flavonoides, cumarinas y otros compuestos
polifendlicos, ya que presentan actividad antioxidante que previene, detiene o
disminuye el dafio oxidativo ocasionado por los venenos (Pereafiez et al, 2011).
Los polifenoles son un grupo de sustancias quimicas encontradas en plantas y
microorganismos que tienen mas de una unidad de fenol por molécula, se dividen
en taninos hidrolizables (esteres de acido galico, de glucosa y otros azucares),
fenilpropanoides (ligninas, flavonoides, taninos condensados), entre otros. En
estudios experimentales dichos compuestos han mostrado actividades
antioxidantes, bactericidas, antihelminticas y anti-hepatotdxicas, entre otras.
(Pereafez et al., 2010). En un estudio in vitro donde se evalud la inhibicion de la
Crotoxina (PLA2 Asp49) por varios compuestos fendlicos, se encontro que el
propilgalato y el epigalocatequingalato presentaron un gran porcentaje de
inhibicién de esta toxina (Pereafiez et al, 2010). En estudios experimentales los
compuestos fendlicos han inhibido las fosfolipasas A2 del veneno de serpientes

(Lindahl and Tagesson, 1997); entre ellos, el acido rosmarinico y el a-Tocoferol,
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cuyo mecanismo de inhibicion propuesto es por la formacién puentes de hidrégeno
entre el grupo hidroxilo del anillo aromatico del compuesto con los aminoacidos de
la toxina, lo que genera interferencia en la capacidad de ligar calcio por parte de
esta. Otro mecanismo propuesto es la interaccion con puentes hidrofébicos
mediados por anillos aromaticos entre el compuesto y la toxina (Chandra et al.,
2002, Ticli et al., 2005, Da Silva et al., 2009, Pereafiez et al., 2011).

3.6 ESTUDIOS CON PLANTAS ANTIOFIDICAS EN ANTIOQUIA

En un estudio realizado en la regién del Urab4 Chocoano y Antioquefio, donde se
entrevistaron a curanderos y chamanes de la regién se determind que utilizaban
74 especies de plantas para “curar’ los accidentes ofidicos, aplicandolas como
bafos, bebidas, emplastos o “chupaderas” (Otero et al., 2000a). Dichas plantas
fueron colectadas, identificadas y clasificadas taxondmicamente y sus extractos
etandlicos fueron estudiados in vitro. De estas, solo 12 mostraron inhibicion de
algunas de las actividades del veneno de B. asper/atrox, entre ellas Bixa orellana
(Achiote) (Otero et al., 2000b-2000c; Nufiez et al., 2004b-2004c).

Por otro lado, en el estudio realizado por Pereafiez et al., (2011) donde evaluaron
la inhibicion de PLA2s del veneno de B. asper usando plantas vasculares con
actividades antioxidantes, Swietenia macrophylla (Arbol de la caoba) presenté un
porcentaje de inhibicion superior al 60% en la citotoxicidad in vitro de las toxinas,

ademas de que el extracto no demostro citotoxicidad in vitro.

3.6.1 Bixaorellana L. (Achiote):

Este arbusto nativo de Centro y Suramérica que alcanza 3-5 metros de altura
pertenece a la familia Bixaceae (Viuda-Martos et al., 2012; Ciro et al., 2012), es
empleado para diversas aplicaciones que van desde un uso culinario como
colorante, hasta cosmético y terapéutico. En la medicina tradicional le atribuyen
actividades como antidoto contra la intoxicacion con yuca brava y mordeduras de
serpientes, también como antidiarreico, antiemético, antiséptico, expectorante,
antiinflamatorio dérmico, cicatrizante y como tratamiento para la diabetes, las

guemaduras, la gonorrea, el asma, entre otros (Silva et al., 1998; Otero et al.,
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2000a; Viuda-Martos et al., 2012). El extracto etandlico de hojas y ramas de B.
orellana demostré inhibicion de algunas actividades del veneno de B. atrox/B.
asper in vitro (Otero et al., 2000b-2000c; Nufiez et al., 2004b-2004c).

El efecto letal del veneno de B. asper/atrox fue inhibido de manera parcial (45-
80%) pero significativa en ensayos in vitro (pre-incubando el extracto con el
veneno previo a su aplicacion en ratones). Asi mismo, prolongé el tiempo de
supervivencia cuando se les administré dicho extracto cinco minutos antes de la
administracién del veneno, no obstante se redujo en gran medida la inhibicién y la
proteccién cuando se administré el extracto y el veneno en forma independiente.
En el mismo estudio se encontré que este extracto inhibiéo en un 100% el efecto
hemolitico in vitro del veneno indicando actividad anti-fosfolipasas A presentes en
dicho veneno (Otero et al., 2000b-2000c). Adicionalmente, neutralizo el edema en
un 77 % in vitro y 28% in vivo y el efecto hemorragico in vitro en un 100% y 19% in
vivo. Esta reduccion del efecto antihemorragico in vivo se asocia a que el tiempo
requerido para el desarrollo de la hemorragia local es de 4-6 minutos (Nufiez et al.,
2004b).

Estudios fitoquimicos de las hojas de B. orellana demuestran la presencia de
flavonoides bisulfatos, terpenoides, tocotrienoles y un aceite esencial compuesto
principalmente por sesquiterpenos (Shilpi et al., 2006; Viuda-Martos et al., 2012;
Stohs, 2013). Respecto a la toxicidad de esta planta, B. orellana esta catalogada
como aprobada y segura para el consumo humano (GRAS, de las siglas en inglés:
Generally Recognized as Safe). En el estudio realizado por Silva et. al., 1998, se
determind que la DLso del extracto liofilizado de hojas de Achiote en ratones
albinos hembras Mus musculus cepa Balb/c, fue de 0,3933326 g/kg y 14,5816
g/kg a las 72 horas, por via intraperitoneal y por via oral respectivamente. Del
mismo modo, al evaluar la toxicidad a dosis repetidas del extracto liofilizado de
hojas de B. orellana a dosis de 20 g/kg via oral durante 30 dias, no se observaron
cambios en la conducta, apetito, sed y suefio de los animales y los estudios

anatomopatolégicos no revelaron anormalidades histopatolégicas (Silva et al.,
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1998). En un estudio realizado por Shilpi et al., 2006 no se observaron efectos
letales del extracto de B. orellana a dosis de 4000 mg/kg en ratones después de
24 horas post-aplicacién. Adicionalmente, se ha encontrado baja proporcion de
alcaloides, saponinas y glucésidos cardiacos en el extracto de hojas; los cuales
son compuestos de alta toxicidad con relacion a la alta proporcién de flavonoides,
terpenos y fenoles que son de bajo potencial toxico (Stohs, 2013). En estudios
realizados en humanos, al administrar el extracto liofilizado de hojas (250mg t.i.d.)
via oral durante 6 meses solo se observd constipacion en el 3% de los pacientes
tratados. En ratas, al administrar el extracto crudo a dosis de hasta 120mg/kg
durante 7 dias solo se reportd un incremento leve en el recuento de glébulos rojos,
en el nivel sérico de potasio, de sodio y de cloro, de Alanino-Amino-Transferasa
(ALT) y de Aspartato-Amino-Transferasa (AST) (Stohs, 2013). En Colombia, el uso
medicinal externo del extracto de hojas de B. orellana esta aprobado por el
Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA) (Fonnegra
y Jiménez, 2007).

3.6.2 Swietenia macrophylla King (Arbol de la caoba):

Este arbol de distribucion tropical se encuentra en Centro y Suramérica, en el
Oeste de la India, en Malasia y en el centro y sur de China, pertenece a la familia
Meliaceae y puede alcanzar entre 40 y 60 metros de altura (Brown et al., 2003;
Moghadamtousi et al., 2013). Esta planta se utiliza en Asia para el tratamiento de
diversas dolencias en funcion de sus efectos antimicrobianos, anti-inflamatorios,
antioxidantes, anti-mutagénicos, anticancerigenos, antitumorales y actividades
antidiabéticas (Moghadamtousi et al., 2013). Las semillas tienen varios usos; en
Malasia se utilizan tradicionalmente para tratar la hipertension, la diabetes y aliviar
el dolor, en Bolivia se utilizan para tratar la leishmaniasis y para inducir el aborto,
en Indonesia para el tratamiento de la diabetes, la hipertension y la malaria. La
corteza se utiliza como astringente para las heridas y en ocasiones para el
bronceado (Maiti et al., 2007a-2007b-2007c; Moghadamtousi et al., 2013;
Balijepalli et al., 2015).
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Investigaciones fitoquimicas con extractos a partir de acetona, etanol y metanol
han demostrado que los limonoides y sus derivados son los principales
constituyentes de S. macrophylla. Los limonoides derivan de triterpenos
tetraciclicos similares a eufol (H-20pB) o tirucalol (H-20a) por una serie de cambios
oxidativos, intercalados con reordenamientos moleculares (Cheng et al., 2014).
Los tetranortriterpenoides es un nombre alternativo para los limonoides porque en
el proceso de cambios oxidativos, la cadena lateral es oxidada a un anillo de B-
furano sustituido por la pérdida de cuatro atomos de carbono (Moghadamtousi et
al., 2013; Cheng et al., 2014). Se han estudiado principalmente los limonoides de
sus semillas (Mootoo et al., 1999); en sus hojas se han encontrado hidratos de
carbono, flavonoides libres y/o combinados, esteroles y/o triterpenos, asi como
taninos hidrolizables y condensados, aceites esenciales como Himacaleno-y,
Germacreno -D, germacreno-A, dieno-1,4-cadina, acido decahexanoico y etil
hexadecanoato, ademas de limonoides tipo pragmalina del extracto
diclorometandlico de hojas, denominados “Swietefragmina” H-J (1-3) vy
“Swietemacrofina”; y de su corteza se han aislado tres compuestos con actividad
antioxidante, el fenilpropanolide sustituido catequina (Swietemacrofilanina), la
catequina, y una epicatenina; todos con actividad antioxidante (Falah et al., 2008;
Tan et al., 2009; El Zalabani et al., 2012).

El extracto etandlico de hojas de S. macrophylla obtuvo resultados prometedores
en un estudio in vitro donde se evaluo la inhibicion de las miotoxinas del veneno
de B. asper, B. atrox y la Crotoxina de C. durissus cumanensis, por plantas con
actividad antioxidante conocida, adicionalmente, no present6 toxicidad para las
células musculares en cultivo. Este extracto, inhibio el 60% de la citotoxicidad in
vitro inducida por una fraccion rica en PLA> del veneno de B. asper cuando fue
pre-incubado previamente (Pereafiez et al., 2011). En el mismo estudio se
encontré que las hojas poseen gran cantidad de compuestos fendlicos, los cuales
probablemente estén implicados en la actividad inhibitoria de las fosfolipasas A:

como se ha descrito anteriormente (Lindahl and Tagesson, 1997).
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En otro estudio realizado in vitro e in vivo con el extracto de las hojas de S.
macrophylla, se evalud la actividad de diferentes fracciones del extracto contra la
PLA> Lis49 de B. atrox, y contra PLA> Asp49 de B. asper y C. durissus
cumanensis. De las fracciones aisladas solo la “Sm13-26" inhibio
satisfactoriamente las toxinas, el mejor porcentaje de inhibicién in vitro (>80%) lo
presento contra la PLA> Lis49 de B. atrox, el cual fue dosis dependiente. Cuando
se pre-incubd la fraccion con la toxina, la miotoxicidad se inhibié en mas del 90%
en razon 1:10 (toxina:fraccion), sin embargo cuando se administr6 de forma
independiente; es decir aplicando la toxina y segundos después la fraccion, la
inhibicion fue del 50%, siendo un porcentaje de inhibicion significativo (Pereafiez
et al., 2013).

En estudios previos se ha descrito que la catequina; un tanino presente en el
extracto y presumiblemente en la fraccion “13-26” de S. macrophylla, presenta
actividad inhibitoria in vitro e in vivo del veneno de algunas especies de Vipéridos
y Elapidos, asi como la neutralizacion de PLA: presentes en estos venenos
(Pithayanukul et al., 2010; Xu et al., 2012; Zhang et al., 2013; Mouréo et al., 2014).

Los estudios de toxicidad de esta planta son limitados y solo se reportan con
extractos de las semillas. En el estudio de Naveen et al.,, (2014) describen la
toxicidad aguda oral en ratones de las semillas de Swietenia mahagoni, donde no
se observaron lesiones sugerentes de toxicidad en 6rganos a dosis de 25, 200,
2000, 5000mg/kg, lo que sugiere que es un extracto de toxicidad baja. En un
estudio reciente, evaluaron la toxicidad aguda oral en ratas del extracto de
semillas de Swietenia macrophylla a 2000mg/kg, los resultados muestran que las
semillas no produjeron diferencias significativas en el peso, consumo de agua y
alimento, parametros bioquimicos y hematolégicos, ni alteraciones macroscopicas
e histopatoldgicas en los 6rganos de los animales tratados respecto a los controles
(Balijepalli et al., 2015).
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4 CUERPO DEL TRABAJO.

Este trabajo fue aprobado por el Comité de Etica para la Experimentacion Animal
(CEEA) de la Universidad de Antioquia, en el acta Nro.87 del 30 de Enero de
2014.

4.1 CUMPLIMIENTO DEL OBJETIVO 1: TOXICIDAD AGUDA ORAL DE LA
FRACCION “SM 13-26” DEL EXTRACTO DE HOJAS DE Swietenia
macrophylla

4.1.1 MATERIALES Y METODOS:

4.1.1.1 Preparacion de lafraccion

La fraccion “Sm13-26" fue obtenida por el método utilizado por Pereafnez et al.,
(2013), a partir del extracto de hojas de Swietenia macrophylla y fue congelada
hasta su uso. Para su preparacion, previa a la administracion en los animales, se
diluy6é con etanol y se agité en el vortex por tres minutos, posteriormente se llevo
al ultrasonido durante siete minutos, se filtré por una membrana de 0,2 um, se
secO en SpeedVac (Vacufuge plus, Eppendorf). Posteriormente se diluyé con
solucion salina estéril (SSF) al 0,9% (Baxter, Colombia); en un volumen de
acuerdo a la concentracion de extracto requerida, nuevamente se agité en el
vortex durante tres minutos y se llevé al ultrasonido por siete minutos antes de

administrarse a los animales.

4.1.1.2 Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones (Mus musculus) cepa Swiss Webster convencionales,
hembras de cinco a seis semanas de edad, entre 20 y 25 gramos de peso
corporal. Los animales pertenecian al Bioterio de la Sede de Investigacion
Universitaria, se mantuvieron con luz artificial y un fotoperiodo de 12 horas,

temperatura de 22+1 °C y humedad relativa de 60x4 %. Previo a cada
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experimento se realizo un periodo de adaptacion al ambiente de cinco dias, con un

dieta similar y en condiciones de alojamiento y ambientales similares.

4.1.1.3 Dosis y administraciéon del extracto

Para determinar la toxicidad aguda oral del extracto se siguieron los parametros
descritos en la guia N°423 de 2001 de la Organizacion para el Desarrollo y
Cooperacion Econémica (OECD). Se utilizaron 5 ratones hembras como grupo
tratamiento y 5 como grupo control. Se realizaron dos ensayos, el primero fue un
ensayo limite con una dosis 2000 mg/kg y el segundo con la dosis inmediatamente
inferior 300mg/kg. El grupo tratamiento recibio la fraccion diluida en 0,2mL de SSF
y se administr6 con sonda orogastrica. El grupo control recibié Gnicamente 0,2mL
de SSF via oral. Previo a la administracion oral se realiz6 un ayuno de solidos de
cuatro horas que se postergd hasta una hora después de administrar el
compuesto. Como se plantea en la guia de la OECD, todos los animales se
observaron permanentemente durante la primera hora tras la administracion de la
fraccion, luego cada 2 horas durante el primer dia y las observaciones siguientes
se realizaron diariamente durante 14 dias. Se realiz6 un seguimiento del
comportamiento, peso y estado clinico de cada raton, el cual se consigné en un
formato de seguimiento individual (Anexo 1). Durante la observacion de los
animales se detall6 el estado de conciencia, la condicién corporal, la presencia de
piloereccion, estupor o letargo y alteraciones en los sistemas organicos.
Finalmente, al dia 14 se realizé la eutanasia con CO2 y se realizd la necropsia,
donde se detallaron los hallazgos macroscopicos en un formato individual (Anexo
2). Los drganos que se colectaron para el analisis histopatolégico fueron
estbmago, intestino delgado, colon, bazo, higado, pulmones, rifiones, corazon,
cerebro y musculo gastrocnemio derecho. Las muestras se fijaron en formalina
bufferada al 10%, se incluyeron en parafina y se cortaron a 4um de espesor.
Todos los tejidos se tifieron con Hematoxilina Eosina (H-E) (Garcia del Moral,
1993). Para el andlisis histopatoldgico, los cortes se evaluaron en un microscopio
Optico Leica DMLB (Meyer Instruments, Houston, TX, USA) y a las lesiones
observadas se les dio una valoracion semi-cuantitativa (Tabla 1), valores que se

consignaron en el formato de evaluacion histopatolégica (Anexo 3). Todas las
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muestras fueron procesadas y analizadas en el laboratorio de Patologia Animal de
la Universidad de Antioquia.

Tabla 1. Escala de medicion de las variables histopatoldgicas con Hematoxilina-Eosina

Escala Interpretacion de la Extension

lesion
1 Sin lesion No presencia
2 Lesion leve Focal, 15% del tejido afectado
3 Entre leve y moderada Focal, compromiso del 15-35% del tejido
4 Moderada Multifocal, compromiso del 35-50% del tejido
5 Entre moderada y severa Multifocal, compromiso del 65-85% del tejido
6 Severa Extensa, difusa, compromiso 85-100% del tejido

4.1.1.4 Analisis estadistico

Para evaluar las diferencias entre los grupos se utilizé la prueba no paramétrica de
Mann Withney y ANOVA de mediciones repetidas. El valor de p<0.05 se consider6
estadisticamente significativo. Los analisis se procesaron en el Software SPSS
(IBM, Statistic Version 20).

4.1.2 RESULTADOS

4.1.2.1 Seguimiento clinico de los animales y necropsia

Durante el seguimiento realizado a los animales, no se observaron muertes ni
alteraciones en los parametros clinicos o comportamentales de los animales a
ninguna de las dosis evaluadas. En la Figura 1 y Figura 2 se evidencia que a dosis
de 2000mg/kg, la fraccion indujo variaciones estadisticamente significativas en el
peso de los animales (p=0,034), hecho que no se observo a dosis de 300mg/kg
(p=0,208). En la necropsia no se evidenciaron alteraciones macroscoépicas en los

organos en ninguna de las dosis administradas.
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Tabla 2. Parametros de las observaciones clinicas y comportamentales de los animales durante el
experimento (2000 y 300mg/kg)

SISTEMA OBSERVACION Y SIGNOS COMUNES DE
1 1
ORGANICO EXAMEN TOXICIDAD 2000 mg/kg 300 mglkg
. Agresividad inusual,
Comportamiento hiperactividad, sedacién. 0 0
Sistema Nervioso | Movimientos Terrjplgr, alexia, gfﬂtatonla, 0 0
Central paralisis, convulsion.
Reactividad a varios | Irritabilidad, pasividad, 0 0
estimulos anestesia, hiperestesia
Tono Muscular Rigidez o flacidez 0 0
Respiratorio Narinas Secrecion 0 0
P Patron respiratorio Bradipnea, disnea 0 0
Cardiovascular Inspeccién Hemorragias 0 0
i6 I . L
Observamoq de. ) a Diarrea, constipacion 0 0
. . cama y manipulacion
Gastrointestinal - -
Consistencia de las . .
Diarreicas, melenas 0 0
heces
Vulva, . glandulas Hinchazén 0 0
Genitourinario mamarias
Pene Prolapso 0 0
Region perineal Sucia 0 0
Piel y pelaje Color, turgencia e | Enrojecimiento, 0 0
integridad erupciones, piloereccion
Membranas y | Cavidad oral y | Congestidon, hemorragia, 0 0
mucosas conjuntiva cianosis,
Péarpados Ptosis 0 0
Ojos Globo ocular Exoftalmos, nistagmo 0 0
Transparencia Opacidad 0 0
Postura Cifosis, lordosis 0 0
— <
Otros Condicién corporal S3/5 — t 0 0
Estado de conciencia omnolencia, estupor, 0 0
coma

! Grado de severidad: Sin lesion = 0, leve = 1, moderada = 2, grave = 3.
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Figura 1. Seguimiento del peso corporal (g) en los animales no tratados (C) y tratados (T) con la
dosis de 2000mg/kg (n=10).
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Figura 2. Seguimiento del peso corporal (g) en los animales tratados (T) con la dosis de y no
tratados (C) con la dosis de 300mg/kg (n=10).

4.1.2.2 Hallazgos histopatolégicos

Se encontré que la fraccion “Sm13-26”, a dosis de 2000mg/kg incrementd de
forma significativa la cariomegalia (p=0,004) y la binucleacion (p=0,007) de los
hepatocitos en todos los animales tratados (n=5), respecto a los controles (Figura

3). A esta misma dosis, en los rifiones indujo necrosis tubular leve en un animal
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(14%) y degeneracion turbia leve (34%); lesiones que no presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos (p=0,138 y p=0,056,
respectivamente). En los demas 6rganos evaluados no se observaron lesiones. En
los animales del grupo control no se evidenciaron lesiones. En la tabla 3 se
describe la lesion encontrada en cada 6rgano y la extension de los hallazgos

histopatoldgicos.

A dosis de 300mg/kg no se observaron lesiones histopatoldgicas en ningdn 6rgano
de los animales tratados. Los animales del grupo control no presentaron lesiones.

Tabla 3. Hallazgos histopatolégicos de los animales tratados via oral con 2000mg/kg de la fraccion
Sm13-26 (n=5)

Organo Hallazgos
Higado Cariomegalia (34% leve, 50% entre leve y moderada y 16%
moderada)

Binucleacién (16% sin lesion, 50% leve y 34% entre leve y
moderada )

Rifién Necrosis tubular leve (14%)
Nefrosis tubular leve (34%)

Estomago-ID-IG- Sin lesiones significativas
Gastrocnemio- Sin lesiones significativas
Pulmén-Bazo- Sin lesiones significativas
Cerebro-Corazén Sin lesiones significativas
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Figura 3. Detalle del higado (A y B) y rifién (D y E) entre las diferentes dosis evaluadas de Sm13-
26. Ay D: 300mg/kg, B y E: 2000mg/kg, C y F: Controles. En la figura B, las flechas sefialan la
cariomegalia y binucleacion observada a esa dosis. En la figura E, las flechas sefialan el area de

necrosis tubular y de nefrosis. Tincion con Hematoxilina-Eosina (H-E, 400x).

4.1.3 DISCUSION

La fraccion Sm 13-26 del extracto de hojas de Swietenia macrophylla no produjo la
muerte, ni signos clinicos de toxicidad aguda oral en ratones a dosis de
2000mg/kg y 300mg/kg. La dosis de 2000mg/kg indujo variaciones en el peso de
los animales y aunque no se observaron lesiones macroscépicas en la necropsia,
en los hallazgos histopatolégicos se encontr6 aumento en la cariomegalia y
binucleacién de los hepatocitos respecto a los controles, asi como nefrosis y

necrosis tubular leve en algunos de los animales tratados.

Un incremento en la poliploidia de los hepatocitos puede ocurrir con la edad, en
donde el numero de cromosomas puede incrementar de 16 a 32, por esto, la
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cariomegalia, anisocariosis y policaria o multinucleaciones son hallazgos
incidentales en roedores (Percy y Barthold, 2007). No obstante su aumento se
relaciona con condiciones regenerativas 0 degenerativas, mientras que la
cariomegalia o megalocitosis puede asociarse con xenotoxicidad por compuestos
gue impiden la regeneracion, pero que no son necrotizantes (Maxie et al., 2007).
La nefrosis vacuolar y la necrosis tubular renal son lesiones sugerentes de
nefrotoxicidad (Maxie et al., 2007), y en este caso podria estar relacionada con el
contenido de taninos en la fraccion Sm 13-26.

En rumiantes y ocasionalmente en equinos, la ingestion de grandes cantidades de
taninos puede causar hidrotorax, ascitis, edema perirrenal, ulceracion del tracto
alimentario, necrosis tubular aguda y muerte; aunque en lesiones menos graves
grupos adyacentes de tubulos renales presentan grados variables de
degeneracion (Maxie et al., 2007); hallazgos que se evidenciaron en este estudio.
Una de las sustancias responsables de la toxicidad de algunas plantas son los
galotaninos, los cuales se hidrolizan a acido galico, acido tanico y pirogalol,
metabolitos responsables de la toxicidad (Maxie et al., 2007). En el estudio
realizado por Pereafiez et al., (2013) se encontré que la fraccion “Sm13-26" esta
constituida por compuestos fendlicos como flavonoides, leucoantocianidinas y

taninos.

En este estudio no se observaron lesiones tan severas como las descritas en la
intoxicacion con taninos en rumiantes y equinos, lo que sugiere que la fraccion
“‘Sm13-26” no posee un contenido alto de estos compuestos a las dosis
administradas. Adicionalmente, a los compuestos fendlicos, como los presentes en
esta fraccion, se les atribuyen baja toxicidad (Stohs, 2013), lo que correlaciona con

los hallazgos en este experimento.
Teniendo en cuenta los resultados de este estudio y de acuerdo a lo establecido

por la OECD, la fraccibn Sm 13-26 es un compuesto con categoria de toxicidad 5

(>2000-6000mg/kg), lo que indica que el peligro de toxicidad aguda oral es bajo.
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Finalmente, se considera que es importante caracterizar a profundidad los
compuestos que constituyen la fraccion Sm13-26, con el fin de dilucidar

exactamente su potencial farmacolégico y toxico.

4.2 CUMPLIMIENTO PARCIAL DEL OBJETIVO 3: INHIBICION DE LOS
EFECTOS DE LA PLA2 LI1S49 DEL VENENO DE Bothrops atrox POR LA
FRACCION “SM 13-26” AL ADMINISTRARSE VIA ORAL COMO PRE-
TRATAMIENTO

4.2.1 MATERIALES Y METODOS

4.2.1.1 Purificacion de latoxina

El veneno fue obtenido de especimenes de Bothrops atrox adultos que
permanecen en cautiverio en el Serpentario de la Universidad de Antioquia. El
veneno fue extraido manualmente, centrifugado, liofilizado y congelado a -70°C
hasta su uso. Para el aislamiento de la PLA> Lis49, se utiliz6 una muestra de
400mg de veneno disuelto en 3mL de Tris (0,05M) y Cloruro de Potasio (KCI 0,1
M) a pH 7,0. La muestra se inyecté a una columna Sephadex C-25- Carboximetilo.
Las proteinas fueron eluidas empleando un gradiente de 0.1 a 0.75 M de KCI a
ImL/min; el perfil de elucion fue monitoreado a 280 nm. Se obtuvieron 6
fracciones, de las cuales se colecto la fraccion seis, correspondiente a la PLA, de
acuerdo a lo descrito por Nufiez et al., (2004a). Posteriormente se dializd, se
secO y se evaludé su pureza por electroforesis en gel de poliacrilamida sodio-
duodecil-sulfato (SDS-PAGE) al 12% en un sistema Mini-PROTEAN Tetra Cell
(Bio-Rad); adicionalmente se realiz6 cromatografia liquida de alta presion en fase
reversa (RP-HPLC) empleando una columna C18 (ResteK) y un cromatografo
Shimadzu. La proteina fue eluida empleando un gradiente lineal de acetonitrilo de
0 a 66% (v/v) con 0,1% de acido trifluoroacético (TFA). La pureza se determind
empleando como solvente A el TFA al 0.1% y como solvente B el acetonitrilo con

las siguientes condiciones de corrida; 5 min 0% solvente B, 5 a 20 min gradiente
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de 0 a 70 % con el solvente B y 5 min 70% de solvente B. La lectura se realiz6 a
215 nm.

4.2.1.2 Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones (Mus musculus) Swiss Webster convencionales, de cinco a
seis semanas de edad, hembras y machos, entre 20 y 25 gramos de peso
corporal. Los animales pertenecian al Bioterio de la Sede de Investigacion
Universitaria, se mantuvieron con luz artificial y un fotoperiodo de 12 horas,
temperatura de 22+1 °C y humedad relativa de 60+4 %. Previo a cada
experimento se realiz6 un periodo de adaptacion al medio de cinco dias. Todos los
animales recibieron tratamiento analgésico con Tramadol (Laboratorio
Farmacéutico Vitalis, Bogota, Colombia) a dosis de 31,6 mg/kg via SC como unica
dosis previo a la administracion de la toxina. Durante la aplicacion de los
tratamientos o la toma de muestras, los animales fueron anestesiados con vapores
de Isoflurano (Piramal Healthcare Limited, Andhra Pradesh, India). La eutanasia
se realizd6 con COy; la mitad de cada grupo experimental se sacrifico a las 24
horas y los restantes a las 48 horas; a todos los animales se les realizd necropsia

inmediata.

4.2.1.3 Administracion de tratamiento oral

Para este experimento se utilizaron tres grupos de seis ratones cada uno; los
grupos uno y dos recibieron la fraccion Sm 13-26 de Swietenia macrophylla
(50upg/g en 0,2mL SSF) via oral con sonda orogastrica, cada 24 horas durante 4
dias y el grupo tres recibio 0,2mL de SSF con la misma frecuencia de los grupos
uno y dos. El dia cuarto, 60 minutos después de la administracion del tratamiento,
los grupos uno y tres recibieron una inyeccion de la PLA; Lis49 del veneno de
Bothrops atrox, (20ug/50uL SSF) en el masculo gastrocnemio derecho y el grupo
dos recibié una inyeccion de 50uL de SSF en el masculo gastrocnemio derecho.
Todos los animales fueron observados durante la primera media hora. Tres horas
después se les tomd una muestra de sangre que se colecté en capilares

heparinizados; finalmente la eutanasia se realiz6 a las 24 y 48 horas posteriores a
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la administracién de la toxina y durante la necropsia se tomaron muestras del
musculo gastrocnemio, de la piel del sitio de inyeccién, del corazén y de los
rifiones. Los hallazgos de la necropsia se consignaron en un formato individual
(Anexo 2).

4.2.1.4 Actividad de la Creatina-kinasa (CK)

Las mediciones se hicieron empleando un kit CK-NAC (Wiener Laboratorios,
Colombia). Después de centrifugar las muestras, se obtuvo el suero obtenido a
partir de 100 puL de sangre extraida de la vena coccigea de cada animal. Los
valores se expresaron en U/L (unidades/litro).

4.2.1.5 Analisis Histopatologico

Las muestras de los tejidos se fijaron en formalina bufferada al 10%, se incluyeron
en parafina y se cortaron a 4um de espesor. Los tejidos se tifieron con
Hematoxilina Eosina, H-E y el misculo ademas se colore6 con Hematoxilina Acida
Fosfotungstica, HAF (Garcia del Moral, 1993). El procesamiento y la lectura de las
muestras se realizaron en el laboratorio de Patologia Animal de la Universidad de
Antioquia. Para el analisis histopatolégico, los cortes se evaluaron en un
microscopio optico Leica DMLB (Meyer Instruments, Houston, TX, USA) y a las
lesiones observadas se les dio una valoracion semi-cuantitativa (Tabla 1),
hallazgos que se consignaron en el formato de analisis histopatolégico (Anexo 4).
Con la coloracion con Hematoxilina Acida Fosfotingstica se determiné el grado de

pérdida de estriaciones del tejido muscular y lisis celular.

4.2.1.6 Analisis estadistico
Para evaluar las diferencias entre los grupos se utilizé la prueba no paramétrica de
Mann Withney. El valor de p<0.05 se consider6 estadisticamente significativo. Los

analisis se realizaron en el Software SPSS (IBM, Statistic Version 20).

4.2.2 RESULTADOS
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4.2.2.1 Administracion oral de la fracciéon y la toxina

Durante el tiempo que se administré la fraccion “Sm13-26” via oral, no se
observaron cambios en el comportamiento ni en el estado clinico de los animales
en ningun grupo. En los grupos que recibieron la inyeccion de la miotoxina, se
observé edema leve en el miembro afectado a las 24 horas, pero no a las 48

horas, independiente de que hubiesen recibido el tratamiento.

4.2.2.2 Actividad de la Creatina-kinasa (CK)

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p=0,631) en los
niveles de Creatina-kinasa (CK) entre el grupo que recibi6 el tratamiento oral con
la fraccion “Sm13-26” (grupo 1) y el grupo que solo recibié la miotoxina (grupo 3),
lo cual indica que la fraccion Sm13-26 administrada por via oral como
pretratamiento, no logré reducir la mionecrosis ocasionada por la toxina. En el
grupo que solo recibio el extracto (grupo 2) no se observé aumento de la CK
(Figura 4).

4.2.2.3 Hallazgos histopatoldgicos

Los hallazgos histopatolégicos en el musculo a las 24 horas (n=3) indicaron
mionecrosis toxica entre moderada y severa en todos los animales que recibieron

la miotoxina (

Figura 5 y Figura 6), independiente de que hubiesen recibido el tratamiento
(p=0,575). Respecto a las demas variables, como la degeneracién hialina de las
fibras musculares (p=0,176), el edema (p=1,000) y la inflamacion (p=0,932), no se
observaron diferencias marcadas entre los grupos. En los animales que se
sacrificaron a las 48 horas (n=3), se observo reparacion del mudsculo en fase
temprana, con predominio de macrofagos y neutréfilos fagocitando las fibras

necroticas, asi como la proliferacién de células satélite miogénicas, fibroblastos
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hipertréficos y aumento en el namero de mitosis (Figuras 5B y 5D). Estos

hallazgos no se relacionaron con la administracion de la fraccion.

En la piel se observo dermatitis exudativa leve, independiente de que hubiesen

recibido el extracto como tratamiento. En el corazén y en el rifibn no se

evidenciaron lesiones significativas ni diferencias entre grupos.

Niveles de CK por grupo experimental (3h)

10000
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4000
3000
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1000

CK (U/L)

Grupo 3 Grupo 1 Grupo 2

Grupos

Figura 4. Niveles séricos de la enzima Creatina-kinasa a las tres horas post-aplicacion de la
miotoxina PLA: Lis49 en ratones Swiss Webster (n=18).
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Figura 5. Fragmentos del musculo gastrocnemio a las 24 y 48 horas después de la inyeccion de la

PLA: Lis49, tras recibir un pretratamiento oral con la fraccion Sm13-26 o solucion salina. Figuras A,

Cy E 24 horas, B, Dy F a las 48 horas. Note la necrosis y la fagocitosis por neutréfilos a las 24
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horas (e), mientras que a las 48 horas predominan los macrofagos que fagocitan los restos de
fibras necréticas y la proliferacion de células satélite miogénicas y de fibroblastos (cabeza de
flechas). A y B: Tratamiento con la fraccion “Sm13-26" (grupo 1); C y D: Toxina (grupo 3); E 'y F:
Controles (grupo 2). Tincion H-E, 400X.

“Sm 13-26”-Toxina Control SSF-Toxina

Figura 6. Fragmentos del musculo gastrocnemio a las 24 horas después de la inyeccion de la PLA:
Lis49, tras recibir un pretratamiento oral con la fraccién Sm13-26 o solucion salina. El * sefiala las
areas de necrosis de las fibras, notese que no hay diferencias entre las figuras Ay C. A:
Tratamiento con Fx”Sm13-26" (grupo 1) , B: Control (grupo 2), C: Toxina (grupo 3). Tincion HAF,
400X.

4.2.3 DISCUSION

Los resultados de este estudio indican que al administrar la fraccion Sm 13-26 via
oral en dosis repetidas previo a la inyeccion de la miotoxina PLA: Lis 49, no se
lograron inhibir los efectos toxicos ocasionados por esta. No obstante, en el
estudio realizado por Pereafiez et al., (2011) se encontré que el extracto etandlico
de hojas de Swietenia macrophylla inhibi6 el 60% de la citotoxicidad in vitro
inducida por una fraccion rica en PLA> del veneno de Bothrops asper cuando fue

pre-incubado con el extracto.

En otro estudio posterior, después de fraccionar este extracto, se encontroé que la
fraccion “Sm13-26” inhibié satisfactoriamente la PLA2 Lis49 de Bothrops atrox y la
PLA> Asp49 de Bothrops asper y Crotalus durissus cumanensis in vitro e in vivo.

La fracciéon Sm 13-26 inhibié en mas del 90% la actividad miotéxica de PLA, Lis49
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de B. atrox in vitro (pre-incubando la fraccién con la toxina en relacién 10:1); sin
embargo cuando se administré la fraccion in situ segundos después de la
inyeccion de la miotoxina, la inhibicién de la miotoxicidad fue del 50% (Pereafiez
et al., 2013).

Pereafiez et al., (2013) describe que la fraccion “Sm 13-26” es rica en flavonoides,
leucoantocianidinas y taninos. Diversos estudios sugieren que la inhibicion de las
PLA2s por los compuestos fendlicos esta dada por la formacién de puentes de
hidrégeno entre el grupo hidroxilo del anillo aroméatico del compuesto, con los
aminodcidos de la toxina, lo que interfiere en la capacidad de ligar calcio y no
permite que ejerza su actividad toxica. Adicionalmente, se propone que estos
compuestos interactuan con la toxina mediante puentes hidrofobicos mediados
por anillos aromaticos (Chandra et al., 2002; Ticli et al., 2005; Da Silva et al.,
2009; Perearfiez et al., 2011). También se ha propuesto que los taninos como la
catequina, precipitan las proteinas de los venenos mediante la quelacion de iones
metalicos divalentes como Calcio y Zinc, necesarios para la actividad de algunas
de estas toxinas, como es el caso de las PLAz (Pithayanukul et al., 2010; Xu et al.,
2012; Zhang et al., 2013; Mourao et al., 2014).

Existen diversos trabajos experimentales donde se han utilizado extractos de
plantas como pretratamiento para el envenenamiento por diversas especies de
serpientes. En el estudio realizado por Fung et al., (2009) se evaluo el extracto de
Mucuna pruriens frente al veneno de la cobra de Malasia (Naja sputatrix), el cual
se administré como pretratamiento intraperitoneal semanalmente durante 21 dias,
y presentd efectos protectores frente al veneno ya que neutralizé su actividad
letal. En el estudio de Tan et al., (2009), donde se evalud el mismo extracto como
pretratamiento intraperitoneal frente a los venenos de Calloselasma rhodostoma,
Naja sputatrix, Ophiophagus hannah, Bungarus candidus y Vipera russelli, se
encontré6 que solo inhibi6 parcialmente la actividad letal del veneno de C.
rhodostoma y N. sputatrix, mientras que para el veneno de O. hannah, B.

candidus y V. russelli solo prolongé el tiempo de sobrevida. Patifio et al., (2012)
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encontraron que el extracto de Renealmia alpinia como pretratamiento
intraperitoneal tiene efectos protectores frente al veneno de Bothrops asper ya
gue inhibié su actividad letal. En el estudio de Ode y Asuzu (2006) al administrar
el extracto de Crinum jagus via oral 30 minutos antes de la inyeccion del veneno,
mostro proteccién parcial contra los efectos letales del veneno de Echis ocellatus

y Bitis arietans pero no para el veneno de Naja nigricollis.

En estudios experimentales relacionados con los efectos locales del veneno,
como el realizado por Mouréo et al., (2014), donde se utilizé el extracto de Bellucia
dichotoma como inhibidor de los efectos locales del veneno de Bothrops atrox, se
observo disminucion parcial de los efectos locales cuando se administré el
pretratamiento oral; mientras que cuando se pre-incubo el extracto con el veneno
la inhibicion fue del 100%, lo que indica que la actividad quelante de iones de
estos extractos se favorece durante la pre-incubacion y no es completa cuando se

administra como pretratamiento oral.

Los mecanismos de accion propuestos para los compuestos fendlicos frente a las
toxinas de serpientes, indican que estos metabolitos con potencial terapéutico
deben administrarse por via intramuscular o local, donde se garantice su
biodisponibilidad de forma rapida en el sitio de la mordedura, y se permita que
estos compuestos formen complejos estables de forma rapida con las toxinas que
tienen efectos locales; como es el caso de la PLAz Lis49, antes de que ejerzan su

actividad toxica.
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4.3 CUMPLIMIENTO DE LOS OBJETIVOS 2 Y 3: ARTICULO PARA
PUBLICACION

“Reduccion de la mionecrosis ocasionada por la PLA; homéloga del veneno

de Bothrops atrox (Viperidae) por el extracto de Bixa orellana L. (Bixaceae)”

Con el articulo que se expone a continuacion, se detalla el cumplimiento del
objetivo dos; “Determinar si el extracto de Bixa orellana posee efecto inhibitorio de
la mionecrosis local inducida por la fosfolipasa A homodloga del veneno de
Bothrops atrox tras la aplicacién local de este extracto”, y parte del objetivo tres;
“‘Determinar si el extracto de Bixa orellana y la fraccion “Sm13-26” del extracto de
Swietenia macrophylla poseen efecto quimiopreventivo de los efectos toxicos

inducidos por una miotoxina del veneno de Bothrops atrox”.

Ana Maria Henao Duque!’, Berardo de JeslUs Rodriguez? Vitelbina Nufiez
Rangel*?

! Programa de Ofidismo/Escorpionismo, Universidad de Antioquia UdeA; Calle 70
No0.52-21, Medellin, Colombia.
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Antioquia UdeA; Calle 70 No.52-21, Medellin, Colombia.

3 Escuela de Microbiologia, Universidad de Antioquia UdeA; Calle 70 No.52-21,
Medellin, Colombia.

" Corresponding author, ana.h.cat@gmail.com

4.3.1 RESUMEN.

En Colombia los accidentes ofidicos son causados principalmente por viboras del
género Bothrops, ocasionando anualmente secuelas locales en un 6 a 10% de los
pacientes afectados. Las fosfolipasas A> (PLA2) miotoxicas son uno de los
principales componentes del veneno de estas viboras, generan mionecrosis
extensa, edema, hiperalgesia en inflamaciéon en el sitio de la mordedura. Los

extractos de plantas son fuente de recursos farmacolégicos con estudios limitados
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gue son utilizados ampliamente por la medicina tradicional para tratar dolencias
como las causadas por el accidente ofidico. El extracto de hojas de Bixa orellana
ha neutralizado algunos de los efectos del veneno de Bothrops asper/atrox in vitro.
En este estudio se evalu6 dicho extracto administrandolo in situ como tratamiento,
y via oral como pre-tratamiento inhibidor de los efectos de una miotoxina del
veneno de B. atrox in vivo, empleando la medicidn de la enzima creatina-kinasa y
el andlisis histopatologico. Los resultados muestran que la aplicacion del extracto
in situ, después de la inyeccion de la toxina disminuy6 la mionecrosis local en un
38-60% de forma significativa (p=0.009). No obstante, al administrar el extracto
oral como pre-tratamiento no se inhibié la mionecrosis (p=0.522). Estos resultados
demuestran el potencial de este extracto como fito-terapéutico local y posible
adyuvante a la terapia con antivenenos. Se sugieren estudios experimentales y
clinicos que permitan evaluar a profundidad este extracto, teniendo en cuenta que
en andlisis preliminares se ha encontrado que tiene bajo potencial toxico y su uso

medicinal externo esta aprobado en Colombia.

Palabras clave: Accidente ofidico, Bixa orellana, extractos, fosfolipasas Az, vibora.

4.3.2 INTRODUCCION

El accidente ofidico es un problema de salud publica que afecta las regiones
tropicales y subtropicales del mundo, en el afio 2009 la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) catalogé dicho evento como una enfermedad tropical desatendida
(WHO, 2009). En Colombia, se reportaron 4303 casos en el afio 2014, sin
embargo debido al alto indice de subregistro se estima que esta cifra sea mucho

mayor (Sivigila, 2014).

En Colombia hasta el 95% de los accidentes son ocasionados por viboras, donde
Bothrops asper y Bothrops atrox ocasionan cerca del 70% de dichos accidentes
(Otero et al., 2002, Walteros et al., 2014). Sus venenos generan efectos locales y
sistémicos como: edema, mionecrosis, hemorragia, alteraciones de la coagulacion,

nefrotoxicidad, entre otros. Ademas, se estima una mortalidad del 3-5% y secuelas
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en el 6-10% de los casos, principalmente como resultado de la dermonecrosis y la

mionecrosis en el sitio de la mordedura (Otero, 2009).

Entre los componentes responsables de este efecto estan las PLA, las cuales
representan entre el 24 y 45 % del veneno de B. asper y B. atrox (Angulo y
Lomonte, 2009; Nufez et al., 2009). Las PLA; presentes en estos venenos pueden
ser enzimaticamente activas si presentan un Aspartato en la posicién 49 y se les
conoce como ASP49; por el contrario las que presentan una Lisina en esa misma
posicién son enzimaticamente inactivas y se les llama LYS 49 o fosfolipasas
homdélogas. Estas Ultimas, a pesar de no degradar los fosfolipidos de las
membranas, inducen alteraciones en la célula muscular generando mionecrosis y
edema local (Gutiérrez, 2002), ademas de infiltracion leucocitaria moderada e
hiperalgesia (Nufiez et al., 2004a; Lomonte y Rangel, 2012).

El antiveneno es el Unico tratamiento eficaz que neutraliza la accion del veneno,
sin embargo, la neutralizacion de los efectos que se producen a nivel local es
limitada, debido a que estos se desarrollan en minutos y a que algunos
componentes de los venenos no inducen una adecuada respuesta inmunoldgica,
lo que genera la presencia limitada de anticuerpos en el antiveneno, resultando en
una pobre neutralizacion de algunos de los efectos locales (Rucavado et al.,
2012). Por otro lado, existen multiples factores extrinsecos que contribuyen a la
ineficacia del tratamiento para contrarrestar las lesiones locales, como es el
retraso en la administracion de la terapia que ocurre en areas rurales y de dificil
acceso, en ocasiones a la no disponibilidad de este medicamento en hospitales
rurales y a la practica de la medicina tradicional como terapia primaria para tratar
estos accidentes, hecho que se estima ocurre entre el 40-50% de los pacientes
mordidos (Gutiérrez et. al., 1998; Otero, 2009).

Estos factores contribuyen a que al momento de administrar la terapia

convencional, las toxinas implicadas en el desarrollo de lesiones a nivel local

hayan ejercido su efecto. Adicionalmente, en trabajos experimentales se ha
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demostrado que la administracion del antiveneno inmediata a la inyecciéon del
veneno, no neutraliza efectos locales como la mionecrosis (Rucavado et al., 2012).
Por esta razén, es fundamental encontrar tratamientos coadyuvantes a la terapia
con antivenenos, que permitan reducir los efectos toxicos locales como la
mionecrosis, lo que ha estimulado el desarrollo de diferentes estudios que buscan
inhibir algunas toxinas del veneno como por ejemplo las PLA, miotéxicas (Lindahl
and Tagesson, 1997; Gutiérrez et al., 1998; Ticli et al., 2005; Da Silva et al., 2009).

Entre estos estudios se destaca la evaluacion de plantas con potencial antiofidico,
entre ellas, Bixa orellana L (Achiote), ya que el uso de sus hojas y ramas fue
descrito como tratamiento del accidente ofidico en la medicina tradicional de
Colombia (Otero et al., 2000a). Adicional a esto, el extracto de hojas demostro
inhibicion de varios de los efectos del veneno de B. asper/B. atrox in vitro, entre
ellos el efecto hemolitico indirecto, indicando actividad sobre las fosfolipasas A2
del veneno (Otero et al., 2000b, 2000c).

En este trabajo se pretendio determinar si el extracto etandlico de Bixa orellana L
inhibia la mionecrosis local inducida por la fosfolipasa A2 Lis49 del veneno de B.
atrox, mediante la aplicacion in situ como tratamiento y administrandolo via oral
como quimiopreventivo. Para esto se utilizaron como indicadores los niveles de

Creatina-kinasa y el analisis histopatolégico.

4.3.3 MATERIALES Y METODOS

4.3.3.1 Purificacion de latoxina

El veneno fue obtenido de especimenes de Bothrops atrox adultos que
permanecen en cautiverio en el Serpentario de la Universidad de Antioquia. El
veneno fue extraido manualmente, centrifugado, liofilizado y congelado a -70°C
hasta su uso. Para el aislamiento de la PLA> Lis49, se utiliz6 una muestra de
400mg de veneno disuelto en 3mL de Tris (0,05M) y Cloruro de Potasio (KCI 0,1

M) a pH 7,0. La muestra se inyecté a una columna Sephadex C-25- Carboximetilo.
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Las proteinas fueron eluidas empleando un gradiente de 0.1 a 0.75 M de KCI a
ImL/min; el perfil de elucion fue monitoreado a 280 nm. Se obtuvieron 6
fracciones, de las cuales se colect6 la fraccion seis, correspondiente a la PLA2 de
acuerdo a lo descrito por Nuofez et al., (2004a). Posteriormente se dializé, se
secd y se evalubd su pureza por electroforesis en gel de poliacrilamida sodio-
duodecil-sulfato (SDS-PAGE) al 12% en un sistema Mini-PROTEAN Tetra Cell
(Bio-Rad), adicionalmente se realizé cromatografia liquida de alta presién en fase
reversa (RP-HPLC), empleando una columna C18 (ResteK) y un cromatégrafo
Shimadzu. La proteina fue eluida empleando un gradiente lineal de acetonitrilo de
0 a 66% (v/v) con 0,1% de &cido trifluoroacético (TFA). La pureza se determind
empleando como solvente A: TFA 0.1% y solvente B acetonitrilo con las
siguientes condiciones de corrida: 5 min 0% solvente B; 5 a 20 min gradiente de O
a 70 % con el solvente B y 5 min 70% de solvente B. La lectura se realizé a 215

nm.

4.3.3.2 Material vegetal y preparacion del extracto de Bixa orellana

El material vegetal fue colectado de plantas cultivadas en un predio privado del
municipio de San Luis, Antioquia. Las hojas fueron secadas en una incubadora
convencional a temperatura de 37+0.2°C durante 48 horas. El material seco
fue sometido a un proceso de percolacion con etanol (Merck®, Alemania) al 96%
en una relacién 1:4 hoja: solvente durante 60 horas, este proceso se realiz6
con agitacion continua a 4+0.2°C protegido de la luz; pasadas 60 horas, el
material fue filtrado y secado en Speedvac (Vacufuge plus, Eppendorf) vy

almacenado a -20°C hasta su uso.

4.3.3.3 Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones (Mus musculus) Swiss Webster convencionales de cinco a
seis semanas de edad, hembras y machos, entre 20 y 25 gramos de peso
corporal. Los animales pertenecian al Bioterio de la Sede de Investigacion
Universitaria, se mantuvieron con luz artificial y un fotoperiodo de 12 horas,
temperatura de 22+1 °C y humedad relativa de 60+4 %. Previo a cada

experimento se realiz6 un periodo de adaptacion al medio de cinco dias. Todos los
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animales recibieron tratamiento analgésico con Tramadol (Laboratorio
Farmacéutico Vitalis, Bogota, Colombia), a dosis Unica de 31,6 mg/kg via SC
previo a la administracion de la toxina. Los animales empleados y los protocolos
utilizados en este estudio fueron aprobados por el Comité de Etica para la
Experimentacién con Animales de la Universidad de Antioquia (Acta Nro. 87 del 30
de Enero de 2014).

4.3.3.4 Ensayo de inhibicién con la administracion in situ del extracto

Para este experimento se utilizaron 3 grupos de 5 ratones; los grupos 1y 2
recibieron la inyeccion de la toxina (20ug/50uL de SSF) en el muasculo
gastrocnemio derecho, el tercer grupo recibi6 como control la inyeccion
intramuscular de 50uL de SSF. Treinta segundos después, el grupo 1 recibié una
inyeccion de 50uL de SSF y los grupos 2 y 3 el extracto de hojas de B. orellana
(200 pg/50uL de SSF) en el mismo lugar de la inyeccion de la toxina. Los animales
fueron evaluados durante la media hora subsecuente. Tres horas después se
tomo una muestra de sangre de todos los animales para determinar la actividad de
la Creatina-kinasa (CK, Wiener Laboratories, Colombia), la muestra se almaceno
en capilares heparinizados. Posteriormente se realizd eutanasia con CO. y se
tomaron muestras del musculo gastrocnemio y de la piel del sitio de inyeccion para

la evaluacién histopatoldgica.

4.3.3.5 Ensayo de inhibiciéon con la administraciéon oral del extracto

Para este experimento se utilizaron tres grupos de seis ratones cada uno; los
grupos uno y dos recibieron el extracto de B. orellana (50ug/g en 0,2mL de SSF)
via oral y el grupo tres recibié 0,2mL de SSF via oral cada 24 horas durante 4
dias. El dia cuarto, 60 minutos después de la administracién del tratamiento, los
grupos uno y tres recibieron una inyeccién intramuscular de la toxina (20ug/50uL
de SSF) y el grupo dos recibié inyeccion de 50uL de SSF en el musculo
gastrocnemio derecho. Los animales fueron observados durante la primera media
hora. Tres horas después se les tomd una muestra de sangre para determinar la
actividad de la Creatina-kinasa (CK), la cual se almacené en capilares

heparinizados. Finalmente se realizé eutanasia con CO; a las 24 (n=9) y 48
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horas(n=9) horas posteriores a la administracion de la toxina y durante la
necropsia se tomaron muestras del masculo gastrocnemio, de la piel del sitio de

inyeccion, del corazén y de los rifiones.

4.3.3.6 Andlisis histopatol6gico

Las muestras de tejido se fijaron en formalina bufferada al 10%, se incluyeron en
parafina y se cortaron a 4um de espesor (Garcia del Moral, 1993). Todos los
tejidos se tifieron con Hematoxilina Eosina, H-E y el masculo, ademas, se colore6
con Hematoxilina Acida Fosfotingstica, HAF (Garcia del Moral, 1993). El
procesamiento de las muestras y la lectura se realizé en el laboratorio de
Patologia Animal de la Universidad de Antioquia. Para el analisis histopatolégico,
los cortes se evaluaron en un microscopio optico Leica DMLB (Meyer Instruments,
Houston, TX, USA) y a las lesiones observadas se les dio una valoracion semi-
cuantitativa (Tabla 4). Con la coloracion de Hematoxilina Acida Fosfotlingstica se
determind el grado de pérdida de estriaciones y lisis celular. Para realizar una
evaluacion cuantitativa de la necrosis del musculo se tomaron microfotografias de
los cortes con una camara digital Leica EC3 Microscopy (Leica Microsystems,
Heerbrugg, Switzerland). La imagenes fueron analizadas con el Software ImageJ
(Rasband, 2014), donde se delimito y midié el area del tejido sano y del tejido

necrotico y se determind el porcentaje de afectacion del tejido.

Tabla 4. Escala de medicion de las variables histopatolégicas

Escala Interpretacién delalesién  Extension

1 Sin lesién No presencia

2 Lesion leve Focal, 15% del tejido afectado

3 Entre leve y moderada Focal, compromiso del 15-35% del tejido

4 Moderada Multifocal, compromiso del 35-50% del tejido

5 Entre moderada y severa  Multifocal, compromiso del 65-85% del tejido

6 Severa Extensa, difusa, compromiso 85-100% del tejido
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4.3.3.7 Analisis estadistico

Para evaluar las diferencias entre los grupos se utilizo la prueba no paramétrica de
Mann Withney. El valor de p <0,05 se considero estadisticamente significativo. Los
analisis se realizaron en el Software SPSS (IBM, Statistic Version 20).

4.3.4 RESULTADOS

4.3.4.1 Ensayo de inhibicion in situ

Tres horas después de la administracion de la toxina se observd que los animales
gue solo recibieron la toxina presentaban edema severo; mientras que los que
recibieron el extracto de hojas como tratamiento presentaban edema leve del
miembro inyectado. Respecto a los niveles de creatina-kinasa entre el grupo que
recibio el tratamiento (grupo 2) con el grupo que no lo recibié (grupo 1),
presentaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,009), lo que indica
gue el extracto de hojas logro reducir la mionecrosis ocasionada por la toxina. En
el grupo que solo recibio el extracto (grupo 3) no se observo aumento de la CK
(Figura 7).

Niveles de CK por grupo experimental (3h)
12000
10000
— 8000
= 6000
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0 [
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Grupos

Figura 7. Niveles de la enzima Creatina-kinasa a las tres horas post-aplicacién del tratamiento en
el ensayo de inhibicion in situ. Grupo 1: Control positivo; Grupo 2: Tratamiento con el extracto;

Grupo 3: Control negativo, (n=15).
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En el andlisis histopatolégico semicuantitativo, los animales que recibieron la
solamente la inyeccion de la toxina (grupo 1) presentaron mionecrosis de
moderada a severa, edema, degeneracion hialina de las fibras musculares y un
infiltrado leucocitario constituido principalmente por neutréfilos. En los animales
gue recibieron el tratamiento con el extracto de Bixa orellana in situ (grupo 2), se
encontré que la necrosis generada por la toxina se redujo (Figura 8), diferencia
que fue estadisticamente significativa respecto al grupo que recibié la toxina
Unicamente (p=0.009). Adicionalmente, en los animales que recibieron el
tratamiento con el extracto (grupo 2), también disminuyé el edema (p=0.031);
mientras que la degeneracion de las fibras y la inflamacién del musculo no
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre estos dos grupos

(p=0.606 y p=0.058, respectivamente).

En la evaluacion cualitativa con la coloracion con Hematoxilina Acida-
Fosfotungstica (HAF) se evidencio que los animales que recibieron el tratamiento
con el extracto (grupo 2) presentaron menor porcentaje de pérdida de estriaciones
y de lisis 0 necrosis de las fibras musculares, lesiones que se muestran en la y
Figura 9. A partir del procesamiento de las fotografias de los cortes de musculo en
el Software ImageJ, se encontré que la necrosis ocasionada por la toxina afecto
entre el 42,46 y 46,40% del musculo inyectado, mientras que en los animales que
recibieron el tratamiento con el extracto de hojas la necrosis solo fue del 16,19 al
28,00% del musculo.

En la piel del sitio de inyeccion se observé paniculitis exudativa y edema, de estas
lesiones solo el edema se redujo de forma leve al administrar el extracto in situ en
el grupo 2 (p=0.032). Adicionalmente, se observd que en los animales que solo

recibieron la inyeccion del extracto, se desarroll6 inflamacion y edema leve.
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Figura 8. Fragmentos del musculo gastrocnemio a las 3 horas post-aplicacion del tratamiento in
situ: A. Toxina-Solucién salina (grupo 1), B. Toxina-Extracto (grupo 2), C. Extracto -Solucion salina
(grupo 3). El * muestra la contraccion y necrosis de la fibra muscular y el e indica la degeneracion
hialina de las fibras. Tincién H-E, 400X.

Figura 9. Fragmentos del musculo gastrocnemio a las 3 horas post-aplicacién del tratamiento in
situ; A. Toxina-Solucién salina (grupo 1), B. Toxina-Extracto de hojas (grupo 2), C. Extracto de
hojas-Solucion salina (grupo 3). El * resalta el area donde hay pérdida de estriaciones de las fibras

y el e indica las areas de lisis y necrosis de las fibras. Tincién HAF, 400X.

4.3.4.2 Ensayo de inhibicion oral

Durante el tiempo que se administro el extracto via oral, no se observaron cambios
en el comportamiento ni en el estado clinico de los animales. En los grupos que
recibieron la inyeccion de la miotoxina, se observd edema leve en el miembro
afectado a las 24 horas, pero no a las 48 horas, hecho que fue independiente de
gue hubiesen recibido el tratamiento. Los niveles de Creatina-kinasa (CK) entre el
grupo que recibié el tratamiento con B. orellana y el grupo que solo recibi6 la
miotoxina, no presentaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,522), lo
cual indica que el extracto de hojas via oral no logré reducir la mionecrosis
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ocasionada por esta fosfolipasa. En el grupo que solo recibié el extracto no se

observé aumento de la CK (Figura 10).

En la valoracién semicuantitativa del misculo a las 24 horas (n=9), se observo
mionecrosis tdxica entre moderada y severa en todos los animales que recibieron
la miotoxina, independiente de que hubiesen recibido el tratamiento (p=1,000). En
las variables edema (p=0,176) e inflamacién (p=0,932) no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos a las 24 y 48 horas,
mientras que en la variable degeneracion hialina si se evidenciaron diferencias
leves (p=0,043), con un menor grado de lesion en el grupo que recibio el
tratamiento con el extracto. En los animales que se sacrificaron a las 48 horas
(n=9), se observo reparacion del musculo en fase temprana, donde predominaron
macrofagos y neutrofilos fagocitando las fibras necroticas, asi como la
proliferacion de células satélite miogénicas, fibroblastos hipertréficos y aumento en
el namero de mitosis (
Figura 11 y Figura 12). Estos hallazgos no se relacionaron con la administracion del

extracto.
En la piel se observo dermatitis exudativa leve, independiente de que hubiesen

recibido el extracto como tratamiento. En el corazén y en el riidn no se

evidenciaron lesiones significativas ni diferencias entre grupos.
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Figura 10. Niveles de la enzima Creatina-kinasa a las tres horas post-aplicacion del tratamiento en
el ensayo de inhibicion oral. Grupo 1: Tratamiento; Grupo 2: Control negativo; Grupo 3: Control

positivo, (n=18).
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Figura 11. Fragmentos del musculo gastrocnemio del ensay

0 de inhibicién oral, Figuras A, Cy E
24 horas; B, Dy F a las 48 horas. Nétese la necrosis y la fagocitosis por neutréfilos a las 24 horas
(®), mientras que a las 48 horas predominan los macréfagos que fagocitan los restos de fibras
necroticas y la proliferacion de células satélite miogénicas y de fibroblastos (flechas). Ay B:

Tratamiento con el extracto (grupo 1); Cy D: Control positivo (grupo 3); E y F: Control negativo
(grupo 2). Tincion H-E, 400X.
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Figura 12. Fragmentos del misculo gastrocnemio a las 24 horas del ensayo de inhibicién oral. El *
sefiala las areas de necrosis de las fibras, notese que no hubo diferencias entre las figuras Ay C.
A: Tratamiento con el extracto (grupo 1), B: Control negativo (grupo 2), C: Control positivo (grupo
3). Tincién HAF, 400X.

4.3.5 DISCUSION

En este estudié se encontr6 que el extracto de hojas de Bixa orellana logré
disminuir la mionecrosis ocasionada por la PLA: Lis 49 del veneno de B. atrox al
aplicarlo via intramuscular segundos después de la inyeccion de la miotoxina, sin
embargo, al administrarse via oral como pre-tratamiento no se observo inhibicién
lo que indica que posiblemente los compuestos con potencial terapéutico deban
administrarse por via intramuscular o local, donde se garantice la biodisponibilidad

de forma rapida en el sitio de la mordedura (Gutiérrez y Ownby, 2003).

Previamente se han reportado terpenoides, tocotrienoles y flavonoides en el
extracto etandlico de las hojas de B. orellana, compuestos que experimentalmente
han presentado propiedades antimicrobianas y antioxidantes (Shilpi et al., 2006;
Viuda-Martos et al., 2012; Stohs, 2013).

En estudios experimentales los compuestos fendlicos han inhibido las fosfolipasas
A> del veneno de serpientes (Lindahl and Tagesson, 1997; Carvalho et al., 2013).
Entre ellos, el acido rosmarinico y el a-Tocoferol, cuyo mecanismo de inhibicion
propuesto es por la formacién de puentes de hidrégeno entre el grupo hidroxilo del
anillo aromatico del compuesto con los aminoacidos de la toxina, lo que genera

interferencia en la capacidad de ligar calcio por parte de esta. Otro mecanismo
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propuesto es la interaccion con puentes hidrofébicos mediados por anillos
arométicos entre el compuesto y la toxina (Chandra et al., 2002; Ticli et al., 2005;
Da Silva et al., 2009; Pereafiez et al., 2011). También se ha propuesto que los
taninos, precipitan las proteinas de los venenos mediante la quelacion de iones
metalicos divalentes como Calcio y Zinc, necesarios para la actividad de algunas
de estas toxinas, como es el caso de las PLA> (Zhang et al., 2013; Mourao et al.,
2014).

Los resultados sobre la aplicacion in situ del extracto de B. orellana en este
trabajo, soportan lo planteado en estudios experimentales previos (Chandra et al.,
2002; Ticli et al., 2005; Da Silva et al., 2009; Pereafez et al., 2011), donde se
plantea que el efecto de los compuestos fendlicos presentes en los extractos de
plantas es inhibir la fosfolipasa al impedir que ejerza su actividad, pero no actian
sobre los efectos que esta produce en el tejido. Adicionalmente, es importante
destacar que en los modelos de evaluacion de extractos de plantas, generalmente
se incluyen experimentos in vitro, es decir, donde se pre incuba el extracto previo
a su inoculacion en el animal, sin embargo, este método se ha re-evaluado ya que
sobreestima la capacidad inhibitoria del extracto (Mour&o et al., 2014). Por esto,
evaluar estos compuestos en condiciones similares a su uso convencional,
muestra las propiedades inhibitorias reales de estos, tal como se evidencia en este

estudio.

El extracto de B. orellana logré inhibir parcialmente la necrosis y el edema
ocasionados por la miotoxina, sin embargo, no inhibié la inflamacién ni la
degeneracion hialina ocasionada por esta. En el estudio realizado por Mora et al.,
(2008), se demuestra que el edema ocasionado por la PLA; Lis49 esta mediado
en gran parte por la contraccion de los vasos linfaticos y la reduccion en su lumen
impidiendo el drenaje de fluidos, ya que se encontré que la miotoxina es citotéxica
para las células de muasculo liso en cultivo y se presume que afecta las células del
musculo liso presentes en los vasos. Adicionalmente, se ha descrito que la
miotoxina produce incremento en la prostaglandina E2 y en la expresiéon de COX-

2, lo que implica que el dafio en la membrana plasmatica de la célula muscular no
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es el unico mecanismo por el cual se liberan mediadores inflamatorios producto de
la actividad de dicha toxina (Teixeira et al., 2009; Moreira et al., 2013). Estos
mecanismos descritos, soportan la idea de que la via por la que se desarrolla la
inflamacion es diferente a la via por la cual se produce la lesion en la célula

muscular (Kanashiro et al., 2002).

Las lesiones observadas en el musculo a las 3 horas post-inyeccion, estan
relacionadas con lo descrito previamente por Gutiérrez et al., (2003) y Lomonte et
al., (2003) para las miotoxinas de B. asper, donde se evidencia mionecrosis local
extensa, edema e infiltrado leucocitario constituido principalmente por
polimorfonucleares. Este infiltrado se extendié hasta el paniculo y la dermis en el
sitio de inyeccion, hecho que fue descrito por Teixeira et al., (2009). A las 24 y 48
horas post-inyeccion, se observdé predominio del infiltrado por macrofagos,
proliferacion de células satélite miogénicas, fibroblastos y mitosis, lesiones que se
han asociado a la inyeccién de las fosfolipasas A> miotoxicas. Estas toxinas no
afectan las células satélites, por lo cual se soporta el hecho de que el dafio en la
micro-vasculatura local generado por las metaloproteasas o el veneno completo es
el responsable de que la reparacion del masculo disminuya (Gutiérrez et al., 2003-
2009; Teixeira et al., 2009).

Bixa orellana es un arbusto ornamental nativo de Centro y Suramérica,
ampliamente utilizado por la medicina tradicional para tratar diversas dolencias,
entre ellas las mordeduras de serpientes (Silva et al., 1998; Otero et al., 2000ga;
Ciro et al., 2012; Ezuruike y Prieto, 2014). En estudios previos con el extracto
etandlico de hojas de Bixa orellana se evidencié inhibicién in vitro (es decir
incubando el extracto con el veneno previo a su inyeccién) de los efectos letales
del veneno completo de Bothrops asper/atrox de forma parcial (45-80%), logrando
un 10-30% de supervivencia en los animales. Adicionalmente, inhibié el efecto
hemorragico (100% in vitro y 19% in vivo), el edema (77% in vitro y <28% in vivo)
y también en un 100% la actividad hemolitica indirecta, que se relaciona con
actividad anti-fosfolipasa. (Otero et al., 2000b-2000c; Nufiez et al., 2004b). La
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actividad antiofidica de los extractos de plantas se ha descrito ampliamente
(Flérez, 1951; Joly et al., 1987; Martz, 1992; Houghton y Osibogun, 1993; Otero et
al., 2000a) y esta actividad se ha atribuido a compuestos como flavonoides,
cumarinas y otros compuestos polifendlicos (Lindahl and Tagesson, 1997;
Pereanez et al.,, 2010). Estos compuestos tienen actividad antioxidante que
detienen o disminuyen el dafio oxidativo (Pereafez et al., 2010). Respecto a la
actividad antioxidante, se cree que esta relacionada con el secuestro de radicales
libres, donacion de un H*, quelacion de iones metalicos, o incluso que tengan el rol

de sustrato para superdxido o radicales hidroxilo (Viuda-Martos et al., 2012).

Al extracto de hojas de Bixa orellana se le atribuye actividad anti-inflamatoria,
ampliamente descrita en la medicina tradicional (Silva et al., 1998; Ezuruike y
Prieto, 2014) y en estudios experimentales en ratas, donde el extracto acuoso de
hojas de Bixa orellana inhibio el edema y la inflamacion ocasionada por
Bradicinina, Serotonina, Histamina y Carragenina (Yong et al, 2011-2013a-2013b).
No obstante, en este estudio no se observé actividad antiinflamatoria del extracto
etandlico, posiblemente porque los compuestos presentes en los extractos varian
de acuerdo al tipo de extraccion, el solvente utilizado, el tiempo que lleva el
material vegetal cosechado, la localizacién geografica y la variacion climatica bajo
las cuales crecio la planta (Stohs, 2013). En un estudio realizado con el extracto
de hojas de B. orellana, se encontré que la mayor cantidad de compuestos se
obtuvieron en extractos de cloroformo y metanol y la menor con extractos acuosos
(Radhika et al., 2010).

Andlisis fitoquimicos del extracto acuoso han revelado la presencia de 2-
butanamina, acidos acético y benzoico, acido pentanoico, fenol y pantolactona,
siendo el &cido acético el mayor constituyente del extracto acuoso, al cual se le
atribuye actividad anti-inflamatoria; como supresién de citoquinas y adhesion
leucocitaria. (Yong et al., 2013b). Sin embargo, en el extracto metandlico y

etandlico de de hojas de Bixa orellana predominan flavonoides, esteroides,
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terpenoides, fenoles, taninos, saponinas, alcaloides, glicésidos (Radhika et al.,
2010; Viuda-Martos et al., 2012)

Si bien en el estudio realizado por Nufiez et al., 2004b se describid que el extracto
de hojas de Bixa orellana presento actividad anti-edematogénica del veneno de B.
asper/atrox a dosis de 12,5ug, también se encontré6 que este extracto inducia
edema a dosis mayores a 200ug, resultados que son compatibles con los
nuestros, ya que el extracto de hojas produjo edema e inflamacién leve en los
animales del control. No obstante, se debe resaltar que el modelo de edema
empleado en el estudio de Nufiez et al., (2004b), se utiliza veneno crudo y la via
de inyeccion es subcutanea, mientras que este estudio la inyeccion es
intramuscular y se utiliz6 una dosis alta del extracto debido a que se requeria

neutralizar una dosis alta de la toxina.

En el accidente ofidico las lesiones locales como hemorragia, mionecrosis,
dermonecrosis y edema constituyen uno de los principales efectos del veneno de
vipéridos como Bothrops atrox, que ademas suelen generar complicaciones como
infecciones bacterianas secundarias y sindrome compartimental. (Lomonte y
Rangel, 2012; Gutiérrez et al., 2009). El riesgo de desarrollar estas secuelas, es
mayor cuando el tratamiento con el antiveneno se administra después de dos
horas de la mordedura, especialmente cuando hay mionecrosis, edema vy
hemorragia extensa (Otero, 2009). El dificil acceso en las areas rurales de los
paises tropicales limita la administracion temprana del antiveneno, lo que indica
gue se requieren encontrar coadyuvantes que ayuden a neutralizar estos efectos
locales en los minutos posteriores a la mordedura (Gutiérrez et al., 1998). Aunque
el tratamiento con antiveneno es eficaz para reducir efectos como la hemorragia y
las alteraciones de la coagulacion; la mionecrosis es un efecto de dificil
neutralizacion, aun si se ha administrado previamente el antiveneno (Rucavado et
al., 2012). En este estudio se encontr6 que el extracto de hojas de Bixa orellana
puede convertirse en un adyuvante fito-terapéutico local con potencial para

disminuir la mionecrosis severa que ocurre en estos envenenamientos. Se
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sugieren estudios futuros que permitan caracterizar los compuestos bioactivos de
este extracto y evaluar a profundidad esta alternativa, del mismo modo evaluar el
papel en el proceso reparativo de la lesion, teniendo en cuenta que en andlisis
preliminares se ha encontrado un bajo potencial toxico en este extracto y su uso
medicinal externo esta aprobado por la Comisién Revisora de Productos
Farmacéuticos del Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos
(INVIMA) en Colombia (Silva et al., 1998; Fonnegra y Jiménez, 2007; Stohs,
2013).
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5 CONCLUSIONES GENERALES

A partir de este trabajo se encontr6 que el extracto de hojas de Bixa orellana
reduce la mionecrosis ocasionada por la PLA2 Lis49 del veneno de Bothrops atrox
al aplicarse in situ segundos después de la inyeccion de esta toxina. Sin embargo,
al administrar el mismo extracto via oral como pre-tratamiento, previo a la
administracién de la toxina, no inhibio las lesiones inducidas por esta, lo que indica
gue no hubo efecto quimiopreventivo del extracto. Del mismo modo, la fraccion
“‘Sm 13-26" que en un estudio previo redujo los efectos de esta toxina al
administrarse in situ, no presento actividad inhibitoria al administrarse via oral.
Estos resultados indican que las terapias adyuvantes con los extractos de Bixa
orellana y Swietenia macrophylla, que buscan neutralizar los efectos locales de los
venenos deben ser de aplicacion local en el sitio de la mordedura, bien sea topico
0 inyectable, debido a que la actividad de los compuestos de estos extractos
actuan directamente sobre la toxina impidiendo que ejerza su actividad, no por un

mecanismo indirecto en el organismo.

Adicionalmente, se logré establecer la toxicidad aguda oral en ratones de la
fraccidon “Sm 13-26” del extracto de Swietenia macrophylla, lo cual contribuye a la
informacion de la seguridad de esta planta, ya que los estudios con el extracto de
sus hojas son escasos, pese a que sus compuestos representan un potencial

farmacoldgico importante.
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6 RECOMENDACIONES

Se considera importante la caracterizacion fitoquimica precisa del extracto
etandlico de hojas de Bixa orellana, debido al potencial farmacoldgico que
representa en la terapia del accidente ofidico. Del mismo modo, se recomienda
realizar otros estudios que permitan profundizar en las propiedades de este
extracto frente a otros componentes del veneno con accion local, como las
metaloproteasas, con la finalidad de llegar a utilizarse como un fito-terapeutico

local adyuvante de la terapia con antivenenos.

Se sugieren estudios para establecer exactamente la biodisponibilidad in situ de
los metabolitos activos de este extracto, con el fin de generar estrategias que
propendan en mejorar la biodisponibilidad de estos compuestos y asi ampliar su

porcentaje de neutralizacion.
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ANEXO 1
FORMATO DE SEGUIMIENTO INDIVIDUAL
PRUEBA:

TRATAMIENTO ADMINISTRADO:

CONTROL :

IDENTIFICACION DEL ANIMAL:
EDAD EN SEMANAS: SEXO:
PESO (gr):

FECHA DE INICIO DEL TRATAMIENTO:

PESO ANTES DEL TRATAMIENTO (gr) Y CONDICION CORPORAL (1-5):

TRATAMIENTO ADMINISTRADO, ESPECIFIQUE DOSIS Y HORA:

SEGUIMIENTO

FECHA Y HORA: DiA DE TRATAMIENTO:

N=NORMAL, A= ANORMAL, NE= NO EVALUADO, NO= NO SE OBSERVA

ESTADO GENERAL Y DE CONCIENCIA

CONDICION CORPORAL LETARGO

ESTADO DE HIDRATACION SUENO

PILOERECCION ESTUPOR

ALERTA COMA
SISTEMA ORGANICO N | A| NE OBSERVACION

NERVIOSO

DIGESTIVO

PIEL Y ANEXOS

ORGANOS DE LOS

SENTIDOS

RESPIRATORIO

84




MUSCULO ESQUELETICO

URINARIO

En las observaciones escriba que alteracion presenta segun el sistema y su localizacidon especifica:

NERVIOSO (temblores, convulsiones, ataxia, depresion, propiocepcion disminuida), DIGESTIVO

(sialorrea, diarrea, abdomen agudo, timpanismo), PIEL Y ANEXOS (Descamacion, alopecia, eritema,
prurito), ORGANOS DE LOS SENTIDOS (transparencia, epifora, secreciones), RESPIRATORIO
(secreciones, epistaxis, disnea, taquipnea, bradipnea, hipernea), CIRCULATORIO (presencia de

hemorragias, estado de perfusién), URINARIO (anuria, oliguria).

SEGUIMIENTO

FECHAY HORA:

DiA DE TRATAMIENTO:

N= NORMAL, A= ANORMAL, NE= NO EVALUADO, NO= NO SE OBSERVA

ESTADO GENERAL Y DE CONCIENCIA

CONDICION CORPORAL LETARGO

ESTADO DE SUENO

HIDRATACION

PILOERECCION ESTUPOR

ALERTA COMA

SISTEMA ORGANICO A | NE | OBSERVACION
NERVIOSO

DIGESTIVO

PIELY ANEXOS

ORGANOS DE LOS
SENTIDOS

RESPIRATORIO

MUSCULO ESQUELETICO

URINARIO
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ANEXO 2
FORMATO DE NECROPSIA
PRUEBA:

TRATAMIENTO ADMINISTRADO:

CONTROL :

IDENTIFICACION DEL ANIMAL:

EDAD EN SEMANAS: SEXO:

PESO (gr): CONDICION CORPORAL (1-5):
FECHA'Y HORA DE MUERTE:

EXAMENEXTERNO DEL CADAVER:

ANALISIS MACROSCOPICO DE ORGANOS

PIEL Y ANEXOS:

ORGANOS DE LOS SENTIDOS:

S. DIGESTIVO:

S. RESPIRATORIO:

S. CARDIOVASCULAR:

S. GENITOURINARIO:

S. NERVIOSO:

S. MUSCULO ESQUELETICO:

OBSERVACIONES:

ORGANOS REMITIDOS PARA HISTOPATOLOGIA:
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ANEXO 3

Laboratorio de Patologia

FORMATO DE ANALISIS HISTOPATOLOGICO

UNIVERSIDA D TOXICIDAD AGUDA DE SM13-26,23
DE .-SLN'I_“I”()‘QU]A
Fecha: Caso: No. HC 6 Identificacion: Placa:
Especie: Mus musculus Cepa: Swiss Sexo: Edad:
Webster

Instituciéon: OFIDISMO/ESCORPIONISMO

Remitente: Ana Maria Henao

DESCRIPCION MICROSCOPICA

Organo

1 2
Es6fago Estomago

3
Int. Delg.

Int. Gru.

4 5
Higado

Observaciones

Lesiébn / Grado

Deg. Turbia

Deg. Vacuolar

Deg. Grasa

Atrofia

Fibrosis

Hiperplasia

Cariomegalia

Binucleacion

Pigmento

Minerales

Cilindros Proteicos

Necrosis

Apoptosis

Congestion

Edema

Hemorragia

Trombos

PMN

Eosinodfilos

Linfocitos

Plasmocitos

Macréfagos

Diagnéstico:

Grado de Lesion

1. Sin lesidn

4. Moderada

2. Lesion leve

5. Entre Moderada
y Severa

3. Entre levey

moderada

6. Severa

Observaciones Adicionales:

87




ANEXO 3

Laboratorio de Patologia

FORMATO DE ANALISIS HISTOPATOLOGICO

UNIVERSIDAD

TOXICIDAD AGUDA DE SM13-26,23
DE .»\N'I.‘I”()‘QU]A
Fecha: Caso: No. HC 6 Identificacion: Placa:
Especie: Mus musculus Cepa: Swiss Sexo: Especie: Mus musculus
Webster

Institucién: OFIDISMO/ESCORPIONISMO

Remitente: Ana Maria Henao

DESCRIPCION MICROSCOPICA

Organo 1
Bazo

Rifidn

3

4

Corazéon | Encéfalo

5 6
Pulmén | Gastrocnemio

Observaciones

Lesiébn / Grado

Deg. Turbia

Deg. Vacuolar

Deg. Grasa

Atrofia

Fibrosis

Hiperplasia

Cariomegalia

Binucleacion

Pigmento

Minerales

Cilindros Proteicos

Necrosis

Apoptosis

Congestion

Edema

Hemorragia

Trombos

PMN

Eosinodfilos

Linfocitos

Plasmocitos

Macréfagos

Diagndstico:

Grado de Lesion

1. Sin lesidn

4,
Moderada

2. Lesion leve

5. Entre
Moderada
y Severa

3. Entre levey
moderada

6. Severa

Observaciones Adicionales:

88




UNIVERSIDAD
DE ANTIOQUILA

ANEXO 4

Laboratorio de Patologia

FORMATO DE ANALISIS HISTOPATOLOGICO

PRUEBA DE INHIBICION DE LA TOXICIDAD DE LA
MIOTOXINA POR LOS EXTRACTOS

TRATAMIENTO USADO:

Fecha:

Caso:

HC 6 Identificacion: Placa:

Especie: Mus musculus

Cepa:
Webster

Swiss | Sexo:

Edad:

Institucién: OFIDISMO/ESCORPIONISMO

Remitente: Ana Maria Henao

DESCRIPCION MICROSCOPICA

Organo

1 2
Musculo Piel

3
Rifidn

Tincion H-F | Azul de Prusia

+/- +/-

Observaciones

Lesiébn / Grado

Deg. Turbia

Deg. Vacuolar

Deg. Grasa

Atrofia

Fibrosis

Hiperplasia

Cariomegalia

Binucleacion

Pigmento

Minerales

Cilindros Proteicos

Hemorragia

Apoptosis

Congestion

Edema

PMN

Linfocitos

Plasmocitos

Macréfagos

Necrosis

Diagnéstico:

Grado de Lesion

1. Sin lesién 4. Moderada

2. Lesion leve

y Severa

5. Entre Moderada

3. Entre leve vy 6. Severa
moderada

Observaciones Adicionales:
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