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RESUMEN

La incidencia de accidentes ofidicos por Bothrops atrox es considerado un problema
de importancia en paises tropicales como Ecuador. La Amazonia ecuatoriana es
caracterizada por una alta diversidad biolégica y cultural y la etnofarmacologia
considera relevante el estudio de plantas como alternativa antiofidica, en esta region.
Una especie pionera y abundante es el arbol localmente conocido como piwi
(Piptocoma discolor) utilizado como potencial antiveneno. Con el objetivo de conocer
los efectos de los extractos de la planta ante la actividad enzimatica y toxicologica del
envenenamiento por mordeduras de serpientes, se evaluaron los perfiles del veneno
y de la planta mediante cromatografia y electroforesis, la inhibicién enzimatica
utilizando sustratos sintéticos y cromogénicos, la actividad coagulante del veneno y
su inhibicién por medio del extracto tanto acuoso como etandlico, la composicién del
extracto mediante un tamizaje fitoquimico cuantitativo y cualitativo, y los posibles
metabolitos secundarios mediante espectrometria de masas. Encontrandose que las
actividades cataliticas de las principales enzimas del veneno fueron inhibidas hasta un
79% por el extracto acuoso y hasta un 90% por el extracto etandlico de la corteza de
Piwi. La propiedad antiveneno de esta planta esta modulada principalmente por
metabolitos del grupo de los polifenoles, primordialmente los flavonoides, taninos y
antocianinas, sustancias capaces de inhibir la actividad de las enzimas PLA2, SVSPs,
SVMPs y la actividad coagulante del veneno botrhépico. Con lo cual, también se
espera que la planta tenga inhibicion frente a los efectos sistémicos y locales mediante
tratamientos in vivo.

PALABRAS CLAVE: plantas, antiveneno, enzimas, toxinologia, etnofarmacologia.
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ABSTRACT

Ophidian accidents by Bothrops atrox is considered an important problem in tropical
countries such as Ecuador. The Ecuadorian Amazon is characterized by a high biological
and cultural diversity and ethnopharmacology considers relevant the study of plants as
an antiophidic alternative in this region. A pioneer and abundant specie is the tree, locally
known as Piwi (Piptocoma discolor), used as a potential antivenom. In order to analyze
the effects of plant extracts on the enzymatic and toxicological activity of snakebite
envenomation, we evaluated the venom and plant profile by chromatography and
electrophoresis, the enzymatic inhibition using synthetic and chromogenic substrates,
the coagulant activity of the venom and its inhibition by both aqueous and ethanolic
extract, the composition of the extract by quantitative and qualitative phytochemical
screening, and the possible secondary metabolites by mass spectrometry. It was found
that the catalytic activities of the main venom enzymes were inhibited up to 79% by the
aqueous extract and up to 90% by the ethanolic extract of Piwi bark. The antivenom
property of this plant is modulated mainly by metabolites of the polyphenol group,
primarily flavonoids, tannins and anthocyanins, substances capable of inhibiting the
activity of PLA2 enzymes, SVSPs, SVMPs and the coagulant activity of botryotopic
venom. Thus, the plant is also expected to inhibit systemic and local effects by in vivo
treatments.

KEYWORDS: plants, antivenom, enzymes, toxinology, ethnopharmacology.
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CAPITULO I. MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes

Las mordeduras de serpientes han amenazado y preocupado constantemente a la
sociedad. Se estima que se producen entre 1.8 y 2.7 millones de envenenamientos por
accidentes ofidicos en el mundo anualmente. Los efectos de los accidentes ofidicos
causan, anualmente a nivel mundial cerca de 400 mil discapacidades permanentes y
alrededor de 125 mil muertes humanas [11]. Por esta razén, la Organizaciéon Mundial de
la Salud (OMS) coloca a los envenenamientos por mordedura de serpiente en la
categoria de enfermedades desatendidas, siendo una de las primeras en su lista,
evidenciando su posicion prioritaria y su magnitud principalmente en paises en via de

desarrollo [1].

En las selvas tropicales y en zonas rurales se encuentran poblaciones con bajos
recursos economicos, vulnerables a sufrir accidentes ofidicos. El 70% del territorio
ecuatoriano tiene caracteristicas favorables a la presencia de diversas especies de
serpientes [2]. De acuerdo con estadisticas epidemioldgicas en el pais, en los ultimos
afos han ocurrido entre 1400 y 1800 accidente anuales con incidencia de 9,1 casos por
100 000 habitantes y mortalidad de 0,07 por cada 100 000 habitantes [1].

Entre las serpientes que generan mayor ocurrencia de estos accidentes en la Amazonia
se destacan las llamadas “equis”, cuyo nombre cientifico es Bothrops atrox, de la familia
Viperidae [2]. El veneno de esta serpiente esta constituido principalmente por enzimas
proteoliticas, membranoliticas y degradadoras de tejido muscular, que por lo tanto
generan alteraciones fisiopatologicas locales y sistematicas en el sitio de la mordedura
[3]. Otros efectos locales son el dolor intenso, formacién de edema eritematoso,
equimosis, flictenas hemorragicos y necrosis con infeccién secundaria. Entre los efectos
sistematicos predominan la toxicidad vascular, fallas renales, fallas en la coagulacion

sanguinea y hemorragias [3].

Segun la organizacion mundial de la salud (OMS), el uUnico tratamiento cientificamente
valido contra la mordedura de serpientes venenosas es el suero antiofidico, del cual no
se dispone de una manufactura local en Ecuador desde el afio 2014 [1]. Debido a la

incidencia de estos accidentes ofidicos y la falta de recursos para tratarlos, se ha vuelto
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extremadamente necesaria la busqueda sustancias o de plantas alexiteras que

contrarresten el efecto de las toxinas presentes en los venenos de las serpientes [4].

De manera general, la constitucion bioquimica de estas plantas muestra una
caracteristica en comun representada por la habilidad de poseer actividad analgésica,
otras con actividad antiinflamatoria o0 ambas [5]. Cabe destacar que algunos extractos
de plantas presentan el potencial de modular las acciones de enzimas al secuestrar
compuestos metalicos necesarios para su activacion. Entre estas estan las enzimas
proteoliticas y fosfolipasas, siendo principales protagonistas de la mayor parte de los

efectos del veneno como edema, miotoxicidad, procoagulacion y hemorragia [6].

Con el objetivo de conocer sobre nuevos productos que contrarresten los efectos del
accidente ofidico, es de suma importancia considerar las vivencias tradicionales en
comunidades amazénicas del Ecuador. Ya que, el estudio y analisis de plantas
reportadas con efectos neutralizantes de veneno debe ser una prioridad de la

investigacion.

1.2 Envenenamiento Bothrépico

En aspectos generales, las especies del género Bothrops, se caracterizan por ocasionar
efectos ante su envenenamiento como inflamacién, hiperemia, necrosis, coagulacion,
colapso cardiovascular y disminucién de plaquetas, hemorragia y nefrotoxicidad [7].
Dichos efectos son principalmente inducidos por las enzimas, proteasas, hialuronidasas,
proteinas no enzimaticas, aminoacidos, péptidos, nucleétidos, aminas biogénicas y
otros componentes inorganicos [7]. Debido a la interaccion de este conjunto de
moléculas, el envenenamiento producido por estas serpientes genera complicaciones a
nivel sistematico del cuerpo humano y dafios locales. Entre los efectos se destacan
edema, hemorragia y necrosis [7]. Sin embargo, la composicidon del veneno y los efectos
que estos ocasionan varia significativamente de acuerdo con varios factores. Entre
estos factores estan la especie, cantidad de veneno inoculado, y factores en general del
individuo afectado como tamano, peso y edad, alterando la eficacia de la evaluacién

clinica de los distintos cuadros toxicos [8].

El veneno de B. atrox, tiene en su composicion toxinas como metaloproteinasas,
fosfolipasas A;, serinproteasas, | aminoxidasa y desintegrinas [9]. Segun Palma, et al.

(2021), en Ecuador la composicion de los perfiles protedmicos de esta especie evidencia
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mayor presencia de metaloproteasas del tipo Il (Il SVMPs) y de tipo | (I SVMPs) [9].
Dichas enzimas son descritas como altamente hemorragicas debido a que son capaces
de escindir facilmente los componentes de la matriz extracelular, causando dafio a la
microvasculatura [10]. Es decir, se presentan efectos sistematicos como disturbios de la
coagulacion sanguinea, ademas de shock y falla renal [7]. Cabe destacar que existe
evidencia de la variacién entre las isoformas de las toxinas presentes en los venenos de
los individuos de esta especie, segun la localidad geografica [9]; esto implica que al usar
un antidoto o el antiveneno, las dosis deberian variar de acuerdo con la evaluacion del

accidente ofidico.

1.3 Accidentes Ofidicos en Ecuador

En América, las serpientes de mayor importancia médica son las “viboras” de la familia
Viperidae y las “corales” de la familia Elapidae [12]. Las caracteristicas climaticas del
Ecuador favorecen el crecimiento de serpientes venenosas y no venenosas. Se han
identificado 44 especies de serpientes potencialmente venenosas y peligrosas para la
poblacién ecuatoriana [11]. Bothrops atrox es la especie responsable del 70% de

accidentes registrados en el pais anualmente [13].

Datos epidemioldgicos del Ministerio de Salud Publica de Ecuador (MSP) demuestran
que para el afo 2021 hubo un total de 1556 casos de mordedura de serpientes y hasta
la semana 28 del presente afio se han notificado un total de 771 casos (Figura 1). De
acuerdo con cifras epidemiolégicas, en el Ecuador las regiones Costa y Amazonia
muestran mayor numero de accidentes ofidicos, que afectan principalmente a
agricultores, jornaleros y campesinos debido a sus actividades laborales [2]. Como se
puede observar en las Figuras 1A y 1B, las provincias con mayor incidencia de casos

de ofidismo en Ecuador son Manabi, Orellana y Morona Santiago.
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Figura No. 1 Casos de mordeduras de serpiente en Ecuador, afio 2021 y parte del afio
2022.

Fuente: MSP, 2022 [14,15].

En la Figura 1 se muestran: A) Casos de mordedura de serpientes por provincia, afio

2021. B) Casos de mordedura de serpientes por provincia hasta SE 28, afio 2022.

1.4 Tratamiento Frente al Envenenamiento por Serpientes

En la actualidad, el unico tratamiento aprobado y validado preclinicamente frente a los
accidentes ofidicos a nivel mundial, es el suero antiofidico. Este producto biolégico de
alta relevancia es fabricado a partir de la molécula o fragmentos F(ab’)2 de
inmunoglobulinas purificadas a partir del plasma de caballos hiperinmunizados con
cocteles de venenos de diversas serpientes [13]. La produccion de antivenenos es
extensa a nivel mundial y se lleva a cabo en paises latinos como Costa Rica, Venezuela,

Colombia, México, Peru, Brasil y Argentina [16].

En Ecuador, la produccion fue suspendida en el afio 2014 por problemas con las buenas
practicas de manufactura [16]. El tratamiento actual para los accidentes ofidicos en este
pais es el antiveneno trivalente liofilizado importado del Instituto Clodomiro Picado (ICP)
de la Universidad de Costa Rica [9]. En la produccion de este suero se inmunizan
caballos con venenos de Bothrops asper, Crotalus simus 'y Lachesis stenophrys, por lo
es un tratamiento antiveneno polivalente que actua frente a la afeccion generada por
varias especies [9]. Dicho tratamiento es considerado muy eficaz, sin embargo, su
administracion tiene ciertas desventajas a considerar tales como: reacciones adversas,
variaciones de lotes de fabricacién, la necesidad de mantener cadenas de frio y la

necesidad de un profesional especializado para su administracién [17].
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Debido a la dificultad para acceder a los tratamientos con antivenenos y dado que la
mayoria de los accidentes ofidicos ocurren en zonas rurales, donde la accesibilidad a los
centros de salud y medicamentos es frecuentemente limitada, las comunidades recurren
a curanderos [1]. Los curanderos en las comunidades comunmente usan los recursos
proporcionados por la naturaleza, como las plantas, como parte del tratamiento [1]. Por
esta razon, se destacan los saberes ancestrales como una valiosa fuente de informacién
para el tratamiento en estos sectores. Su importancia radica no solo en salvar vidas al
tener una opcion rapida y de facil acceso, sino que ademas favorece al desarrollo

social, econémico y ambiental de las poblaciones rurales [18].

1.4.1. Plantas Alexiteras

Uno de los tratamientos mayormente reconocido por los saberes ancestrales es el uso
de las plantas en la medicina tradicional. En este caso, se hablan de las plantas
alexiteras, las cuales se consideran plantas que tienen la capacidad de aliviar los
sintomas complejos de un accidente ofidico [19]. Entre los sintomas que pueden aliviar
estas plantas se destacan el dolor, inflamacion, infeccidén, sangrado y otros efectos

recurrentes en el envenenamiento por la mordedura de animales ponzofiosos [19].

Histéricamente, las plantas con propiedades neutralizantes son de gran importancia en
las zonas alejadas de las ciudades, donde no hay facil acceso a centros de salud [4].
Cabe destacar que, aunque se conozca el uso de gran variedad de estas plantas, varias
no han sido cientificamente analizadas. Por ejemplo, sus efectos sobre los venenos no
han sido comprobados in vitro ni in vivo. Tampoco se ha determinado su composicion
quimica, los metabolitos encargados de estas actividades, ni se han caracterizado
estructuralmente. En virtud de lo expuesto, estas investigaciones son necesarias para
el desarrollo de antivenenos inspirados en materiales vegetales que puedan
contrarrestar la letalidad y/o los efectos de los venenos de diversas especies de

serpientes [20].

Entre los componentes que se encuentran en plantas alexiteras estan los flavonoides,
isoflavonoides, taninos, cumarinas, entre otros [20]. Dichos componentes inhiben las
actividades antiinflamatorias, antitumoral, antihepatotdxica, antiarritmica producidas por
el veneno [5]. El acido aristélico, por ejemplo, tiene actividad antiinflamatoria, inhibe la

actividad litica del veneno y reduce los edemas ocasionados por la accién de las
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fosfolipasas presentes en los venenos [20]. Otros alcaloides como la tetrandina y las
pareirubinas A y B también presentan propiedades analgésicas, antiinflamatorias y
febrifugas [5]. Los esteroides vy triterpenoides también tienen la capacidad de formar
compuestos que al combinarse inhiben la hemdlisis [5]. Esteroides como el sitosterol,
estigmasterol y diterpenoides derivados del neo-cleorodano son capaces de inhibir
las propiedades proteoliticas y hemorragicas del envenenamiento [20]. Ademas, otros
compuestos fendlicos como los acidos hidroxibenzoicos y sus éteres metilicos al unirse
con puentes de hidrogeno o uniones covalentes mas fuertes ocupan sitios criticos e

inhiben la accién de varias enzimas presentes en el veneno [5].

1.5 Piptocoma discolor (Kunth) Pruski

En Ecuador, el arbol de Piptocoma discolor, conocida como Piwi, es una planta con

potencial efecto neutralizante frente al envenenamiento por mordedura de serpientes.

1.5.1  Descripcion General

El Piwi es una especie perteneciente a la familia Asteraceae caracterizado por alcanzar
los 30 m de altura, es de madera blanda y rapido crecimiento [21]. Esta especie requiere
luz directa del sol para su desarrollo y se encuentra en bosques secundarios tempranos
y tardios, en estado de sucesion temprana [23, 24]. En el Ecuador habita con mayor
densidad en bosques secundarios de las provincias amazdénicas de Napo y Pastaza a
una altura de 500 m.s.n.m y temperatura promedio de 20°C [26]. Estudios etnobiolégicos
sobre la familia Asteracea en Colombia lo sefala con actividad antimalarica [77],
ademas en un informe sobre plantas medicinales senala las hojas del Piwi con gran
utilidad para tratar las diarreas infecciosas en Colombia, Costa Rica y Peru [78]; en Peru
también existen estudios realizados donde la savia del tallo de P. discolor ha sido
reportada como antigripal [79]. En ecuador, esta especie es reconocida por su variable
uso como: arbol maderable, para construccién, combustible, carpinteria, artesanias y
medicinal contra mordeduras de serpientes y sus inflamaciones, para lo cual usan la
corteza del tallo [27, 28].

1.5.2  Distribucion

En el Servicio de Informacion sobre Biodiversidad Mundial (GBIF) existen 1670

registros georreferenciados del arbol de Piptocoma discolor (Kunth) Pruski desde el sur
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de Mexico en Centro Ameérica, hasta Bolivia, y algunos registros en Brasil en Sur
Ameérica [22]. Habita zonas donde hay alta pluviosidad, por ello se encuentra en los
bosques humedos tropicales. En Ecuador, la distribucion del Piwi se encuentra en el

bosque pie montano y cordillera oriental colindando con la regién amazodnica [25].

A)

Figura No. 2 Excicata del arbol de Piptocoma discolor depositada en el herbario del

INABIO (QCNE-026-2022) y su distribucion a nivel mundial.
Fuente: GBIF, 2022 [22].

1.6 Planteamiento del Problema

Desde el punto de vista de salud publica, los accidentes ofidicos constituyen un
problema de gran importancia. Debido a la prevalencia constante de factores como: el
numero de casos anuales, el complejo cuadro clinico derivado de la accion directa del
veneno y las secuelas fisicas sobre la poblacion [5]. Estos factores son considerados

importantes e invalidantes ante este problema de salud publica.

En el territorio ecuatoriano se encuentran cerca de 223 especies de serpientes, de las
cuales 17% son venenosas. Ademas, debido al crecimiento demografico y expansion
rural hacia las areas naturales, Ecuador se presenta como parte de los paises con mayor
riesgo de accidentes ofidicos en Latinoamérica [4]. En paises como Ecuador, con gran
cantidad de territorio rural y accidentes ofidicos, se considera de suma importancia la

busqueda de alternativas que complementen el tratamiento basado en antivenenos.

Entre estas alternativas se destacan las plantas alexiteras, cuyos componentes
funcionan como inhibidores de los efectos toxicos del veneno, lo cual genera una

estrategia valiosa en el futuro de la medicina moderna [4]. A nivel etnobotanico, en la
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Amazonia ecuatoriana, sobre todo en la provincia de Pastaza se destaca el uso del
extracto de la corteza del arbol de Piwi (Piptocoma discolor) como bebida medicinal, para
tratar los efectos del veneno de serpientes en los pobladores de dicha region [4]. Sin
embargo, esta planta y gran parte de estos productos naturales usados por las
comunidades amazonicas como parte de sus saberes ancestrales no han sido

cientificamente estudiados.

1.7 Justificacién de la Investigacion

El envenenamiento por mordedura de serpientes, segun la OMS, esta clasificada como
una de las enfermedades tropicales desatendidas [1]. Anualmente se producen 5,4
millones de casos, de los cuales entre 1,8 y 2,7 millones causan envenenamiento. Se
reportan entre 81 410 y 137 880 muertes y el triple de amputaciones y discapacidades
permanentes [(1)]. Con relacién a esto, se considera que esta enfermedad deberia ser
controlada por los gobiernos de los paises con mayor incidencia de accidentes ofidicos.
Ya que, ya que a pesar de su baja tasa de mortalidad, tiene un impacto socioeconémico
elevado al presentar complicaciones en pacientes con un cuadro clinico que incluye
deformidades, amputaciones, coagulopatias y hemorragias [73]. Los principales
sintomas clinicos del veneno de la especie B. atrox, una de las especies con mayor
incidencia de casos en Ecuador, son: hemorragias, trastornos de coagulacién de la
sangre, shock, insuficiencia renal y efectos como la necrosis y la infeccion bacteriana,
capaces de ocasionar una discapacidad permanente en el individuo mordido por esta

serpiente [80].

El dUnico tratamiento disponible para revertir los efectos del envenenamiento por
mordedura de serpiente es la inmunoterapia, constituido por fragmentos de
inmunoglobulinas purificadas con anticuerpos obtenidos por inmunizaciéon de caballos
[5]. Este tratamiento, a pesar de que disminuye el dafo local y sistémico del
envenenamiento, también es propenso a desarrollar reacciones adversas.
Cientificamente se reconoce que todos los productos de suero de caballo poseen la
capacidad de estimular reacciones tempranas de hipersensibilidad como ciertas alergias
y/o retardadas como la enfermedad del suero [74, 29]. En la actualidad, los cientificos
han investigado y puesto a prueba varias terapias que son alternativas eficaces contra
el ofidismo [75]. Entre ellas se destaca la terapia a base de metabolitos derivados de
plantas, que busca el disefio de inhibidores a base de plantas contra las toxinas del

veneno, especialmente aquellas que inducen el dafio local, potenciando la
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etnofarmacologia como una herramienta base para la medicina [76].

En la Amazonia ecuatoriana, particularmente en Pastaza se cuenta con el conocimiento
de nativos que refieren el uso del extracto de la corteza de Piwi como bebida para tratar
los efectos de los accidentes ofidicos en la zona [28]. También cabe destacar que esta
especie es reconocida por su variable uso como arbol maderable, construccion,
combustible, carpinteria, artesanal y medicinal [27]. En Ecuador el arbol es mas utilizado
como maderable que como medicinal. Ademas, a nivel mundial no existe evidencia
cientifica sobre su efecto como inhibidor de las principales enzimas causantes de los
efectos del veneno de serpientes. Sumado a lo expuesto, Ecuador no presenta una
soberania en la produccion de los antivenenos, lo que puede dejar a su poblacion,

principalmente amazédnica, vulnerable a esta enfermedad tropical desatendida.

1.8 Objetivos de la Investigacion

1.8.1 Objetivo General

Analizar la accion neutralizante del extracto de Piptocoma discolor frente a la
coagulacion sanguinea del veneno de B. atrox, asi como identificar las principales

enzimas toxicas del veneno inhibidas.

1.8.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar bioquimicamente la interaccién entre P. discolor y el veneno B. atrox.

o Evaluar la capacidad del extracto de inhibir enzimas fosfolipasas, metaloproteasas y
serinproteasas presentes en el veneno de B. atfrox.

e Caracterizar el efecto antivendmico del extracto de Piptocoma discolor frente a la
accion coagulante inducida por el veneno de B. atrox.

e Determinar los principales componentes del extracto de Piptocoma discolor

responsables de su propiedad antiofidica.



CAPITULO Il. MARCO METODOLOGICO

La metodologia de la presente investigacion se dividira en cinco etapas: obtencion del
material vegetal a analizar, perfil bioquimico, ensayos enzimaticos, perfil de coagulacién

y neutralizacion, determinacion fitoquimica y metabolémica.

21 Obtencién de Material Vegetal y Veneno.

2.1.1 Material Vegetal:

Con la autorizacion del “Permiso recoleccion de especimenes de Especies de la
diversidad biolégica MAATE-DBI-CM-2021-0180", se recolectaron muestras de
Piptocoma discolor cerca de la Universidad Regional Amazonica Ikiam -URAI- (25°NE,
0°57’3” S77°51°42”0), a 600 m.s.n.m. Se extrajeron 210 g de corteza del tallo para
elaborar los extractos. Se limpié previamente la zona del tallo que se recolectd para
obtener la muestra sin restos de musgos, se utilizé guantes y machete para ello. La
muestra fue transportada al laboratorio de productos naturales de la URAI, se utilizaron
bolsas ziploc y un cooler para mantener la temperatura y que no haya pérdida de
propiedades organolépticas de la planta. Ademas, se recolectaron muestras de ramas
de la planta en estado de floracion que fueron entregadas al Herbario Nacional de
Ecuador del INABIO con numero de depdsito: QCNE-026-2022.

En el laboratorio de quimica de productos naturales de la Universidad Regional
Amazédnica lkiam se tomo la muestra de la corteza de P. discolor y se lavoé con agua
destilada para eliminar cualquier residuo. La muestra inicialmente se dejo secar a
temperatura ambiente por 48 horas, luego se secé con una corriente de aire de 40°C en
una estufa por 24 horas mas. Posteriormente se trituré la corteza seca usando un molino

manual para granos [30].

2.1.1.1 Elaboracibn de los Extractos a Partir del Material Vegetal

El extracto acuoso se obtuvo por medio de maceracién con agua destilada por 48 horas.
La mezcla se filtr6 usando papel filtro N° 2, un embudo Bichner y un matraz
Erlenmeyer conectado a una bomba de succion. A continuacion, el liquido obtenido se

seco en un rotavaporador hasta obtener una muestra viscosa [31]. Finalmente, con
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ayuda de un concentrador de muestras al vacio modelo miVac se llevé a concentrar la
muestra obteniendo un residuo de aspecto pastoso. En el caso del extracto etandlico,
como pretratamiento se realizé una maceracion con etanol al 96% durante 48 horas,

luego se sigui6 el mismo procedimiento antes mencionado.

2.1.2 Material Animal:

Las muestras de veneno liofilizado de B. atrox fueron obtenidos mediante colaboracién
con la Universidad Indoamérica. El profesor Dr. David Salazar, especialista en
serpientes ecuatorianas, fue responsable de la identificacion de los especimenes, de los
cuales se obtuvieron los venenos usados en el presente trabajo. Para los ensayos se
us6 un pool de venenos de B. atrox de diversos lugares del Ecuador. La colecta de los
venenos se realizo bajo los permisos de investigacion MAE-DNB-CM-2015-0017 y MAE-
DNB-CM-2019-0115 obtenidos del Ministerio del Ambiente de Ecuador.

2.2 Perfil Bioquimico.

2.2.1 Electroforesis.

Se realizé una electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico (SDS
PAGE). Se caracterizé la composicién del veneno, del extracto acuoso y de la
incubacién veneno/extracto acuoso en proporciones 1:10, 1:20, 1:40, 1:80. Las
muestras fueron tratadas de la siguiente manera: la muestra de veneno consistioé en 0,02
mg de pool de veneno de B. atrox en 60 uL de buffer de carga (0,075 M Tris-HCI, pH
6,8; 10% (v:v) glicerol, 4% (m:v) SDS, 0,001% (m:v) de azul de bromofenol). Para los
estudios de incubacion veneno/extracto acuoso se realizaron las medidas necesarias
para cada proporcién; en el caso de la muestra de proporcién 1:10 se us6 0,02 mg de
veneno:0,2 mg de extracto, la muestra de proporcidn 1:20 consistié en 0,02 mg de
veneno:0,4 mg de extracto, para la proporcién 1:40 se us6 0,02 mg de veneno:0,8 mg
de extracto, y en la proporcion 1:80 se us6 0,02 mg de veneno:1,6 mg de extracto y
cada muestra fue diluida en 60 uL de buffer de carga. Por ultimo, en el caso del extracto
puro se uso la cantidad de extracto acuoso antes mencionada para cada proporcién y
se disolvieron en 60uL de buffer de carga. Posteriormente, a cada muestra tanto de
veneno solo, de la incubacién veneno/extracto acuoso en proporciones 1:10, 1:20, 1:40,
1:80 y del extracto acuoso solo a diferentes proporciones se les adiciénaron 5 yL de

solucion de DTT 1My se llevaron al termo bloque a 95°C por 5 minutos [9].
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Se armd una camara de electroforesis vertical Mini-PROTEAN marca BIO-RAD.
Siguiendo la metodologia de Palma, et al. 2021 [9]. El gel de electroforesis estaba
conformado por: un gel de apilamiento que consistié en bis-acrilamida (30:0,8) 5%;
0,06 M Tris-HCI, pH 6,8; 0,1 % (m:v) SDS; 0,15% (m:v) persulfato de amonio; 0,02(v:v)
TEMED y un gel de corrida que contenia bis-acrilamida (30:0,8) 12%; 0,5 M Tris- HCI,
pH 8,8; 4 % (m:v) SDS; 0,05% (m:v) persulfato de amonio; 0,35% (v:v) TEMED, estocon
la finalidad de separar las muestras en condiciones reductoras. El buffer de corridapara
la cdmara de electroforesis consistié en 0,025 M Tris-HCI, pH 8,3; 0,18 M glicina, 1%
(m:v) SDS.

Se us6 un marcador molecular Spectral multicolor Broad Range Protein Ladder marca
TermoFisher en el primer pocillo del gel, con el objetivo de identificar los pesos
moleculares de las bandas. Los siguientes pocillos contenian 60 uL de las muestras
previamente preparadas. Luego, se conectaron los electrodos a la camara de
electroforesis y se usd con un voltaje de 120 V durante 7 horas. Finalmente, para
visualizar las bandas el gel fue tefiido con colorante azul brillante de Coomassie durante
24 horas manteniendo la agitacién continua durante este tiempo. Luego, el gel fue
destenido con decolorante compuesto por metanol 40% y acido acético 10% y constante
agitacion durante 6 horas hasta observar el gel transparente y las bandas coloreadas.
Se usaron los softwares ImageJ y Gel Analyzer para analizar las diferencias de

intensidad de las bandas.

2.2.2. Fraccionamiento de Pool de Veneno y Extracto.

2.2.2.1 Purificacion del Extracto.

El extracto acuoso de la corteza fue tratado con el objetivo de eliminar impurezas y poder
evaluarlo luego por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) y de ultra resolucion
(UPLC), para ello se empled extraccién en fase sélida (SPE). Primero, se tomaron 5 mg
de extracto y se disolvieron en 10 mL de agua destilada. Los cartuchos de polimeros
multiusos Oasis HLB fueron activados adicionando 5 mL de metanol grado HPLC, 3 mL
de agua destilada y 5 mL de una solucion de HCI 0,01 M. Luego, se adicionaron 15 mL
de la muestra a separar, seguidos de 5 mL de metanol grado HPLC y por ultimo 10 mL
de una mezcla agua — metanol proporcion 1:1 [32]. El liquido recogido se secé en una

estufa de aire a 45°C por 48 horas y finalmente se llevé al concentrador de muestras
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miVac marca Genevac SP Scientific.

2.2.2.2 Fraccionamiento de Proteinas.

Se fraccionaron las proteinas presentes en el pool de veneno de B. atrox, el extracto
acuoso de P. discolor y la interaccion veneno/extracto acuoso por medio de
cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa (RP HPLC). El tratamiento de
las muestras se realizé de la siguiente manera: para la muestra de veneno se usaron
2,7 mg del pool disueltos en 200 uL de una solucién (acido trifluoroacético (TFA) al 0,1%y
acetonitrilo (ACN) 5%). En la muestra de extracto se usaron 2,7 mg de extracto acuoso
disueltos en 200 yL de una solucién (TFA 0,1% y ACN 5%). Para el fraccionamiento de
extracto/veneno se usaron dos muestras en una proporcion 1:1 de 2,7 mg de veneno y
2,7 mg de extracto acuosodisueltos en 200 pyL de una solucion (TFA 0,1% y ACN 5%),
una de las muestras extracto/veneno fue previamente incubada durante 30 minutos a
37°C y la otra muestra no tuvo incubacion. Luego, las cuatro muestras se centrifugaron

durante 10 minutos a 13 000 x g.

A continuacion, se tomaron 198 uL de sobrenadante para inyectarlo en un inyector 510/B
automatico del cromatégrafo liquido (HPLC) con un sistema de bombas binario (Waters
1525) equipado con el detector 2489 UV/Vis (Waters), el cual se monitoreé a 214 nm.
Se us6 una columna Phenomenex Jupiter C18 (250 mm x 4,6 mm, tamano de particula
de 5 um, 30 A). Se emplearon dos fases moviles, la fase maévil A consistié en TFA al
0,1% vy la fase movil B consisti6 en ACN mas TFA 0,1%. El flujo de elucién fue de 1
mL/min y las fracciones fueron colectadas manualmente en base a los picos de
absorbancia representativos del cromatograma [9]. Los cromatogramas fueron
evaluados basados en la comparacion de la altura y el area del pico en las diferentes

condiciones evaluadas.

2.3 Ensayos Enzimaticos.

Los ensayos enzimaticos fueron realizados en el lector de microplacas GloMax Discover
marca Promega. Cada ensayo se evalué a diferente longitud de onda recomendada por
literatura y con sustratos cromogénicos especificos para cada uno. Las muestras
consistieron en un blanco de agua, un control positivo de 0,02 mg veneno, cuatro
muestras de veneno/extracto acuoso, cuatro muestras de veneno/extracto etandlico.

Ambas en proporciones 1:10 (0,02 mg de veneno:0,2 mg de extracto), 1:20 (0,02 mg de
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veneno:0,4 mg de extracto), 1:40 (0,02 mg de veneno:0,8 mg de extracto), y 1:80 (0,02
mg de veneno:1,6 mg de extracto). Por ultimo, cuatro muestras de solo extracto acuoso

y etandlico, en las proporciones y cantidades antes mencionadas.

La solucion de veneno por pocillo se realizé en una concentracion 0,001 mg/uL. Se
diluyeron 0,02 mg de veneno en 20 uL de buffer A (50 mM Tris-HCI, pH 8,0). Para la
solucidén de los extractos se tomaron muestras de 0,2; 0,4; 0,8 y 1,6 mg de cada extracto
(acuoso y etandlico). Cada muestra se diluydé en 20 uL de solucion salina tamponada
con fosfato (PBS 1X, pH 7,2) para los ensayos con el extracto acuoso. En el caso del
extracto etandlico se diluyé cada muestra en 20 yL de una mezcla en proporcion 1:3
(v/v) de dimetilsulfoxido (DMSO) y PBS 1X a pH 7,2. La actividad enzimatica del control
positivo (veneno solo), fue considerada como 100%. Finalmente, se analizaron los
resultados tomando en cuenta el porcentaje de actividad que inhibié el extracto frente al
veneno. Los ensayos fueron repetidos dos veces y las muestras evaluadas por triplicado

en las microplacas.

2.3.1 Actividad Proteolitica.

Siguiendo la metodologia de Palma, et al. 2021 [9], el ensayo se llevo a cabo usando
azocaseina (Sigma Aldrich) como sustrato cromogénico especifico. Esta solucién de
sustrato se prepard con 5 mg de azocaseina en 1 mL de buffer A (50 mM Tris-HCI, pH
8,0). El ensayo comenzé usando tubos Eppendorf donde se colocaron 90 uL de la
solucion de sustrato azocaseina, 20 yL de veneno y 20 uL de extracto tomando en
cuenta las proporciones 1:10, 1:20, 1:40 y 1:80 veneno:extracto. El control positivo tuvo
20 uL de veneno y 20 uL de agua, en el blanco se colocaron 40 uL de agua en vez de
las muestras y en los ensayos de extracto solo se sustituyé el veneno por 20 UL de agua.
Los tubos con las muestras antes sefialadas se incubaron durante 90 minutos en bafio
maria a 37°C. Posteriormente se agregaron 200 pL de acido tricloroacético (TCA) al 5% a
cada muestra, se centrifugaron durante 5 minutos a 8000 rpm. Finalmente,se tomaron
150 uL del sobrenadante de cada tubo y se colocaron en cada pocillo de la microplaca.
Luego a acada pocillo se anadieron 150 yL de NaOH 0,5 M y se procedié a medir la

absorbancia a 450 nm en el lector de microplacas a una temperatura de 37°C.

2.3.2 Actividad Fosfolipasica.

El ensayo se realiz6 usando una solucién de sustrato cromogénico especifico que
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consistid en 3,1 mg de acido benzoico 4-nitro-3 [octanoiloxi] (NOBA) con 1 mL de
acetonitrilo y 10 mL de buffer Tris HCI 10 mM con CaCl; 1 My NaCl 10 mM a un pH 7,8.
En una microplaca se mezclaron 20 uL de veneno mas 20 L de extracto y 220 pL de
solucion de sustrato, el control positivo tuvo 20 yL de veneno y 20 pL de agua, en el
caso del blanco se inyectaron 40 uL de agua en vez de las muestras y para los ensayos
solo con extracto se sustituyd el veneno por 20 uL de agua. Se procedié a leer las
absorbancias cada 10 minutos a 410 nm mientras se incubaba la microplaca a una
temperatura de 37°C [9].

2.3.3 Actividad de las Serinproteasas.

Con el objetivo de evaluar la actividad de las enzimas del veneno frente al sustrato
cromogénico Benzoil-Arginil-p-nitroanilida (BapNA), la solucion de sustrato consistio en
una mezcla de 2,18 mg de BapNA en 50 uL de DMSO y 5 mL de buffer Tris-HCI 0,5 M
pH 8,1. Cada pocillo de la microplaca se inyectaron con 200 yL de la solucién de
sustrato, 20 pL de veneno, 20 uL de extracto y 30 uL de buffer A, en el caso del blanco
se inyectaron 40 uL de agua en lugar de las muestras, para los ensayos solo con extracto
se sustituyo el veneno por 20 L de agua y en el control positivo se colocaron 20 uL de
veneno y 20 yL de agua. Se midio la actividaden el lector de microplacas a 410 nm cada

10 minutos mientras se incub6 a 37°C [33].

2.4 Evaluacion de la Actividad Coagulante.

2.4.1 Actividad Coagulante y de Neutralizacion.

Se realizaron dos ensayos de actividad coagulante, el primero se basé en determinar la
dosis coagulante minima (DCM) del pool de B. atrox. DCM se define como la dosis de
veneno que induce coagulacion del plasma en 60 segundos. Se diluyé el veneno en
PBS (en concentracion 1X), en las siguientes concentraciones 0,005:1 (0,5 pg/mL);
0,01:1 (1 pg/mL); 0,02:1 (2 pg/mL); 0,04:1 (4 pg/mL); 0,08:1 (8 ug/mL); 0,095:1 (9,5
pg/mL) y 0,1:1 (10 pg/mL). El procedimiento se realizé de acuerdo con Gutiérrez, et al.
2015, se extrajo sangre humana en tubos con citrato de sodio y luego se centrifugaron
a 2000 x g durante 10 minutos para obtener el plasma. Después, se agregaron 200 uL
de plasma anticoagulado con citrato de sodio y se llevé a incubar por 5 minutos a 37°C
para simular la temperatura corporal. Luego, se agregaron 100 uL de la solucion de

veneno a las diferentes concentraciones (los ensayos se realizaron por triplicado y se
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us6 como control negativo PBS concentracion 1X). Finalmente se determiné el tiempo

de coagulacion con ayuda de un cronémetro [29].

En el segundo ensayo de actividad coagulante se analizo el efecto del extracto de Piwi
tanto acuoso como etandlico para inhibir la accién coagulante del pool del veneno. Se
tomé como control la DCM del pool obtenido del ensayo anterior. Se analizaron cuatro
muestras de veneno:extracto en proporciones: 1:10 (9,5 pyg/mL de veneno:95 ug/mL de
extracto), 1:20 (9,5 yg/mL de veneno:190 ug/mL de extracto), 1:40 (9,5 ug/mL de
veneno:380 ug/mL de extracto), y 1:80 (9,5 uyg/mL de veneno:760 pg/mL de extracto).
Los valores de inhibicion de coagulacion fueron obtenidos siguiendo el protocolo de
acuerdo con Gutiérrez, et al, 2015, descrito anteriormente. Para cada muestra se

realizaron ensayos por triplicado.

2.5 Analisis Fitoquimico de P. discolor.

2.5.1 Determinacion Cualitativa de Flavonoides y Alcaloides.

2.5.1.1 Determinacion Cualitativa de Flavonoides

Se realizaron tres ensayos para evaluar la presencia de flavonoides en el extracto
acuoso de la corteza de Piwi. En los tres ensayos se usaron 2,5 mg de quercetina como
control positivo; 10,1 mg de extracto acuoso de planta como muestra a analizar y 5 gotas

de agua destilada como control negativo.

Ensayo con NaOH/HCI: A las tres muestras: control positivo, negativo y extracto, se
les coloco 2 mL de NaOH al 4%, se homogeneizaron las mezclas mediante vortex de 3000
romdurante 1 minuto. Seguidamente, se colocaron 10 gotas de HCI (0,1M) y se observo
el cambio de coloracion. El ensayo se considerd positivo si la muestra se volvio incolora
[34].

Ensayo con FeCls: A las muestras de control positivo, negativo y extracto se les coloco
2 mL de agua destilada. Se homogenizaron las mezclas mediante vértex de 3000 rpm
durante 1 minuto. Los tubos fueron colocados en ultrasonido a 38 °C por 5 minutos.
Luego, se colocé a los tubos 5 gotas de solucion FeCls al 1% y se observo el cambio de
coloracion. El ensayo fue considerado positivo si las muestras tomaron intensos colores

verde, violeta, azul o negro [35].
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Ensayo de Shinoda: A los tubos de control positivo, negativo y extracto se les coloco
1 mL de HCI concentrado. Se homogenizaron las mezclas mediante vértex de 3000 rpm
durante 1 minuto. Seguidamente, a los tubos se les colocaron 10 mg de Magnesio
metalico. Se homogenizo la mezcla con un vértex durante 30 segundos y se dejé reposar
por 5 minutos. Posteriormente, se colocd1 ml de alcohol amilico, se realizé un vortex de
30 segundos y los tubos fueron centrifugados a 2000 rpm por 2 minutos para acelerar la
separacion de las fases. El ensayo fue considerado positivo si el sobrenadante en las

muestras presentd coloraciones: amarillo, naranjo o rojizo [36].

2.5.1.2 Determinacion Cualitativa de Alcaloides

La evaluacion de alcaloides en el extracto de Piwi inicié preparando el reactivo Wagner.
Este reactivo se prepar6é en 25 mL de agua destilada, se usaron 317,5 mg de yodo y
503,6 mg de yoduro de potasio [37]. A la vez se prepard 25 mL de una solucién de HCI
al 10 %. Se dispenso6 6,76 mL de HCI concentrado (37%) en un balén aforado de 25 mL

y se aford el material con agua destilada.

Posteriormente, se pes6 10 mg del extracto para ensayo Dragendorff y Wagner.
Adicional, para cada ensayo se usaron 5 mg de atropina como control positivo y 5 gotas
de agua como control negativo. A todos los tubos se afiadieron 2 mL de HCl al 10 % y
se homogenizé mediante vortex 2000 rpm durante 30 segundos. Se colocaron los tubos
al bano Maria (51.3°C) por 10 minutos. Luego, se centrifugaron los tubos de ensayos a
2000 rpm por 5 minutos y con una pipeta se retiré el sobrenadante de cada tubo. Se
ajusto a pH de las muestras a 6 con amoniaco al 10%. Finalmente, a cada muestra se
les anadieron 5 gotas de reactivo Dragendorff (Marca: SIGMA-ALDRICH; Lote
#BCBMZ2462V) y Wagner (previamente preparado) respectivamente a cada tubo y se
observé la coloracién. El ensayo fue considerado positivo si se presentd un precipitado

color marrén rojizo [34].

2.5.2 Determinacién Cuantitativa de Flavonoides y Polifenoles.

2.5.2.1 Determinaciéon Cuantitativa de Flavonoides.

La determinacion cuantitativa de flavonoides totales en extractos de Piwi se realizé con

una solucion de tricloruro de aluminio 2% y una solucién madre de quercetina de
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0,5 mg/mL. Primero, se hizo una curva de calibracion de quercetina a partir de la solucion
madre de 0,5 mg/mL, para lo cual se prepararon soluciones seriadas de quercetina de 5,
10, 20, 30, 40,50 ug/mL. Finalmente, la cuantificacion de flavonoides totales se obtuvo
afiadiendo 1 mL de la solucion de extracto acuoso de P. discolor 4,47 mg/mL en tubos
de ensayo de 5 mL y se mezcl6é con 1 mL de la solucion de tricloruro de aluminio (2%).
Todo este proceso se realizd por triplicado para cada concentracion de solucion de
quercetina. Luego, se realizé un vértex de 3000 rpm por 5 segundos y se dejo en reposo
y oscuridad durante 10 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se leyd la
absorbancia a 438 nm en un espectrofotometro (Marca: SHIMADZU; Modelo: UV-
1280) [38].

2.5.2.2 Determinacion Cuantitativa de Polifenoles.

Para la determinacion cuantitativa de polifenoles totales en extractos de Piwi, se usé
una soluciéon madre de acido galico de 5 mg/mL. Antes de la determinacion, se realizo
una curva de calibracién de acido galico con soluciones de 25, 50, 100, 200 y 400 pg/mL
a partir de la solucion madre, las cuales se aforaron con agua destilada hasta alcanzar
un volumen total de 1 mL en cada tubo Eppendorf. Finalmente, para la cuantificacion de
fenoles totales se anadieron 100 uL de solucién del extracto acuoso de P. discolor a
concentraciones 4,44; 3,81 y 3,47 mg/mL en tubos de ensayo de 5 mL y se mezclaron
con 40 uL de reactivo Folin-Ciocalteu’s, seguido de 860 L de agua destilada. Se realiz6
un vortex a velocidad maxima por 15 segundos y se dejo reposar durante 5 minutos.
Después, se agregaron 100 uL de la solucién carbonato de sodio (7%) y 900 uL de agua
destilada. Se realiz6é un vértex a velocidad maxima por 30 segundos y se dejo reposar
en oscuridad durante 60 minutos. Este proceso se realizé por triplicado para cada
concentraciéon de solucién de acido galico. Finalmente, se leyo la absorbancia a 750 nm
en un espectrofotémetro (Marca: SHIMADZU; Modelo: UV-1280) [38].

2.5.3 Determinacion de la Metabolémica de P. discolor.

2.5.3.1 Espectrometria de Masas.

Los analisis de espectrometria de masas fueron realizados por medio de cromatografia
liquida de ultra rendimiento (UPLC) acoplado a un MS/MS cuadrupolo con tiempo de
vuelo Q-TOF, equipado con una fuente de electropulverizacién. La condicion 6ptima

para la separacién de polifenoles se establecio utilizando una columna ACQUITY UPLC
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BEH C18 (50 mm x 2,1 mm, 1,7 um). Se usé una fase maévil A: 0,1% v/v Acido Formico
(AF) en H20 y como fase movil B: Acetonitrilo (ACN) 99,9% mas AF 0,1%. El gradiente
de elucion utilizado fue: fase movil A (FMA) al 99 % a los 0 min, se redujo al 80 % de
FMA en 10 min, se disminuy6 al 75% en 20 min, y al 65 % a los 25 minutos, finalmente
la FMA se mantuvo al 50% a partir de los 35 min. El flujo de elucion fue de 0,25 mL/min,

el volumen de inyeccion fue 10 pL y la columna se mantuvo a temperatura ambiente [39].

Por otro lado, la ionizacion por electropulverizacion (ESI) en modo negativo empled
como gases nitrogeno y argén. En esta fuente de electropulverizacion, el flujo de gas
fue de 5 mL/min y eluyé bajo los siguientes parametros: capilaridad 0,50; temperatura
de gas 350°C, presién del nebulizador 45 psi, temperatura de gas envolvente 350°C y

un flujo de gas de desolvatacion de 890 a 900 L/h.

Finalmente, el método de adquisicion se llevd a cabo por el método DIA (Adquisicidon
independiente de datos) en 35 minutos con una polaridad negativa y el analisis en modo
sensible. Ademas, los rangos de masas de adquisicién fueron de 100 Da a 1200 Da,
con un tiempo de escaneo de 1,5 segundos y la altura minima de deteccion de los picos
fue de 3000 amplitud y 0,1 Da [40]. La fragmentaciéon de compuestos se siguio con el
modo de adquisicion de datos MSE, se realiza por MS/MS usando una disociacion
inducida por colision (CID), la energia minima de colision fue de 6 eV para MS1 con una
rampa de 20 a 30 eV para MS2.

2.5.3.2 Andlisis del Metaboloma con MS-DIAL.

La correlacion e identificacion de metabolitos se realizé usando el programa MS-DIAL,
un compilado de varias bases de datos incluidas massbank, respect y riken. Se realizo
el curado de datos mediante la identificacién de los metabolitos con un puntaje de relaciéon
igual o superior al 80% en MS1 y entre los fragmentos del metabolito (MS2) y los
fragmentos de coincidencia con la biblioteca. Ademas, se excluyeron aquellos que
presentaban mucho ruido en el cromatograma de los fragmentos. Se verificd que cada
metabolito sea el mismo en todas las energias de colision y se tuvo en cuenta las
moléculas identificadas con aductos mediante el uso de bases de datos como
PubChem. Finalmente, los metabolitos del extracto de P. discolor obtenidos del curado
de datos fueron analizados bibliograficamente para conocer sus propiedades

fitoquimicas y su posible accion antiofidica.
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2.6 Analisis Estadistico

Para el tratamiento de los resultados obtenidos en los ensayos enzimaticos vy
coagulacion se emple6é Minitab Statistical Software, donde se realizdé el analisis de
varianza (ANOVA) One Way vy la prueba Tukey, en los cuales el intervalo de confianza

fue de 0,95y el nivel de significancia fue de p < 0,05.
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CAPITULO lll. RESULTADOS

3.1 Obtencion de Extractos Vegetales

Se recolectaron 210 g de corteza del tallo del arbol de Piptocoma discolor, de los cuales

se obtuvieron 139,3 g después de ser secado y triturado.

3.2 Perfil Bioquimico del Pool de Venenos de B. atrox y del Extracto de la

Corteza de P. discolor.

Los picos mas evidentes en el perfil bioquimico del veneno de B. atrox son los picos 1, 2,
6, 14,15, 21, 22, 27, 28, 31 y 32 obtenidos en un tiempo de retencion alrededor de
los minutos 18, 19, 37, 56, 58, 68, 69, 80, 81, 83 y 84 respectivamente (Figura 3A).
Estos picos sugieren el predominio de fosfoflipasas A, serinproteasas vy
metaloproteasas tipo Il y tipo | caracteristicas del veneno bothrépico (Figura 3A). Por
otro lado, el extracto de la corteza de Piwi presenta un pico evidente, el pico numero 1
con tiempo de retencion de 4.67 minutos. Ademas, se observd un conjunto de picos no
definidos y bastantes agrupados a partir del minuto 17 hasta el minuto 24 (Figura 3B).
A pesar de la baja calidad de separacion de compuestos en el cromatograma de P.
discolor, este no se mejord debido a que el objetivo era observar el perfil del extracto
bajo las mismas condiciones del veneno. Lo cual fue necesario para evidenciar la
presencia del extracto en el cromatograma de la interaccidén extracto/veneno y evaluar

como varian los picos pertenecientes al perfil del veneno.

Las Figuras 3C y 3D muestran la disminucion del tamafo de los picos comparado con
el fraccionamiento del veneno de B. atrox y la incidencia de picos en los primeros
minutos, correspondientes a los componentes del extracto de P. discolor. De la misma
manera se observa que la interaccion del extracto con el veneno cambia el perfil de
elucién del veneno. El patrén de separacidon cromatografica es incluso mas evidente en
el tratamiento veneno/extracto preincubado por 30 minutos a 37°C (Figura 3D). Se
destaca la disminucién del tamafio de picos 6, 14, 15, 21, 22 y 23 del peffil
cromatografico del veneno (Figura 3A), que de acuerdo con el tiempo de retencion
corresponden a los picos 25, 33, 35, 37, 38 y 39 del perfil cromatografico del tratamiento
veneno/extracto (Figura 3D). La diferencia entre el tamano de los picos del

cromatograma en cuanto a su altura y area es evidenciada en la Figura 3 y la Tablas

21



2, 3, 4 y 5 de Anexos. Ademas, los picos 21, 23 y 24 (Figura 3D) representan la

aparicion de nuevos picos de menor tamafio que no estaban presentes en el veneno
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Figura No. 3 Perfiles cromatograficos de las muestras por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiencia (HPLC).
Realizado por: Ashly Micolta, 2022.

En la Figura 3 se muestran: A) Pool de venenos de B. atrox. B)Extracto acuoso de P.

discolor. C) Interaccion extracto acuoso/veneno sin incubacion previa. D) Interaccion
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extracto acuoso/veneno incubado por 30 minutos a 37°C. Las siglas PLAZ2: fosfolipasas

A,, SVSP: serinproteasas y SVMP: metaloproteasas.

3.3 SDS-PAGE de la Interaccion Veneno/Extracto.

La Figura 4 de SDS-PAGE mostré los componentes del veneno crudo de B. atrox. De
acuerdo con los valores del peso molecular, se observan metaloproteinasas,
serinproteasas, | aminoxidasas y fosfolipasas Ay, las cuales son relacionadas a las
actividades enzimaticas de este veneno. Ademas, se observa que el extracto acuoso de
Piptocoma discolor contiene proteinas de un peso molecular de 26 kDa la cual se
conserva a lo largo de todos los tratamientos. El tratamiento con extracto a proporcion
1:80 es el que demuestra mayor cantidad de esta de acuerdo con la intensidad de la

banda (Tabla n°1 de Anexos).

Por otro lado, se observa la disminucién de la intensidad de la banda correspondiente a
las serinproteasas con un peso molecular entre 40 y 50 kDa (banda 3, rectangulo de
lineas punteadas de color verde). Cabe destacar que la intensidad de las bandas 1, 2,
3, 4, 5, 6 del veneno disminuyen al interactuar con el extracto en una proporcion 1:10.
Sin embargo, la intensidad aumenta conforme aumenta la proporcion de extracto usado

(Tabla n°1 de Anexos).

Ven Ven:Ext Ven:Ext Ven:Ext Ven:Ext Ext Ext Ext Ext
B. atrox 1:10 1:20 1:40 1:80 1:10 1:20 1:40 1:80
260
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Figura No. 4 Gel de electroforesis en poliacrilamida (SDS PAGE). Perfil del veneno de B.

atrox,interaccion veneno/extracto acuoso de Piwi y del extracto acuoso solo.
Realizado por: Ashly Micolta, 2022.

En la Figura 3, las muestras fueron evaluadas a diferentes proporciones. Al lado

izquierdo se observa el marcador molecular, y los rangos de las familias de proteinas

asociadas al veneno.
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3.4 Evaluacion de la Actividad Enzimatica por la Interaccién Veneno/Extracto

3.4.1 Evaluacion de Ia Inhibicién de la Actividad Enzimatica por el Extracto

Acuoso.

La actividad enzimatica del veneno bothrépico de esta especie es disminuida por la
accion de los metabolitos presentes en la corteza del arbol de Piwi (Figura 5). Las
actividades fosfolipasica, caseinolitica y de las serinproteasas presentan una inhibicion
proporcional a la cantidad de extracto, en el caso de la actividad fosfolipasica es inhibida
desde un 41,23% hasta un 70,63% (Figura 5A), |la actividad serinproteasa de 26,99% a
50,13% (Figura 5B) y en la actividad caseinolitica su inhibicién va desde 18,38% a un
45,44% (Figura 5C).
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Figura No. 5 Inhibicion de la actividad enzimatica del veneno por la

interaccion con el extracto acuoso de P. discolor.
Realizado por: Ashly Micolta, 2022

En la Figura 5 se muestran: A) Actividad fosfolipasica, B) Serinproteasa, C)
Caseinolitica, representadas por la cantidad de actividad inhibida por la interaccién

veneno/extracto acuoso a diferentesproporciones del 100% de actividad que representa
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el venenocrudo. *= Se determinaron diferencias estadisticas significativas comparada
con el veneno con una p < 0,05 por la prueba de Tukey.
3.4.2 Evaluacion de la Inhibiciéon de la Actividad Enzimatica por el Extracto

Etandlico.

El extracto etandlico de la corteza del arbol de Piwi presenté inhibicion de la actividad
fosfolipasica y caseinolitica proporcional a la cantidad de extracto con valores desde
14,26% a 68,86% y 1,55% a un 90,93% respectivamente. En el caso de la actividad de
las serinproteasas se observa que el extracto etandlico tiene una mayor inhibiciéon para
estas enzimas, para los cuatro tratamientos a diferentes concentraciones de extracto se

obtuvo una inhibicion de la actividad alrededor del 80% (Figura 6B).
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Figura No. 6 Inhibicion de la actividad enzimatica del veneno por la

interaccién con el extracto etandlico de P. discolor.
Realizado por: Ashly Micolta, 2022.

En la Figura 6 se muestran: A) Actividad fosfolipasica, B) serinproteasa, C)

caseinolitica, representadas por la cantidad de actividad inhibida por la interaccion
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veneno/extracto etandlico a diferentes proporciones del 100% de actividad que
representa el veneno crudo. *= Se determinaron diferencias estadisticas significativas

comparada con el veneno con una p < 0,05 por la prueba de Tukey.

3.5 Evaluacién de la Actividad Coagulante

3.5.1 Actividad Coagulante del Veneno de B. atrox.

En la Figura 7 se observa como el tiempo de la actividad coagulante disminuye
proporcionalmente a la concentracién de veneno, es decir a mayor concentracion de

veneno el tiempo de coagulacion disminuye. La concentracion minima necesaria del

pool de veneno de B. atrox para coagular el plasma en 60 segundos fue de 9,5 ug/mL.

240

180 o

120 5

Tiempo (s)

60

0,011 0,021 0,041 0,081 0,001 011
Concentraciones [VenenO:F'BS]

Figura No. 7 Actividad Coagulante del pool de venenos de Bothrops

atrox a diferentes concentraciones.
Realizado por: Ashly Micolta, 2022.

En la Figura 5 se muestran los resultados expresados por medio de ANOVA conjunto a
la prueba Tukey y se determiné la Dosis Coagulante Minima del veneno de B. atrox
(barra naranja). *= Se determinaron diferencias estadisticas significativas entre las

diferentes proporciones con una p < 0,05.

3.5.2 Inhibiciéon de la Actividad Coagulante del Veneno de B. atrox por los

Extractos de P. discolor.

De acuerdo con la Tabla 1 la actividad coagulante del veneno a una concentracion de
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9,5 ug/mL fue de 65,67 sy 63,66 s. El extracto acuoso tuvo mayor eficiencia ralentizando
el tiempo de coagulacion del veneno hasta mas de 250 s, en el caso del extracto
etandlico el tiempo también se ralentizo, pero solo hasta 92 s. El extracto etandlico de
Piptocoma discolor demostré menor efecto inhibitorio de la actividad coagulante que el

extracto acuoso.

Tabla No. 1 Inhibicién de la actividad coagulante en minutos del veneno de B. atrox
9.5x105 L/mL por el extracto acuoso y etandlico de P. discolor a diferentes
proporciones veneno/extracto.

Muestras Actividad Coagulante Muestras Actividad
(s) Coagulante (s)
PBS SA PBS SA
0.095:1 65,67 s 2,31 0.095:1 (Veneno) 63,66 s +2,5
(veneno)
1:10 110s+3* 1:10 (Ven:ExtEt) 71,67 s+£4,73*
(Ven:ExtAc)
1:20 144,33 s £4,04 ** 1:20 (Ven:ExtEt) 85s+458*
(Ven:ExtAc)
1:40 168,33 s +7,64 ** 1:40 (Ven:ExtEt) 84,33 s+4,04 *
(Ven:ExtAc)
1:80 250 s +10 ** 1:80 (Ven:ExtEt) 92s+1,73*
(Ven:ExtAc)
1:10 ExtAc + SA 1:10 ExtEt + PBS SA
PBS
1:20 ExtAc + SA 1:20 ExtEt + PBS SA
PBS
1:40 ExtAc + SA 1:40 ExtEt + PBS SA
PBS
1:80 ExtAc + SA 1:80 ExtEt + PBS SA
PBS

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.

En la Tabla 1 se muestran los resultados son expresados como la media + SD (n=3) y
sin actividad como SA. *= Diferencias estadisticas significativas (p < 0,05) comparada
con el veneno. **= Diferencias estadisticas altamente significativas (p < 0,05) comparada

con el veneno.

3.6 Determinacion Fitoquimica y Metabolédmica.

3.6.1 Determinacién Cualitativa de Flavonoides y Alcaloides.

La muestra del extracto de la corteza de P. discolor segun los ensayos cualitativos tiene
presencia de flavonoides catalogada de moderada a abundante (Tabla No 2). En el
ensayo de NaOH/HCI una soluciéon amarilla que se vuelve incolora al agregar acido

clorhidrico indica la presenciade flavonoides. El ensayo de cloruro férrico presenté
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resultado positivo cuando las muestras toman intensos colores verde, violeta, azul o
negro. Finalmente, el ensayo Shinoda se considera positivo cuando el alcohol amilico
se colorea de amarillo, naranja, carmelita o rojo; intenso en todos los casos. La muestra
fue negativa para alcaloides mediante ensayo Dragendorff y Wagner, ya que no hubo
un cambio de coloracion significativo al afiadir los reactivos (Tabla No 2). En la Tabla

2 + significa presente y — significa ausente.

Tabla No. 2 Determinacion fitoquimica del extracto acuoso de
corteza de P. discolor.

Fitoquimico Nombre del ensayo +/-
Flavonoides Ensayo de NaOH/HCI +
Ensayo de Cloruro +
Férrico
Ensayo de Shinoda +
Alcaloides Ensayo de Dragendorf -
y Wagner

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.

3.6.2 Determinaciéon Cuantitativa de Flavonoides y Polifenoles.

De acuerdo con la Tabla No 2, la muestra de extracto acuoso de Piwi presenté
flavonoides en su composicion. Conociendo que muchos flavonoides son parte del
grupo de polifenoles se propuso cuantificar la cantidad de polifenoles en la muestra de
Piwi. En |a Tabla No 3, se observa que en el extracto acuoso de la corteza de Piwi hay

un porcentaje de 8,766% de polifenoles y 0,605% de flavonoides.

Tabla No 3 Cuantificacién de Flavonoides y Polifenoles presentes en elextracto
acuoso de la corteza de Piptocoma discolor.
Metabolitos de interés [ug/mg Extracto] % [mg/mg Extracto]
Flavonoides 6,048 0,605

Polifenoles 87,664 8,766
Realizado por: Ashly Micolta, 2022.

3.6.3 Espectrometria de Masas

Se lograron caracterizar 19 metabolitos presentes en el Piwi por medio de UPLC-MS/MS
que fueron emparejadas con un puntaje total de similitud entre los fragmentos del
metabolito (MS2) y los fragmentos de coincidencia con la biblioteca de minimo 80%.
Ademas, segun informacion obtenida en bibliografia se corrobordé que gran parte de
estos metabolitos pertenecen al grupo de polifenoles, flavonoides y acidos benzoicos. De

acuerdo con la literatura, los metabolitos presentes en el extracto de la corteza de
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Piptocoma discolor tienen propiedades farmacolégicas siendo en gran parte

antioxidantes y antiinflamatorios.

Tabla No. 4 Identificacién de metabolitos presentes la corteza de Piptocoma discolor mediante

el software MS-DIAL, su clasificacion y propiedades farmacoldgicas.

% de . . .
Id Similitud Metabolito Grupo Propiedades Cita
Genotoxina, aleloquimi-co,
Polifenol antioxidante, antiin-
1 81,77 1,2-bencenediol estilbeno flamatorio, cardiopro-tector, [41]
antimutagénico,
anticancerigeno.
. . Propiedades multidi-
3 83.10 Amdo orto.- AC|d9 recmonales. que pueden [43]
aminobenzoico benzoico afectar el sistema
hemostatico
Acido P Acido Antioxidante y
4 90,24 hidroxibenzoico benzoico antiinflamatorio [44]
4-hidroxi-3- Metabolito terminal de las
5 93,22 metoximandelato Polifenoles catecolaminas; epinefrina; y [48]
norepinefrina.
Antioxidante, quelante de
6 81,06 Carnosina Dipéptido metales téxicos y [49]
antiglicacion,
7 91,19 D|h|drOJasmonato de Aromatico Fragancias [50]
metilo
Sefal de orientacion clave
Intermediario | Par@ las proteinas
8 82,00 Manosa 6-fosfato - precursoras de la hidrolasa (2)
metabdlico .
destinadas al transporte a los
lisosomas
9 98.13 L-sacaropina Intermec’jllarlo Interme@arlo de degradacioén (3)
metabdlico de la lisina en plantas.
Antioxidante, eliminador de
10 | 86,88 Luteolina Flavonoides | radicales ~ libres Y1 52]
antiinflamatorio, modu-lador
del sistema inmunolégico.
Micotoxina, fitoes-trégeno,
11 81,45 Zearalenona Macrélido promotor del cancer de [53]
mama
5-aminoimidazol-4-
12 | 99,86 carboxamida-1- Intermediario | g0 o105 antiproliferativos. [54]
ribofuranosil 5'- metabdlico
monofosfato
13 97,07 Maltitol Alcohol Edulcorante [55]
Antioxidantes 'y  quimio-
preventivas, activacion del
) sistema inmunitario y
14 80,76 Acido clorogénico Polifenoles potencia la activacion y [56]
proliferacién de linfocitos T
cito-téxicos, macrofagos y
células asesinas naturales.
Malvidina-3- Taninos/ o
15 90,43 galactosido Flavonoides Antioxidante [59]
- . . Protegen contra ciertos tipos
16 | meas | e | rmeoaae | % cincer 'y aias | (o)
9 enfermedades relacio-nadas
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con la edad.
Metabolito, agente
s . antiinflamatorio, antio-
17 97,92 Procianidina C1 Polifenoles xidante, inhibidor de la [62]
lipoxigenasa.
Cianidina-3-O-(6"
-O-(E-p-coum)-2"
18 | o806 | Ofbstaxilopirano Antiocianidina/ | o o nios antioxidan-tes. [63]
sil)-beta-glucopira Flavonoides
nésido)5-O-beta
glucopirandsido
Petunidina-3-O-(6
-O-(4"-O-E-coum)
alfaramnopiranosibet Antiocianidina/
19 90,80 aglucopiranosi-5-O- Fl . Pigmentos, antioxidan-tes. [64]
avonoides
beta-sal de
trifluoroacetato de
glucopiranésido
Realizado por: Ashly Micolta, 2022.

3.6.4 Identificacion de Metabolitos con Posible Acciéon Antiveneno

Del cribado fitoquimico de los 19 metabolitos encontrados en el extracto de Piwi con
ayuda de la espectrometria de masas (Tabla 4), se pudieron reconocer 10 con posible
potencial antiofidico de acuerdo con las propiedades de cada uno de ellos segun
literatura previa (Tabla 5). Entre el potencial primordial de estos metabolitos se destacan
la inhibicidon de actividad enzimatica de las metaloproteasas (SVMPS), serinproteasas
(SVSP) y fosfolipasas (PLA2), ademas de su actividad antioxidante, antiinflamatoria,
cardioprotector y activacion del sistema inmunitario. Cabe destacar que, metabolitos con
importante accion antiofidica como el acido gentisico, acido homogenentisico,
kaempferol-3-O-alfa-L-ramnésido y procianidina B2, también fueron encontrados en la
espectrometria de masas, sin embargo, no se tomaron en cuenta en las tablas debido a
que su porcentaje de similitud con la base de datos fue de menos del 80%. Lo cual hace

dudoso el hecho de que estos formen parte de esta planta.

Tabla No. 5 Metabolitos presentes en el extracto de Piptocoma discolor con posible
propiedad antiofidica.

% de Metabolito Grupo Propiedades Cita
Similitud
81,77 1,2-bencenediol Polifenol Genotoxina, aleloquimico, | [41, 65]
estilbeno antioxidante, antiinflamatorio,

cardioprotector, antimuta-génico y
anticancerigeno.

90,24 Acido P Acido benzoico | Antioxidante y antiinflamatorio [44, 65]
hidroxibenzoico

93,22 4-hidroxi-3- Polifenoles Metabolito terminal de las | [48, 65]
metoximandelato catecolaminas;  epinefrina; y
norepinefrina.
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86,88 Luteolina Flavonoides Antioxidante, eliminador de | [52, 67,
radicales libres y antiinflamatorio, 68]
modulador del sistema
inmunoldgico.

Inhibidor de PLA:
Enzimatica, letalidad y
hermorragia

80,76 Acido clorogénico Polifenoles Antioxidantes y quimiopreventivas, | [56, 66,
activacion delsistema inmunitarioy | 68, 69]
potencia la activacion y
proliferacion  de linfocitos t
citotéxicos, macréfagos y células
asesinas naturales.

El acido clorogénico también
inhibe la actividad de |las
metaloproteinasas de la matriz.
Inhibidor de SVMPS

Inhibidor de PLA2

Letalidad y enzimatica

90,43 Malvidina-3- Taninos/ Antioxidante [59, 70]

galactésido flavonoides Inhibidor de SVMPS, SVSP, PLA:.

84,94 Malvidin-3, 5-di- Taninos/ Protegen contra ciertos tipos de | [61, 70]

O-cloruro de flavonoides cancer y otras enfermedades
glucosido relacionadas con la edad.
Inhibidor de SVMPS, SVSP, PLA:.

97,92 Procianidina C1 Polifenoles Metabolito, agente | [62, 71]
antiinflamatorio, antioxidante,
inhibidor de la lipoxigenasa.

98,06 Cianidina-3-O- Antocianinas/ Pigmentos, antioxidantes. [63, 72]
(6"-(E-p-coum)- flavonoides Inhibidor de SVMPS,
2"-O-(beta- antihemorragico.
xilopiranosil)-
beta-
glucopiranési
do-5-O-beta-
glucopirandsido

90,80 Petunidina-3-O- Antocianinas/ Pigmentos, antioxidantes. [64, 72]
6"-0-(4"-O-E- flavonoides Inhibidor de SVMPS,
coum)-alfa- antihemorragico.
mnopiranosil-
betaglucopiranosi
1)-5-O-beta-sal de
trifluoroacetato de
glucopiranésido

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.
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CAPITULO IV. DISCUSION

La presente investigacion uso un pool de venenos de B. atrox de varias ciudades del
Ecuador previamente caracterizados por nuestro grupo de investigacion. Segun Palma,
etal. 2021, varios venenos de Mera, Tena y Yasuni presentaron diferencia en la actividad
catalitica de toxinas y los perfiles bioquimicos, donde hubo venenos que necesitaron
mayor dosis de antiveneno para neutralizar su accién que otros [9]. Por esta razon, los
ensayos de esta investigacion usaron un pool de estos venenos en el cual se tuvo
variabilidad para conocer su comportamiento y actividad en general. El uso de un pool
de venenos permite un analisis de amplio espectro del uso de la corteza de Piwi como

antiofidica.

Inicialmente se buscd un perfil bioquimico del pool de venenos de B. atrox por medio de
cromatografia liquida de alta resoluciéon en fase reversa (RP HPLC), en la cual se
observaron los picos de las proteinas en mayor cantidad del veneno. Ademas, una
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) con las
bandas que identificaban a las proteinas por su peso molecular. El pool presentaba las
proteinas caracteristicas de los venenos de B. atrox identificadas por Palma, et al, 2021
[9]. Se observo la presencia de fosfolipasas A, desintegrinas y lectinas tipo C de tamafo
molecular 13-16kDa, metaloproteasas (Pl SVMP) correspondiente a 23-33 kDa,
serinproteasas (SVSP) de tamano 31-38 kDa y | aminoxidasas y metaloproteasas del
tipo Il de tamario 46-58 kDa. De igual manera, en estudios de venenos de esta especie
se evidencia que el componente mayoritario es la denominada “triada caracteristica” que
forma parte del 70% del veneno donde estan las metaloproteasas, serinproteasas y
fosfolipasas A2. El otro 30% del veneno es conformado por L-aminoxidasas,

desintegrinas, lectinas tipo ¢ y otros compuestos [81].

El perfil protebmico obtenido en esta investigacion evidencié la abundancia de
metaloenzimas como Pl SVMP y PIlIl SVMP en el veneno de esta especie demostrando
bandas en la muestra de veneno y una gran cantidad de picos evidentes de las
fracciones del veneno que aparecieron a partir del minuto 60. Lo cual es similar a
estudios previos de venenos de B. afrox en los que se reconoce que su componente
mayoritario son las PIll SVMP [9]. Por lo tanto, los venenos usados para este pool se
consideran como una muestra representativa de la especie B. afrox en la region

amazonica del Ecuador. Estudios previos sobre la actividad enzimatica del veneno de
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la especie B. atrox en Ecuador respaldan la presencia de actividad caseinolitica,
proteolitica y fosfolipasa Az en estos [9,17]. Asi también se destaca la presencia de L
aminoxidasas que dan color caracteristico amarillo a los venenos de las serpientes del
geénero Bothrops, entre ellas la B. pictus [82]. Lo cual esta corroborado en la presente
investigacion por las toxinas que han sido encontradas en el gel SDS PAGE y en el
cromatograma. La presencia de estas enzimas en el veneno provoca efectos como

edema, mionecrosis, dermonecrosis, inflamacion y hemorragia [7].

Los extractos de P. discolor parecen inhibir la accién de las enzimas presentes en el
veneno. El extracto etandlico fue capaz de inhibir hasta valores alrededor de 70%, 85%
y 90% las actividades de las enzimas fosfolipasas A2, serinproteasas y caseinoliticas
respectivamente. De igual manera el extracto acuoso fue capaz de inhibir hasta un 70%
la actividad de las fosfolipasas A,y alrededor de 50% en el caso de las actividades de
serinproteasas y caseinoliticas. Lo cual es similar a lo encontrado en investigaciones
donde se corrobora la inhibicién de las actividades enzimaticas de los venenos de
serpientes por otros extractos de plantas. Entre ellos se tienen: las raices de Mimosa
pudica que neutraliza las enzimas téxicas, la letalidad y miotoxicidad del veneno de Naja
kaouthia obteniendo mejores resultados con el extracto acuoso [83]. Lo cual difiere con
los datos obtenidos con P. discolor, ya que en esta planta el extracto etandlico presento
mayor inhibicién. Resultados similares se observan en el extracto metandlico de la
Leucas aspera que posee actividad antiveneno contra las enzimas de Naja naja y
respalda su uso tradicional contra las mordeduras de serpientes [84]. Otro ejempilo, es el
extracto acuoso de Mandevilla velutina, capaz de inhibir totalmente la actividad de
la fosfolipasa del veneno de Crotalus durissus terrificus y solo una inhibicion parcial de
Bothrops [85]. De igual manera, se puede observar que el extracto tanto etandlico como
acuoso de P. discolor también presentaron una inhibicion parcial (alrededor del 70%) de

la actividad de las fosfolipasas de B. atrox.

En cuanto a B. atrox, existen estudios donde la actividad enzimatica de esta especie
también ha sido inhibida por otros extractos acuosos de plantas, tales como Bellucia
dichotoma, Connarus favosus, Plathymenia reticulata que fueron capaces de inhibir
completamente la actividad fosfolipasa A, [86]. También, los extractos de la corteza
Brownea rosademonte y Pleopeltis percussa lograron inhibir la actividad proteolitica de
este veneno [87]. En Ecuador, los extractos etandlicos de plantas como Urospatha
sagittifolia, encontrada en la amazonia, presenta reduccién significativa de las

actividades cataliticas de las fosfolipasas A, serinproteasas y metaloproteasas del

33


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/phospholipase
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/phospholipase
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bothrops

veneno de B. atrox con valores de inhibicion de 81,3%, 19,8% y 48% [17]. El extracto
etandlico de P. discolor fue capaz de inhibir valores hasta alrededor de 70%, 85%Y 90%
respectivamente para las actividades antes mencionadas. Estos valores indican que
esta planta presenta una mejor actividad inhibitoria de las enzimas presentes en el

veneno de esta especie de serpiente.

En lo que respecta a la actividad coagulante de los venenos de serpientes, los
principales componentes que presentan esta actividad son: las serinproteasas (SVSPs)
que convierten el fibrinbgeno en fibrina y las que activan la protrombina,
metaloproteasas (SVMPs) que activan la protrombina y son dependientes del Zinc y las
que activan el factor X de la cascada de coagulacién y las SVSPs que activan el factor
V de la cascada de coagulacién [29, 88]. El pool de venenos de la especie de B. atrox
evaluado en esta investigacién contiene gran cantidad de SVSPs y SVMPs en su perfil
protedmico. De la misma manera, el accidente ofidico por el género Bothrops es
conocido por su actividad coagulante. En la presente investigacion el pool de venenos
evaluado tuvo un valor de 9,5 pg/mL como la dosis minima para que el veneno coagule

en 60 segundos.

Los extractos acuoso y etandlico de Piptocoma discolor presentaron inhibicion en cuanto
ala actividad coagulante del veneno, retrasando el tiempo de coagulacion hasta después
de 250 s en el caso delextracto acuoso y 92 s en el caso del extracto etandlico. Efectos
similares fueron encontrados en otras investigaciones sobre extractos de plantas
alexitéricas. Por ejemplo, el extracto metandlico de Serjania erecta y sus fracciones
lograron retrasar el tiempo de coagulacion del plasma por el veneno de Bothrops
Jararacussu en una proporciéon 1:30. En este ensayo, las fracciones aisladas fueron mas
eficientes inhibiendo la coagulacion del plasma hasta mas de 50 minutos [89]. El
extracto acuoso de las hojas de Casearia sylvestris también aumentoé el tiempo de
coagulacion del plasma causado por venenos de B. jararacussu, B. moojeni y B.
neuwiedi [90] y de varias fosfolipasas aisladas [91]. En el caso de Ecuador, existen
analisis de actividad anticoagulante de los extractos de las hojas Minthostachys cf. Mollis
(nombre comun mufa) y Tabernaemontana sanano (nombre comun sikta o kunapi) [92].
Ademas, ensayos previos de los extractos de las cortezas de Pollalesta discolor (Piwi)
y Adenostemma lavenia también demostraron la capacidad anticoagulante del plasma

frente al veneno de B. atrox [93].
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El analisis electroforético por SDS PAGE y la cromatografia obtenida por RP HPLC
permitieron conocer cambios en la composicion del veneno durante el tratamiento con
el extracto acuoso de P. discolor. Las bandas de las proteinas presentes en el veneno
demostraron degradacion al ser tratadas con el extracto acuoso de P. discolor. La banda
correspondiente a las SVSPs de peso molecular entre 40 y 50 kDa presenta mayor
degradacion e inhibicién con la proporcién 1:10 de veneno/extracto. Este fendmeno
también se puede notar en la disminucién del tamafo de los picos de la cromatografia
del tratamiento veneno/extracto. Esto significa que el tamarfo de las proteinas presentes
en el veneno esta disminuyendo gracias a la accion del extracto. Cabe destacar que
estas proteinas son las principales influyentes en la actividad coagulante del veneno,
por lo cual la intensidad de estas bandas es compatible con los datos de inhibicion de

la actividad coagulante por ambos extractos.

Ademas, en todas las muestras se presenta una banda de 25 kDa con mayor intensidad
en la proporcién 1:80 de extracto solo. Este fendbmeno demuestra la presencia de
proteinas en el extracto, que al presentarse en todos los ensayos con veneno
probablemente significa que no interactuan con las proteinas del veneno de B. atrox.
Algo similar ocurre en ensayos sobre Urospatha sagittifolia y su potencial inhibitorio

frente al veneno de B.atrox [17].

Por otro lado, el estudio de los metabolitos secundarios de las plantas es de gran
importancia para la antivendmica y tiene repercusion en la farmacologia. Existe
evidencia de que muchas de estas estructuras quimicas de las plantas son capaces de
interactuar con objetivos macromoleculares [96]. El tamizaje fitoquimico cualitativo del
extracto de P. discolor revela que esta compuesto de metabolitos secundarios de
importancia para la actividad antiofidica tales como polifenoles y sobre todo flavonoides.
Estudios previos presentan resultados similares, ya que determinan que esta especie
posee una alta cantidad de polifenoles, flavonoides y catequinas [19]. Considerando
también la baja cantidad de otros compuestos como acidos grasos, triterpenos vy
carencia de resinas, saponinas, quinonas, alcaloides, compuestos lactonicos, entre
otros [19]. Algo similar se observd en la presente investigacién, ya que el extracto

acuoso de P. discolor no presenté alcaloides como parte de sus componentes.

En plantas de la familia Asteraceae los compuestos fendlicos son los principales
precursores de la accién antiofidica, responsables de la inhibicion del veneno de

serpientes [68]. Estas sustancias son capaces de unirse a proteinas por uniones de
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puentes de hidrégeno covalentes ocupando sitios de unién criticos que favorece la
inhibicion de enzimas [5]. Metabolitos como el acido clorogénico (presente en el extracto
acuoso de P. discolor) y el acido rosmanico demostraron potencial antiofidico frente a
B. leucurus [94]. El primer inhibidor interactud con el sitio de unién del Zn?* de las SVMP
y el segundo inhibidor mencionado tuvo el mismo mecanismo, pero con las PLA2 [94].
Fendmeno similar al encontrado en la presente investigacion, ya que el extracto de Piwi
con presencia de acido clorogénico en su metaboloma, inhibié la actividad enzimatica
de las serinproteasas un 85% en el caso del extracto etandlico y un 50% el extracto
acuoso. Ademas, estos metabolitos al igual que el acido homogentisico y acido gentisico,
han demostrado en estudios de otras plantas alexiteras ser inhibidores de la 5-
lipoxigenasa (5 LOX) [66]. Debido a esto, pueden considerarse como farmacos
potenciales para aliviar patologias como la inflamacion [66]. Por ejemplo, el hongo
Pleurotusostreatus, contiene estos fenoles que se acoplan a esta enzima bloqueando
su sitio activo e inhibiendo el proceso inflamatorio en el organismo [66]. Ademas,su
potencial actividad inhibitoria de 5-lipoxigenasa (5-LOX) podria estar relacionada con la
formacion de puentes de hidrogeno [66]. Por otro lado, polifenoles como la procianidina
B2 y procianidina C1 (encontrada en el extracto analizado de Piwi), han demostrado que
su presencia en plantas como Antidesma bunius le otorga propiedades antioxidantes

importantes con potencial en la farmacologia [71].

Cabe destacar que, los acidos gentisico, homogentisico y la procianidina B2 estan
presente en la espectrometria de masas de la planta de Piwi realizada en esta
investigacion. Sin embargo, su porcentaje de similitud de los fragmentos de iones con
la base de datos fue menor a un 80% por lo cual la duda de la presencia en el extracto
de Piptocoma discolor es bastante grande. Por lo tanto, es necesario realizar una

investigacion mas a fondo sobre la presencia de estos metabolitos en la planta.

Otros compuestos fendlicos parte del grupo de acidos hidroxibenzoicos y sus éteres
metilicos son considerados compuestos muy activos, por ejemplo, el catecol que pueden
formar quinonas que condensan con proteinas resultando una copolimerizacién entre
estos [5]. Entre este grupo también se encuentra el acido 2-hidroxi-4-metoxibenzoico, el
cual en un estudio donde fue aislado de la planta medicinal de la india Hemidesmus
indicus demostré su actividad antiveneno [65]. Este metabolito, es un adyuvante positivo
de la terapia con anticuerpos polivalente comercial ya que demostré un aumento de la
capacidad de neutralizacion de la letalidad y la hemorragia provocada por el veneno

[65]. En el Piwi no se encontraron el catecol ni el acido 2-hidroxi-4-metoxibenzoico en
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su metaboloma. Sin embargo, se encontraron el 2- bencenodiol, acido p-hidroxibenzoico
y el 4-hidroxi-3-metoximandelato pertenecientes a este importante grupo de sustancias,
esto hace alusion a una probable actividad antiveneno similar a los metabolitos

anteriormente mencionados.

El grupo de los flavonoides también son parte de los compuestos fendlicos, y son
precursores de la accion antiofidica al ingerirse. Los flavonoides metabolizan su accién
por la microflora intestinal, mediante hidrdlisis de los glicésidos y la ruptura del anillo
produciendo acidosfendlicos de esta manera son capaces de inhibir la inflamacion
ocasionada por los venenos [5]. Estudios en Brasil demuestran que especies con gran
cantidad de flavonoides como Morus nigra L tienen efectos antiinflamatorios y
analgésicos frente al envenenamiento por Bothrops jararacussu [95]. De manera similar
la determinacién fitoquimica del extracto de Piwi en la presente investigacion presenta
gran cantidad de flavonoides, lo que hace alusion a la propiedad del extracto de inhibir
la actividad del veneno. Cabe mencionar que el mecanismo de accion de este grupo de
metabolitos consiste en su habilidad para unirse a metales como el Zn** o el Ca?*

inhibiendo la actividad toéxica del veneno [73].

Los flavonoides como luteolina (presente en extracto de P. discolor), kaempferol-3-O-
alfa-L-ramndsido, y otros flavonoides como rutina y quercetina son considerados fuertes
inhibidores de la lipoxigenasa [67], ademas reducen el edema inducido por el veneno de
B. jararacussu [95]. Estos compuestos imponen su efecto inhibidor del veneno por medio
de interacciones hidrofébicas de aminoacidos y de anillos de la estructura proteica de
las enzimas como las PLA, [67], ademas, disminuyen la letalidad y la hemorragia
ocasionada por el envenenamiento [68]. La actividad fosfolipasica inhibida por el
extracto de Piwi fue de 90% en el extracto etandlico y un 70% en el extracto acuoso,
probablemente por la accién de estos metabolitos luteolina y kaempferol-3-O-alfa-L-
ramnésido encontrados en el extracto. Sin embargo, la presencia del kaempferol-3-O-
alfa-L-ramnésido en la planta de Piwi es dudosa debido a que su porcentaje de similitud

de los fragmentos de iones con la base de datos fue menor a un 80%.

El analisis fitoquimico del extracto de P. discolor también indicé la presencia de dos
flavonoides del tipo antocianinas como cianidina-3-O-(6"-O-(E-p-coum)-2"-O-(beta-
xilopiranosil)- beta-glucopirandsido)-5-O-beta-glucopiranésido y petunidina-3-O- Sal de
trifluoroacetato de (6"-O-(4"'-O-E-coum)-alfa-ramnopiranosil-beta-glucopiranosil)-5-O-

beta-glucopirandsido. Las antocianinas presentes en las plantas muestran posible
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actividad antihemorragica ya que interfieren con el zinc del sitio activo de las
metaloproteinasas, ademas disminuyen la fragilidad capilar y tienen acciones

antiinflamatorias [72].

Ademas, compuestos como malvidina-3-galactésido y malvidina-3, cloruro de 5-di-O-
glucosido presentes en el extracto de Piwi son flavonoides parte del grupo de los
taninos. Los taninos también presentan actividades biolégicas como antioxidantes,
antiinflamatoria, antialérgica, antihipertensiva y antimicrobiana y las plantas con estos
compuestos son empleadas en la medicina tradicional como tratamiento para la
diarrea, hipertensién, reumatismo, hemorragias, quemaduras y procesos inflamatorios
[70]. Los ensayos de taninos aislados frente a venenos de B. atrox realizados in vivo e
in vitro sugieren que inhiben la actividad fosfolipasica [70]. Algo similar ocurre con los
ensayos enzimaticos de las fosfolipasas en el presente ensayo evaluados con el
extracto de Piwi. Ademas, estudios revelan que los taninos actuan como agentes
quelantes del calcio presentes en esta enzima e inhiben las propiedades coagulantes
del veneno de esta especie al unirse a través de puentes de hidrégeno a las
serinproteasas [70]. De igual manera, la actividad coagulante del veneno en esta
investigacion ha sido inhibida por el extracto acuoso de Piwi al retrasar la coagulacion
del plasma hasta 250 segundos, probablemente debido a la presencia en el extracto de

metabolitos del grupo taninos.

Ademas de los polifenoles, el segundo grupo de metabolitos con mayor importancia en
la actividad antiofidica luego de estos son los terpenos [68]. Por ejemplo, el diterpenoide
derivado del neo-cleorodano es capaz de inhibir la actividad proteolitica y hemorragica
del veneno [20]. Sin embargo, no se realizé ensayos de terpenos para el extracto de
Piwi. En orden de importancia, luego vienen los alcaloides, glicésidos modificados,
saponinas, entre otros [68]. Los compuestos del grupo de los alcaloides, por ejemplo, el
acido aristoloquico tienen actividad antiinflamatoria. Ademas, inhiben la actividad litica
del veneno y reduce los edemas de las fosfolipasas A2 [20]. A pesar de que la actividad
fosfolipasica ha sido notablemente inhibida por el extracto P. discolor, no se encontraron

alcaloides presentes en el extracto analizado.

Cabe destacar que, el emparejamiento de los metabolitos encontradas en el extracto de
P. discolor con los metabolitos de la base de datos del programa MS-DIAL fue minimo
un 80% de similitud, sin embargo, el puntaje total de similitud varia de compuesto a

compuesto dependiendo de la fragmentacion de iones. Enfatizando esto, se tienen
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como referencia a estos metabolitos para una revisién bibliografica de estudios previos
sobre sus propiedades. Se tomd en cuenta que pertenecen a grupos de sustancias con
potencial antiveneno y su similitud, sin embargo, son necesarios estudios que
profundicen el analisis metabolémico de estas plantas. El analisis de los metabolitos
aislados permite validar el potencial inhibidor enzimatico y toxicoldgico de esta especie
frente a los envenenamientos por mordedura de serpientescomo la especie Bothrops

atrox.

Cabe destacar que es necesario validar la accion del Piwi por medio de ensayos in vivo,
no solo como pre-incubacién sino también como dosis desafio (teniendo en cuenta la
dosis letal de veneno) y post tratamiento (inyectando primero veneno y luego el
tratamiento). Estos ensayos permitiran conocer el potencial de la planta frente a otros
dafios ocasionados por el accidente ofidico como: actividad miotoxica, edema,

hemorragia y letalidad.
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CAPITULO V. CONCLUSION

A través de este estudio se demostré que el extracto de Piptocoma discolor inhibe las
toxinas del veneno de la serpiente B. afrox, una de las mas incidentes en el pais.
Bioguimicamente, la planta de Piwi logré disminuir las bandas en la electroforesis en gel
y los picos de la cromatografia de las serinproteasas, metaloproteasas tipo Ill y
metaloproteasas tipo |, determinando asi la interaccién positiva entre la planta y el

veneno B. atrox.

La propiedad neutralizante in vitro del extracto de Piptocoma discolor esta modulado
principalmente por metabolitos del grupo de los fenoles, primordialmente los
flavonoides, taninos y antocianinas. Estas sustancias probablemente inhiben la
actividad de las enzimas PLA,;, SVSPs, SVMPs y sus efectos hemorragicos,
inflamatorios y letales, por medio del bloqueo de los sitios activos de las toxinas al unirse

a metales como el Zn?* o el Ca?*.

Metabolitos  como 1,2-bencenediol, acido  p-hidroxibenzoico, 4-hidroxi-3-
metoximandelato, luteolina, acido clorogénico, malvidina-3-galactésido, Malvidin-3, 5-di-
o cloruro de glucésido, procianidina C1, encontrados en P. discolor y su interaccion con
el veneno de B. atrox permitié la inhibicion de amplio espectro de la actividad de las
enzimas fosfolipasas, metaloproteasas y serinproteasas presentes en el veneno. Las
actividades cataliticas de estas enzimas fueron inhibidas hasta un 70% por el extracto

acuoso del Piwi y hasta un 90% en el caso del extracto etandlico.

La accion neutralizante de esta planta fue evidente frente a la coagulacién sanguinea
provocada por el veneno de B. atrox. Se logré identificar las principales enzimas toxicas
inhibidas como metaloproteasas y serinproteasas, componentes del veneno de esta
especie y causantes de la coagulacién como efecto principal y caracteristico no solo de

la especie sino también de todo el género Bothrops.
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CAPITULO VI. RECOMENDACIONES

Se considera importante en un futuro realizar ensayos de neutralizacion in vivo de las
actividades téxicas de los venenos. De esta manera verificar la eficacia del extracto de
la corteza del arbol de Piptocoma discolor frente a los efectos de la mordedura de B.
atrox como la letalidad, actividad miotoxica, hemorragia y edema que dan un mayor
acercamiento a la realidad usando un modelo animal como objetivo. Ademas, realizar
ensayos con dosis desafio y post tratamiento, que simulen a la situacién real de un

enfrentamiento a un envenenamiento por accidente ofidico.

Es necesario evaluar la capacidad de inhibicion enzimatica de P. discolor frente a
venenos de diferentes especies y géneros de serpientes para conocer si la efectividad
de este es de amplio espectro y pueden ser usados para especies diferentes a Bothrops
atrox y los venenos bothrépicos. Ademas, seria util validar efectos de la planta como
adyuvante, actuando en sinergia con el antiveneno comercial. Por otro lado, es de suma
importancia seguir con el aislamiento de los metabolitos encontrados y evaluacion de la
accién de cada uno de ellos contra los efectos del accidente ofidico tanto a nivel

enzimatico como toxicolégico.
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ANEXOS

Tabla n°1. Valores de la intensidad de las bandas del gel de electroforesis en poliacrilamida (SDS
PAGE) obtenidos por Imaged. Perfil del pool de veneno de B. atrox, la interaccién
veneno/extracto acuoso de Piwi y del extracto acuoso solo a diferentes proporciones.

[72]

©

# | Veneno Veneno:Extracto acuoso Extracto acuoso

S

=

[72]

S | Veneno

2 1:10 1:20 1:40 1:80 1:10 1:20 1:40 1:80
< | B. atrox

m

1 212168‘3 28056.56 | 26724.66 | 27509.31 | 28157.56 - - - -
2 142;2'8 22421.68 | 25030.61 | 25237.31 | 24862.80 - - - -
3 [ 290791 16101.31 | 1750068 | 1845095 | 1999561 | - - . -
4 17514'1 23567.85 | 24855.31 | 28151.51 | 31049.63 - - - -
5 17136‘0 25324.94 | 25065.02 | 29256.92 | 31321.92 - - - -
6 19434'8 27030.41 | 26585.05 | 26697.76 | 26564.83 | 304.43| 2042.13 3679.03 | 12951.51
7 246717'2 22316.29 | 21345.46 | 24117.76 | 23631.00 - - - -

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.




Tabla n°2. Datos de los picos del perfil cromatografico del pool de venenos de
B. atrox, obtenidos por HPLC.

Tiempo de retencién (min) (pve;?ai) % Area Altura (uV)

1 19.190 27382586 3.30 2784966
2 19.364 22146140 2.67 2741311
3 20.083 3290290 0.40 357585
4 20.448 2888128 0.35 245936
5 20.966 5172875 0.62 375940
6 36.496 76469070 9.21 2329021
7 47.161 2391482 0.29 136930
8 51.316 4901103 0.59 295802
9 51.938 16266662 1.96 659193
10 53.135 4300692 0.52 251801

11 53.699 1409817 0.17 73414

12 54.321 2778562 0.33 200393
13 55.274 3033483 0.37 102265
14 55.846 869069 0.10 61955

15 57.568 71313739 8.59 2109810
16 58.992 46844873 5.64 1459016
17 63.227 1964322 0.24 100341

18 64.451 1616464 0.19 106934
19 65.620 1617816 0.19 130475
20 66.011 755016 0.09 59517

21 68.119 7242932 0.87 176414
22 68.862 99010016 11.92 2707262
23 69.478 110722442 13.33 2509623
24 71.645 27869311 3.36 914325
25 73.008 1430973 0.17 52996

26 75.705 6104288 0.73 178444
27 77.717 9104853 0.37 77124

28 81.568 61756480 7.44 2442253
29 81.896 46564180 5.61 2349720
30 82.289 4246235 0.51 405297
31 82.859 13155310 1.58 984874
32 83.837 67012757 8.07 2445014
33 84.182 61312096 7.38 2353170
34 85.448 1706864 0.21 130364
35 86.230 15253206 1.84 614484

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.




Tabla n°3. Datos de los picos del perfil cromatografico del extracto acuoso de

P. discolor, obtenidos por RP HPLC.

Tlempo ozsn:ﬁ;enCIon (mﬁﬁi) % Area | Altura (pV)
1 4.667 25789427 3.94 2106736
2 11.506 1872550 2.06 290852
3 14.016 1624820 2.70 471378
4 15.906 8872550 2.06 290852
5 16.516 11624820 2.70 471378
6 18.244 90565462 21.04 1477479
7 19.130 120574335 28.01 1805523
8 20.304 133812672 31.09 1496856
9 21.561 45843135 10.65 708699

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.

Tabla n°4. Datos de los picos del perfil cromatografico de la interaccion extracto
acuoso/veneno sin incubacién previa, obtenidos por RP HPLC.

Tiempo de retencién (min) (pve::i) % Area Altura (uV)
1 4.55 27189829 3.94 2106736
2 14.599 2124531 0.31 274952
3 14.953 1835012 0.27 99944
4 16.299 1120881 0.16 140113
5 17.032 2683855 0.39 242897
6 18.167 7453036 1.08 408412
7 19.356 28213131 4.09 2721574
8 19.526 20743601 3.15 2675078
9 20.256 5414491 0.79 448659
10 20.567 4130716 0.60 384348
11 20.697 1485041 0.22 228439
12 21.050 8072965 1.17 412825
13 26.903 1284177 0.19 88208
14 37.176 66967238 9.71 2155948
15 51.601 11773104 1.71 547412
16 52.142 17304902 2.51 589900
17 53.528 1561361 0.23 102606
18 53.858 2589752 0.38 116596
19 54.602 2166431 0.31 103053
20 55.409 1135259 0.16 39830
21 56.581 2754450 0.40 100509
22 57.677 55397469 3.68 1267230
23 58.975 26165064 3.79 681015
24 68.153 4168363 0.60 119853
25 69.287 102518932 14.87 2756105
26 69.935 92943121 13.48 2393305
27 71.859 11311473 1.64 312196
28 75.824 1982259 0.29 54350




29 77.624 2005689 0.29 40794
30 81.786 43976603 3.48 1858106
31 82.256 2398713 0.35 155800
32 82.851 10177677 1.48 560101
33 83.852 56372831 8.17 2706834
34 84.104 38041880 5.52 1735001
35 85.381 2176984 0.32 97974
36 86.124 10133667 1.47 371066

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.

Tabla n°5. Datos de los picos del perfil cromatografico de la interaccion extracto
acuoso/veneno incubado por 30 minutos a 37°C, obtenidos por RP

HPLC.
Tiempo de retencion (min) (pvé:::) % Area Altura (pV)

1 4.423 27189829 3.94 2106736
2 5.399 1134461 0.21 175234
3 12.599 2124531 0.30 349752
4 13.853 1983855 0.30 293944
5 14.249 1120881 0.16 140113
6 14.442 182835 0.12 112897
7 15.199 210881 0.17 310110
8 16.132 2838551 0.35 642897
9 16.467 6453036 1.00 808412
10 17.235 2314201 0.32 779820
1 17.522 2611234 0.34 761684
12 18.356 18213131 3.09 2665532
13 19.526 28213131 4.19 3102174
14 19.993 21745601 3.85 3076707
15 20.256 4454431 0.69 948659
16 20.567 4130716 0.60 884348
17 20.697 1485041 0.22 628439
18 21.050 8072965 1.17 452825
19 21.503 1284177 0.19 388208
20 26.023 1385127 0.22 88208

21 27.128 1074167 0.15 98628

22 28.012 1287166 0.19 58506

23 31.923 1284177 0.19 55608

24 34.005 1376576 0.21 98208

25 37.176 9877258 7.81 1855948
26 38.609 1096735 0.16 59294

27 47.161 239482 0.27 36930

28 51.231 11773104 1.71 547412
29 52.514 17304902 2.51 589900
30 54.028 1561361 0.23 102606
31 55.858 1135259 0.16 39830

32 56.602 2754450 0.40 100509




33 55.409 25397469 3.68 1297230
34 56.581 26165064 3.79 1181015
35 58.577 21124531 3.00 349752
36 68.648 15311472 2.00 219853
37 69.573 13724530 1.77 392105
38 70.312 23234431 3.08 499305
39 71.813 11311473 1.64 412196
40 75.670 1982259 0.29 54350

41 77.563 1013619 0.17 40794

42 78.917 1009829 0.18 40794

43 81.706 33976603 3.38 1858106
44 81.996 2488713 0.55 155800
45 82.876 10323177 1.52 671066
46 83.825 56372831 8.17 2706834
47 84.087 38041880 5.52 1735001
48 86.139 10133667 1.47 371066

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.
Tabla n°6. Datos de la actividad enzimatica Tabla n°7. Datos de
de las fosfolipasas del veneno B. enzimatica de

atrox por la interaccion con el
extracto acuoso de P. discolor.

Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
Veneno 2 1000 00 (7811219
1:10 2 5821 Q27 (3632 8010)
1:20 2 4086 T.22 (2797 71,75)
1:40 2 2784 912 (595 4973)
1:80 2 294 224 (75 513)

Desw.Est agrupada = 120443

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.

la actividad
las

serinproteasas del veneno B.
atrox por la interaccion con el
extracto acuoso de P. discolor.

Factor N Media Desv.Est.  IC de 95%

Veneno 2 1000 00 (935 106,5)

1:10 2 73Mm 382 (b6,50: 7952)

120 2 67,00 1,80 (60,50: 73,51)

1:40 2 5803 6,70 (51,53 64,54)

1:80 2 49875 0813 (43,367 56,383)
Dresv.Est. agrupada = 3 58047



Tabla n°8. Datos de la actividad enzimatica

caseinolitica del

veneno B.

atrox por la interacciéon con el
extracto acuoso de P. discolor.

Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
Veneno 2 1000 0,0 (908 109.2)
110 2 8162 4 67 (72,38: 90,86)
1:20 2 T403 269 (64,78 83.27)
1:40 2 66,56 89,28 (57,32: 75,80)
1:80 2 5456 375 (45.32: 63.81)

[resy. Est agrupada = 508358

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.

Tabla n°10. Datos de Ila actividad
enzimatica de las fosfolipasas
del veneno B. atrox por la
interaccion con el extracto
etandlico de P. discolor.

Factor N Media Desv.Est.  1C de 95%
Venena 2 1000 00 @d7%11271)
110 2 8574 605 (73679781
1:20 2 B647 853 (7440 9853)
1:40 2 7699 1053 (64,92: 88.05)
1:80 2 31,140 0,212 (19.072; 43,208)

Desw.EsL agrupada = 653898

Realizado por:

Ashly Micolta, 2022.

Tabla n°9. Datos de la actividad enzimatica

Factor N Media Desv.Est.

de

las

veneno

interaccion

con el

serinproteasas  del

atrox por la
extracto

etanodlico de P. discolor.

IC de 95%

Weneno 2
1:10 2
1:20 2
1:40 2
1:20 2

100,0
2433
2247
20,05
15,65

00 (884 111.6)
0,99 (12.75: 35.00)
4,58 (10,86: 34,05)
1,65 (847:31,62)
801 (4,07:27.23)

Desv.Est. agrupada = 637053

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.

Tabla

Factor N Media Desv.Est.

n°11.

Datos

de la

actividad

enzimatica Caseinolitica del

veneno B.

atrox por la

interaccion con el extracto
etanodlico de P. discolor.

IC de 95%

Veneno

1:10
1:20
1:40
1:80

De.

“J

[ T LS B L T LW |

100,0
98,451
90,99

818
907

00 (704;1296)
0,779 (68,895; 128,007)
424 (61,43;120,55)
357 (923;1114)
535 (-20,49; 38,63)

sv.Est. agrupado = 16,2604
Realizado por: Ashly Micolta, 2022.



Agua destilada

HCI concentrado

Gotas de HCI
Gotas de FeCI3
Aleohol Amilico

A) L B) C) :

Figura No 1. Determinacion de flavonoides en extracto acuoso de corteza de P. discolor.
A) Ensayo NaOH/HCI, B) Ensayo de Cloruro Férrico, C) Ensayo Shinoda. Donde
P. discolor es la muestra interés, quercetina como control positivo y agua como
control negativo.

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.
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Figura No 2. Determinacion de la presencia de alcaloides en el extracto acuoso de P.
discolor. A) Ajuste de pH a 6 del extracto en HCI al 10 %. B) Ensayo con
reactivo Dragendorf. C) Ensayo con reactivo Wagner. Donde el control positivo
fue atropina, la muestra (M) fue P. discolor y el control negativo de agua
destilada.

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.
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Figura No 3. Perfil cromatografico del extracto acuoso de la corteza de Piptocoma
discolor obtenido por UPLC-MS/MS.

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.
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Figura No 4. Metabolito 1,2-bencenediol identificado en el cromatograma del extracto acuoso

de la corteza de P. discolor obtenido por UPLC-MS/MS. Cromatograma MS2
del metabolito en la muestra (azul) y los fragmentos de coincidencia con
la biblioteca (rojo).

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.
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Figura No 5. Metabolito acido ortoaminobenzoico identificado en el cromatograma del extracto
acuoso de la corteza de P. discolor obtenido por UPLC-MS/MS. Cromatograma
MS2 del metabolito en la muestra (azul) y los fragmentos de coincidencia
con la biblioteca (rojo).

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.
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Figura No 6. Metabolito acido p-hidroxibenzoico identificado en el cromatograma del

extracto acuoso de la corteza de P. discolor obtenido por UPLC-MS/MS.
Cromatograma MS2 del metabolito en la muestra (azul) y los fragmentos
de coincidencia con la biblioteca (rojo).

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.
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Figura No 7. Metabolito acido dihidroxibenzoico identificado en el cromatograma del extracto

acuoso de la corteza de P. discolor obtenido por UPLC-MS/MS.
Cromatograma MS2 del metabolito en la muestra (azul) y los fragmentos
de coincidencia con la biblioteca (rojo).

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.
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Figura No 8. Metabolito 4-hidroxi-3- metoximandelato identificado en el cromatograma del

extracto acuoso de la corteza de P. discolor obtenido por UPLC-MS/MS.
Cromatograma MS2 del metabolito en la muestra (azul) y los fragmentos de
coincidencia con la biblioteca (rojo).

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.
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Figura No 9. Metabolito carnosina identificado en el cromatograma del extracto acuoso de

la corteza de P. discolor obtenido por UPLC-MS/MS. Cromatograma MS2 del
metabolito en la muestra (azul) y los fragmentos de coincidencia con la
biblioteca (rojo).

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.
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Figura No 10. Metabolito dihidrojasmonato de metilo identificado en el cromatograma del

extracto acuoso de la corteza de P. discolor obtenido por UPLC-MS/MS.
Cromatograma MS2 del metabolito en la muestra (azul) y los fragmentos
de coincidencia con la biblioteca (rojo).

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.
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Figura No 11. Metabolito manosa-6-fosfato identificado en el cromatograma del extracto

acuoso de la corteza de P. discolor obtenido por UPLC-MS/MS.
Cromatograma MS2 del metabolito en la muestra (azul) y los fragmentos
de coincidencia con la biblioteca (rojo).

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.



Total ion intensity

1028 2850 MS2 spectra Precursar: 275.12866 Measurement

| 177.0251
100

e | 116914 260.1662 n5.2080
136 04,0318 () o 504

191.0870

L-sacaropina

508 Reference

101.0885

3111874

186 8755

186.8755 1868754

100 200 300 400 &80 800 700 800 €00 1000 1100 1200 1380 1400 1500 1900 (700 1800 1000 2000 2100 2200 2300 2400 2500 2000 2700 2600 2900 3000 3100 M0 00 400 A0
Retertion time

Figura No 12. Metabolito L-sacaropina identificado en el cromatograma del extracto
acuoso de la corteza de P. discolor obtenido por UPLC-MS/MS.
Cromatograma MS2 del metabolito en la muestra (azul) y los
fragmentos de coincidencia con la biblioteca (rojo).

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.
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Figura No 13. Metabolito luteolina identificado en el cromatograma del extracto acuoso de
la corteza de P. discolor obtenido por UPLC-MS/MS. Cromatograma MS2
del metabolito en la muestra (azul) y los fragmentos de coincidencia
con la biblioteca (rojo).

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.
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Figura No 14. Metabolito zearalenona identificado en el cromatograma del extracto acuoso

de la corteza de P. discolor obtenido por UPLC-MS/MS. Cromatograma MS2
del metabolito en la muestra (azul) y los fragmentos de coincidencia con
la biblioteca (rojo).

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.
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Figura No 15. Metabolito 5-aminoimidazol-4- carboxamida-1- ribofuranosil 5'- monofosfato

identificado en el cromatograma del extracto acuoso de la corteza de P.
discolor obtenido por UPLC-MS/MS. Cromatograma MS2 del metabolito en
la muestra (azul) y los fragmentos de coincidencia con la biblioteca
(rojo).

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.
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Figura No 16. Metabolito maltitol identificado en el cromatograma del extracto acuoso de la
corteza de P. discolor obtenido por UPLC-MS/MS. Cromatograma MS2 del
metabolito en la muestra (azul) y los fragmentos de coincidencia con la
biblioteca (rojo).

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.
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Figura No 17. Metabolito acido clorogénico identificado en el cromatograma del extracto
acuoso de la corteza de P. discolor obtenido por UPLC-MS/MS.
Cromatograma MS2 del metabolito en la muestra (azul) y los fragmentos
de coincidencia con la biblioteca (rojo).

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.
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Figura No 18. Metabolito malvidina-3- galactosido identificado en el cromatograma del extracto

acuoso de la corteza de P. discolor obtenido por UPLC-MS/MS. Cromatograma
MS2 del metabolito en la muestra (azul) y los fragmentos de coincidencia
con la biblioteca (rojo).

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.
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gura No 19. Metabolito malvidin-3, 5-di-Ocloruro de glucésido identificado en el
cromatograma del extracto acuoso de la corteza de P. discolor obtenido por
UPLC-MS/MS. Cromatograma MS2 del metabolito en la muestra (azul)
y los fragmentos de coincidencia con la biblioteca (rojo).

alizado por: Ashly Micolta, 2022.
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Figura No 20. Metabolito procianidina C1 identificado en el cromatograma del extracto acuoso de la
corteza de P. discolor obtenido por UPLC-MS/MS. Cromatograma MS2 del
metabolito en la muestra (azul) y los fragmentos de coincidencia con la
biblioteca (rojo).

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.
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Figura No 21. Metabolito cianidina-3-O-(6"-O- (E-p-coum)-2"-O- (beta-xilopiranosil)-
beta glucopirandsido)-5-Obeta-glucopiranésido identificado en el
cromatograma del extracto acuoso de la corteza de P. discolor obtenido
por UPLC-MS/MS. Cromatograma MS2 del metabolito en la muestra
(azul) y los fragmentos de coincidencia con la biblioteca (rojo).

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.
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Figura No 22. Metabolito petunidina-3-O-(6"-O- (4"-O-E-coum)-alfa ramnopiranosil-beta
glucopiranosil)- 5-O beta-sal de trifluoroacetato de glucopiranésido identificado
en el cromatograma del extracto acuoso de la corteza de P. discolor obtenido
por UPLC-MS/MS. Cromatograma MS2 del metabolito en la muestra (azul)
y los fragmentos de coincidencia con la biblioteca (rojo).

Realizado por: Ashly Micolta, 2022.
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