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RESUMEN
El accidente ofidico constituye un grave problema de salud publica ya que afecta a
millones de personas en el mundo, principalmente a las que habitan en zonas
rurales y que desempefian actividades agricolas (1). En el Cauca se reporta que la
serpiente que causa alrededor del 70% de los envenenamientos, es Bothrops
asper (2), la cual presenta un veneno principalmente miotoxico, proteolitico y

hemotdxico (3).

Colombia y especificamente el Cauca cuenta con sueros antiofidicos, que no
neutralizan por completo los efectos locales ocasionados por el veneno, lo cual
hace necesaria la busqueda de alternativas terapéuticas que sean de facil acceso,
como es el caso de las plantas, las cuales presentan metabolitos secundarios que

pueden interactuar con las proteinas del veneno neutralizandolas (4,5).

En el presente trabajo se determind que Piper auritum se compone principalmente
de triterpenos, esteroides, cumarinas, saponinas y lignanos, mediante tamizaje
fitoquimico. El extracto presenta 43,733 = 2,106 mg AG/g ES de fenoles,
componentes principales de la mayoria de metabolitos secundarios que
probablemente son responsables de la neutralizacion de la actividad coagulante y
edematizante, a razones de 2363.870 ul y 1787,708 pl de extracto / mg de veneno
respectivamente. La actividad hemorragica no fue neutralizada en las dosis
probadas. Como parametro de comparacion se determiné la dosis eficaz del suero

antiofidico del Instituto Nacional de Salud.

Por otro lado, para determinar la toxicidad del extracto vegetal y del aceite
esencial de P. auritum se utilizO como modelo biolégico un crustaceo llamado
Artemia salina. El extracto etandlico fue moderadamente toxico a las 6 y 24 horas
de exposicion y el aceite esencial estuvo dentro del rango de extremadamente

toxico a las 6 y 24 horas.



1. INTRODUCCION
El accidente ofidico es considerado como una enfermedad tropical desatendida
gue afecta aproximadamente 5 millones de personas al afio. De estas, la mitad se
intoxican, al menos 100.000 mueren y unas 300.000 sufren casos de amputacion y
discapacidad permanente, constituyendo un grave problema de salud publica (1).

En Colombia se registraron 4.636 accidentes ofidicos en el 2016, de los cuales
156 casos se presentaron en el departamento del Cauca (6). Sin embargo, estos
datos podrian ser subestimados por la falta de registro en los centros de salud;
debido a que muchas de las mordeduras de serpiente son tratadas en las zonas
rurales por médicos tradicionales, donde la poblacion solo cuenta con recursos

terapéuticos naturales como son las plantas (7-11).

Las especies de serpientes de importancia médica en Colombia, estan agrupadas
en dos familias: Viperidae y Elapidae, de las cuales Viperidae es la mas relevante
y el accidente botropico es el de mayor importancia epidemioldgica en el pais (90
a 95% de todos los accidentes ofidicos) (12). Esta familia incluye a Bothrops
asper, especie cuyo envenenamiento causa diferentes manifestaciones clinicas
locales como hemorragia, edema, flictenas, dolor, infecciones, sindrome
compartimental, abscesos, gangrena y manifestaciones sistémicas como shock
mixto, microtrombosis masiva capilar pulmonar y/o mesentérica, falla organica

multisistémica, colapso cardiovascular y coagulopatia severa (13—16).

Para estos accidentes, el Gnico tratamiento autorizado es el suero antiofidico, el
cual es efectivo en la neutralizacion de los efectos sistémicos, pero no neutraliza
completamente el dafio local como hemorragias, flictenas y edemas (17-22). Por
otra parte, algunos antivenenos pueden causar hipersensibilidad (23) agravando
asi el estado de salud del paciente, el cual requerira un soporte obligatorio en una
unidad de cuidado intensivo, elevando el costo economico del tratamiento médico.
Ademas, cabe resaltar que existe dificultad para distribuir los sueros antiofidicos

hacia los centros de salud en areas rurales (5,7) y mantener de la cadena de frio.

Por lo tanto, es necesario buscar alternativas terapéuticas que minimicen las

secuelas en los pacientes. Una de las alternativas a la cual acude gran parte de la



poblacion son las plantas usadas tradicionalmente, que son de facil acceso y que
estan disponibles para el cuidado de salud basica (24). Estos recursos naturales
han mostrado ser eficientes en cuanto a la neutralizacion de dafios locales debido
a la presencia de compuestos polifendlicos los cuales pueden precipitar proteinas
y formar complejos con metales como Zn?* y Ca?*, lo cual explicaria la eficacia
inhibidora sobre las fosfolipasas A, dependientes Ca?* y las metaloproteinasas
dependientes de Zn?** y ademas su actuacién directa como inhibidores

enzimaticos, inactivadores quimicos o inmunomoduladores (3).

En este contexto, es imprescindible la busqueda de nuevas alternativas para
neutralizar efectos locales producidos por envenenamiento botropico y es por esta
razon que surge la pregunta de investigacion: ¢El extracto etanolico de Piper
auritum tiene capacidad neutralizante sobre los efectos causados por el veneno de

Bothrops asper?



2. JUSTIFICACION
En el mundo existen cerca de 800 plantas alexiteras, plantas a las que se les
atribuye la capacidad de aliviar uno o més cuadros clinicos complejos como dolor,
sangrado, inflamacion, infeccién e incluso el envenenamiento (25). Colombia, un
pais mega-diverso, podria contar con un nimero aproximado de estas plantas,
pero s6lo unas cuantas han sido objeto de estudios cientificos, encontrandose

alternativas terapéuticas en ellas (7-9,26,27).

El 70% del ofidismo en el Cauca, es provocado por B. asper (2), motivo por el cual
el presente trabajo se realizé con esta especie de interés clinico. Sumado a lo
anterior, los accidentes ofidicos generalmente ocurren en zonas rurales, donde las
personas mas vulnerables son las dedicadas a actividades agricolas,
caracterizadas por tener dificultades en el acceso a los servicios de salud y
promover el uso de practicas no médicas (2). Entre esas practicas se encuentra el
tratar ciertos sintomas de la mordedura de serpiente con el extracto de plantas
(28,29), las cuales proveen una neutralizacion local que segun algunos estudios

es mas efectiva que la del suero antiofidico producido en el pais (3,10).

Por consiguiente, es necesario realizar investigaciones sobre el poder
neutralizante de plantas usadas en la medicina tradicional, ya que se ha
demostrado que algunos de los metabolitos secundarios que contienen pueden
modificar o inactivar la actividad toxica de las proteinas del veneno (4,5) inhibiendo
0 neutralizando algunos efectos en la victima (17,30-35). P. auritum ha sido
utilizada tradicionalmente contra la mordedura de serpiente en algunas
comunidades de Antioquia y Choco (36), por lo que el presente trabajo busca
evaluar el potencial neutralizante del extracto de P. auritum contra los efectos
edematizante, hemorragico y coagulante producidos por el veneno de la poblacion

de B. asper de la cuenca del Rio Cauca.

Esta investigacion es una exploracion del potencial de componentes bioactivos en
plantas con fines terapéuticos para el envenenamiento ocasionado por mordedura
de serpientes, y a largo plazo, se convertira en linea base para el desarrollo de

terapias alternativas que puedan contribuir a la disminucion de los efectos locales



del accidente botropico, que generalmente deja secuelas irreversibles. Ademas, se
espera que este estudio contribuya a reducir el impacto socio-econdmico que
genera la permanencia de un paciente victima de envenenamiento por mordedura

de serpiente en los centros de salud.



3. MARCO TEORICO
3.1 Bothrops asper

Informacién taxondmica

Reino: Animalia, Filo: Chordata, Clase: Sauropsida, Orden: Squamata,
Suborden: Serpentes, Familia: Viperidae, Subfamilia: Crotalinae, Género:

Bothrops, Especie: B. asper (Garman, 1883)

Es una especie de serpiente venenosa comunmente llamada “equis”, “terciopelo”,
“barba amarilla”, “nauyaca”, “cuatro narices” o “mapana”. Los individuos presentan
una coloracion dorsal marrén, oliva, o gris a gris oscuro, mientras que el vientre es
a menudo color crema y con manchas oscuras o no. Se distribuye desde centro
América hasta el noroeste de sur América (37); su gran tamafo corporal,
abundancia relativa, habitos cripticos y la capacidad de habitar en ambientes
perturbados por el hombre, contribuyen a la alta incidencia de mordeduras
ocasionadas por esta especie. Esta serpiente juega un papel importante en
ecosistemas, tanto como presa o como un depredador generalista. B. asper, como
otras especies, exhiben un cambio ontogenético notable en la dieta (38). Puede
alcanzar la madurez sexual en torno a 1 metro de longitud o en poco mas de 3
afos, presenta una longitud maxima de 250 cm, hay un fuerte dimorfismo sexual y
las hembras son significativamente mas grandes que los machos y tienen un
mayor numero de hileras de escamas dorsales, y un menor niumero de escamas

subcaudales que los machos (39).

B. asper tiene una denticion solenoglifa, los colmillos son curvados hacia atras,
moviles y de localizacion anterior en la maxila, estan dotados de un conducto
central cerrado, son especializados para la inoculacién profunda del veneno;
presenta fosetas termo-receptoras ubicadas entre el ojo y fosas nasales, las

cuales les permiten detectar el calor de las presas (40).

En el departamento del Cauca se encuentran tres poblaciones del complejo
Bothrops asper del suroccidente colombiano, cuya posicibn taxonémica

actualmente no estad bien definida. Folleco-Fernandez, reconoce tres especies



diferentes (poblacion de la cuenca del rio Patia: Bothrops ayerbei, poblacion de la
cuenca del Pacifico: Bothrops asper y la poblacion de la cuenca del rio Cauca:
Bothrops rhombeatus) (Figura 1) (41); mientras que Liévano-Bonilla, afirma que
son poblaciones de la misma especie (42) ya que no se presentan diferencias
significativas al analizar los caracteres morfoldgicos entre los individuos, y propone
la existencia de variacion fenotipica a nivel geografico relacionada a la ecologia y
al habitat de cada poblacion. No obstante, se requiere evidencia molecular y
filogeogréfica que resuelvan tal interrogante.

Convenciones
Cuenca
® Cauca
A Pacifico
W Patia

5°0'0"N
L

180

75°0'0"W

Figura 1. Mapa de distribucién de las tres poblaciones del complejo B. asper en el

suroccidente colombiano (42). Fuente: Liévano-Bonilla, F (2016).



3.1.1 Veneno de B. asper

Es una mezcla heterogénea de compuestos bioldgicos cuya funcion es inmovilizar,
matar y digerir a las presas, ademas de defenderse de posibles depredadores.
Entre sus componentes proteicos y enzimaticos estan las metaloproteinasas (41-
44%), fosfolipasas A, (29-45%), serina proteinasas (4-18%), acido L-amino
oxidasas (5-9%), desintegrinas (1-2%), compuestos similares a lectinas tipo C
(0.5%), proteina secretora rica en cisteina (0.1%) y fragmentos DC (<0.1%), entre
otras, que han sido descritas parcialmente con métodos bioquimicos y funcionales
(38,43).

Estas proteinas afectan la coagulacion sanguinea ya que presentan enzimas
coagulantes y procoagulantes, tales como serina proteinasas ‘tipo trombina’ y
metaloproteinasas que activan los factores X y Il de la cascada de coagulacion
(44,45). ElI sangrado local y sistémico, el cual contribuye a lesion tisular
permanente en el tejido muscular, asi como la hipovolemia y choque
cardiovascular es producido principalmente por la accion de metaloproteinasas
dependientes de zinc, que hidrolizan algunas proteinas que componen la lamina
basal que rodea las células endoteliales de los vasos capilares y de las vénulas,
como consecuencia de esta hidrolisis, las células endoteliales se ven afectadas,
desarrollando una serie de vesiculas y reduciendo su grosor, hasta el punto en
gue su integridad se afecta y se producen rupturas a través de las que se produce

la extravasacion (46).

La mionecrosis es provocada por la accion de las FLA;, clasificadas en dos
subtipos, las que presentan aspartato en el residuo 49, aminoacido que favorece
la union con el ion calcio cofactor necesario para la actividad catalitica, y las que
presentan lisina en esta misma posicion, variacion que impide la union a calcio y
como consecuencia pérdida de actividad enzimatica, no obstante, conservan el
efecto miotdxico mediante mecanismos no enzimaticos (47). En general, las FLA,
afectan la integridad de la membrana plasmatica de las células musculares
ocasionando un influjo de Ca?*, el cual inicia una serie compleja de eventos de

degeneracion asociados con hipercontraccion y dafio mecanico de la membrana
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plasmatica, activacion de los canales y sobrecarga Ca®" mitocondrial conduciendo
a apoptosis y necrosis de las células musculares (48).

Estudios protedmicos del veneno de dos de las poblaciones de B. asper del
suroccidente colombiano (cuenca del rio Patia y cuenca del Pacifico) muestran
diferencias marcadas en cuanto a la composicién del veneno (49). El pefrfil
proteémico del veneno de la poblacion de la cuenca del rio Patia (Bothrops
ayerbei) revela un porcentaje muy bajo de FLA; (0,7%), contrastado con el alto
contenido de estas enzimas (25,3%) en el veneno de la poblacién del pacifico
(Bothrops asper); ademas se resalta que las proteinas predominantes en B.
ayerbei fueron las metaloproteinasas (53,7%) lo que concuerda con su alta
actividad hemorragica, a diferencia de B. asper que presenta un alto efecto
miotoxico (50). Dado que no se cuenta con el perfil protedmico de la poblacion de
la cuenca del rio Cauca, se podria decir que las actividades biologicas sugieren

una composicion del veneno diferente a la de las otras dos poblaciones.

3.2. Piper auritum

Informacién taxondmica

Reino: Plantae, Division: Magnoliophyta, Clase: Magnoliopsida, Subclase:
Magnoliidae, Orden: Piperales, Familia: Piperaceae, Género: Piper, Especie:
Piper auritum (Kunth, 1815).

Esta especie conocida como anisillo, caisimon de anis, desvanecedora o0 santa
maria se encuentra distribuida desde México hasta Colombia (Figura 2) (51). Es
un arbusto pequefio de 1.20-5 m de altura, con madera blanda, entrenudos
floriferos moderadamente delgados y largos, estriados, glabros o algunas veces
pubescentes. Hojas ovadas, 18-30 cm de largo por 10-22 cm de ancho, el apice
agudo a cortamente acuminado, la base profundamente cordada, asimétrica, el
I6bulo inferior grande y el seno redondo, pubescentes, mas densas por el envés,
ciliadas, cilias blandas y densas, nervios secundarios 7-8 pares, laminas delgadas,

translicidas. Posee espigas blancas a verde blanquecinas, 8.5-29 cm de largo por



0.3-0.6 cm de diametro; bracteas circulares o triangulares, subpeltadas,
frimbriadas marginalmente, su fruto es pequefio, glabro y trigono; tres estigmas,
sésiles. La planta es aromatica y se caracteriza ademas por tener una lamina
relativamente grande (25 a 30 cm de largo) y una base marcadamente asimétrica.
Se ha encontrado en el borde de la carretera y selva intervenida (52).
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Figura 2. Distribucién de P. auritum en Colombia segun informacion de los especimenes
depositados en el Herbario de la Universidad del Cauca (CAUP) (Ver Anexo 1). Fuente:

este estudio.
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3.3. Metabolitos secundarios

La biosintesis, transformacion y degradacién de compuestos enddgenos de las
plantas mediante proteinas especializadas dan como resultado los metabolitos
secundarios. La biosintesis de estas sustancias estd restringida a estados
especificos de desarrollo del organismo y de las células especializadas, a periodos
de estrés causados por la deficiencia de nutrientes, atague por microorganismos o
depredadores, y durante la polinizacién, es decir, los metabolitos secundarios no
son esenciales para el crecimiento o la vida de la planta, pero juegan un papel
importante en la interaccion del organismo con el medio que lo rodea. Ademas,
para el hombre tienen un enorme valor econémico pues son una fuente importante
de principios activos de medicamentos y de otros valiosos productos quimicos
como fragancias, insecticidas, saborizantes, colorantes y aditivos nutritivos
(53,54).

3.3.1. Metabolitos secundarios de P. auritum

Los metabolitos secundarios presentes en el extracto hexanico de las hojas de
P. auritum son safrol (56,88%), acido palmitico (5,95%), v-terpineno (5,11%), B
cariofileno (2,65%), a-terpineno (2,61%), miristicina (2,01%) y otros 20
compuestos mas, entre los que se pueden encontrar fenilpropenos, monoterpenos
y sesquiterpenos (55). El safrol, fitol y tetrametil-2-hexadecen-1-ol, son los

compuestos mayoritarios segun otro reporte (56).

Se ha determinado que probablemente los metabolitos presentes en el extracto
alcohdlico de P. auritum son los responsables de las diferentes actividades
biologicas de la planta, entre las que se encuentran el efecto antiinflamatorio y la
toxicidad, la cual fue determinada como DLso igual a 1801,99 mg/kg de peso del
raton (57).

Por otro lado, el extracto fluido de P. auritum tiene actividad moderadamente
citotoxica en el sistema Aspergillus nidulans, mientras que no se comport6 asi en

el ensayo de Ames, ni en la prueba de microndcleos, lo que podria concordar con
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ausencia de potencial genotoxico in vitro e in vivo (58). También, se demostro que
el extracto de la planta disuelto en diferentes concentraciones de agua y etanol
tiene actividad antioxidante (56), al igual que el extracto hexanico de las hojas; en
ratas diabéticas podria atenuar el estrés oxidativo, actuando como un supresor del
dafio de las células hepéticas (59,60). Asimismo, el extracto metandlico y hexanico

de P. auritum, presenta propiedades entomotoxicas (61).

3.4. Aceite esencial de P. auritum

El aceite esencial estd compuesto por sustancias quimicas lipéfilicas y terpenoides
volatiles. Se han obtenido 14 componentes de las hojas de P. auritum, de los
cuales el safrol (fenilpropanoide) es el principal, con una cantidad relativa de
93,24%, seguido de la miristicina con el 4,34% (62,63). En otros reportes, el safrol
estd presente en menor porcentaje, pero sigue siendo el mayoritario con un
69,54%, seguido del B cariofileno (3,71%), p-cimeno (3,52%) y 6 compuestos mas
(55) (Figura 2). Estas diferencias de porcentajes dependen de parametros
naturales como: el origen geografico, el estado vegetativo de la planta, las

condiciones de almacenamiento, los métodos de extraccion, entre otros (64).

El aceite de P. auritum ha sido estudiado en cuanto a su efecto antibacteriano, el
cual ha mostrado resultados positivos por la presencia de fenilpropanoides como
el safrol (65,66) y al cual también se le atribuye la actividad antileishmaniosis (67).
Por otro lado, el aceite esencial, el extracto hexanico y su componente principal
(safrol) tienen aplicaciones interesantes para controlar hongos patdgenos de las
plantas (55,68). De igual modo, el aceite esencial presenta actividad repelente e
insecticida contra Tribolium castaneum (63) y actividad antioxidante cuando es
obtenido a 17,24 MPa y 40 ° C por el método de extraccion supercritica de aceites

esenciales (69).
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Figura 3. Estructura quimica de los componentes principales de P. auritum A. Safrol B. p-

cimeno C. Miristicina D. B cariofileno E. v-terpineno F. a-terpineno G. Acido palmitico

3.5. Métodos de extraccion

Existen varios métodos de extraccién de metabolitos secundarios en plantas, entre
los mas usados estan la percolacién y el soxhlet, los cuales presentan un
porcentaje de rendimiento de 7,87% y 15,61% p/p respectivamente, esto se debe
posiblemente a la temperatura que es utilizada en el soxhlet, ya que el disolvente
(en este caso etanol) alcanza el punto de ebullicién, lo que contribuye a aumentar
la eficacia del proceso debido a que la constante de equilibrio de saturacién se

desplaza favoreciendo la extraccion (70).

13



Ademas se han reportado el uso de compuestos de polaridad creciente entre los
gue se encuentran el hexano, diclorometano, acetato de etilo y agua, los
compuestos de mayor polaridad como el acetato de etilo y el extracto acuoso
permiten una mejor extraccion (71). También se utilizan solventes polares como el
etanol para realizar pruebas de neutralizacion del veneno de serpientes por parte
de extractos vegetales (35,36,72).

3.6. Neutralizacion del veneno de serpiente por parte de plantas

Experimentalmente se ha demostrado la neutralizacion de efectos locales
producidos por el veneno de serpiente como edema, hemorragia, mionecrosis, y
de efectos sistémicos como alteraciones en la coagulacion, debido al potencial
inhibitorio que presentan las plantas por la reaccion de sus metabolitos
secundarios (polifenoles, terpenos, alcaloides, entre otros) con las proteinas del
veneno, modificando o inactivando sus acciones sobre el cuerpo humano. De
Moura y colaboradores, afirman que los compuestos quimicos de las plantas son
capaces de actuar directamente como inhibidores enzimaticos, inactivadores
guimicos o inmunomoduladores, los cuales interactian directamente con
macromoléculas blanco. Los compuestos polifendlicos pueden precipitar proteinas
y formar complejos con metales como Zn* y Ca*, lo cual explicaria la eficacia
inhibidora de las FLA, dependientes Ca®" y las metaloproteinasas dependientes de
Zn** (3-5,17).

3.7. Suero antiofidico colombiano

El Instituto Nacional de Salud (INS) y el Laboratorio ProBiol producen sueros
antiofidicos con algunas diferencias, el INS produce un antiveneno polivalente
efectivo en los accidentes ocasionados por serpientes de los géneros Bothrops y
Crotalus, su presentacidon es una solucién inyectable de inmunoglobulinas
especificas, purificadas a partir de plasma equino hiperinmune, mediante la
técnica de precipitacion con sulfato de amonio (http://www.ins.gov.co/lineas-de-
accion/Produccion/Paginas/suero-antiofidico-polivalente.aspx). En ProBiol cada

frasco de suero antiofidico polivalente contiene inmunoglobulinas completas o
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fragmentos F(ab’), (digeridas con pepsina) de origen equino precipitadas con
sulfato de amonio, capaces de neutralizar veneno de Bothrops atrox, Bothrops
asper, Lachesis muta y Crotalus durissus; ademas, ProBiol produce suero
anticoral polivalente que neutraliza el veneno de las serpientes del género
Micrurus. La aplicacion de los sueros puede conllevar a reacciones alérgicas, por
lo que cada instituto aclara las precauciones y advertencias antes de realizar el
tratamiento, entre las que se encuentran: antecedentes de angioderma y/o shock
anafilactico y pacientes sensibles al suero equino

(http://www.probiol.com/index.php/productos).

3.8. Ensayo de toxicidad sobre Artemia salina (Linnaeus, 1758)

Artemia salina pertenece al Filo: Arthropoda, Subfilo: Crustacea, Clase:
Branchiopoda, Orden: Anostraca, Familia: Artemidae. Es un crustaceo propio de
aguas salobres utilizado para determinar la toxicidad de productos quimicos y
naturales, como es el caso de los extractos vegetales. Los huevos pueden
permanecer metabdlicamente inactivos durante largos periodos en condiciones de
total ausencia de agua, oxigeno y a temperaturas por debajo de punto de
congelacion. Transcurridas 6 a 8 semanas las artemias se convierten en adulto
alcanzando un tamafio promedio de 7 milimetros y su vida media es de 1 afio. El
ensayo es economico debido a que el estado criptobidtico del animal esta
disponible comercialmente de manera continua, ademas es facil de realizar, rapido
(24 horas) y reproducible (73,74). Esta prueba ademas de las ventajas ya
mencionadas es una alternativa a los ensayos de toxicidad de extractos vegetales
in vivo, ya que otro tipo de animales implican aspectos éticos y econdmicos mas

complicados (75).
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4. ANTECEDENTES
Desde hace mas de dos décadas se han realizado estudios con el fin de buscar
alternativas terapéuticas naturales que neutralicen los efectos letales y ciertos
sintomas locales y sistémicos ocasionados por el envenenamiento por mordedura
de serpiente. Mors y colaboradores en 1989, demostraron que el extracto
etandlico de las partes aéreas de Eclipta prostrata (Asteraceae) neutralizé la
actividad letal del veneno de Crotalus durissus terrificus cuando fueron pre-
incubados e inyectados via intraperitoneal en ratones. Del extracto se aislaron
sustancias como la wedelolactona, sitosterol y estigmasterol, los cuales fueron
capaces de neutralizar 3 dosis letales (DLsg). Ademas, el extracto fue capaz de
inhibir la liberacion de creatina quinasa (CK) del muasculo aislado de ratén

expuesto al veneno, lo que indicdé minimizacion del efecto mionecrético (76).

Mors y colaboradores en el 2000, presentaron una lista de plantas usadas contra
la mordedura de serpiente, indicando que los constituyentes quimicos,
denominados metabolitos secundarios, son capaces de interactuar con
macromoléculas blanco, receptores y enzimas; por ejemplo, ocupando sus sitios
de union, formando enlaces covalentes, quelando metales que son indispensables
para su accion o bloqueando receptores. Algunos de ellos son los esteroides,
triterpenos, derivados de fenilpropanoides, cumarinas y flavonoides, que pueden
ser responsables del efecto neutralizante de las plantas contra la accion del

veneno de serpiente (77).

Abubakar y colaboradores (2000), demostraron la reduccién en la mortalidad de
ratones en ensayos realizados con dos venenos de serpiente, Echis carinatus y
Naja nigricollis, los cuales fueron previamente incubados con el extracto de Guiera
senegalensis (Combretaceae) y luego administrados intraperitonealmente; esta
actividad puede deberse a los compuestos polifendlicos presentes en las plantas,
gue modifican las acciones de las proteinas y enzimas debido a sus propiedades

astringentes (4).

En Costa Rica, Nufez y colaboradores (2005) analizaron los extractos de Piper

peltatum y Piper umbellatum, los cuales mostraron resultados positivos en cuanto
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a la inhibicion de fosfolipasas miotoxicas A, del veneno de serpientes del género
Bothrops. A partir del extracto se aislé 4-catecol nerolidol, compuesto que inhibid
completamente la actividad de la miotoxina | de B. asper. Ademas, el metabolito
aislado redujo la actividad edematizante de las miotoxinas y el nivel de CK en
plasma al pre-incubarse con los venenos de B. asper y Bothrops atrox. La
administracion del 4-catecol nerolidol después de inyectar la toxina in vivo, mostro
una habilidad inhibitoria sustancialmente baja. Esto podria ser explicado por la
rapida accion de estas toxinas in vivo (78).

Ode y Asuzu (2006), realizaron un estudio en Nigeria sobre la actividad
neutralizante del extracto metandlico del bulbo de Crinum jagus (Amaryllidaceae)
frente a la mordedura de las especies Echis ocellatus, Bitis arietans y Naja
nigricollis. El extracto protegidé a los ratones de los efectos letales cuando fue
administrado por via oral, lo que demostré que su accion es farmacolégica y no

resultado de la interaccion fisica con los componentes del veneno (21).

Shenoy y colaboradores (2013) investigaron los frutos de una planta de género
Piper, los cuales son utilizados tradicionalmente contra la mordedura de serpiente
en India. El extracto etandlico de Piper longum fue capaz de inhibir la hemorragia
inducida por el veneno in vitro; el extracto y el principio activo, piperina, inhibieron
significativamente la letalidad, la hemorragia, la necrosis, la desfibrinogenaciéon y
el edema en ratones. También redujeron significativamente la degranulacion de
mastocitos y se revertié el incremento de niveles de CK producidos por el veneno.
Este estudio demostroé que el extracto posee un buen potencial neutralizante y la
piperina fue uno de los componentes responsables de la efectiva neutralizacion
(79).

En Colombia son escasos los estudios realizados alrededor del potencial
neutralizante de las plantas frente a los envenenamientos, sin embargo, se
conocen importantes estudios etnobotanicos sobre plantas utilizadas
tradicionalmente contra la mordedura de serpiente en algunas comunidades
indigenas de Antioquia y Chocd, lo cual provee informacion para adelantar

pruebas que permitan comprobar dichas propiedades. Otero y colaboradores
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(2000) identificaron 101 especies de plantas usadas para el tratamiento de la
mordedura de serpiente, agrupadas en 41 familias, entre las cuales Piperaceae
(13sp), Araceae (6sp), Asteraceae (5sp) y Gesneriaceae (3sp) fueron las mas
abundantes. La informacion fue brindada por chamanes, indigenas de las
comunidades rurales y curanderos tradicionales, quienes estan convencidos de
que las plantas més eficaces son las que tienen una sabor amargo (por ejemplo
Episcia dianthiflora o Piper auritum) (26).

Otero y colaboradores (2000), generaron extractos etandlicos de 74 plantas de las
anteriormente reportadas como utilizadas tradicionalmente para el accidente
ofidico y analizaron si estos extractos neutralizaban los efectos letales y
enzimaticos del veneno de Bothrops atrox. Los resultados mostraron que solo 12
tenian accion neutralizante, 7 de ellas neutralizaron el 100% de la actividad, a
saber: Brownea rosademonte (Caesalpiniaceae), Tabebuia rosea (Bignoniaceae),
Renealmia alpinia (Zingiberaceae), Heliconia curtispatha (Heliconiaceae),
Pleopeltis percussa (Polypodiaceae), Trichomanes elegans (Hymenophyllaceae) y
Citrus limon (Rutaceae), las otras mostraron entre un 45% y 80% de neutralizacion

de ambos efectos (7).

Posteriormente, Otero y colaboradores (2000) realizaron pruebas de neutralizacion
del efecto hemorragico causado por el veneno de Bothrops atrox, con extractos de
las plantas previamente reportadas. Se analizaron 75 extractos, de los cuales, 12
demostraron el 100% de neutralizacion y 19 especies presentaron una
neutralizacion moderada. P. auritum mostré un porcentaje de 10+£4% de inhibicion

del efecto hemorragico (27).

Otero y colaboradores (2000), estudiaron la composicion quimica y el uso
etnobotanico de P. auritum, del municipio de Choco, contra las mordeduras de
serpientes. Encontraron que el extracto de la planta no neutraliza el efecto letal del
veneno de B. asper (Poblacion de la cuenca del Pacifico), la neutralizacion del
efecto hemorragico in vitro fue insignificante, pero neutralizé parcialmente (63%) el

efecto edematizante del veneno (36).
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GoOmez y colaboradores (2014) reportaron el uso tradicional de Renealmia alpina
(Zingiberaceae) para el tratamiento de mordeduras de serpientes por parte de
tribus indigenas Embera-Katios pertenecientes a las regiones de Antioquia y
Choc6. Una flavonona aislada de dicha planta, inhibi6é la actividad enzimatica y
biolégica de venenos de Bothrops y de fosfolipasas purificadas. También inhibio la
actividad proteolitica y hemolitica indirecta producida por el veneno de Bothrops
asper. Adicionalmente, puede mitigar dafos en el tejido local producto de los
efectos hemorragicos ocasionados por el envenenamiento, tiene propiedades

analgésicas y anti-inflamatorias (5).
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5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

e Especificar la actividad neutralizante del extracto etandlico de P. auritum
contra el veneno de B. asper de la poblacion de la cuenca del rio Cauca.

5.2. Objetivos especificos

e Establecer la actividad anticoagulante del extracto etandlico de P. auritum
contra el veneno de B. asper.

e Identificar el efecto antiedematizante del extracto etandlico de P. auritum
contra el veneno de B. asper.

e Evaluar la actividad antihemorragica del extracto etandlico de P. auritum
contra el veneno de B. asper.

e Determinar cualitativamente los metabolitos secundarios y cuantificar los
fenoles totales del extracto etandlico total de P. auritum.

e Determinar la actividad toxica del extracto etandlico total y del aceite

esencial de P. auritum.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Veneno de B. asper

Se obtuvo una mezcla de veneno de 4 ejemplares adultos de B. asper (poblacion
de la cuenca del rio Cauca) provenientes de La Yunga, Tambo - Cauca,
mantenidos en cautiverio en el centro de investigaciones biomédicas de la
Universidad del Cauca (CIBUC). El veneno se colecté por estimulacion manual,
para ello se indujo a los ejemplares a morder una pelicula de parafilm ubicada
sobre un embudo de cristal conectado a un tubo falcén, posteriormente el veneno

se centrifugd, se liofilizé y almacend a -20°C hasta su uso.

6.2. Colecta de material vegetal de P. auritum

Las muestras de P. auritum fueron colectadas en la vereda Cajete, Popayan —
Cauca (2° 28' 41.17" Latitud Norte, 76° 40' 19.91" Longitud Oeste) (Figura 2), a
una altura de 1744 m.s.n.m., durante el mes de junio del 2016. Un espécimen fue
depositado en el Herbario de la Universidad del Cauca (CAUP) bajo la referencia
Angie M. Rengifo 01 (Figura 4).

Figura 4. Planta de P. auritum A. En su entorno silvestre B. Ejemplar llevado al Herbario
de la Universidad del Cauca (CAUP). Fotografia: Rengifo, A (2017).
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6.3. Extracto etandlico

Las hojas de la planta se cortaron en pequeiias partes y se dejaron secar a
temperatura ambiente. En el laboratorio del grupo de Investigacion Quimica de
Compuestos Bioactivos se pulverizé el material, se pesaron 84,599 g y se sometio
a extraccion continua solido-liquido (Soxhlet) durante 48 horas utilizando como
disolvente etanol anhidro (80). Posteriormente, se secd el extracto mediante
concentracion a presion reducida en un rota- evaporador (Laborota 4003, Heidolph
Instrument Gmbh & Co) a 40°C (Figura 5) y se almacend en un desecador para

evitar su hidratacion hasta que se realizaran los respectivos ensayos.

Figura 5. Extraccion etandlica por el método Soxhlet de P. auritum A. Montaje de la
extraccién por Soxhlet B. Concentracion del extracto a presién reducida en un rota-

evaporador. Fotografia: Rengifo, A (2017).

6.4. Extraccion del aceite esencial
La extraccion del aceite se realiz6 por hidrodestilacion a partir de hojas secas de

P. auritum (Figura 6) y luego se sec6 con sulfato de sodio anhidro (Na;SO,).
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Figura 6. Montaje para extraccion del aceite esencial de P. auritum. Laboratorio del grupo
de investigacion Quimica de compuestos Bioactivos. Fotografia: Rengifo, A (2017).

6.5. Modelos animales

Para llevar a cabo las pruebas de neutralizacion se utilizaron ratones Mus
musculus cepa ICR con peso de 20+2 g, mantenidos en el CIBUC en cajas
estandar con acceso de alimento y agua ad libitum.

6.6. Antiveneno
Se uso el suero antiofidico polivalente del Instituto Nacional de Salud, el cual fue

recibido en donacién y cuyo lote es 05 SAP 03.

6.7. Tamizaje fitoquimico

Se determind cualitativamente la presencia de algunos metabolitos secundarios,
mediante la extraccion de 30 g de material seco con etanol por 48 horas utilizando
la metodologia planteada por Dominguez (1979) (81), las pruebas fueron las

siguientes (Tabla 1):
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Tabla 1. Reacciones para determinar cualitativamente la presencia de metabolitos
secundarios.

Metabolito Prueba en tubo de ensayo

Alcaloides Dragendorff, Mayer y Wagner

. Reactivo de Baljet, Kedde, Raymond-Marthoud, Keller-Killiani,
Cardiotonicos _ _
Liebermann-Burchard y Salkowski

Cumarinas Volatiles en papel impregnado con NaOH (Observacion UV)

_ Cloruro Férrico, solucion de gelatina, solucién de gelatina 'y
Taninos y _
sal, solucion salina

Saponinas Formacion de espuma

Triterpenos y
Liebermann-Burchard y Salkowski

esteroides
Flavonoides Reaccion de Shinoda
Lignanos Prueba de Labat

6.8. Cuantificacion de fenoles

Se utilizé el método propuesto por Folin y Ciocalteu (1927) (82), el cual se
fundamenta en la reduccidon, en medio basico, de una mezcla de acidos
fosfowolframico y fosfomolibdico (H3M012040P y H3[P(W3010)4]) con compuestos
polifendlicos hasta 6xidos de color azul (WgO13 Y M0gO33), los cuales presentan

absorbancia a una longitud de onda de 760 nm.

Se realiz6 una curva de calibracion de &cido gdlico en un intervalo de
concentraciones de 15-75 ug/g siguiendo el protocolo descrito por Li et al. (2014)
(83). Una vez se obtuvieron las absorbancias del acido galico, se procedié a
preparar la muestra de extracto vegetal de la siguiente manera: en una cubeta
plastica de 3 ml se agregd 1 ml de solucion acuosa del reactivo de Folin-Ciocalteu

(0,2 eg/l) y 0,2 ml de solucién metandlica de las muestras (500 ppm). Luego, se
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homogenizaron y en ausencia de luz se incubaron por 5 min, posteriormente se
agreg6 0,8 ml de solucion acuosa de carbonato de sodio (75 g/l), se
homogenizaron y se incubaron en ausencia de luz por 60 min. Después de este
tiempo se procedié a medir la absorbancia a una longitud de onda de 760 nm en
un espectrofotébmetro UV-vis GENESIS (Thermo Scientific). La concentracion de
fenoles presentes en el extracto vegetal se obtuvo a partir de la ecuacion de la
curva de calibracion y la absorbancia de la muestra. El resultado se expresé en
mg AG/g de ES.

6.9. Actividad téxica sobre A. salina

El ensayo se llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito por Sanabria et al. (1997)
(84) con modificaciones de Syahmi y colaboradores (2010) (85). Se prepard agua
de mar sintética al 3,6% y se filtr6 hasta obtener una solucion homogénea. En 500
ml de agua de mar se depositaron 50 mg de huevos de A. salina, los cuales se
dejaron por 48 horas en una camara ambiental (Biotronette Mark 111, Melrose Park,
IL, USA) a 25 °C.

Las muestras del extracto de P. auritum fueron disueltas en dimetilsufoxido para
obtener una concentracion de 40.000 ug/g, a partir de la cual se prepararon las
dosis de trabajo (20 — 50 — 100 — 200 — 300 — 400 — 500 — 600 — 800 - 1000 pg/qg).
Posteriormente, se tomaron 10 nauplios por cada vial aforandolos a un volumen
final de 5 ml, se incubaron en una camara ambiental con las mismas condiciones
en las que fueron eclosionados y, por ultimo, se realizaron conteos de nauplios

muertos a las 6 horas (dosis aguda) y a las 24 horas (dosis crénica).

Como control positivo, se realiz6 el ensayo de letalidad en las condiciones
anteriormente mencionadas utilizando diferentes concentraciones de dicromato de
potasio para la toxicidad aguda (5-25 pg/g) y para la toxicidad cronica (31-900
Hg/g). Para el control negativo se tom6 el maximo volumen de DMSO agregado en
el ensayo de letalidad (250 ul en 5 ml de agua de mar) y un segundo control solo
con agua de mar. Cada ensayo se realiz6 por triplicado y los datos fueron
reportados en CLsp, concentracidon que induce la muerte del 50% de los

organismos estudiados.
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6.10. Pruebas de neutralizacion

Previamente se determinaron la dosis coagulante minima en plasma (DCM-P), la
dosis edematizante minima (DEM) y la dosis hemorrdgica minima (DHM),
inyectando ratones Mus musculus (n=4) de ambos sexos con varias dosis de
veneno de B. asper, como control se utilizd solucion salina (0,9%). Para las
pruebas de actividad neutralizante del extracto etandlico de P. auritum se utilizaron
razones desde 500 — 3000 pL de extracto / mg de veneno mientras que para el
suero antiofidico del INS se utilizaron razones de 31,25 - 1000 pyL antiveneno / mg
de veneno. Como controles se inyectaron ratones con veneno mas solucion salina
y con antiveneno o extracto mas solucion salina, utilizando la dosis mas alta en

cada prueba.

6.10.1. Actividad coagulante y su respectiva neutralizacion

Para cada prueba se utilizaron 10 ml de sangre O+ de un voluntario, repartidos en
6 vacutainers de 3,6 ml con citrato de sodio (una parte de anticoagulante por 9
partes de sangre venosa). Una vez obtenida la muestra se procedié a centrifugar a
4000 revoluciones por minuto (rpm) por 5 min para recolectar el plasma. Tubos
con 0,2 ml de plasma citratado, se incubaron durante 5 min en bafio maria a 37°C.
Posteriormente, a cada tubo se agregd 0,1 ml de veneno disuelto en solucién
salina a concentraciones de 0,05 - 0,1 - 0,2 - 0,4 - 0,8 ug. Se realizaron 6
repeticiones de cada ensayo. Se registro el tiempo de coagulacion y a partir de un
analisis dosis- respuesta, se determin6 la DCM-P, definida como la minima

concentracion capaz de producir un coagulo en 60 segundos.

Para la actividad neutralizante, se prepararon mezclas con una cantidad fija de
veneno (dosis reto: 2 DCM-P) y cantidades variables del extracto o antiveneno en
un volumen final de 0,1 ml, las cuales se incubaron en bafio maria a 37°C por 30
min y luego se agregaron a 0,2 ml de plasma citratado incubado previamente a
37° C por 5 min. Finalmente, se calcul6 la dosis efectiva, definida como la razén
de ul de extracto o antiveneno / mg de veneno en la que el tiempo de coagulacién
aumenta 3 veces respecto al tiempo de coagulacién del control de veneno sin

antiveneno (86).
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6.10.2. Actividad edematizante y su respectiva neutralizacion

Se inyectaron grupos de 4 ratones con dosis de 0,0625 - 0,125 -0,25-0,5-1 pug,
utilizando solucién salina como diluyente. Las dosis fueron administradas por via
subcutanea en la almohadilla plantar de la pata trasera derecha del raton y en la
pata izquierda se inyectd 50 pl de solucién salina en idénticas condiciones como
control negativo de la actividad.

Después de 1 hora, utilizando un calibrador, se midié el grosor de las dos patas.
Se estimé la magnitud del edema (porcentaje de aumento del grosor de la pata),
de la siguiente manera: [(Grosor de la pata derecha / grosor de la pata izquierda) x
100] -100. La DEM, se determin6 a partir de un analisis dosis-respuesta, definida

como la dosis de veneno que induce un edema de 30%.

Para la neutralizacion del edema se prepararon mezclas de una cantidad fija de
veneno (6 DEM) con razones de entre 500 — 2500 pl extracto o antiveneno / mg de
veneno, las cuales se incubaron en bafio maria a 37°C por 30 min. 50 pl de la
mezcla fueron inyectados en la pata derecha del raton; la pata izquierda se usoé
como control negativo con solucion salina. Se calcul6 la magnitud del edema y se
estimo la DEsp, correspondiente a la razon pl de extracto o antiveneno / mg

veneno en la que el edema se reduce un 50% (87).
6.10.3. Actividad hemorragica y su respectiva neutralizaciéon

Se inyectaron grupos de 4 ratones, via intradérmica, con concentraciones de 3 — 4
-5 -6 -7 pg. Dos horas después se eutanasiaron para remover la piel y medir el

area hemorragica utilizando el programa ImageJ. Luego se procedio a calcular el

didmetro utilizando la siguiente formula: Diametro = 2x (\/érea hemorragica/m).

Se obtuvo la DHM, definida como la minima concentracion de veneno capaz de

generar una lesion de 10 milimetros de diametro.

Para los ensayos de neutralizacion, se prepararon tubos con mezclas de una
concentracion fija de veneno (dosis reto:10 DHM) y diluciones de extracto o
antiveneno en un volumen final de 0,1 ml. Se incubaron por 30 min a 37°C y a
continuacion, se inyectaron via intradérmica grupos de 4 ratones. 2 horas después

se realiz6 el mismo procedimiento para hallar la DHM. Posteriormente se
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determind la DEso, que corresponde a la razén pl extracto o antiveneno/ mg de

veneno en la que el diametro de la lesion hemorragica disminuye en un 50% (88).

6.11. Disefio experimental y Analisis estadisticos

Se realiz6é un disefio experimental completamente al azar con 4 repeticiones para
las actividades edematizante y hemorragica. Se realizaron pruebas de normalidad
y homogeneidad de varianzas, lo que permitio elegir los estadisticos de inferencia
por la via paramétrica (Anova de una via) o no paramétrica (Kruskal-Wallis).
Posteriormente se aplicaron pruebas post-Hoc. Todos los andlisis fueron
realizados empleando el software BioEstat 5.0. Los resultados de las diferentes
actividades se representaron graficamente en una curva dosis-respuesta (software
GraphPad-Pris 5.0), donde el eje x represent0 la razon pL extracto o antiveneno /
mg veneno y el eje y la variable tiempo para la actividad coagulante, porcentaje
para la actividad edematica y diametro para la actividad hemorragica. Para el
experimento con A. salina se realiz6 un analisis de regresion no lineal en el

software GraphPad-Pris 5.0 y se calculo la CLsy.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. Rendimiento de extraccién
El extracto etandlico total presenté un rendimiento de 12,65%, el cual fue mucho
mayor al reportado en la literatura con otros solventes, por ejemplo, la extraccién
con metanol por el método de percolacién presentdé un rendimiento del 0,25% (55)
y por el método Soxhlet en 48 horas fue de 0,83% (61).

El aceite esencial presentd un rendimiento de 1,45%; el cual fue mas alto que el
reportado por Pineda et al. (2012) (0,12%), quien realizé la extraccion de las
partes aéreas frescas por hidrodestilacion de 3 horas (55) y similar al encontrado
por Conde—Hernandéz (2017) (69) obtenido por destilacion por arrastre de vapor
que fue 1,58 + 0,05% p/p.

7.2. Tamizaje fitoquimico
Los metabolitos secundarios encontrados en el EET de P. auritum se describen a
continuacion y se presentan sus respectivas actividades biolégicas recopiladas por

la literatura (Tabla 2):

Tabla 2. Metabolitos secundarios presentes en el EET de P. auritum.

Metabolito Actividad biologica

Cumarinas Antifungica (89), antiinflamatoria (90) y Anti-FLA, (91).

. Expectorantes, antiinflamatorios, antifingicos y
Saponinas
antibacterianos (53), antihemorragicos, antiproteolitico,

antimiotoxicos(92).

Antibacterianos (93), antifingicos (68) y antiinflamatorios
(94,95), Anti-FLA; (78)

Triterpenos

Esteroides Antimiotoxicos (76)

Lignanos Proteccion frente al ataque de agentes patdégenos (53)
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Los compuestos anteriormente nombrados son los que posiblemente aportan las
diferentes actividades biolégicas que presenta la planta como la actividad
antinflamatoria (57), antioxidante (60), antibacteriana (65) y otras que se describen
en el apartado 4.3.1. Los triterpenos y los esteroides al parecer confieren la
actividad antimionecrética debido a que estos son capaces de formar enlaces
covalentes con las toxinas, en este caso con las FLA; (78). Las cumarinas y las
saponinas han sido identificadas como compuestos que contrarrestan la
inflamacion y otra serie de complicaciones del envenenamiento por mordedura de
serpiente. Las saponinas pueden neutralizar la hemorragia y la protedlisis, debido
a la interaccion de las saponinas con las metaloproteinasas, ademas son
responsables de inhibir las enzimas tipo trombina y de reducir parcialmente los
efectos miotoxicos (92). Las cumarinas como la umbeliferona interactian con las
FLA; del veneno de Crotalus durissus collilineatus, ocasionandole fuertes
modificaciones estructurales en la hélice alfa principalmente en la region del sitio
catalitico, lo que se traduce en la supresion del fendmeno inflamatorio producido

por la toxina (91).

7.3. Cuantificacion de fenoles

A partir de la ecuacion de la curva de calibracion de acido galico (Figura 7), donde
el eje y corresponde a la absorbancia del acido a diferentes concentraciones (eje
X), Yy la absorbancia de la muestra vegetal, se determiné la concentracion de

fenoles expresada en mg de AG / gramo de ES.
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Figura 7. Curva de calibracion de acido galico. Cada concentracion presenta la media y la

+ desviacion estandar (DE) de tres repeticiones. R?=0,9942.

Los compuestos fendlicos poseen un anillo bencénico, con uno o mas grupos
hidroxilo, libres o sustituidos. EI EET de P. auritum presento 43,733 + 2,106 mg
AG/g ES, un mayor contenido que el reportado en la literatura por el método de
agitacion (8,72 £1,69 mg AG/qg) y ultrasonido (6,79+1,41 mg AG/g) utilizando como
disolvente el etanol. Muchas plantas usadas para propoésitos terapéuticos tienen
excelentes recursos fitoquimicos como los compuestos fendlicos (56), los cuales
tienen propiedades astringentes (4) y se ha propuesto que son responsables de la
actividad inhibitoria del veneno de serpiente debido a la interaccion de las
proteinas del mismo con las sustancias polifendlicas del extracto (30,96). La
inhibicién podria ser explicada porque estos compuestos tienen la habilidad de
formar complejos con metales como el Ca®', es decir, acttan como quelantes
naturales, cofactor del cual dependen las FLA; del subtipo D49 para ejercer su
accion; sus grupos hidroxilo también pueden formar enlaces de hidrégeno con
aminoacidos de las proteinas localizados en el sitio activo o proximos a este
impidiendo la actividad enzimatica; ademas inhiben otras actividades enzimaticas
como la de hialuronidasas y de la L-amino acido oxidasa de los venenos de

serpientes (97).
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7.4. Actividad toxica sobre A. salina

La toxicidad de las muestras se clasifico a las 6 horas como aguda y a las 24
horas como crénica (Tabla 4). El EET de P. auritum fue moderadamente toxico a
las 6 y 24 horas de exposicion, mientras que el aceite esencial se ubicé dentro del
rango de extremadamente téxico a las 6 y 24 horas. Segun los analisis
estadisticos tanto el extracto como el aceite presentaron diferencias significativas
en la CLs respecto al control entre las 6 y 24 horas, aunque el AE fue mas téxico
gue el control positivo (Tabla 3). Lo anterior puede deberse al alto contenido de
monoterpenos, componentes de las esencias volatiles de las plantas y causantes
de la toxicidad sobre los nauplios de A. salina (98).

Lagarto Parra y colaboradores (2001), en Cuba, reportaron una dosis toxica del
EET de P. auritum de 26.67 pg/ml (74), la cual es mucho menor que la descrita en
este estudio, esto se puede deber a que las plantas presentan diferente origen
ecoldgico, lo que se refleja en variaciones de abundancia de los compuestos
toxicos. El reporte de CLso para el AE coincide con el valor reportado por Olivero-
Verbel et al. (2009) (99) la cual fue de 8,48 pg/ml (planta colombiana), una dosis
relativamente baja; sin embargo, se debe tener en cuenta que el AE tiene un
rendimiento del 1,45%, por lo que es necesario tener precausion con los AE puros,

ya que se podrian presentar actividades biologicas indeseadas.

Asi mismo, esta prueba se considera como un resultado preliminar de la presencia
de actividad bioquimica, ya que los metabolitos secundarios posiblemente actian
sobre los componentes intra y extracelulares causando la muerte de las Artemias.
Aunque se desconoce el mecanismo de accidén sobre las Artemias (75), seria
interesante explorar el uso potencial de estos extractos como anticancerigenos,

antibacterianos, antifangicos.

Determinar la concentracién a la que una sustancia que sera inoculada es toxica,
es un aspecto necesario dentro de una investigacion, porgue si se alcanza una
elevada concentracion podria causar efectos nocivos en el sistema biolégico con
el que se esta trabajando. En cuanto al uso de las plantas para el tratamiento del

accidente ofidico se debe establecer la dosis téxica para los humanos, para lo cual
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primero se realizan ensayos en modelos biolégicos como A. salina. En el presente
estudio, no se sobrepaso la CLsp reportada, por lo que seria factible utilizar los
metabolitos que presentan ciertas propiedades frente al envenenamiento por
mordedura de serpiente como complemento del suero antiofidico; no obstante, se
deben realizar mas estudios sobre la toxicidad de ese metabolito, con el fin de
encontrar la dosis en la que la toxicidad es minima y es capaz de neutralizar el

efecto.

Tabla 3. Toxicidad del EET y del AE de P. auritum frente a A. salina expresado en ClLs,.

CLso (ug/mL)
6 horas (aguda) 24 horas (cronica)
EET 322,954 + 15,283* 215,209 + 7,524*
AE 9,129 + 0,305* 8,115 + 0,370*
Dicromato de Potasio 83,630 *+ 6,758 15,580 + 2,086

* Concentraciones con diferencias significativas p<0,05 respecto al control. En cada

experimento se presenta la media + DE (n=3).

Tabla 4. Clasificacion de toxicidad para el ensayo de A. salina (100).

N° Categoria CLso (ug/mL)
I Extremadamente toxico 1-10

Il Altamente toxico 10-100

Il Moderadamente toxico 100-500
Y Ligeramente toxico 500-1000
\Y Practicamente no toxico 1000-1500

\ Relativamente inocuo >1500
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7.5. Actividad coagulante y su respectiva neutralizacion

La dosis minima coagulante del veneno de la poblacién de la cuenca del rio Cauca
fue mas baja que la reportada para las otras dos poblaciones (rio Patia y Pacifico)
(Tabla 5), lo que implica una mayor actividad coagulante. Estos resultados reflejan
la variacién geografica en cuanto a presencia y abundancia de componentes en el
veneno, reportada también para otras poblaciones de la misma especie (38).Tal
como se manifiesta en el capitulo de marco teérico, Mora y colaboradores (2014)
encontraron marcadas diferencias entre el veneno de la poblacion del rio Patia
(Bothrops ayerbei) y la poblacién del Pacifico (Bothrops asper), las cuales difieren
significativamente en la abundancia de FLA,, resultados que correlacionaron bien
con la actividad miotdxica in vivo. Dicho estudio no incluyo la poblacion del rio
Cauca; sin embargo, pese a que no se han realizado estudios de protedmica de
esta poblacion, de acuerdo con estos resultados, podria inferirse una alta
abundancia de serina proteasas similares a trombina entre los componentes de su
veneno, para confirmar esta hipétesis serd necesario profundizar al respecto

(Mora, D, com. pers.).

Tabla 5. Comparacién de la dosis coagulante minima de las tres poblaciones. En cada

experimento se presenta la media y £ DE (n=6).

Veneno B. asper Dosis coagulante minima Fuente del dato
(H9)
Poblacién rio Cauca 0,206 + 0,026 Presente trabajo
Poblacién Pacifico 0,37 £ 0,05 Mora-Obando et al.,
2014 (50)
Poblacion rio Patia 0,96 £ 0,10

Mora-Obando et al.,
2014 (50)

La actividad coagulante del veneno de Bothrops asper se explica por la formacion
inestable de las redes de fibrina a partir del fibrinbgeno debido a la presencia de
toxinas, similares a trombina, que activan las plaquetas y el factor Xll, donde los

factores moleculares V y VI que se encuentran en el veneno activan directamente
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el factor X (via comun). Las acciones conjuntas de plaquetas, el factor XIl y el
factor X conducen a un estado hipercoagulable en el paciente. A medida que el
fibrinbgeno se convierte en fibrina, se vuelve mas inestable y susceptible de lisis
por sistemas fibrinoliticos naturales. Por lo tanto, el fibrinbgeno se consume en
grandes cantidades, evitando que la sangre se coagule y cause coagulacion
intravascular diseminada (5) y finalmente puede llevar a un proceso hemorragico
(101).

En cuanto a la neutralizacién de la actividad coagulante, la Dosis eficaz del EET
de P. auritum fue de 2363,870 uL de extracto / mg de veneno. La Figura 8 muestra
que las ultimas tres razones presentan diferencias significativas respecto al

control, entre las cuales se encuentra la DEsy.
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Figura 8. Neutralizacion de la actividad coagulante del veneno de B. asper por el EET de
P. auritum. * Razones con diferencias significativas p<0,05. La linea punteada representa
la regresion logaritmica (R?= 0,9558). Las razones de EET / veneno fueron transformadas
a escala logaritmica, 0= control positivo; 2,699= 500; 3= 1000; 3,301= 2000; 3,477= 3000;
3,602= 4000. Los resultados son presentados como el promedio del tiempo en segundos
+ DE (n=6).

El mecanismo de accion podria explicarse por interaccion de los metabolitos

secundarios presentes en la planta con las enzimas serina proteinasas tipo
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trombina, lo que ha sido demostrado previamente con extracto de la planta
Mikania glomerata (Asteraceae), el cual inhibe la actividad coagulante inducida por
los venenos de Bothrops jararacussu, Bothrops neuwiedi y Bothrops moojeni, los
autores proponen que el extracto actia como un poderoso inhibidor de esta

enzima aunque se desconoce el mecanismo de accion (102).

La actividad neutralizante también puede deberse a la afinidad de los
componentes quimicos presentes en el extracto con los factores (VIII, IX, XI'y XII)
implicados en la cascada de coagulacion. Magalhdes y colaboradores (2011) (103)
afirman que las principales proteinas procoagulantes en el veneno de Bothrops
atrox actuan esencialmente en la via comun de la cascada, lo que puede indicar
gue los extractos actuan inhibiendo tanto las enzimas de tipo trombina del veneno

y como la trombina enddgena.

La dosis eficaz del suero antiofidico del Instituto Nacional de Salud fue de 193,057
pl de antiveneno / mg de veneno (Figura 9), la cual es mucho menor que la dosis
eficaz del EET de P. auritum (Tabla 7).
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Figura 9. Neutralizacién de la actividad coagulante del veneno de B. asper por el suero
antiofidico polivalente del INS. * Razones con diferencias significativas p<0,05. La linea
punteada representa la regresion logaritmica (R*= 0,9975). Las razones de suero INS /

veneno fueron transformadas a escala logaritmica, 0= control positivo; 1,495= 31,25;
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1,796= 62,5; 2,097= 125; 2,398= 250; 2,699= 500; 3= 1000. Los valores son expresados
como promedio del tiempo en segundos * DE (n=6).

Lo anterior se explica porque el suero antiofidico es una solucion de
inmunoglobulinas purificadas a partir de plasma equino hiperinmune, en cambio el
extracto es una combinacion de metabolitos secundarios, con potencial para
inhibir algunos efectos de accidente botropico. En este sentido, es necesario aislar
los componentes del extracto para obtener posiblemente la totalidad de su

eficacia.

7.6. Actividad edematizante y su respectiva neutralizacion

La dosis edematizante minima para la poblacion de la cuenca del rio Cauca fue de
0,768 + 0,065 pg, la cual no es comparable con la de las otras poblaciones debido
a gque se evaluaron dosis fijas de veneno. La actividad edematizante es una
actividad farmacologica multifactorial que depende de la accion sinérgica de varias
toxinas, lo que sugiere que la actividad enzimatica no es estrictamente necesaria
para inducir este efecto pues se desencadenan un complejo proceso inflamatorio
en los tejidos, asociado con la liberacion de sustancias no proteicas como las
aminas (histamina, bradiquinina, serotonina y acetilcolina) que llevan a la
hipotensién y dolor severo en las victimas (104). Las FLA; juegan un papel
importante porque hidrolizan los glicerofosfolipidos, generando lisofosfolipidos y
acidos grasos los cuales son precursores de la formacién de eicosaniodes,
ademas es responsable de la degranulacion de mastocitos lo que potencializa el
edema (105).

La DE para esta actividad se obtuvo a una razén de 1787,708 pl de EET / mg de

veneno (Figura 10).
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Figura 10. Neutralizacién de la actividad edematizante del veneno de B. asper por el EET
de P. auritum. * Razones con diferencias significativas p<0,05. La linea punteada
representa la regresion logaritmica (R?*= 0,7706). Las razones de EET / veneno fueron
transformadas a escala logaritmica, 0= control positivo; 2,699= 500; 3= 1000; 3,176=
1500; 3,301= 2000; 3,398= 2500. Los valores son expresados como el promedio del

porcentaje de edema * DE (n=4).

La actividad edematizante posiblemente es neutralizada por el contenido de
triterpernos y esteroides de la planta, los cuales han sido reportados como
potentes agentes anti-inflamatorios (94,95). Como lo corrobora el estudio realizado
con extracto de Humirianthera ampla (Icacinaceae), que neutraliza efectivamente
el edema provocado por los venenos de Bothrops jararacussu, B. atrox y Bothrops
jararaca debido a la presencia de diterpenoides, triterpenoides y esteroles (72).
Ademas como afirma Mourdo De Moura y colaboradores (2014) los metabolitos
secundarios pueden actuar como inhibidores enzimaticos, inmunomoduladores e

inactivadores quimicos (3).

La DE del suero del INS se obtuvo a una razén de 1364,723 pl/mg de veneno
(Figura 11), se probaron razones que sobrepasaban los 1000 pL de antiveneno /
mg de veneno debido a que no hubo neutralizacion con la dosis nombrada ni con

las inferiores, la razén no difiere mucho de la dosis eficaz del EET de P. auritum,

38



pero los andlisis estadisticos mostraron diferencias significativas entre estas
(Tabla 7).
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Figura 11. Neutralizacién de la actividad edematizante del veneno de B. asper por el
suero antiofidico polivalente del INS. * Razones con diferencias significativas p<0,05. La
linea punteada representa la regresién logaritmica (R?*= 0,8434). Las razones de EET /
veneno fueron transformadas a escala logaritmica, 0= control positivo; 2,699= 500; 3=
1000; 3,176= 1500; 3,301= 2000; 3,398= 2500. Los valores son expresados como el

promedio del porcentaje de edema + DE (n=4).

Se ha demostrado que los efectos locales producidos durante un envenenamiento
no son bien neutralizados por los sueros usados actualmente como tratamiento.
Por ejemplo, Rojas y colaboradores (2005) probaron la neutralizacion de dos
sueros antiofidicos (Pert y Costa Rica) sobre el veneno de Bothrops brazili y
observaron resultados negativos, el suero producido en Perd no neutralizo el
efecto edematizante con la dosis mas alta; el suero antiofidico producido por
Costa Rica mostro una DE a una razén de 1452 + 203 uL de antiveneno / mg de
veneno (87). Los resultados reflejan que el extracto de P. auritum tiene un efecto
antiinflamatorio similar al del suero del INS, por lo que podria ser usado como un
complemento del suero antiofidico del INS y convertirse en una buena alternativa

para las personas que viven en zonas rurales, quienes no tienen la facilidad de
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llegar a un centro de salud a tiempo; no obstante, es necesario realizar mas

estudios al respecto.

En el tejido donde se inyecté el veneno para determinar la dosis efectiva
edemética se observé una posible necrosis (Figura 12). La mionecrosis es
provocada por la accion de las FLA,, las cuales inician una serie compleja de
eventos de degeneracién asociados con hipercontraccién y dafio mecanico de la
membrana plasmaética, activacién de los canales y sobrecarga Ca?* mitocondrial
conduciendo a apoptosis y necrosis de las células musculares. EI morado que
presenta la pata del ratdbn posiblemente es un proceso de necrosis que es

neutralizado paulatinamente por el EET de P. auritum.

Figura 12. Inflamacién producida por el veneno de B. asper en la actividad edematizante.
A. Control positivo y la neutralizacion de P. auritum a diferentes razones B. 500 C. 1000
D. 1500 pL de EET / mg de veneno. Fotografias: Rengifo, A (2017).

Las citoquinas juegan un papel importante en la mediacién de la respuesta
inflamatoria del veneno. Los estudios clinicos han descrito el aumento en suero de
la Interleucina 6 (IL-6) e IL-8 en victimas de las mordeduras de serpientes del
género Bothrops durante los 5 primeros dias (106). La IL-1, IL-6 y factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) juegan un papel critico en la produccion de proteinas
de fase aguda por el higado; acttan sobre el hipotalamo para inducir fiebre y en el
endotelio de la médula 6sea para liberar neutréfilos, que son la primera poblacion

de células en cruzar las paredes de los vasos y penetrar en los sitios de
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inflamacion. La IL-10 desempefia un importante papel como regulador en la
respuesta de fase aguda debido a su capacidad primaria de suprimir la produccion
de IL-1, IL-6 y TNF-a por los macréfagos (107). Con base a esta informacion, la
inhibicion de la accion inflamatoria y coagulante del veneno de B. atrox por el
extracto de la planta Marsypianthes chamaedrys (Lamiaceae), no afecté la
concentracion de IL-10, lo que representa un aspecto positivo de la accién del
extracto, ya que no interfiere con la autorregulacion de la respuesta inmune e
inhibe la migracién de leucocitos y la liberacién de las citoquinas pro-inflamatorias
IL-6 y TNF-a (103).

7.7. Actividad hemorragicay su respectiva neutralizacion

La dosis hemorragica minima fue mayor que el de las poblaciones del rio Patia y
el Pacifico (Tabla 6), lo que se traduce en una actividad hemorragica menor. Esta
baja dosis podria estar relacionada con wuna menor abundancia de
metaloproteinasas de tipo | (responsables de la hemorragia local) las cuales son
dependientes de zinc; degradan las proteinas de la lamina basal y de la matriz
extracelular y son citotoxicas para las células endoteliales, por lo que
desestabilizan los capilares, ocasionando la salida de eritrocitos y con ello la
hemorragia. La mayoria de las metaloproteinasas son a-fibrinogenasas, las cuales

degradan el fibrinégeno e inhiben la agregacién plaquetaria (108).

Tabla 6. Comparacién de la dosis hemorragica minima de las tres poblaciones. En cada

experimento se presenta la media y £ DE (n=4).

Veneno B. asper Dosis  hemorragica Fuente del dato

minima (ug)
Poblacién Rio Patia 0,24 + 0,04 Mora-Obando et al., 2014 (50)
Poblacién Pacifico 1,44 £0,20 Mora-Obando et al., 2014 (50)
Poblacion Rio Cauca 3,553 +£0,292 Este trabajo
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Como observa en la Figura 13, el EET de P. auritum no neutraliz6 la actividad
hemorragica del veneno, lo que se explicaria posiblemente por la ausencia de
metabolitos capaces de interactuar o presentar una accién quelante a través de la
formaciéon de complejos de Zn?* con la metaloproteinasas (17), principales
responsables de esta actividad en el veneno de B. asper. El aumento del diametro
de la lesiéon en la razén de 2500 uL de EET / mg de veneno probablemente pudo
ser una reaccion individual de uno de los ratones el cual hizo que los valores
promedio aumentaran, ya que no existen reportes en la literatura de que los
metabolitos secundarios potencialicen la accion de las metaloproteinasas.

Ademas, en el control con solo extracto no se observé ninguna lesion.
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Figura 13. Neutralizacion de la actividad hemorragica del veneno de B. asper por el
EET de P. auritum. Las razones de EET / veneno fueron transformadas a escala
logaritmica, 0= control positivo; 2,699= 500; 3= 1000; 3,176= 1500; 3,301= 2000; 3,398=

2500. Los valores son expresados como el promedio del diAmetro + DE (n=4).

Por el contrario, la actividad hemorragica fue neutralizada eficazmente por el suero
del INS a una razén de 290,321 pL de suero del INS / mg de veneno (Figura 14).

Lo que probablemente se debe a la buena interaccion que tienen las
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inmunoglobulinas del suero con las metaloproteinasas, logrando controlar este

importante sintoma del envenenamiento por mordedura de serpiente.
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Figura 14. Neutralizacion de la actividad hemorragica del veneno de B. asper por el suero
antiofidico polivalente del INS. * Razones con diferencias significativas p<0,05. La linea
punteada representa la regresioén logaritmica (R?= 0,7904). Las razones de suero INS /
veneno fueron transformadas a escala logaritmica, 0= control positivo; 1,495= 31,25;
1,796= 62,5; 2,097= 125; 2,398= 250; 2,699= 500; 3= 1000. Los valores son expresados

como promedio del diametro + DE (n=4).

Al realizar la comparacion de la eficacia del EET de P. auritum contra el suero
antiofidico (Tabla 7) se puede inferir que el suero es mucho mejor en cuanto a la
neutralizacion del efecto coagulante y hemorragico, pero tanto el extracto como el
suero tienen un efecto similar neutralizando el edema. Esto sugiere que la planta
tiene potencial como neutralizante de esta actividad local y podria explorarse
como complemento del suero, de encontrar resultados positivos, seria de gran
impacto social esencialmente en las zonas rurales, donde el tiempo que transcurre

entre la mordedura y la llegada al centro de salud puede ser prolongado.

Asimismo, se comparo la eficacia del suero antiofidico del INS contra el veneno de
B. asper de la cuenca del rio Cauca y la poblacion del Pacifico, dando como
resultados variaciones de las dosis efectivas siendo mejor para la poblacion del
Pacifico. Esto confirma que la neutralizacion del veneno de las especies 0

poblaciones con las que se fabrica el suero es apropiada, sin embargo, aunque se
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presenta reactividad cruzada, al probar con un veneno diferente disminuye su
potencial. Por lo cual es importante tener en cuenta la variacion intraespecifica del
veneno durante el proceso de la fabricacién de antivenenos y se recomienda el
uso de especies y poblaciones propias de la region donde ocurren con mayor

frecuencia los envenenamientos.

Tabla 7. Comparacion entre las dosis efectivas del extracto de P. auritum y del suero del

INS para cada una de las actividades bioldgicas.

Dosis Actividad Actividad Actividad
Efectivas coagulante (ul de  Edematizante (ul Hemorragica (pl
antiveneno/mg de de antiveneno/mg de antiveneno/mg
veneno) de veneno) de veneno)
EET de P. 2363,870 + 49,948* 1787,708 + -
auritum 288,734
Suero delINS 1 43 057+ 5,961 1364.723 + 290,321 + 16.567
Contra el 153,370*
veneno de la
poblacién del
rio Cauca
Suero del INS 126 - 183
contra el

veneno de la
poblacién
Pacifico (109)

* Dosis eficaz con diferencias significativas p<0,05. — Ausencia de neutralizaciéon en las

dosis probadas. En cada experimento se presenta la media + DE.
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7.8 Observaciones adicionales

La incubacion del extracto vegetal con el veneno previa a la inyeccion de la
mezcla en ratones no degrada las proteinas. Esto ha sido demostrado por otros
autores, quienes manifiestan que no se observan cambios en el perfil
electroforético del veneno de B. jararacussu con el extracto metandlico de Cordia
verbenacea (110). Tampoco se evidencia un cambio en la intensidad de las
bandas del perfil electroforético, o que sugiere que los componentes del extracto
pueden actuar ocupando los sitios activos u otros sitios de las toxinas, inducir
cambios conformacionales en las proteinas y evitar, de forma competitiva o no

competitiva, la union del sustrato a las enzimas (111).

Los extractos vegetales son un excelente recurso alternativo de agentes
antiofidicos. En muchas partes del mundo aun los extractos vegetales son
tradicionalmente evocados para las mordeduras de serpientes (112) y en muchos
casos se hace necesaria evidencia cientifica de sus actividades farmacoldgicas.
Muchas plantas ya han sido estudiadas como se muestra en los antecedentes,

pero aun faltan muchas por investigar.
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8. CONCLUSIONES

Se determiné por tamizaje fitoquimico cualitativo que el extracto etandlico
de P. auritum presenta cumarinas, saponinas, triterpenos y lignanos, los
cuales tienen alto potencial biolégico en la neutralizacién del efecto
coagulante y edematizante del veneno de B. asper de la poblacion de la
cuenca del rio Cauca. Sin embargo, no se obtuvieron resultados positivos
en cuanto a la neutralizacién de la hemorragia en las dosis probadas.

El contenido de fenoles es alto comparado con otros estudios realizados
con la misma planta, los cuales tienen propiedades astringentes y pueden
ser responsables de la actividad inhibitoria del veneno de serpiente.

La toxicidad frente a A. salina del EET de P. auritum es moderadamente
toxica y lo contrario pasa con el aceite esencial que esta dentro del rango
de extremadamente toxico. Por lo cual se debe tener cuidado con las
concentraciones a la cuales se manejan los extractos vegetales en cuanto
al tratamiento del accidente ofidico.

El EET de P. auritum neutralizé el edema y el efecto coagulante, aunque no
fue tan efectivo como el suero del INS.

Los ensayos de las actividades bioldgicas de la poblacion de B. asper de la
cuenca del rio Cauca realizados en este estudio reflejan variaciones
intraespecificas en comparacion con venenos de las otras poblaciones, de

la misma especie en estudios anteriores.
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9. RECOMENDACIONES

Fraccionar el EET de P. auritum y realizar ensayos similares con el fin de
identificar el o los componentes activos asociados a la neutralizacion de los
efectos edematico y coagulante.

Evaluar las actividades antimiotdxica, antiproteolitica y antidesfibrinante del
EET de P. auritum frente al veneno de B. asper.

Realizar estudios comparativos con los venenos de las otras dos
poblaciones de B. asper debido a las diferencias funcionales reportadas
previamente.

Probar métodos utilizados por las comunidades como por ejemplo
emplastos, infusiones, etc, en las investigaciones para que sean mas reales

en la préactica.
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ANEXO 1

Especimenes de P. auritum en el Herbario de la Universidad del Cauca (CAUP)

Cauca: Mpio. de Popayan. Vereda Cajete. 2° 28' 41.17" N - 76° 40' 19.91" O. Alt.
1744 m.s.n.m. (Angie M. Rengifo, 01).

Cauca: Mpio. de Guapi. Escuela Levante en marcha. 2° 34' 1.178" N - 77° 53'
2.112" O. Alt. 4 m.s.n.m.(Angie M. Rengifo, 02)

Cauca: Mpio. de Morales. Cabecera municipal. Barrio Simén Bolivar. 2° 44' 825"
N - 76° 36' 47.721" O. Alt. 1635 m.s.n.m. (Angie M. Rengifo, 03)

Cauca: Mpio. de Popayan. Corregimiento la Rejoya, finca de la Rejoya, Unicauca.
Alt: 1800 m.s.n.m. (B.R. Ramirez P, 23.911)

Cauca: Mpio. de Miranda. Bocatoma municipal. 3° 15 N — 76° 14" W. Alt. 1050
m.s.n.m. (N.J. Mina. P, 22)

Cauca: Mpio. de Patia, corregimiento del Patia. Casa de Ana Melia Caicedo. 2°
04'9.54" N —77° 3'6.61" W. Alt. 630 m.s.n.m. (Raquel Lorena Tabernero).

Cauca: Mpio. del Tambo. Verede Cafa Agria. Alt. 1740 m.s.n.m. (Y. A. Mera y F.
Arcos, 24)

Cauca: Mpio. del Tambo. Vereda la Independencia. Alt. 1745-2000 m.s.n.m. (C.M.
Trujillo. S, 13)

Cauca: Mpio. de Popayan. Sector Norte de la Ciudad, entre Bellavista y la
variante. 2° 26' N — 76° 37" W. Alt. 1800. (B.R. Ramirez, 12.917)

Cauca: Mpio. de Balboa. Corregimiento San Alfonso, vereda Andes Bajos. Alt.
2100-2200 m.s.n.m. (Beatriz Yolanda Adrada, 08)

Cauca: Mpio. de Timbio. Vda Los robles. Km 5. Alt. 1750 m.s.n.m. (J.C. Villegas,
15).
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Cauca: Mpio. de Bolivar. Corregimiento La Carbonera alrededores de la
poblacion, cerca de la quebrada Salinas. 1° 55' 42" N — 77° 03' 40" W. Alt. 650
m.s.n.m. (D. Macias. P, B.R. Ramirez y G. Varona, 5753)

Cauca: Mpio. de Patia, Corregimiento Patia. Alrededores de la Institucién
Educativa Capitdn Bermudez. 2° 04' 18" N — 77° 03' 28.9". Alt. 630 m.s.n.m. (D.
Macias, B. R Ramirez y G. Varona, 5134)

Risaralda: Mpio. Pueblo Rico. Corregimiento de Santa Cecilia. Alt. 400-750

m.s.n.m. (Roméan Ospina, 100)

Antioquia: Mpio. El Bagre. Vereda Malena, Nor este Antioquefio, Serrania de San
Lucas, Sitio La Esperanza. Quebrada Babilla. Alt. 300 m.s.n.m. (C.E Gonzales,
2.348).

Antioquia: Mpio. de Anori. Vereda Cruces. La pefiolera. Rio Anori. Alt. 800
m.s.n.m (C. E. Gonzales, 2368)

Valle del Cauca: Mpio. de Buenaventura. Km 25-29 Via Buenaventura — Cali. 3°
52'N—-76°51"W. Alt. 220-270 m.s.n.m. (B.R. Ramirez y D. Macias P, 18.480)
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