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Abstraet: Organic extracts representing 48 species included in 30 families of Costa Rican tropicalp1ants were 
evaluated fortheir abiJity to neutralize hemorrhagic acfívity lnduc.ed by the venom of the snake Bothrops aspero 
Abioassay in míce was used, based ortintráderrnal injection of either venom orvenom-extract mixtíin:l.s followed 
py the rneasurement ofhemorrhagic areas: Total inhibition of henmrrhage wasobsetved with the ethanolic; ethyl 

and .aqueous extracts¡ofBur;w{¡ simaruba, Clusia torresii, C. pafmana, Croton·4ram, Persea 
qmericanq, Phoebebrenesü,Pimentadioica, 

.
. Sapindussaponaria¡ Smifax cuculmeco and Virola koschnyi; 

C:hemicalanalysis of these extracts identified catequines,flavones, anthocyanines <md cQI1densated tanni�s . 
. whichmay be respnnsiblé for the inhibitory effect opserved, probably owing lo the chelation ofihe zinc requin;d 
forthecatalytlclíctivity of venom's hemorrhagiémetalloproteinasef. 

Key w�rlls(Anti-hemorrhagicpIants, .antí-venom pJants,snakevenom, BothroPi; asper,flavonoids, talmins. 

Lgs verier\os de serpientesdela fa.milia 
Viperidae indu.cen uncpmplejo cuadro de 
a1teraciones fisiopatológicas que incluyen 
tl:mto efectos locales, en elsitiode lamor� 

·dedura,. como sistémicos (Rosenfeld 1971). 
La serpiente Bothmfs asper,. conocida po
pu1armente.como térciopelo, barba amarilla 
o nauyaca, eSl1l9Úé OCasiolla el m<iyor nú
mero de acciden�es en Centroa�érica (Bo
laños 1982, Campbell yLamar1989,Gutié
rrez 1995). Su veneno provQca importantes 
efectos locales (hemorragia, edel11.a y ne
crosis); aslcomodiversas alteraciones sis" 
témicas .. (coagulopatias, . hemorragia, cho
que cardiovascul¡¡r e insuficiencia renal 
aguda) (Gutiérrez 1295). 

El único tratainíeritb tlentíficainellte vali
dado para los envenenanlientos ofídícos es la 

adniinistraciónparep.teral de ántiverien�s]Jro
ducidosencaballos o en ovejas(vrartell 1996). 
Los antivenenos son altamente eficaces .en la 
n�utralización de los �fectOs 'sisténúco� inducí
dQS por los veneI1os; Sin emh:u'go, la neutraliza

,. ciónde los efectos .locales se lógra s610 parcial
mente, debidó a la rapidez conque estos. efectos 
se desencadenan y, en muchos casos,aJ retardo 
en la administración del antiveneno(Glitierrez 

y Lomonte 1989, .. Giltíerrez et al. .. ·19CJ8). Por 
ello, se ha planteado la necesidad dequscar�us� 
tancias. naturales o sintéticas que neutralicen las 
toxina.s responsables de estos efectos locales y 
que puedan utilizarse c?Ulocompl�ment()dela 
seroterapia. Los

. 
extra<;:tos de pl�nta� tr�picales 

constituyen importantes res�rvorios de. poten
cialessustancias inhibidoras de toxinas de ve
nenos)' una reciente revisi6rl seJ1�ía que se· há 
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descrito algún tipo de actividad anti-veneno en 
578 especies de plantas superiores (Martz 
1992). 

La hemorragia local y sistémica constituye 
un efecto central en la fisiopatología del enve
nenamiento por B. asper (Gutiérrez y Lomonte 
1989, Gutiérrez 1995). Este efecto es mediado 
por una serie de metaloproteinasas dependientes 
de zinc (Borkow et al. 1993, Gutiérrez el al. 

1995, Franceschi et al. 1999), las cuales degra
dan componentes de la lámina basal de vasos 
capilares, ocurriendo como consecuencia la ex
travasación (Moreira et al. 1992, 1994). Dada la 
relevancia de este efecto, y dado que se ha de
mostrado actividad anti-hemorrágica en extrac
tos de algunas plantas sudamericanas (Ferreira 
et al. 1992, Melo et al. 1994), en el presente tra
bajo se evaluó la capacidad de extractos de 48 
especies de plantas para neutralizar la actividad 
hemorrágica del veneno crudo de B. aspero Ade
más, se identificaron estructuras químicas .en es
tos extractos, principalmente de naturaleza fla
vonoide, como posibles responzables del efecto 
inhibitorio observado. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Veneno: Se utilizó el veneno obtenido de 
más de 50 especímenes adultos de B. asper reco
lectados en la región Pacífica de Costa Rica y 
mantenidos en el serpentario del Instituto CIodo
miro Picado. Una vez obtenido, el veneno se lio
filizó y se guardó a - 40 oC hasta su utilización. 

Plantas: Tomando como base criterios et
nobotánicos y sistemáticos, se seleccionaron 
las siguientes 48 especies de plantas, distribuÍ
das en 30 familias: Asteraceae (Bidens pilosa, 

Mikania guaco, Neurolaena lobata, Vemonia 

patens), Asclepiadaceae (Asclepias curassavi

ca), Annonaceae (Annona purpurea, Rollinia 

mucosa), Apocinaceae (Allamanda cathartí

ca), Aristolochiaceae· (Aristolochia grandiflo

ra), Burseraceae (Bursera simaruba), Bigno
niaceae (Tabebuía palmeri), Clusiaceae 
(Clusia palmana, Clusia torresii, Hypericum 

strictum, Hypericum irazuensis,Tovomita 

sp), Cucurbitaceae (Fevillea cordifolia), Ca-

prifoliaceae (Vibumum costaricanum), Com
bretaceae (Terminalia oblonga), Commelinia
ceae (Zebrina pendula), Euphorbiaceae (Cro

ton draco), Flacourtiaceae (Casearia 

silvestris), Lauraceae (Ocotea holdridgeina, 

O. valerianoides, O. insularis, Phoebe brene

sil, Persea americana var Hass), Lamiaceae 
(Satureja brownei), Leguminoseae (Platymis

cium pleíostachyum, Senna emarginata, Glí

rícidia sepium), Liliaceae (Sansevieria gui

neensis), Loganiaceae (Buddleia nitida), 

Meliaceae (Cedrela tonduzii), Moraceae 
(Dorstenia contrajerba), Myristicaceae (Viro

la koschnyi), Myrtaceae (Pimenta dioica), Pi
peraceae (Pimenta darienensis), Phytolaca
ceae (Petiveria alliaceae), Rubiaceae 
(Genipa americana), Simaroubaceae (Pi

cramnia antidesma, P. teapensis), Sapinda
ceae (Sapindus saponaria), Smilacaceae 
(Smilax cuculmeca) y Verbenaceae (Citha

rexylum macrodenium, Duranta repens, 

Stachytarpheta jamaicensis, Verbena litora

lis) (Cuadro 1). Estas plantas fueron recolec
tadas y clasificadas por Luis J. Poveda y Os
ear Castro mediante comparación directa con 
muestras depositadas en el Herbario del Mu
seo Nacional de Costa Rica. Inicialmente se 
recolectaron muestras cuyo peso fue de apro
ximadamente un kilogramo. Posteriormente, 
de las plantas que presentaron actividad neu
tralizante de la hemorragia, se recolectaron 
hasta 3 Kg. 

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

Aislamiento e identificación de com
puestos: Se emplearon fundamentalmente 
técnicas de separación y purificación croma
tográfica en columna y en placa preparativa, 

. empleando como soporte gel de sílice. Los 
compuestos fueron caracterizados mediante 
el análisis de los correspondientes datos es
pectroscópicos de: ultravioleta (UV), infra
rrojo (IR), resonancia magnética nuclear de 
protio (lH RMN), resonancia magnética nu
clear de carbono-13 (l°C RMN), incluyendo 
en algunos casos Análisis Bidimensional de 
Resonancia Homonuclear ( lH-H-RMN) y 
Heteronuclear (H-l3 C RMN). Para las lH 
RMN Y DC RMN se contó con instrumental 
espectroscópico de alta resolución del Labo
ratorio de Investigación en Productos Natu
rales de la Universidad de San Carlos, Sao 
PauIo, Brasil. 

Ensayo biológico: Para la determina
ción de actividad hemorrágica, y su corres
pondiente neutralización, se utilizó la técnica 
en piel descrita por Kondo et al. (1960), de 
acuerdo a las modificaciones de Gutiérrez et 

al. (1985). Inicialmente se determinó la acti
vidad hemorrágica del veneno de B. asper, 

mediante inyecciones de dosis crecientes de 
veneno, disueltas en 0.1 mL de 0.14 M NaCl, 
0.04 M fosfatos, pH 7.2 (SAF). Estas inyec
ciones se efectuaron por la vía intradérmica, 
en la región ventral de ratones Swiss-Webster 
de 18 a 22 g. Los ratones control recibieron 
0.1 mL de SAF. Dos horas después de las in
yecciones los ratones se sacrificaron median
te inhalación de éter, sus pieles fueron remo
vidas y el área hemorrágica en la región 
interna de la piel fue medida. La Dosis He
morrágica Mímina (DHM) corresponde a la 
cantidad de veneno que induce un área hemo
rrágica de 10 mm de diámetro. 

Para los estudios de neutralización se 
empleó una dosis de reto de veneno corres
pondiente a 10 DHM. Una cantidad constan
te de veneno se incubó con una cantidad de 
extracto a una razón veneno: extracto de 1 :50 

(peso: peso), manteniendo un volumen total 
constante. Se prepararon controles que inclu·· 
yeron veneno sin extracto, extracto sin vene
no y SAF. Las mezclas se incubaron a tempe
ratura ambiente (20-23 OC) durante 30 min y 
de cada mezcla se inyectaron grupos de tres 
ratones con 0.1 mL, conteniendo una dosis de 
reto de veneno. Dos horas después de la in
yección, los ratones se sacrificaron y el área 
de la lesión hemorrágica en piel se cuantificó 
de la manera descrita. La actividad anti-he
morrágica se expresó en términos porcentua
les, donde el 100% corresponde a una neutra
lización total del efecto y el 0% corresponde 
a un área hemorrágica cuyo diámetro es igual 
al de la lesión inducida por el veneno solo. 
En los experimentos de neutralización tam
bién se evaluó la toxicidad de los extractos, 
en términos de letalidad o desarrollo de algún 
tipo de lesión en piel. 

RESULTADOS 

Actividad anti-hemorrágica: El vene
no de B. asper presentó una Dosis Hemorrá
gica Mínima (DHM) de 2 ¡.tg, por 10 que en 
experimentos de neutralización se empleó 
una dosis de reto de veneno de 20 ¡.tg, los 
cuales se incubaron con 1 mg de los extrac
tos, para mantener una razón por peso de 
J :50. Ninguno de los extractos evaluados 
causó la muerte de los ratones inyectados ni 
indujo lesiones locales en piel en las condi
ciones experimentales utilizadas en este es
tudio. De los 52 extractos hidroalcohólicos 
evaluados, 10 de ellos neutralizaron en su to
talidad la actividad hemorrágica del veneno, 
en tanto otros 8 indujeron una neutralización 
parcial (Cuadro 1). 

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

Evaluaci6n de la capacidad neutralizante de extractos crudos hidroalcoh6licos derivados de plantas hacia el efecto he-
morrágico inducido por el veneno de Bothrops aspero 

Planta Parte* Neutralización * *  Planta Parte* Neutralización * *  

Allamanda catartica H Ocotea valerianoides P 
Annona purpurea M Persea americana S ++ 
Aristolochia grandiflora H Petiveria alliaceae H, T + 
Asclepias curassavica H Petiveria alliaceae R 
Bidens pilosa H Phoebe brenesii C ++ 
Buddleia nitida H Picramnia antidesma H, C + 
Bursera simaruba C ++ Picramnia teapensis H, C, F + 
Casearia silvestris H,C Pimenta dioica H ++ 
Cedrela tonduzii H,C Platymiscium pleiostachyum H, M 
Citharexylum macrodenium H Rollinia mucosa H, M 
Clusia torresii H,F ++ Sanseveria guineensis H 
Clusia palmana H, Bf ++ Sapindus saponaria H ++ 
Croton draco C,L ++ Satureja brownei H + 
Dorstenia contrajerba H,R Senna emarginata S 
Duranta repens H Smilax cuculmeca R ++ 
Duranta repens F + Stachytarpheta jamaicensis H + 
Fevillea cordifolia S Tabebuia palmeri C, M 
Genipa americana H, P Terminalia oblonga H 
Gliricidia sepium H Tovomita sp Bf 
Hypericum irazuensis H, C + Verbena littoralis H 
Hypericum strictum H, C Vemonia patens H 
Mikania guaco H, T Vibumum costaricanum H 
Neurolaena lobata H Virola koschnyi C ++ 
Ocotea holdridgenia P Virola koschnyi P 
Ocotea insularis H Zebrina pendula H + 

*H: hojas; M: madera; Bf: botones florales; F: flores; C: corteza; H: hojas; L: látex; P: pulpa; R: raíz; S :  semilla. 
**(-) ausencia de neutralización; (+) neutralización parcial (más del 50%, pero menos del 100%); (++) neutralización total 
(100%). 

anti-hemorrágica se concentró principalmente 
en las fracciones de acetato de etilo y en los re
manentes alcohólico-acuosos (Cuadro 2). Co
mo excepción se observó que ninguna de las 
fracciones derivadas de Sapindus saponaria 

inhibió totalmente esta actividad (Cuadro 2). 
Caracterización química de los ex

tractos: Los extractos de acetato de etilo de 
Phoebe brenesii (corteza), Clusia palmana 

(hojas), C. torresii (hojas), Bursera simaru

ba (corteza), Croton draco (corteza), Persea 

americana var Hass (semilla) y Pimenta 

dioica (hojas) se fraccionaron en cromato
grafía de columna empleando como fase es
tacionaria sílica gel y como eluyentes diclo
rometano, diclorometano/acetona (1: 1), 

acetona y metanol. Se observó, como carac
terística general, que las fracciones de diclo
rometano/acetona obtenidas de estos extrac
tos revelaban manchas con colores típicos de 
compuestos polifenólicos con el reactivo de 
vainillina y cloruro de hierro lII. Estos com
puestos fueron aislados utilizando cromato
grafía preparativa en sílica gel, eluyendo dos 
veces consecutivas con mezclas de clorofor
mo/metanol (90: 10; 80:20). Mediante los co
rrespondientes espectros de lH RMN y 13C 
RMN se identificaron flavonoides de amplia 
distribución en plantas, tales como querceti
na (compuesto 1 de la Fig 1) en Phoebe bre

nesii y Pimenta dioica, vitexina (compuesto 
2) y epicatequina (compuesto 3) en Clusia 
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CUADRO 2 

Distribuci6n de la capacidad neutralizante hacia el efecto hemorrágico inducido por el veneno de 
Bothrops asper en los extractos obtenidos mediante solventes de polaridad creciente: Hexano (A), 
diclorometano (B), acetato de etilo (e) y acuoso (D). Estos extractos fueron obtenidos a partir de 

extractos crudos hidroalcoh6licos derivados de plantas que neutralizaron totalmente el efecto hemorrágico. 

Neutralización (%)* 
Planta P!ll1e A B C D 

Bursera simaruba Corteza O O 100 31 
elusia palmana Hojas 27 33 100 100 
elusia palmana Frutos 2 65 83 100 
elusia torresii Hojas O 13 100 100 
elusia torresii Frutos 4 42 100 100 
eroton draco Corteza 37 O 100 100 
eroton draco Látex 100 
Persea americana Semilla 45 8 100 100 
Phoebe brenesii Corteza 2 2 100 100 
Pime,nta dioica Hojas 4 19 100 100 
Sapindus saponaria Hojas 18 33 32 44 
Smilax cuculmeca Rizoma 100 100 
Virola koschnyi Corteza 64 60 100 100 

*La neutralización se expresa porcentualmente, correspondiendo 100 % a una neutralización total de la 
actividad hemorrágica y 0% a una ausencia de neutralización. (-) significa que no se evaluó la capacidad 
neutralizante del extracto correspondiente. 

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

De la corteza de Croton draco se aisla
ron también dos derivados inusuales de la ca
tequina: el compuesto 5, previamente aislado 
de Croton draconoides (Aquino et al. 1991) 
y una catequina sustituída por una ramnosa 
en el carbono tres, a la cual se le ha propues
to la estructura 6. Ambos compuestos fueron 
justificados con balle en los siguientes datos 
espectroscópicos y usando como modelo de 
comparación la catequina: 
Compuesto 5: 'H RMN (300 MHz, DMSO-d6. o) 8.26, 
8.09, 7.92 Y 7.40 (s, OH fenólicos), 6.58 (s, H-4), 6.46 (s, 
H-2, 6), 6.06 (d, J = 2.2Hz, H-6), 5.88 (d, J = 2.2Hz, H-8), 
4.52 (d; J = 7.2Hz, H-2), 4.20 (s, br, H-3), 2.85 (dd, J = 
16.3, 5.2 HZ, H-4), 2.53 (dd, J = 16.2, 7.36Hz, H-4*). BC 
RMN: 79.8 (C-2), 67.4 (C-3), 29.6 (C-4), 98.9 (C-4a), 
158.1 (C-5), 96.6 (C-6), 158.0 (C-7), 95.8 (C-8), 157.2 (C-
8a), 135.1 (C-l'), 1163 (C-2'), i56.2 (C-3', 5'), 105.3 (C-
4'), 112.4 (C-6'). 
Compuesto 6: 'HRMN (400MHz, CD30D, o) 6.83 (d 1.6 
Hz, H-2), 6.76 (d, J = 8.1 Hz, H-5), 6.71 (dd J = 8.1, 1.7Hz, 
H-6), 5.92 (d, J = 2.2Hz, H-6), 5.85 (d, J = 2.2Hz, H.8), 
4.56 (d, J = 7.5Hz, H-2), 3.97 (dd, H-3), 3.80-3.20 (5H 

raInnosa), 2.84 (dd, J =16.1, 5.4Hz, H-4), 2.50 (dd, J = 
16.1, 8.16Hz, H-4*), 1.12 (d, J = 6.4Hz, CH3)' 13 C RMN: 
82.9 (C-2), 69.2 (C-3), 28.6 (C-4), 100.8 (C-4a), 157.6 
(C-5), 95.3 (C-6), 157.9 (C-7), 95.5 (C-8), 156.9 (C-8a), 
132.2 (C-l'), 115.2 (C-2'), 146.3 (C-3' ,4'), 116.1 (C-5'), 
120.0 (C-6'). Ramnosa: 98.0 (C-1"), 71.9 (C-2"), 71.3 
(C-3"), 73.5 (C-4"), 60.6 (C-5"), 19.5 (C-6"). 

En este caso, los sensibles desplazamien
tos a campo bajo observados en l3 C RMN pa
ra 10s C-2 y C-3 (=1.5 y =3.0 ppm, respecti
vamente), en comparación con los atribuído s 
a estos mismos carbonos en la catequina, su
gieren la pbsición de la ramnosa en el carbo
no 3 (Markham y Temai 1976). 

Mediante cromatografía analítica com
parativa se observó que los correspondientes 
extractos acuosos derivados de todas estas 
plantas concentraban también estos mismos 
flavonoides . .  Por otra parte, todos ellos, pero 
particularmente los derivados de corteza de 
Bursera simaruba, Croton draco, Phoebe 

brenesii y Virola koschnyi, así como los de 
semillas de Persea americana, se caracteri
zaron por ser muy ricos en taninos condensa-
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dos. Se ha descrito que la corteza de ero ton 

draco constituye una de las fuentes más ricas 
de taninos naturales en Costa Rica (Céspedes 
el al. 1992). Con relación a Sapindus sapona

ria, se encontró que los extractos de dicloro
metano y de acetato de etilo, cuando fueron 
analizados mediante cromatografía de capa 
fina en gel de sílice mediante elución con 
CH2C12 y mezclas de CH2Cl2/metanol (95:5; 
90: 10), revelaron con el reactivo de vainilli
na tres manchas principales con colores que 
sugieren la presencia de flavonoides poco 
polares, cuyas estructuras (compuestos 8, 9 y 
10) fueron identificadas previamente en esta 
misma especie. 

Del extracto acuoso de la semilla de 
aguacate (Persea americana) se identificó 
un singular monosacárido de siete átomos de 
carbono, conocido como perseína (compues
to 16), de valor quimiosistemático por ser 
característico de Persea. Este extracto fue 
también particularmente rico en taninos con
densados, detectándose en algunas fraccio
nes compuestos cuyas señales en el espectro 
de IH RMN Y I3 C RMN concuerdan con 
proantocianidinas triméricas tales como el 
compuesto 1 7, previamente aislado de las 
semillas de Persea gratissima (Jacques y 
Haslam 1 974). 

En el caso de Smilax cuculmeca, y con
siderando que especies de este género tales 
como S. zarzaparilla son una rica fuente de 
saponinas esteroidales, se realizaron estu
dios de hidrólisis ácidas usando como patrón 
de comparación S. zarzaparilla. Estas reac
ciones se hicieron utilizando HCl 2M y so
metiendo las mezclas a reflujo durante 6 ho
ras. Ambos productos de reacción, una vez 
fríos, se neutralizaron con Na2C03 y se ex
trajeron cinco veces con diclorometano, para 
ser posteriormente analizados por cromato
grafía de capa fina en gel de sílice, eluyendo 
con diclorometano/metanol (95:5) y revelan
do con ácido ortofosfórico. Los correspon
dientes a Smilax zarzaparilla revelaron una 
clara mancha amarilla (Rf 0.40), típica de 
una estructura esteroidal libre de azúcares 
(sapogenina), mientras que los de S. cucul-

meca mostraron, bajo estas mismas condi
ciones, ausencia de productos de hidrólisis 
de naturaleza esteroidal. Para confirmar la 
ausencia de saponinas en S. cuculmeca se 
realizó la prueba de producción de espuma 
en agua de los extractos originales de ambas 
especies, obteniéndose un resultado positivo 
para el de S. zarzaparilla y negativa para S. 

cuculmeca. En concordancia con las obser
vaciones anteriores, el análisis por espec
troscopía infrarroja de cada una de estas 
mezclas de reacción mostró, para los pro
ductos derivados de S. zarzaparilla, las cua
tro absorciones características de una sapo
genina: 800,900,922 Y 987 cm-l, en tanto en 
los de S. cuculmeca no se observó la banda 
que debe aparecer cerca de 900 cm-l. 

Dado que la mayoría de los compuestos 
de S. cuculmeca se concentraban en los ex
tractos crudos sin hidrolizar C y D, se efectua
ron análisis de los mismos por cromatografía 
de capa fina en sí/ica gel, utilizando una mez
cla de acetato de etílo/metanol/agua 
(27:2.1 :3.4). La presencia de manchas amari
llas visibles en lámpara ultravioleta (254 nm), 
que viraban a rojo al ser expuestas a vapores 
de amoníaco, indicaron la presencia de al me
nos cuatro flavonoides de tipo antocianídico, 
justificados en el ultravioleta por las bandas 
de absorción (nm): Ca) 5 1 0,4 1 5,340,278; (b) 
5 10, 4 1 5, 330, 278; (c) 490, 330, 375; y (d) 
495,480, 320, 280. Además, todos estos com
puestos mostraron en el ultravioleta los des
plazamientos betacrómicos, en presencia de 
cloruro de aluminio, típicos de antocianinas 
con el anillo aromático B di-hidroxilado o tri
hidroxilado, tales como los que caracterizan a 
las antocianinas cianidina y delfinidina. Con
siderando las evidencias anteriores y el color 
rojo vino que caracteriza al extracto de S. cu

culmeca, en estos extractos deben predominar 
antocianinas comunes como la delfinidina 
(compuesto 13) y derivados mono y diglicosi
lados (compuestos 1 4  y 15). La distribución 
de todos los compuestos aislados de las plan
tas investigadas se resume en el Cuadro 3 y las 
correspondientes estructuras químicas se re
presentan en la Fig l. 
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,.CUADR03 
Metaboljtossecundafíos idenQficados, en extra,:,tos de plantas que neuttalizaron totalmente el efecto hemorrágico . . 

q,el veneno de BothroJl$ as{?er 
Planta 

Phoebe brenesii 

Clusia palmana 

Clusía torresii 

Pimenta dioica 

Bursera símaruba 

Croton draco 

Sapíndus saponaria. 

Persea america!Jfl 

Parte 
Corteza 

Hojas 

Hojas 
Hojas 

CÓrteza 

Corteza 

La eapacidad de eKtta�os;� 
hibjral�nas actiVidaM��¡9�' '�� 
pientes .,ba .. sido �r>li . (M:artz192�); aunqJiee 

" sari().\��1"l"�bot�'e&tas 

Ac�tatj} de étuo 
�IOSO 

Acetato;de etilo 
Acuoso 

, Acetato de etilo 

'" .Acétato d�edlo ' . 

",
Ac�.9sp 

. Acetato de�tllo 
'Acuoso 

,A:cetato de etilo 
A.Cuoso , ::����r�6t�tano . Aceta��e,�po 

,ASU01!!:l"'" , '("' � � 

: ''', ', .. , 

Compuestos td�ntificados 

Flavonoides 1,3* 
Taninos condensados 

Flavonoides 2, 3 
Taninos 

Flavonoides 2, 3 
Taninos 

FlavonoideS' 1, 4 
Taninos c�n.QensadOs 

Flavonoide 3 
Taninos condensados 

FlavopSldes 3, 5, 6 
Taninos condensados 

Flayonoides 8, ,9, 10 
" �avonoid� � . " .. 

Monos.acátidoi6 ' 
ProtociaÍ\Í.élipa 17 
Tani¡J,os condellsados 

" "  J, 
Antoéiamnas'" 

)klt'!x;ianinas 11. 14, 15 ,<, ' , , '  " ,'i" "-,,-: 

- '  . . 
".t¡;1" .,;i . ;. ' . . . . . ; ' . : . .... . . . ;f�\'1ftn�:éon Systa¡tcjaS ipb{b.it�rias cIe"Ía 'ª9-

. · . . :#V$���K�nl()n:ágic.áqe .. 'V�:neIios; pOdrían . . renel" 
.�.apJic��es e�d�steinQ!\(jiiúsa4ós por aumeB�. ¡.¡to¡ep¡\���tivirut <· prq�in�$�; de IIÍft" �z �s),¡ ll1l;' . . ' . '''', . . :q2,jhnas;¡�b46genas 'q ¡�la�triZ;é� " ul¡i ·y,qpe.son 

¡." • etldiv�ts3s,i�1 . S;P�t016gicos 
,@os' hl'os decél'UlaSi(W�snet 19Q8); eKPprline�to�li;i� .e; 

extrªctosacq�S(j�;Qé . 
ceae) neutt¡��patc . :!etec;to/hemo-rrágiCo4�i¡¡��1l�nQ;dé'a , . ' .. ; ;rac�.(Melo· 

. EÍl el presen� .él¡tudio¡'l¡e utiijzp Unir�cedi
. miente> · selícj1lopara el éstudiQ.4e.l¡¡.¡a�ti�idad h�ri1titágica del Ven�nQ de:R asp�r,' @ll.Sado en 
.jny�cciones intr���� de ven�b.o, o:de.IneZ
elaS,de'Veneno y �xtract��·de plantas, evaluán-

et al. :i 99�JJ;ff,����Jt al. �l?��)��sttaron �ue la.ar�tw;meroriª;��s��(,9�;extfu�tos' �'raí
�es <ié.€ilJ:'C�trYJ longa(Zi-qgk{!)eraGeae), inmbi6 .1�;!aCtivl,�Wli6tnoff�8i.¿:ai�r;ni�mo ' veMno. 

• \ j;, el efectp lJ,emo medilUlte oDserva-
.W:��O��9P'i�· . 9l�*: ru?ía��si6�: �sta 
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Fig J. Metabo1itos secundarios identificados en extractos de las plantas que inhibieron totalmente el efecto hemOlTágico 
inducido en ratones por el veneno de Bothrops aspero 
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metodología es sumamente sencilla y no requie
re de equipo de laboratorio especializado. Se 
utilizó un procedimiento basado en la incuba
ción de veneno y extractos previo a su inyec
ción, con el fin de permitir la interacción de las 
toxinas con potenciales sustancias inhibidoras. 
Para fines de detectar compuestos antihemorrá
gicos esta nletodol()gía es mejor que los experi
mentos basados en inyección independiente de 
veneno y de los extractos (Gutiérrez et al. 

1985), ya que en este caso la rapidez con que se 
desencadena el efecto en los tejidos hace difícil 
su inhibición por agentes neutralizantes. Por 
otra parte, se utilizó una alta razón extracto: ve
neno de 50:1 (peso por peso), con el [m de ga
rantizar que no se perderían extractos que tuvie
ran muy bajas concentraciones de sustancias 
inhibitorias potencialmente importantes. 

Al evaluarse 50 extractos, obtenidos de 48 
especies de plantas seleccionadas con base en 
información etnobotánica, se observó que diez 
de ellos neutralizan totalmente esta actividad y 
con ocho adicionales se logra una inhibición 
parcial. Este alto grado de positividad en el ta
mizaje descrito abre posibilidades de purificar 
y caracteriz3x compuestos anti-hemorrágícos 
de las plantas estudiadas. Cuando se fracciona
ron los extractos hidroa!cohólicos mediante 
extracciones con solventes de polaridad cre
ciente se observó que la mayor actividad inhi
bitoria se concentró en acetato de etilo y acuo
so, con la excepción de Sapindus saponaria, 

cuya fracción diclorometánica presentó activi
dad inhibitoria. Al ser separadas cromatográfi
camente las fracciones que presentaron activi
dad anti-hemorrágica se aisló e identificó una 
serie de compuestos de naturaleza flavonúide, 
los cuales podrían ser responsables del efecto 
anti-hemorrágico observado. 

Se ha descrito una importante serie de ac
tividades farmacológicas de los flavonoides, 
tales como inhibición de la actividad plaqueta
ria y actividad antítrombótíca en general 
(Chung et al. 1993). También presentan activi
dad antíinflamatoria y capacidad para inhibir 
fosfolipasas A2 (Gil et al. 1997). Se ha demos
trado también que los flavonoides inhiben la 

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

Son de interés, para las observaciones de 
este trabajo, hallazgos previos sobre la capaci
dad de los flavonoides de que lar iones metáli
cos. Por ejemplo, flavonoides como quercetina 
(compuesto 1), epicatequina (compuesto 3) y 
catequina (compuesto 4) han sido investigados 
por su acción quelante de hierro y cobre, lo 
cual podría tener aplicaciones en trastornos co
mo hemocromatosis y enfermedad de Wilson 
(Dobbin y Hider 1990). La actividad hemo
rrágica de los venenos de serpiente es conse
cuencia de la acción enzimática de metalo
proteinasas dependientes de zinc (Bjarnason 
y Fox 1994) Y varias metaloproteinasas he
morrágicas han sido caracterizadas del vene
no de B. asper (Borkow et al. 1993, Gutié
rrez et al. 1995, Franceschi et al. 1999). 
Muchos inhibídores sintéticos de metalopro
teinasas, tales como sales de EDTA y una se
rie de hidroxamatos, basan su mecanismo de 
acción en la quelación de átomo de zinc re
querido para la catálisis (Borkow et al. 1997, 
Bottomley et al. 1998). Se ha descrito que 
catequinas aisladas del té negro son eficaces 
inhibido1'es de metaloproteinasas de· matrix 
extracelular (Sazuka et al. 1997). Se sugiere 
que los flavonoides presentes en los extractos 
evaluados en el presente trabajo podrían inhi
bir la actividad hemorrágica de los venenos 
de serpientes mediante una acción quelante; 
esta hipótesis debe ser verificada en experi
mentos con flavonoides purificados. 

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

En conclusión, varios extractos de plantas 
costarricenses inhiben la actividad hemonágica 
del veneno de B. asper en experimentos donde 
el veneno y los extractos se incuban previo a su 
inyección. La presencia en estos extractos de 
compuestos de naturaleza flavonoide, tales co
mo catequinas, flavonas, antocianinas y taninos 
condensados, sugieren que este tipo de molécu
las podrían tener una acción quelante del zinc 
requerido para la actividad enzimática de las 
metaloproteinasas hemonágicas. 
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RESUMEN 

S e  evaluó la capacidad de extractos orgánicos de 
48 especies de plantas costarricenses para neutralizar la 
actividad hemorrágica del veneno de la serpiente Both
rops asper (terciopelo). Los extractos se evaluaron me
diante un bíoensayo hasado en inyecciones intradérmi
cas de veneno en ratones, o de mezclas veneno-extracto, 
seguidas de la cuantificación macroscópica de la hemo
rragia. S e  observó una inhibicióll total de.la hemorragia 
con los extractos etanólico, de acetato de etilo y acuoso 
de Bursera simaruba, e/usia torresii, C. palmana, ero
ton draco, Persea americana, Phoebe brenesii, Pimenta 
dioica, Sapindus sapona ría, Smilax cuculmeca y Virola 
koschnyi. El análisis químico de estos extractos permitió 
identificar catequinas, t1avonas, antocianinas y taninos 
condensados, los cuales podrían jugar un papel en la in
hibición del efecto bemorrágico debido a la capacidad de 
quelar el ion zinc requerido por las metaloproteinasas 
bemorrágicas para su acción. 
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