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RESUMEN

La investigacion buscd determinar la capacidad inhibitoria del extracto de Piwi (Piptocoma
discolor) en la actividad enzimatica del veneno de las serpientes Bothrops asper y Bothrocophias
microphthalmus. Para simular las condiciones del cuerpo humano, se utilizaron concentraciones
de 10 mg de las toxinas liofilizadas disueltas en un buffer de potasio fosfato monobasico y potasio
fosfato dibésico. Se midio la actividad de la hialuronidasa utilizando el sustrato acido hialurénico,
resolviendo la turbidez con el bromuro de cetil-trimetil amonio. Para determinar la fosfolipasa, se
midio el tiempo de coagulacion con una emulsion lipoproteica de yema de huevo con Tris-HCl y
cloruro de calcio. La actividad caseinolitica se midio utilizando caseina y se midio la absorbancia
después de precipitarla con acido tricloroacético. La actividad coagulante se midi6 utilizando
fibrindgeno, y se incubo antes de medir el tiempo de coagulacion. Ademas, se cuantificaron las
proteinas presentes en las toxinas utilizando los métodos de Lowry y Folin-Ciocalteu. Los
resultados mostraron que el extracto seco de la corteza de Piptocoma discolor tuvo una mayor
capacidad inhibitoria sobre la actividad enziméatica del veneno de ambas serpientes, en
comparacion con el suero antiofidico. En particular, se observé una mayor inhibicién de la
hialuronidasa y la caseinolitica en las toxinas de ambas especies, el extracto también tuvo un
efecto inhibidor sobre la actividad coagulante, lo que permitié frenar el tiempo de coagulacién.
Sin embargo, se encontré una discrepancia en la inhibicion de la fosfolipasa A2, ya que esta
enzima fue mas inhibida en presencia del suero antiofidico. En conclusién, el extracto de
Piptocoma discolor tuvo un efecto similar al suero antiofidico en la actividad caseinolitica,
hialuronidasa y coagulante. Se recomienda realizar mas investigaciones sobre el arbol Piptocoma
discolor para evaluar su capacidad inhibidora en las enzimas presentes en las toxinas de las

diferentes familias de serpientes venenosas del pais.

Palabras claves: <PIW!I (Piptocoma discolor)>, <VENENO>, <ACTIVIDAD ENZIMATICA>,
<INHIBICION>, <EXTRACTO SECO DE CORTEZA>, <SUERO ANTIFIDICO>.

05-02-2023
0243-DBRA-UPT-2024

XVii



SUMMARY

The research pretended to determine the inhibitory capacity of Piwi extract (Piptocoma discolor)
on the enzymatic activity of the poison of Bothrops asper and Bothrocophias microphthalmus
snakes. To simulate human body conditions, 10 mg concentrations of the lyophilized toxins
dissolved in monobasic potassium phosphate and dibasic potassium phosphate buffer were used.
Hyaluronidase activity was measured using the substrate hyaluronic acid resolving turbidity with
cetyl trimethyl ammonium bromide. To determine phospholipase, clotting time was measured
with an egg yolk lipoprotein emulsion with Tris-HCI and calcium chloride. Caseinolytic activity
was measured using casein, and absorbance was measured after precipitation with trichloroacetic
acid. Coagulant activity was measured using fibrinogen, and it was incubated before clotting time
was measured. In addition, proteins present in the toxins were quantified using the Lowry and
Folin-Ciocalteu methods. The results showed that the dried extract of Piptocoma discolor peel
had a higher inhibitory capacity on the enzymatic activity comparing the poison of both snakes.
This is compared to the antiphidic serum. In particular, greater inhibition of hyaluronidase and
caseinolytic was observed in the toxins of both species. The extract also had an inhibitory effect
on the coagulant activity, which allowed slowing down the coagulation time. However, a
discrepancy was found in the inhibition of phospholipase A2 as this enzyme was more inhibited
in the presence of the antiphidic serum. In conclusion, Piptocoma discolor peel extract had a
similar effect to antiophidic serum on caseinolytic, hyaluronidase, and coagulant activity. Further
research on Piptocoma discolor tree is recommended to evaluate its inhibitory capacity on the

enzymes present in the toxins of different families of the snakes’ poison in the country.

Keywords: <PIWI (Piptocoma discolor)>, <POISON>, <ENZYMATIC ACTIVITY>,
<INHIBITION>, <DRY PEEL EXTRACT>, <ANTIPHYDIC SERUM>.
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INTRODUCCION

La OMS establecid que los accidentes con serpientes (ofidios) constituyen un problema de salud
mundial debido a que no existen una atencion primaria para los accidentes ofidicos, el 09 de junio
del 2017 elaboraron un manual sobre las estrategias de control y reduccidn sobre la problematica,
el cual permitio llegar a un consenso para determinar que los antidotos, suero-antiofidico (anti
veneno) figuren en la lista de los medicamentos esenciales en las instituciones de salud donde hay
zonas geograficas de serpientes (Mohapatra et al., 2011, pag.6).

El Ecuador cuenta con el Ministerio de Salud Publica que ha creado un “Manual de normas y
procedimientos sobre prevencion y tratamiento de accidentes ocasionados por mordedura de
serpientes” son normas de manejo ya establecidas para obtener resultados 6ptimos para reducir la
morbi-mortalidad a causa de las mordeduras de serpientes. En el afio 2010, el Instituto
Nacional de Salud Vigilancia y Control en Salud Publica cre6 un “Protocolo de vigilancia
de accidente ofidico”, asimismo, en el afio 2017 el Ministerio de Salud Publica (MSP)
cred el protocolo “Manejo clinico del envenenamiento por mordeduras de serpientes
venenosas y picaduras de escorpiones”, con este manual es muy facil encontrar
informacion vital sobre las especies de serpientes més venenosas en el Ecuador, su
tratamiento y manejo para tratar este tipo de casos, este manual es una guia de actuar e

identificar las serpientes para realizar nuestro estudio (Evelyny Brussel, 2011, pag.6).

Existen varios estudios realizados por diferentes cientificos con el objetivo de encontrar nuevos
métodos y ensayos para inhibir la actividad enzimética del veneno de serpientes. Estos estudios
utilizaron el método de Lowry, el método espectrofotométrico y el método Folin-Ciocalteus. Los
resultados de estas investigaciones fueron publicados en la revista de articulos académicos de
Scielo Per(, Revista Peruana de Medicina Experimental y Salud Publica, y fueron realizados por
investigadores de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, el Instituto Nacional de Salud
de Limay el Centro Nacional de Productos Biolégicos. En estos estudios, se destaco la capacidad

de inhibir la actividad enzimatica del veneno de las serpientes (Mendoza et al., 2008, pag.3).



CAPITULO |

1. DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA

1.1. Identificacién del problema

Las complicaciones por mordedura de serpientes u accidentes ofidicos son cada vez mas
frecuentes, el 09 de junio del 2017 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) las considerd
como un problema de salud publica a nivel mundial, esto permite efectuar estrategias de control
y reduccion de la problemética en paises tropicales y subtropicales (Mohapatra, 2011, pag.8).

En el Ecuador los accidentes por mordeduras de serpientes son un problema de salud publica, en
algunas comunidades de la regién amazénica de la region litoral; por no existir un tratamiento
adecuado y oportuno, por lo que puede llegar a ocasionar invalidez o hasta la muerte de una
persona (Valarezo, 2017, pag.3).

Ecuador es un pais multi diverso por sus caracteristicas climaticas, ecolégicas y geograficas, estas
condiciones le permiten tener ambientes idoneos para que se desarrollen las diferentes especies
de serpientes venenosas y mortales para el ser humano, ya que algunas de estas especies como la
familia Viperidae (bothrops spp) han ido desarrollando la habilidad de adaptacion, por esta razon

es indispensable realizar estudios pertinentes sobre los venenos de las serpientes (Michael Crhistopher
Osorio, 2016, pag.5).

Existen 240 especies de serpientes en el Ecuador de ellas 36 (15%) son consideradas las mas
peligrosas y venenosas para el ser humano. A partir de ello, entre los afios 2015 a 2019 se realizé
un estudio estadistico sobre los accidentes ofidicos por mordeduras de serpientes, reportandose
5052 accidentes. De acuerdo al estudio, las provincias con mayor incidencia son Guayas, Manabi,

Los Rios y Morona Santiago (Ministerio de Salud Pablica del Ecuador, 2017, pag.2).

Un problema importante son los casos no reportados ya sea por falta de conocimiento o la lejania
de algun centro de salud para ser atendidos, las personas mas afectadas con estos accidentes son
las comunidades nativas (Chachi, Séchila, Shuar, Ashuar, Cofan, Huaorani), agricultores, mineros

y algunos turistas (Valarezo, 2017, pag.9).

Por otro lado, para acceder a un suero antiofidico (antidoto) es muy dificil debido a su alto costo

y la falta de informacion de las personas como del ministerio de salud al dar a conocer la manera



de obtener el antidoto de manera particular y no solo en un subcentro de salud (Mohapatra, 2011,

pag.8).

Los venenos de las serpientes estdn compuestos por hemorraginas, neurotoxinas, nefrotoxinas,
aminas biogeénicas y enzimas como la hialuronidasa, fosfolipasa-A2, L-aminoacido oxidasas que
participan en la difusion de la toxina por todo el organismo produciendo efectos miotdxicos,

edematicos y alteracion en la agregacion plaquetaria (lvan et al., 2013, pag.2).

Las cifras obtenidas bibliograficamente indican que este tipo de accidentes constituyen un
problema de salud publica en el pais, por lo que se considera importante buscar una alternativa
que inhibe enzimaticamente los venenos de las serpientes Bothrops asper, Bothrocophias
microphthalmus por Piptocoma discolor, como un método alternativo para reducir este indice
de morbi-mortalidad (Ministerio de Salud Piblica del Ecuador y Gobierno de la RepUblica del Ecuador, 2017,
pag.8).

Respecto, a la planta Piptocoma discolor (Asteraceae) conocida como piwi, palo negro, gallinazo,
era utilizado por los shamanes en el tratamiento etnobotanico como antimicrobiano, anti fungico,
antigripal, antidiarreico, la parte mas utilizada es la corteza triturada y en infusion para tratar
mordeduras de serpientes de la familia Bothrops (Garcia, 2016, pag.2). La familia Asteraceae del piwi
(Piptocoma discolor) presenta varios metabolitos como sesquiterpenos, lactonas que llegan
presentan una alta actividad citotdxica, los colonos de la region amazénica utilizan en casos de

emergencia por mordeduras de serpientes una bebida de la corteza de piwi (Garcia. 2016, pag.12).

1.2. Justificacién del estudio

Ecuador es un pais mega diverso en flora y fauna sus especies vegetales poseen propiedades
Unicas medicinales de acuerdo a su ubicacion geografica y variedad climatica, por tal motivo la
mayoria de plantas han sido utilizadas para tratar multiples patologias por nuestros ancestros a
base de remedios caseros, por lo que, es importante realizar estudios sobre las plantas de uso

ancestral (Renato, 2015, pag.5).

Se ha demostrado que el uso de plantas medicinales favorece a las personas con sus propiedades
medicinales, sobre todo aquellas afectadas por los diferentes animales venenosos y letales que
existen en el Ecuador. Las plantas medicinales que encontramos en el pais son Gnicas por contener
diferentes metabolitos, propiedades medicinales, que han sido utilizadas por ancestros y nativos

de la regién amazonica que se encuentran mucho mas en contacto con la naturaleza, por tener un



conocimiento inmenso pasado de generacidn en generacion sobre cémo utilizar las plantas, su

cantidad y por cuanto tiempo (Osorio, 2016, pag.23).

La planta del PIWI o Piptocoma discolor presenta varios metabolitos como sesquiterpenos,
lactonas con su alta actividad citotoxica. Debido a ello, la corteza del arbol de piwi es utilizada
como una bebida en casos de emergencia, para contrarrestar los efectos de la mordedura de las

serpientes (Garcia, 2016, pag.41).

Esta investigacion tiene como resultado verificar el efecto inhibitorio de la actividad enzimética
del veneno de las serpientes, planteandose como objetivo central la contribucion a la
productividad del pais para desarrollar un método alternativo al elaborar un suero antiofidico en
base a los saberes ancestrales y etnobotanicos, que permita mejorar la calidad de vida de las
personas (Valarezo, 2017, pag.6).

Este trabajo es viable debido a la disponibilidad de los laboratorios de andlisis instrumental y el
laboratorio de productos naturales de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, los cuales
permitiran determinar la capacidad inhibitoria del extracto hidroalcohélico de Piptocoma discolor

en la actividad enzimaética del veneno de serpientes.

1.3. Obijetivos

1.3.1. Objetivo general

Determinar el porcentaje de concentracion inhibitoria de la actividad enzimatica sobre el veneno

de dos especies de serpientes por el extracto de Piptocoma discolor.

1.3.2. Objetivos especificos

e  Ejecutar un control de calidad inicial de la materia prima vegetal de Piptocoma discolor a
ser empleada en el estudio.

e Determinar cuantitativamente la cantidad de fenoles y flavonoides presentes en el extracto
hidroalcoholico de Piptocoma discolor por métodos espectrofotométricos.

e Determinar la concentracion de extracto hidroalcohélico de Piptocoma discolor con mayor
actividad inhibitoria del veneno de las serpientes (Bothrops asper, Bothrocophias

microphthalmus) mediante el método espectrofotométrico.



e Comprobar cuantitativamente el porcentaje de proteinas del veneno de dos especies de
serpientes (Bothrops asper, Bothrocophias microphthalmus) a través del método Folin-
Ciocalteu y el método de Lowry.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1. Ofidios

Los ofidios o serpientes son parte de los reptiles estos tienen su cuerpo recubierto de escamas,
pero estas se caracterizan por carecer de patas, son alargadas para desplazarse a gusto por tierra'y
agua, su piel es brillante se halla cubierta por escamas las cuales periédicamente mudan su piel
de manera completa, su esqueleto les brinda flexibilidad necesaria para moverse tienen una lengua
bifida o dividida, todas las especies de serpientes son carnivoras su alimentacion se basa en aves,
lagartijas y roedores (BioEnciclopedia, 2015, pag.6).

Son excelentes depredadoras emplean diferentes estrategias para compensar su falta de
extremidades, poseen habilidades como trepar arboles, ramas estirando y contorneando su cuerpo,
el tamafio oscila entre los 10 milimetros hasta 10 metros. Las serpientes no tienen parpados se
encuentran cubiertas de escamas transparentes como anteojos, cuando 1os o0jos se nublan estan
ciegas temporalmente, poseen fosetas loreales que son pequefias cavidades que resguardan a los
receptores infrarrojos que le permiten detectar a otros animales a una distancia de 40 cmy en la
oscuridad. Tienen un esqueleto muy flexible la columna vertebral contiene 200-400 vertebras
unidas al mismo namero de costillas, su craneo al igual que su mandibula pueden llegar a
dislocarse y facilitar el paso de las presas mas grandes sin causar dafio alguno (Evelyn y Brussel,

2011, pag.22).

Las serpientes estan formadas de huesos fuertes y ligeros los que le permiten proteger los 6rganos
internos como son los pulmones, higado, rifiones e intestinos largos, poseen una garganta muy
larga que ocupara la tercera parte del cuerpo, su estbmago y garganta son largos que expande
mientras engulle o come a sus presas, en su mayoria las serpientes u ofidios poseen 6 filas de
dientes que se dividen entre su mandibula y su maxilar, su abertura anal es pequefia con una
escama que la cubre y se denomina placa anal, el resto es la cola que se encuentra formada de

mas huesos (BioEnciclopedia, 2015, pag.6).

Existen 250 especies de serpientes en el Ecuador de ellas 35 (16%) las que son etiquetadas como
las més peligrosas y venenosas para el ser humano, las provincias de nuestro pais Ecuador con
mayor incidencia de serpientes y por ellos accidentes por ofidios son Manabi, Morona Santiago,

Guayas y Los Rios (Ministerio de Salud Publica del Ecuador, 2017, pag.9).



Las serpientes pueden dividirse en venenosas y constrictoras para cazar, matar a sus presas. Las
boas, anacondas, pitones son serpientes que se caracterizan por matar mediante constriccion sus
presas terminan muriendo por asfixia, en cambio otro grupo de serpientes son venenosas estas
matan a sus presas inmovilizdndolas por inoculacién del veneno a través de los dientes

(BioEnciclopedia, 2015, pag.87).

Las serpientes tienen una evidente caracteristica que diferencian colmillos esto se clasifican en:
serpientes sin dientes o anodontes, serpientes con dientes sélidos de igual tamafio o aglifodontes
y serpientes con dientes inoculadores o glifodontes de esta clase se subdivide en solenoglifa
dentadura de las viboras, proteroglifas dentadura de la serpiente coral y opistoglifa dentadura de

las culebras (Evelyn y Brussel, 2011, pag.6).

Para la produccion de veneno las serpientes, tienen un compartimiento en la cabeza al que se lo
conoce como aparato venenoso, esta formado de glandulas, conductos, musculos, tendones y

dentadura, este aparato les permite a los ofidios inocular el veneno a su presa/victima. (Campbell y
Lamar, 2004, pag.6)

Tabla 2-1: Clasificacion de la dentadura y posicion de los colmillos de las serpientes

3 SERIES CARACTERISTICA
ILUSTRACION ESPECIE
DENTARIAS DEL VENENO
AR o AGLIFA
X~ _
T No posee colmillos
Y7 - . No posee veneno Falsa coral
/ capaces de inyectar
M veneno
(/_:'1?_\__“ OPISTOGLIFA
e Sus colmillos son
b . su veneno tiene baja
I/ acanalados, finos y culebras

se encuentran en la
parte de atras del

maxilar

toxicidad



PROTEROGLIFA

Sus colmillos son
B el veneno es altamente
acanalados, fijos y ) Corales
peligroso

se encuentran al

frente del maxilar

SOLENOGLIFA

Sus colmillos son

T . El veneno es altamente
) - moviles, huecos se Bothrops

(i peligroso
// i encuentran en la

parte delantera del

& —
\:f{9 . inoculadores,
A

maxilar

Fuente: (Evelyn and Brussel, 2011).
Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

2.2. Solenoglifa

La dentadura de la familia Viperidae (Bothrops spp) han ido evolucionando con el paso del
tiempo, por ellos solo poseen un par de colmillos en el maxilar superior su tamafo puede alcanzar
a medir la mitad de su craneo; estos se asemejan a una aguja hipodérmica. Los colmillos de las
serpientes bothrops spp son retraibles lo que quiere decir que se pueden desplegar de la parte

superior de la cavidad bucal, los colmillos pueden rotar hastal80 grados atacar a su presa (Pérez,
2012, pag.3).

2.3. Toxina

El veneno de los ofidios esta constituido por una serie de enzimas proteoliticas, hialuronidasa,
fosfolipasa A2 (PLA:2), metaloproteinas, péptidos, enzimas de tipo trombina, L aminoacido
oxidasa, proteasas fibrinogenoliticas, hemorraginas, neurotoxinas, nefrotoxinas, arginina éster
hidrolasa, fosfodiesterasa, aminas biogénicas, acetilcolinesterasa, cardiotoxinas estas llegan
afectar Organos, aparatos y sistemas provocando dafios en tejidos, musculos, musculo
esqueléticos, variaciones en la coagulacion sanguinea, afectando especialmente el sistema

nerviosos central (Sanchez, 2015, pag.7).



Las serpientes del género Bothrops spp en su veneno contienen diferentes proteinas como
hemorraginas, neurotoxinas, nefrotoxinas, aminas biogénicas y enzimas como la hialuronidasa,
fosfolipasa-A2, L-aminoacido oxidasa que participan en la difusion de la toxina u veneno por
todo el organismo produciendo efectos miotdxicos, edematicos y alteracion en la agregacion
plaquetaria llega a interactuar con el sistema hemostatico y la matriz extracelular (Sanchez, 2015,
pag.4).

Tabla 2-2: Accion del veneno del género Bothrops

) SINTOMAS INICIALES SINTOMAS TARDIOS
ACCION DEL VENENO

(0-3 HORAS) (> 6 HORAS)
Shock, dolor intenso con Mionecrosis ampollas,
PROTEOLITICA hinchazén localizada, abscesos, necrosis local,
adenopatias, liponecrosis

, Hemorragia en varios 6rganos
VASCULOTOXICA

R R localizados como pulmones,
(Hemorraginas)

cerebro, rifiones

Sangre sin poder

COAGULANTE coagularse, hemorragias Hemorragias cerebrales,
(Fibrindgeno locales como en las encias, insuficiencia renal aguda,
Fibrina) nariz, 0jos y sangre en la coagulacion intravascular
orina

Fuente:(Nina-Cueva. 2020).
Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

2.4. Bothrops asper

Este ofidio es carnivoro, su dieta se basa en lagartijas, roedores, anfibios y aves que llega a atrapar,
son parte de la familia viperidae conocidas también como viboras, esta especie es considerada
venenosa, sus colores pueden ser muy brillantes en su juventud, poseen dimorfismo sexual lo que
quiere decir que ambos sexos nacen de igual tamafio, pero las hembras desarrollan mucho méas
que los machos pueden llegar a tener 40 crias al afio, este tipo de especies poseen 2 pares de
fosetas loreales lo que le permiten encontrar a sus presas en la oscuridad, el color del vientre de
estos ofidios puede ser amarillo, gris o café rojizo, sus ojos poseen un color café con manchas

amarillentas (Amaru, 2019, pag.3)



lustracion 2-1: Bothrops asper

Fuente:(Amaru Bioparque Cuenca, 2019).

Esta serpiente también conocida como Terciopelo, barba amarilla, equis, cuatro narices o rabo
fino por los nativos de la regién amazonica, tiene su craneo muy bien diferenciado de forma
triangular, se encuentran habitualmente en los bosques htimedos se identifican por ser nocturnas,
a estas serpientes se les localiza entre la hojarasca de los arboles y entre sus raices, por ello las
personas las llegan pisan o tocar de manera accidental. Su distribucién geogréafica en el Ecuador

se encuentra en la region occidental (Ministerio de Salud Pablica del Ecuador y Gobierno de la Republica del
Ecuador, 2017, pag.8).

aALNa
> VA ™ #2QCAZ
- o
: —
3 -
ﬂ' Aﬁ! e et
g =
.;‘
- - -
9 & on
-
S o8
- ¥
. 15
'V.
54
»
3 .
-
- s 0 2
—
'-lw carwrce
. > ¢
VSIS PSS ——
e g MAAENT | | e e Tpn p——= S et S
SRR A S R ——
s S et 4 s o Carmtve feche So Jumerecmn VSO 301

llustracion 2-2: Distribucién geogréafica de la B. asper
Fuente: (MSP y Gobierno de la Republica del Ecuador, 2017a).
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2.5. Bothrocophias microphthalmus

Esta serpiente es carnivora su dieta se basa en lagartijas, roedores, anfibios y aves que llega a
atrapar, son parte de la familia Viperidae conocidas también como viboras, esta especie es
considerada una vibora venenosa, las hembras son mas grandes que los machos pueden llegar a
tener de 35-47 crias al afio, su tiempo de vida es de 6 afios, este tipo de especies poseen fosetas
loreales lo que le permiten encontrar a sus presas en la oscuridad, el color del cuerpo de estas
viboras son café rojizo, grisaceo u café anaranjado, poseen bandas opuestas en pares 12-18 como
una V invertida, su cabeza posee colores oscuros, grisaceos u café rojizo en su parte inferior, el
color de su vientre es negro con manchas grises palidas, el nombre de esta vibora proviene del
griego mikros significa “pequefio” y ophthalmus significa “0jo” que es serpiente de 0jos
pequefios (AMARU, 2018, pag.4).

llustracion 2-3: Bothrocophias microphthalmus

Fuente:(Amaru Bioparque Cuenca, 2019).

Esta serpiente también conocida como Hoja podrida, ojos pequefios, cabeza de sapo por los
nativos de la region amazénica, tiene su craneo muy bien diferenciado en la porcién anterior del
hocico es elevada su mandibula es flexible capas de dislocarse sin causar dafio alguno, se
encuentran habitualmente en los bosques himedo se identifican por ser nocturnas, a estas
serpientes se les localiza entre la hojarasca de los arboles y entre la hojas en proceso de
descomposicién por ello dificil de encontrarles debido al color de sus escamas es un excelente
camuflaje en consecuencia ellos las personas las llegan a tener accidentes ofidicos de manera
accidental. Su distribucion geografica en el Ecuador se encuentra en varias regiones la region
amazonica con sus provincias Zamora Chinchipe, Pastaza, Morona-Santiago y la provincia de

Tungurahua que pertenece a la region sierra (Ministerio de Salud Publica del Ecuador y Gobierno de la

Republica del Ecuador, 2017, pag.6).
11



Mapa de distribuciéon potencial de Bothrocophias microphthalmus
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lustracion 2-4: Distribucion geografica de B. microphthalmus

Fuente: (Ministerio de Salud Publica del Ecuador y Gobierno de la Republica del Ecuador, 2017).

2.6. Antidoto (suero antiofidico)

El suero antiofidico es una solucion estéril, obtenida de los equinos por medio de la inoculacién
de veneno de las serpientes, este suero llega a neutralizar las toxinas del veneno pero no puede
remediar las lesiones caudadas por la toxina (Ministerio de Salud Pablica del Ecuador 2008, pags. 24-25).
Este suero antiofidico polivalente se debe aplicar en un lapso de 24 horas del accidente ofidico,
las afectaciones u lesiones que pueden causas estas toxinas son nauseas, vomito, vision borrosa,
perdida del conocimiento, prurito, rash, llegando a causar reaccion anafilactica con riesgo de
muerte 0 amputacion de los miembros afectados , su administracion e inoculacion se realiza por
via intravenosa (V) (Ministerio de Salud Piblica del Ecuador y Gobierno de la Republica del Ecuador, 2017,
pag.6).

Tabla 2-3: Clasificacion de los sueros antiofidicos
SUERO ANTIOFIDICO ESPECIE

Suero antiofidico trivalente antibothrépico, Generos

antilachésico y anticrotalico

Suero antilachésico monovalente

Suero antiofidico antibothrépico

Suero anticoral o antimicrudrico

12

bothrops, lachesis y cotalus
Género Lachesis.
Género Bothrops.

Género

Micrurus y Leptomicrurus.



Suero antiofidico polivalente Género Bothrops y Micrurus.

Fuente: (Ministerio de Salud Publica del Ecuador y Gobierno de la Republica del Ecuador, 2017).
Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.
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lustracion 2-5: Sueros antiofidicos
Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

2.7. Droga

Es todo principio activo de origen animal o vegetal que actta de manera directa o indirecta sobre
el organismo, aprovecha esta materia prima el farmacéutico o bioquimico farmacéutico para la

fabricacion de nuevos medicamentos (Diaz Paico, 2018. pags.10-30) (Benitez Cruz, 2021).

2.8. Droga vegetal

Es toda la planta o sus partes, esta tiene que estar totalmente seca posterior se le tritura hasta llegar
a pulverizarlas, depende de las caracteristicas y sustancias bioldgicas (principio activo) con

alguna actividad terapéutica de beneficio (Vanaclocha et al. 2003, pags. 2-17).

2.9. Planta medicinal

Son las plantas que tienen alguna actividad terapéutica o alguna sustancia activa, pueden sanar o
aliviar alguna enfermedad o dolencia de organismo, por ello la OMS (Organizacion mundial de

la Salud) ha permitido u autorizado el uso de medicamentos naturales o conocida como fitoterapia
(Gallegos Zurita. 2016, pag. 237).

2.10. Asteraceae

La familia Asteraceae proviene de la familia Aster y del griego dotjp 0 estrella que nos indica el

disefio de las flores que caracteriza por el nombre de compuestas antiguamente y la familia de las

13



Angiospermas. La mayoria de las plantas que pertenecen a esta familia son de uso medicinal tras

diversas investigaciones (Stevens, 2001, pag.8).

2.11. Piptocoma discolor (Asteraceae)

Es un arbol de crecimiento rapido esta especie no se encuentra en peligro de extincion, crecen en
bosques secundarios, se lo utiliza en medicina como antimicrobiano, antifungico, antigripal,
antitusigeno, dolores abdominal, hemorragias, antidiarreico para los productores de Napo este
arbol es utilizado para la fabricacion de cajas en el trasporte de frutas (Erazo et al. 2014, pags. 1-6).

llustracion 2-6: Piptocoma discolor

Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

2.11.1. Clasificacion taxonémica

Tabla 2-4: Clasificacion taxondmica del Piptocoma Discolor

TAXONOMIA
REINO Plantae
PHYLUM Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida
ORDEN Asterales
FAMILIA Asteraceae
GENERO Piptocoma
EPITETO ESPECIFICO discolor

Fuente:(Campos Felipe y Arroyo Frank 2019).
Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.
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2.11.2. Nombres comunes

Piwi, Palo Negro, Gallinazo, Piwe, cenizo, Pigle.

2.11.3. Habitat y distribucidn geogréafica

Este tipo de especie vegetal se encuentra localizada y distribuida mayormente en la provincia de
Pastaza en los cantones Mera, Santa Clara, Puyo y Pastaza, es una planta que no se encuentra en
peligro de extincion crece en bosques himedos y terrenos bajos con alturas de 300-1300 m su
distribucion es muy extensa y en varios paises como Brasil, Colombia, Costa rica, Ecuador, Per(

y Panama crecen como mala hierba o como bosque secundario (Erazo et al. 2014, pag. 1-6).

2.11.4. Descripcién

Es un arbol de madera blanda, crecimiento rapido de didmetro puede medir 60 cm y una altura de
30m su tallo es cilindrico y grueso sus ramificaciones siempre crecen sobre el tercio inferior del
arbol, posee raices gruesas, alargadas tiene hojas simples, elipticas, ovaladas de 12-16 cm de largo
y 4-6 cm de ancho presenta un apice acuminado con base decurrente, la corteza es de color negro
con fisuras sus flores o inflorescencias son paniculas de cabezuela terminales, su caliz presenta
sépalos de color verde, la corola de color blanco las semillas son de color pardo y de forma
eliptica. Crece en suelos arcillosos, en bosques secundarios tempranos y arcillosos de la amazonia
crecen en las partes claras de los bosques gracias a la dispersion de semillas con ayuda de pajaros

y animales que conviven en estos bosques (Stevens, 2001, pég.76).

2.11.5. Usos

El Piwi o Piptocoma discolor en la regién amazénica del Ecuador permite a sus habitantes generar
ingresos econdmicos ya que este arbol sirve para la fabricacion y elaboracion de cajas frutales
para el transporte de diferente frutas, vegetales y hortalizas para su posterior comercializacion.
Antiguamente esta planta era utilizada por las personas nativas de la zona como los curanderos o
shamanes como antimicrobiano, antifingico, antigripal, antidiarreico, la parte mas utilizada es la
corteza triturada para tratar mordeduras de serpientes de la familia Bothrops (Garcia et al., 2016,
pag.8).

2.12. Inhibicion enzimatica
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Con la ayuda de varios inhibidores que nos permiten inhibir la accion de las enzimas sin
transformarse por los inhibidores, los estudios realizados a las enzimas son de mucho beneficio
para llegar a entender sus mecanismos de catalisis, especificidad y su actividad. La inhibicion se
puede diferenciar pues puede ser irreversible como reversible en la inhibicidn reversible se

subdivide en competitiva, a competitiva y no competitiva (Vizuete, 2010, pag. 1-18).

2.13. Enzimas

Son moléculas de proteina que catalizan las reacciones quimicas en las células, las enzimas tienen
la capacidad de aumentar la velocidad de las reacciones quimicas son muy especificas ya que
permiten la transformacion de una sola sustancia y no permite la transformacion de otras
sustancias en la reaccién. Las enzimas nunca estan solas, trabajan en sucesiones conocidas como

rutas metabolicas, estas poseen la capacidad para regular su actividad enzimatica (Vizuete, 2010,
pag. 1-18).
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CAPITULO III
3. MARCO METODOLOGICO
3.1. Tipo y disefio de investigacion
La investigacion realizada fue de tipo correlacional y se utiliz6 un disefio experimental. Se Ilevo
a cabo la determinacion de la inhibicion de la actividad enzimética del veneno de las dos especies
de serpientes (Bothrops asper, Bothrops microphthalmus) por medio del extracto hidroalcohélico
de Piptocoma discolor utilizando métodos analiticos que permitieron expresar los resultados de
manera cuantitativa. La eleccion de este tipo de investigacion se justifico debido a que permitié
establecer relaciones entre las variables y obtener conclusiones acerca de la capacidad inhibitoria
del extracto de Piptocoma discolor en la actividad enzimética del veneno de las serpientes.
Ademas, el disefio experimental permiti6 controlar las variables y establecer una relacion causa-
efecto entre la exposicion al extracto y la inhibicidn de la actividad enzimética del veneno.
3.2. Factores de investigacion
3.3.1. Poblacion de estudio
La poblacion de estudio fue la corteza del arbol de PIWI.
3.3.2. Muestra
La recoleccion del material vegetal se Ilevo a cabo en la ciudad de Tena del Canton Archidona en
la provincia del Napo, mediante un muestreo aleatorio simple que permitié obtener
aproximadamente 900g de muestra.

3.3.3. Seleccién de la muestra

Para la recoleccion del material vegetal se tuvieron en cuenta los siguientes criterios:

3.3.3.1. Criterios de inclusion
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como nudos.

3.3.3.2. Criterios de exclusion

Especie vegetal seleccionada con buenas caracteristicas fisicas, es decir, sin imperfecciones

Especie vegetal con algun dafio por la accion de insectos o animales, ejemplares de la corteza

gue presentan algun deterioro por el agua o por el hombre.

microbiolégica.

3.4. Localizacion del estudio

El trabajo de titulacion y los ensayos respectivos se llevaron a cabo en los Laboratorios del grupo
de investigacion GIPRONAF de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo.
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Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

3.5. Recoleccion de la materia vegetal
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La recoleccion de la corteza del arbol de Piwi (Piptocoma discolor) se realizé en la ciudad de
Tena del Canton Archidona en la provincia del Napo; alrededor de las 11h00 en el mes de

Noviembre del afio 2021.

La planta que se utilizé en el estudio fue recolectada con la ayuda de un botanico experto de la
region oriental del pais. Se obtuvieron los permisos correspondientes solicitados dentro del
contrato Marco de Acceso a los Recursos Genéticos del programa de investigacion cientifica
denominado "Estudio de la Biodiversidad en el Ecuador, Ecologia, conservacion y su potencial
uso sostenible™.

3.6. lIdentificacion botanica

En la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo se llevé a cabo la identificacion taxonémica
de la corteza del arbol de Piwi por el Ing. Jorge Caranqui, quien se desempefié como responsable
boténico de la investigacion.

3.7. Equipos, materiales y reactivos

3.7.1. Reactivos

e Toxina de Bothrops asper y Bothrocophias microphthalmus liofilizado
e  Suero antiofidico
e  Tris-HCI
e  Cloruro de Calcio
e  Emulsion lipoproteica de la yema de huevo
e Acido hialurénico
e  Acetato de sodio
e Acido acético glacial
e Bromuro cetil trimetil amonio
e Caseina
e Solucidn de tricloruro férrico al 5% en solucion salina
e Solucidn al 2% de ninhidrina en agua
e Cinta de magnesio metalico
e  Alcohol amilico
e Hielo
e  Fibrinégeno
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e Acido clorhidrico al 10%

e  Agua destilada

e Acido nitrico

e  Solucion de nitrato de amonio

e  Perdxido de hidrégeno concentrado
e Solucidn diluida de colorante de Sudan
e Acido clorhidrico al 1%

e Reactivo de Dragendorff

e  Cloruro de sodio en polvo 22

e Reactivo de Mayer

e Reactivo de Wagner

e Alcohol

e Reactivo de Baljet

e  Cloroformo

e Hidroxido de sodio

e Anhidrido acético

e Acido sulfarico concentrado

e Solucion de carbonato de sodio

e Reactivo de Fehling

e Eter dietilico * Etanol 96%

e Acido tricloro acético al 5%

3.7.2. Materiales

e Mascarilla

e  Guantes

e Termo de acero inoxidable

e Couler-hielera

e  Papel aluminio

e  Vasos de precipitacion

e  Pinzas para capsula de porcelana

e Balones esmerilados de 1000 mL

e Balones de aforo de 10 mL, 25 mL y 100 mL
e  Tubos de vidrio de 10 mL

e  Cépsulas de porcelana
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e Embudo

e Tripode

e  Puntas de pipeta Thermo Scientific™
e Cradilla

e  Espatula

e  Probeta de 25 mL y 100 mL

e  Frascos color ambar

e  Papel filtro

e Reverbero.

3.7.3. Equipos

o  Refrigerador General Electric®
e Congelador General Electric®
e  pH-metro

e  Pipetas Thermo Scientific

e Balanza de precision HDM

e Liofilizador

e Mufla

e  Estufa Memmert SNB400

¢ Rotavapor Heidolph®

e Sorbona

e  Mezclador de vortice

e Camara UV

e  Termo agitador magnético Thermo Scientific™

e  Centrifuga
e  Espectrofotometro.

e  TermOmetro

e  Estufa de conveccion natural RedLine by Binder

e  Molino de cuchillas Arthur H. Thomas C.O
e Desecadora

e Balanza analitica

3.8. Técnicas y métodos
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3.8.1. Acondicionamiento de la planta u materia vegetal

El proceso se inicid realizando una limpieza de la planta, en este caso la corteza del arbol de Piwi
(Piptocoma discolor), con el fin de eliminar posibles impurezas. Luego se procedi6 a secarla en
la estufa a una temperatura de 40°C durante 48 horas. Posteriormente, se triturd la corteza seca
hasta alcanzar un tamafo de 2-3 mm, utilizando un molino industrial. EI material vegetal se

guardo y conservo en fundas herméticas.
3.8.1.1. Determinacion de humedad

e Se colocaron 2g de muestra en una capsula de porcelana previamente tarada a 105 °C.

e La muestra se seco por 3 horas a 105 °C con el fin de eliminar el agua presente.

o Luego de la secado, la capsula se trasladd al desecador hasta que enfrié a temperatura
ambiente.

e Serealizé el pesado de la capsula con la muestra.

e Lacapsulacon la muestra se volvié a colocar en la estufa por 1 hora para completar el proceso
de secado.

e Finalmente, se realizé un Gltimo pesado de la capsula con la muestra hasta obtener un peso

constante (Miranda, 2006, pags.31-32).

Se efectlio por el método gravimétrico

M; -M;
%Humedad = ﬂ x 100
2

Ecuacion 3-1: Determinacion de humedad
Donde:
%H= Porcentaje de pérdida de humedad
M= peso de capsula con la muestra.
M;= Peso de la capsula con la muestra desecada
M= Masa de la cdpsula tarada vacia.

3.8.1.2. Determinacion de cenizas totales

e Se colocaron 2g de muestra en el crisol previamente tarado a 105°C.
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e Se carbonizo la muestra hasta la eliminacion de la porcidn orgéanica.
e Lascenizas se colocaron en la mufla a una temperatura de 600°C durante 2 horas.
e Una vez obtenido el polvo blanco de la incineracion, se enfri6 en un desecador.

e Se pesd la muestra hasta obtener un valor constante (Miranda, 2006, pags.31-32).

Se efectlio por el método gravimétrico

M
%Cenizas = ﬁ X 100
, —

Ecuacion 3-2: Determinacién de cenizas totales
Donde:

%C= Porcentaje de cenizas

M= peso del crisol y la ceniza.
M;= Peso del crisol y la muestra.
M= Peso del crisol vacio.

3.8.1.3. Determinacion de cenizas solubles en agua

e Se afiadieron 15 mL de agua a las cenizas totales y se tapé con un vidrio reloj.
e Se calentd la muestra con la ayuda del mechero por 5 minutos.

e Se filtrd la solucion con papel filtro.

e Las cenizas del papel filtro se colocaron en un crisol previamente tarado.

e Se carbonizaron e incineraron las cenizas en la mufla a 600°C por 2 horas.

e Elcrisol se enfrio en el desecador.

e Se pes6 el crisol hasta obtener un peso constante (Miranda, 2006, pag.33).

M
21100

0Ca = —2> 1
A VR v

Ecuacion 3-3: Determinacion de cenizas solubles en agua

Donde:

Ca= Porcentaje de cenizas solubles en agua

M= Peso de la capsula con las cenizas totales
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M;= Peso de la capsula con las cenizas insolubles

M= Peso de la capsula vacia
3.8.1.4. Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico

e Se afladieron 3 mL de &cido clorhidrico al 10% a las cenizas solubles en agua y se tapd con
un vidrio reloj.

e Luego, se calent6 a bafio maria por 10 minutos.

e Se lavo el vidrio reloj y se recolecté en el crisol el contenido.

e Se filtro la solucion con el papel filtro.

e Se lavo el residuo con agua caliente hasta que no tuviera presencia de cloruros.

e Seseco el residuo a 105°C en la estufa.

e Se coloco el residuo seco en un crisol e inciner6 a 600°C por 2 horas.

e Sesitud el crisol en el desecador y se esperd hasta que esté frio.

o Se pesh el crisol hasta obtener un valor constante. (Miranda, 2006, pags. 33-34).

‘V—Mz M 100
"M, —M

1

Ecuacion 3-4: Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico
Doénde:

B= Porcentaje de cenizas solubles en &cido clorhidrico.
M1= Peso de la capsula de porcelana con la muestra
M= Peso de la capsula de porcelana vacia.

M2= Peso de la cdpsula con las cenizas solubles en cido clorhidrico.
3.8.2. Tamizaje fitoquimico

Se llevo a cabo la maceracién de la planta triturada en una disolucién 1:3, consistente en 50g de
la planta en 150mL de Eter etilico. Después de realizar todos los ensayos para este extracto etéreo,
se dejé secar. La muestra seca del extracto etéreo se colocé en alcohol de 70° y se dejé macerar
por 48 horas. Se realizaron los ensayos correspondientes a este extracto alcoholico y se dejo6 secar
para utilizar la muestra en la siguiente disolucién 1:3 con agua destilada, en la que se realizaron

los ensayos correspondientes para el extracto acuoso.
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3.8.2.1. Diferentes ensayos utilizados en el tamizaje fitoquimico

o Ensayo de Sudan

El ensayo de Sudan se utilizo para determinar la existencia de compuestos grasos en la muestra.
Para ello, se tomaron 5 mL del extracto y se agregd 1 mL de reactivo sudan 111 o I1V. Luego, se
calent6 la mezcla a bafio maria hasta que los solventes se evaporaron. Para reportar los resultados,
se observo si aparecian gotas rojas o una pelicula roja en el liquido o en las paredes del tubo de
ensayo (Miranda, 2006, pags. 40-45).

e Ensayo de Dragendorff

El ensayo de Dragendorff se utilizd para determinar la existencia de alcaloides. Se tom6 2 mL del
extracto y se calento para evaporar el solvente. El residuo resultante fue redisuelto en 1 mL de
acido clorhidrico al 1%. Luego se agreg6 una gota de acido clorhidrico concentrado, se calentd y
se dejo enfriar. Posteriormente, se agregaron 3 gotas del reactivo de Dragendorff a la solucion
acuosa acida. Se observo y se considerd una opalescencia (+), una turbidez (++) o una

precipitacion (+++) (Miranda, 2006, pags. 40-45).

e Ensayo de Mayer

El método fue realizado para determinar la presencia de alcaloides en la muestra. Para ello, se
llevaron a cabo los pasos del ensayo anterior hasta obtener una solucion acida. Luego, se agregd
una pequefia cantidad de particulas de cloruro de sodio, se agité y filtrd. Posteriormente, se
colocaron 3 gotas de reactivo Mayer y se observo la muestra para determinar si habia sefial de

opalescencia (+), turbidez (++) o precipitacion (+++) (Miranda, 2006, pags. 40-45).
e Ensayo de Wagner
Este ensayo se utilizd para determinar la presencia de alcaloides en la muestra. Se colocaron 2 a

3 gotas del reactivo sobre la muestra y se aplicé el mismo procedimiento que en el ensayo anterior.

Los resultados se reportaron segln la opalescencia (+), turbidez (++) y precipitacion (+++)
(Miranda, 2006, pags. 40-45).

e Ensayo de Baljet
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Se determiné la presencia de compuestos cumarinicos del grupo lacténico mediante la siguiente
técnica: se evaporo el extracto no alcohdlico por bafio maria y se redisolvié en 1 mL de alcohol.
Luego, se agregd 1 mL de reactivo y se observd la aparicidn de coloracidn roja o precipitado para

reportar positivo (++ y +++) (Miranda, 2006, pags. 40-45).

e Ensayo de Borntrager

Se determind la existencia de quinonas en el extracto mediante el siguiente procedimiento: se
colocd 1 mL del extracto y se calento a bafio maria, se afiadioé 1 mL de cloroformo para re disolver,
y se agregé 1 mL de hidréxido de sodio al 5%. Luego se mezcld y se dejé reposar hasta la
disociacidn de las fases. Se reporté como positivo cuando la fase acuosa adquirié un color rosado

(++) o0 rojo (+++) (Miranda, 2006, pags. 40-45).

¢ Ensayo de Hidroxamato férrico para coumarinas

Se coloco 1 gota del extracto en la capsula y se afiadio 1 gota de clorhidrato de hidroxilamina en
etanol al 10%. Posteriormente, se agregaron unas gotas de hidréxido de potasio al 10% en etanol
y se calent6 a la llama hasta que se produjo burbujeo. Luego, se afiadieron unas gotas de &cido
clorhidrico 0.5 mol/L y una gota de cloruro férrico al 1% en agua. El ensayo es positivo si se

presenta una coloracion violeta (+), claro (++), 0 intenso (+++) (Miranda, 2006, pags. 40-45).

e Ensayo de Liebermann-Burchard

Para la identificacion de compuestos triterpenos y esteroides, se tomo6 2 mL del extracto y se
calent6 a bafio maria para evaporar el solvente. Luego, el extracto se redisolvié con 1 mL de
cloroformo y se agregaron 3 gotas de acido sulfarico concentrado por las paredes del tubo de
ensayo. Si es positivo se observo:

e Rosado-Azul réapido.

¢ Verde intenso-visible, aunque rapido.

e Verde Oscuro- negro —final de la reaccion (Miranda, 2006, pags. 40-45).

e Ensayo de Catequinas
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Se tomo una pequefia muestra del extracto hidroalcoholico con un capilar y se coloco sobre el
papel filtro. Se afiadi6 una gota de carbonato de sodio. Para el reporte de los resultados, se observo

en una camara UV si se formaba una mancha verde carmelita (Miranda, 2006, pags. 40-45).

e Ensayo de cloruro férrico

Se determinaron los compuestos fenolicos en el extracto alcohdlico y acuoso. Para el extracto
alcohdlico, se agregaron 3 gotas de tricloruro férrico al 5% en 2 mL. Por otro lado, en el extracto
acuoso se buscaron taninos, para lo cual se afiadi6 acetato de sodio y 3 gotas de tricloruro férrico

al 5% en solucion salina fisiol6gica en 2 mL de muestra (Miranda, 2006, pags. 40-45).

Para identificar se observo las coloraciones que se forman:

e Formacion de color rojo-vino, indica presencia de fenoles.
e Formacion de color verde intenso, presencia de taninos pirocatecolicos.

e Formacion de color azul, presencia de taninos pirogaloténicos.

e Ensayo de resinas

Para llevar a cabo este método, se afiadieron 2 mL de extracto alcohdlico y 10 mL de agua

destilada. Se consideré un resultado positivo si se observaba un precipitado (Miranda, 2006, pags. 40-
45).

e Ensayo de Fehling

Se empleo este método para determinar la presencia de azUcares reductores. Para ello, se calentd
la muestra hasta la evaporacion del solvente. En caso de que el extracto no estuviera en agua, se
disolvié en 2 mL de agua. Luego, se agregaron 2 mL del reactivo correspondiente y se calent6 la
mezcla a bafio maria durante 10 minutos. Se considero positivo si el tubo adquirié un color rojo
ladrillo o si se observé un precipitado rojo (Miranda, 2006, pags. 40-45).

e Ensayo de espuma

Se tomaron 2 mL de extracto y se agreg6 5 veces el volumen de agua. Luego se agito la solucién

resultante durante 10 minutos. Los resultados se reportaron como positivos si se formaba espuma
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en la parte superior del tubo de ensayo y esta permanecia por al menos 2 minutos (Miranda, 2006,
pags. 40-45).

e Ensayo de mucilagos

Se determind la presencia de compuestos polisacaridos mediante el uso de esta técnica, la cual
consiste en la formacion de un coloide hidréfilo capaz de aumentar la densidad del agua. Para
llevar a cabo el método, se enfrié 10 mL de extracto acuoso a una temperatura de 0-5°C. El

resultado se consider6 positivo cuando la sustancia aumentd su viscosidad y se torn6 gelatinosa
(Miranda, 2006, pags. 40-45).

3.9. Cuantificacion de compuestos fenolicos del extracto de Piptocoma discolor

Los compuestos fendlicos reaccionaron al reactivo, produciendo una coloracion azul que se pudo
leer en el espectrofotébmetro. Se utilizé acido galico como blanco para realizar una curva de

calibracion con las concentraciones de 10, 50, 100, 250, 500 y 1000 ppm (Velazquez et al., 2015, pag.
481).

e Se colocaron 250 pL de muestra y se diluyeron en 15 mL de agua destilada.

e Luego se agregaron 1,25 mL del reactivo Folin-Ciocalteu a la muestra.

e Lamuestra fue agitada y posteriormente dejada en reposo en la oscuridad durante 8 minutos.
e Se afadieron 3,75 mL de carbonato de sodio al 7,5% a la muestra.

e Seaforo la solucion a 25 mL, se mezcld y se dejo reposar en un lugar oscuro durante 2 horas.

o Finalmente, se realizo la lectura de la muestra a una longitud de onda de 765 nm. (Rover and
Brown, 2013, pag. 2).

3.10. Cuantificacion de flavonoides

Se elabord una curva de calibracién para la cuantificacion de flavonoides utilizando la quercetina
como referencia. Las concentraciones utilizadas en la curva fueron de 10, 50, 100, 250, 500 y
1000 ppm.

e Secoloco 1mL del extracto en un tubo de ensayo y se agregaron 4mL de agua destilada.
e Seafiadieron 300 L de solucién nitrito de sodio al 5%, se mezcld y se colocd en la oscuridad
por 5 minutos.
e Posteriormente, se afiadieron 300 L de tricloruro de aluminio al 10%, se mezcl6 y se colocd
en la oscuridad por 5 minutos.
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e Se adicionaron 2 mL de hidréxido de sodio 1M, se agitd y se colocé en la oscuridad por 15
minutos.

e Lalectura se realiz6 midiendo la absorbancia a 510 nm (Raj et al., 2010, pag.432).

3.11. Evaluacion de la actividad inhibitoria

3.11.1. Actividad de la fosfolipasa A

e Se empled como sustrato una emulsion lipoproteica de la yema de huevo en una cantidad de
1.5 mL.

e Lasolucion lipoproteica de yema de huevo se colocd en un tubo de ensayo.

e Se adicionaron 100 ul de muestra (toxina + antitoxina).

e Los tubos se incubaron por 60 minutos a 37 °C.

e Luego, se sometieron los tubos a un bafio de agua hirviendo.

e El tiempo de coagulacion se midi6 posteriormente (Mendoza et al. 2008).

3.11.2. Actividad de la hialuronidasa

e Se utiliz6 acido hialurénico a una concentracion de 0.5 mg/mL como sustrato, con buffer
acetato de sodio 0.07 My NaCl 0.15 M para ajustarlo a pH 5.0.

e Enun tubo de ensayo se coloco 1 mL del sustrato de &cido hialurénico ajustado a pH 5.0.

e Seafiadié 100 pl de muestra (toxina + antitoxina) al tubo de ensayo.

e Lamuestra se incub6 durante 15 minutos a 37.5 °C.

e Seafadié 2 mL de BCTA, que permitio determinar la reduccion de la turbidez.

e La muestra se colocd en una cubeta para espectrofotdmetro.

e Laabsorbancia se midié a 400 nm (Di Ferrante, 1956, pag.304).

Abs; — Absy,
% IH = T x 100
c

Ecuacion 3-1: Actividad de la hialuronidasa

Donde:

Absc= Absorbancia control

Absv= Absorbancia de la muestra
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3.11.3. Actividad caseinolitica

o Se utilizo6 caseina al 2% en buffer Tris-HCI 0.2M, pH 8,5.

e Secoloco 1 mL de solucion de caseina

e Seadicionaron 100 pl de muestra (toxina + antitoxina).

e Luego, se incub6 a 37 °C por 30 minutos.

e Se afadieron 2 mL de &cido tricloroacético (ATC) a 0.44M.
« Se centrifugo por 20 segundos.

. Finalmente, se leyé la absorbancia a 280 nm en una celda de cuarzo (Pereafiez, Jiménez et al.
2008)

L Absc — Absy
Inhibicion (%) = Ths. — Abs. x 100
¢ — Absy

Ecuacion 3-2: Actividad caseinolitica
Doénde:
Absc= Absorbancia control
Absv= Absorbancia de la muestra
Absn= Absorbancia del control negativo

3.11.4. Actividad coagulante

e Se utilizo fibrin6geno a una concentracion de 2.97 mg/mL en buffer Tris-HCI 0.05 M con un
pH de 7.4 como sustrato.

e El sustrato se coloco en el tubo de ensayo.

e Luego, se incubd a 37 °C durante 10 minutos.

e Seadicionaron 100 pl de muestra (toxina + antitoxina) a distintas concentraciones.

e Se midieron los tiempos de coagulacion en segundos (Pereafiez J. et al. 2008, pag. 157-164).

3.11.5. Determinacién de proteinas

Metodo de lowry, Método Folin-ciocalteus
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e Se tomaron 50uL de la solucién de los venenos liofilizados de las dos especies de serpientes
para su posterior andlisis.

e La solucion de los venenos fue medida en términos de absorbancia en un rango de luz
ultravioleta de 280nm con la ayuda del espectrofotometro UV.

e Se preparo una solucion alcalina mediante la combinacion del reactivo de Folin-Ciocalteus y
albumina sérica como proteina estandar.

e Se utilizaron las concentraciones de 10, 50, 100, 250, 500 y 1000 ppm para realizar las
mediciones correspondientes.

e Posteriormente, se midieron las absorbancias de la muestra de proteina estandar en un rango

de 660nm (Pereafiez J. et al. 2008, pag. 157-164).

3.11.6. Determinacién de proteinas en el suero antiofidico

e Se utiliz6 una solucion de sulfato de cobre al 0,15%.
e Se afadio tartrato de sodio y potasio al 0,6%.
e Se agreg6 hidrdxido de sodio al 3% a la mezcla resultante.

e Se midi6 la densidad éptica de la solucién en un rango de 450 nm (Facultad de Quimica

Farmacéutica. et al. 2008).
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CAPITULO 1V

4. MARCO DE ANALISIS Y DISCUSION

El Capitulo 111 presenta los resultados obtenidos a través de los métodos detallados en el Capitulo
I

4.1. Control de calidad de la materia vegetal

Tabla 4-1: Resultados de los anélisis de calidad de la Corteza de Piptocoma discolor

British Corteza de Piptocoma
Pharmacopoeia discolor
% Humedad 7% - 14% 6,915+ 0,03
% Cenizas Totales Hasta 12% 3,043 +£0,01
% Cenizas Solubles en
7% 4,726 + 0,02
Agua
% Cenizas Solubles en
5% 2,358 + 0,05

Acido
Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

Al evaluar los diferentes parametros de calidad de la corteza del Piwi (Piptocoma discolor), se
observd que el porcentaje de humedad fue de 6,915%. Este valor se encontrd dentro de los
parametros establecidos, que son de 7 a 14%, lo que indica que los métodos de recoleccién y
procesamiento de la corteza se llevaron a cabo de manera exitosa. El porcentaje obtenido de
cenizas totales fue de 3,043%, lo que indica que se encontraba dentro del valor estandar segin la
farmacopea britanica de 12% para cenizas totales. Se obtuvo un porcentaje del 4,726% para las
cenizas solubles en agua y un 2,358% para las cenizas solubles en &cido. Estos porcentajes fueron
analizados y se determind que se encuentran dentro de los valores establecidos, lo que permitié
identificar y analizar que la corteza del Piwi estd en excelente estado para realizar los ensayos

determinados para este trabajo de titulacion.

4.2. Tamizaje fitoquimico

El ensayo de tamizaje fitoquimico se fundamento en la evaluacion de la coloracidn y precipitacion
de los diferentes extractos obtenidos de los solventes utilizados, éter dietilico, etanol a 70° y agua
destilada. De esta manera, fue posible detectar la presencia de los diferentes metabolitos presentes

en la corteza del arbol Piwi.
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Tabla 4-2: Resultados de la obtencion de metabolitos presentes en la corteza del arbol

Piptocoma discolor

Ensayo Metabolito a Extracto etéreo Extracto Extracto
determinar alcohdlico acuoso
Sudan Aceites y grasas ++ NA NA
Dragendorff ++ +++ 4+
Mayer Alcaloides + & ++
Wagner + + o+
Baljet Lactonas y coumarinas + ++ NA
Hidroxamato férrico Coumarinas NA ++ +++
Borntrager Quinonas NA St NA
Liberman-Burchard  Triterpenos - esteroides ++ + NA
Catequinas NA +++ NA
Shinoda Flavonoides NA + ++

Compuestos fenolicos

Cloruro Férrico . NA Verde intenso Azul
0 taninos

Fehling Azlcares reductores NA +++ +++

Resinas NA - NA

Espuma Saponinas NA +++ +

Ninhidrina Aminocidos NA - NA

Mucilagos NA NA -

Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

Los resultados obtenidos del tamizaje fitoquimico en presencia de diferentes solventes organicos
se presentan en la tabla 2-3. Se identifico la presencia de diversos metabolitos en la muestra, como
compuestos grasos, alcaloides, lactonas, cumarinas, quinonas, triterpenos, taninos del tipo
pirocatecoldlicos y pirogaloténicos, azucares reductores y saponinas. La planta de PIWI o
Piptocoma discolor es conocida por presentar diversos metabolitos, como sesquiterpenos y
lactonas, que se han demostrado tener una alta actividad citotoxica en estudios fitoquimicos
previos. Por lo tanto, es posible llevar a cabo ensayos para investigar su posible actividad contra
Venenos (Garcia et al., 2016, pag.8).
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4.3. Cuantificacion de compuestos fenolicos del extracto de Piptocoma discolor
La cuantificacion de los compuestos fenélicos del extracto hidroalcohdlico de Piptocoma discolor
fue obtenida mediante el uso de una curva de calibracion del reactivo de Folin-Colicateu en

unidades de mg/L.

Tabla 4-3: Cuantificacion de compuestos fendlicos del extracto de Piptocoma discolor

Muestras Abs Conc. Dilucion MgEAG/L Promedio
mgEAG/L
Ext. hidroalcoholico
. 0,0960 21,7 50 1085
de pég. discolor
Ext. hidroalcoholico 1043
de pag. discolor 0,0879 20,0 50 1001

(duplicado)
Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

La cantidad de polifenoles presentes en el extracto hidroalcohélico de Piptocoma discolor fue
determinada como 1043 mgEAG/L. Comparando los resultados con otros estudios realizados en
diferentes partes de la misma planta, se observa que los valores obtenidos en el presente estudio
son mayores. Estos resultados sugieren que la corteza del arbol de Piptocoma discolor puede
contener una mayor cantidad de polifenoles en comparacion con otras partes de la misma planta.
Sin embargo, la cantidad de polifenoles en una planta puede verse afectada por varios factores
como las condiciones ambientales del lugar donde se recolectd la planta, su crecimiento y

distribucion geogréafica, asi como el tipo de solvente organico utilizado (Almeida, 2018, p; 53-56).

4.4, Cuantificacion de flavonoides del extracto de Piptocoma discolor

La cantidad de flavonoides presentes en el extracto hidroalcohdlico de Piptocoma discolor se
determind utilizando la curva de calibracion del estandar de quercetina, reportando los resultados

en unidades de mg/L.

Tabla 4-4: Cuantificacion de flavonoides del extracto de Piptocoma discolor

Vol Vol Vol Vol final
Muestras Abs Conc. mgEQ/L
(uL) AcONa  AI(NO3)3 (ml)

Blanco 500 100 0 5 Promedio
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Ext.
hidroalcoholico 1000 200 200 10 0,3595 42
de pag. discolor
Ext. 44

hidroalcoholico
) 1000 200 200 10 0,4043 48
de pag. discolor

(duplicado)
Realizado por: (Gabriela Castillo, 2022)

La concentracion de flavonoides en el extracto hidroalcoholico de Piptocoma discolor fue de 44
mgEQ/L. Segun otros estudios, la cantidad de flavonoides presentes en la planta es baja y se
encuentran principalmente en los cloroplastos, especificamente en la membrana tilacoidal. Estos
metabolitos estan presentes en mayor concentracion en las hojas y en las partes verdes de las

plantas.

4.5. Evaluacion de la actividad inhibitoria

4.5.1. Actividad de la fosfolipasa (Az)

A continuacion, se detallan los resultados obtenidos del ensayo para determinar la actividad de la
fosfolipasa A2.

Tabla 4-5: Actividad de la enzima Fosfolipasa A, presente en las toxinas de las
serpientes B. Asper y B. Microphthalmus

Toxinas
Ppm
B. Asper (pL B. Microphthalmus (pL
(concentracion) per (WL) p (ML)

tiempo (s) tiempo (s)
1000 90 70
500 66 59
250 49 53
100 47 49
50 45 43
10 40 40

Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

Se observaron los tiempos obtenidos durante el desarrollo del ensayo para determinar el tiempo
de coagulacion de los dos venenos de serpientes. Se encontré que en una concentracion menor, el

tiempo de coagulacion tuvo una accion mas fulminante.
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Actividad FLA, sobre las toxinas de B. Asper y B.
Microphthalmus

1000 500 250 100 50 10

y = -5,7714x + 72,533 Concentracion Ppm y = -9x + 87,667
R2=0,9598 R2=0,8041

B. Asper (L) B. Microphthalmus (uL)

lHustracion 4-1: Actividad FLA; sobre las toxinas de B. Asper y B. Microphthalmus
Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

La llustracidn 1-3 muestra que el tiempo de coagulacion de los venenos de las serpientes B. Asper
y B. Microphthalmus difiere entre ellos. Se puede observar que el veneno de B. Asper tiene un
tiempo de coagulacion menor a partir de la concentracion de 250 ppm, mientras que el veneno de

B. Microphthalmus tiene su tiempo de coagulacién menor a partir de la concentracion de 100
ppm.

Tabla 4-6: Inhibicion de la Fosfolipasa A, presente en las toxinas de B. Asper y B.
Microphthalmus con el suero antiofidico y el extracto de Piptocoma discolor

Toxina + suero antiofidico Toxina + Extracto Piwi
ppm concentracion B. B.
R Microphthalmus s Microphthalmus
1000 600 640 720 860
500 480 460 600 420
250 180 280 300 300
100 140 140 250 250
50 120 110 120 120
10 60 80 60 70

Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

En la tabla 6-3 se presentan los resultados de la inactivacion de las toxinas de las serpientes B.
Asper y B. Microphthalmus mediante la adicion de suero antiofidico y extracto de Piptocoma

discolor en cada muestra. Se evalu6 el tiempo de coagulacion utilizando la emulsién lipoproteica
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para determinar si el extracto de la corteza de Piptocoma discolor podria retardar la accion del

veneno.
Inhibicion de la FLA, presente en las toxinas de B. Aspery
B. Microphthalmus con el suero antiofidico
1000
800
@ 600
2
2 400
kT
= 200
0
200 1000 500 250 100 50 10
Concentracion Ppm
y = -423,2 + 800,75 y = -136,86x + 820,67
R?=0,9645 B. Asper =—e=B. Microphthalmus R?=0,9406

llustracion 4-2: Inhibicion de la FLA, presente en las toxinas de B. Asper y B.

Microphthalmus con el suero antiofidico
Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

Al observar la llustracion 2-3, la cual muestra la inactivacion de la FLA; presente en los venenos
de B. Asper y B. Microphthalmus mediante el suero antiofidico, se puede notar que el tiempo de
coagulacidn del suero antiofidico en presencia del veneno de la serpiente B. Asper es menor en
comparacion con la muestra del suero antiofidico con el veneno de la serpiente B.

Microphthalmus. Esto se evidencid en la reaccidn a concentraciones de 1000 y 500 ppm.

Inhibicion de la FLA, presente en las toxinas de B. Asper y B.
Microphthalmus con el extracto de Piptocoma discolor.

900
700
500
300

Piptocoma

100

-100 1000 500 250 100 50 10
Concentracion Ppm

y = -136,86x + 820,67 y= -124_0x + 826,67
R2 = 0,9406 B. Asper —@=B. Microphthalmus R2=08412

llustracion 4-3: Inhibicion de la FLA, presente en las toxinas de B. Asper y B.

Microphthalmus con el extracto de Piptocoma discolor
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Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

Al analizar la lustracion 3-3 que muestra la inactivacion de la FLA; presente en los venenos de
B. Asper y B. Microphthalmus utilizando el extracto seco de la corteza de Piptocoma discolor, se
puede observar que el tiempo de coagulacion del extracto seco sobre el veneno de la serpiente B.
Asper es menor en comparacion con la muestra del extracto con el veneno de la serpiente B.
Microphthalmus, en las concentraciones de 1000 y 500 ppm al determinar el tiempo de

coagulacion.

Discusion

Se ha comprobado gue el extracto de la corteza del arbol Piptocoma discolor tiene la capacidad
de inhibir la actividad enzimatica de la FLA, o Fosfolipasa A2 en el veneno de la serpiente B.
Asper, en comparacion con el veneno de la serpiente B. Microphthalmus, el cual presenta un
retardo en las concentraciones de 1000 y 500 ppm. Por otro lado, las concentraciones de 250, 100,
50 y 10 ppm presentan una alta probabilidad de inhibicién de la enzima, aunque esto puede

depender de la parte de la planta utilizada en el proceso.

4.5.2. Actividad de la hialuronidasa

La tabla 4-7 presenta un anlisis de los resultados de la inhibicion de la hialuronidasa presente en
la toxina de las serpientes, utilizando suero antiofidico y extracto de Piptocoma discolor. Estos

resultados fueron obtenidos a través de la lectura del espectrofotémetro a 400 nm.

Tabla 4-7: Inhibicion de la actividad de la hialuronidasa presente en las toxinas de B. Asper

y B. Microphthalmus con el suero antiofidico y el extracto de Piptocoma

discolor
Ppm Toxina + suero antiofidico Toxina + Extracto Piwi
concentracion B. Asper _ 5 B. Asper . >
Microphthalmus Microphthalmus

1000 99,7472 97,1650 99,4135 99,4805

500 98,1380 97,0745 98,8318 98,3957

250 97,9919 96,7213 98,1928 97,8142

100 97,3753 96,8407 97,5723 97,2527

50 96,2455 96,6666 96,6784 97,2222

10 96,1404 96,3788 95,9649 96,6574

Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.
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Los resultados muestran que el porcentaje de inhibicion de la hialuronidasa en las muestras de
suero antiofidico contra la toxina de B. Asper fue mayor en comparacion con la B.
Microphthalmus. En cuanto a la inhibicion de la hialuronidasa en las muestras de las toxinas con
el extracto de la corteza de Piptocoma discolor, se observé un porcentaje mayor de inhibicion
sobre la toxina de B. Microphthalmus, con un porcentaje minimo sobre la toxina de B. Asper. Las
graficas de la inhibicion de las toxinas de B. Asper y B. Microphthalmus se presentan a

continuacion.

Porcentaje de inhibicion de la hialuronidasa presente en las toxinas
de B. Asper

100,5
100
99,5
99
98,5
98
97,5
97

% de Inhibicion

0 200 400 600 800 1000

y =0,0033x + 96,542 Concentracion Ppm y = 0,003x + 96,809
R2=0,8837 R2=10,7779
—@— B. Asper Suero antiofidico B. Asper Piptocoma discolor

llustracion 4-3: Porcentaje de inhibicion de la hialuronidasa presente en las toxinas de B. Asper

Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

Al analizar la ilustracion 4-3, se observa que el porcentaje de inhibicién de la hialuronidasa es
mejor en presencia del suero antiofidico con un 0.3337% sobre la toxina de la B. Asper con
99,7472% y la toxina B. Asper con extracto de Piptocoma discolor tiene una menor inhibicion de
la hialuronidasa con 99,4135%, con respecto al suero antiofidico. Las concentraciones mas bajas
muestran una menor inhibicion de la hialuronidasa en presencia del extracto de Piwi, en relacion

con el suero antiofidico.

39



Porcentaje de inhibicion de la hialuronidasa presente en las
toxinas de B. Microphthalmus

100
99,5
99
98,5
98
97,5
97
96,5
96

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

y = 0,0026x + 96,969 Concentracion Ppm y = 0,0006x + 96,603
R2=0,9627 R2=0,7201

—@— B. Microphthalmus Suero antiofidico B. Microphthalmus Piptocoma discolor

% de Inhibicion

llustracion 4-4: Porcentaje de inhibicion de la hialuronidasa presente en las toxinas de B.

Microphthalmus

Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

La ilustracion 5-3 muestra que el extracto de Piptocoma discolor en la toxina de B.
Microphthalmus presenta una inhibicion del 99,4805% sobre la enzima hialuronidasa, lo que
indica una inhibicion un 2% mayor que la toxina que contiene el suero antiofidico con un

97,1650% de inhibicion.

Discusion

Al analizar los resultados de los porcentajes y las graficas, se puede constatar que la investigacion
en cuestion demuestra una inhibicién de la enzima hialuronidasa. En concentraciones altas, se
puede alcanzar un mayor porcentaje de inhibicion, mientras que en concentraciones minimas se
llega a incrementar la actividad enzimatica. Al mezclar las muestras de toxinas con el suero
antiofidico y el extracto de la corteza de Piptocoma discolor con el buffer de &cido hialuronico,
se puede observar que existe turbidez y precipitado, lo que indica la presencia de la actividad de
la hialuronidasa para degradar el &cido hialuronico. Sin embargo, el suero antiofidico y el extracto
de Piwi logran detener la reaccion, lo que reduce la actividad de la enzima hialuronidasa y permite
su inhibicion. En resumen, los resultados obtenidos muestran la capacidad del extracto de

Piptocoma discolor para inhibir la actividad de la hialuronidasa.

4.5.3. Actividad caseinolitica
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A continuacion se presentan los resultados de la inhibicion de la actividad caseinolitica en la
toxina de serpientes mediante el uso de suero antiofidico y extracto de Piptocoma discolor, los

cuales fueron obtenidos a través de la lectura del espectrofotometro a 280nm.

Tabla 4-8: Inhibicion de la actividad caseinolitica presente en las toxinas de B. Asper y B.

Microphthalmus con el suero antiofidico y el extracto de Piptocoma discolor

Ppm Toxina + suero antiofidico Toxina + Extracto Piwi
concentracién = B. Asper 5 B. Asper 5
Microphthalmus Microphthalmus
1000 50,4041 79,4168 79,2003 88,4336
500 48,0134 63,0790 64,7085 77,0627
250 44,8729 58,1340 56,6003 67,4678
100 36,8739 46,4920 43,5038 55,6132
50 31,0582 37,2346 36,2787 43,0790
10 22,4705 24,9411 32,3765 37,1343

Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

Inhibicion de la actividad caseinolitica presente en la toxina

de B. Asper
100
— 80
D
g 60 e
E 10 g i — g
= 20
0
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
y = 0,0233x + 31,534 Concentracion Ppm y = 0,0455x + 37,613
R? = 0,6632 R2=0,9143
—®— B. Asper - Suero Antiofidico B. Asper - Piptocoma discolor

llustracion 4-5: Inhibicion de la actividad caseinolitica presente en la toxina de B. Asper
Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

Al analizar la tabla 8-3 de porcentajes de inhibicion y la grafica correspondiente, se observa que
el extracto de Piptocoma discolor presenta un porcentaje de inhibicion caseinolitica del 32,3765%
ante la toxina de B. asper, a una concentracion de 10 ppm. Esto demuestra que, en concentraciones
minimas, el porcentaje de inhibicion es mayor en comparacion con la utilizacion del suero

antiofidico, el cual muestra un porcentaje de inhibicién del 22,4705%.
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Inhibicién de la actividad caseinolitica presente en la
toxina de B. Microphthalmus

100

80

60

40

Tiempo (s)

20

0
0 200 400 600 800 1000

y =0,0471x + 36,549 ~ Concentracion Ppm  y =0,0481x + 46,141
R?=0,8419 —e—B. Microphthalmus - Suero antiofidico R2=0,8432

B. Microphthalmus - Piptocoma discolor

llustracion 4-6: Inhibicién de la actividad caseinolitica presente en la toxina de B.

Microphthalmus
Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

Se considera que el extracto de Piptocoma discolor, cuando se presenta en una concentracion
minima de 10 ppm, posee una capacidad de inhibicién del 37.1343% sobre la actividad
caseinolitica que se encuentra presente en la toxina de B. Microphthalmus. En comparacion con
el suero antiofidico, que posee una inhibicion del 24.9411%, se establece que el efecto de la
inhibicion de la enzima caseina es mayor en la toxina de B. Microphthalmus cuando se utiliza una
concentracion baja del extracto, con relacion a la asimilacion que se tiene sobre la toxina de B.
Asper.

Discusion

El extracto de corteza Piptocoma discolor tiene un poder mayor de inhibicion de la actividad
enzimatica de las toxinas de las serpientes B. Asper y B. Microphthalmus obteniendo un 79% y
88% respectivamente, al respecto del porcentaje obtenido con el suero antiofidico.

4.5.4. Actividad coagulante

A continuacion se presentan los resultados de la actividad coagulante y la inhibicion de esta

actividad mediante el uso del suero antiofidico y el extracto de Piptocoma discolor.

Tabla 4-9: Actividad coagulante de las toxinas de B. asper y B. microphthalmus

Ppm Toxinas
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(concentracién) B. Asper B. Microphthalmus

(s) ©)
1000 9 8
500 6 7

Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

Al analizar la tabla 9-3, se puede observar que el tiempo de coagulacion de las toxinas de las
especies B. asper y B. microphthalmus es significativamente mas rapido en ausencia de suero
antiofidico o extracto de Piptocoma discolor. Especificamente, se observé una actividad
coagulante mas rapida a una concentracion de 1000ppm en la toxina de B. microphthalmus y a
una concentracion de 500ppm en la toxina de B. asper.

Tabla 4-10: Inhibicién de la actividad coagulante

Toxina + suero antiofidico Toxina + Extracto Piwi
Pem 5 B. B.
concentracion =R Microphthalmus R Microphthalmus
1000 28 31 21 29
500 31 36 28 31
250 34 40 33 36
100 38 45 35 40
50 40 50 39 42
10 46 53 43 44

Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.
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Inhibicién de la actividad coagulante

60

Tiempo ()
&

20
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Concentracion ppm

— = =-0,0151x + 40,969
y= -0,0204x + 49,001 y 0,0148x + 41,719 y 5 X y= -0,0198x + 39,479
R2 = 0,8461 R? =0,8564 R2=0,7669 2=
' . S R2=0,9129
—@— Toxina + suero antiofidico B. Asper
—@— Toxina + suero antiofidico B. Microphthalmus
Toxina + Extracto Piwi B. Asper
Toxina + Extracto Piwi B. Microphthalmus

llustracion 4-7: Inhibicion de la actividad coagulante de las toxinas B. asper y B.

microphthalmus
Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

Al examinar la llustracién 8-3 que trata sobre la inhibicion de la actividad coagulante, se puede
observar que el tiempo de coagulacion de la toxina de B. microphthalmus y B. asper disminuye
en presencia de suero antiofidico en comparacion con la presencia de extracto de Piptocoma
discolor. Ademas, se puede notar una mayor inhibicion en la toxina de B. asper en comparacion

con la toxina de B. microphthalmus, ya que su tiempo de coagulacién es mas corto.

4.5.5. Determinacion de proteinas

Tabla 4-11: Determinacion de proteinas en las toxinas de B. asper y B. microphthalmus

ppm Toxinas

(concentracion) B. Asper B. Microphthalmus
1000 113.5 mg/d 37.2 mg/dl
500 100 mg/dl 14.1 mg/dI
100 89.4 mg/dl 3.8 mg/dl

Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

44



La cantidad de proteinas que presentan las toxinas de los ofidios varian de acuerdo con la especie,
cada ofidio modifica la concentracidn de su toxina por diferentes factores como su edad, estado
de salud, distribucion geogréfica, alimentacion y si se encuentran en cautiverio. Al analizar la
tabla 11-3, los resultados indican que en una concentracion de 1000 ppm, la serpiente B.
microphthalmus present6 un valor de 37,2 mg/dl, mientras que la serpiente B. asper presentd un
valor de 113.5 mg/dl. Estos valores sugieren que las serpientes mantenidas en cautiverio pueden
estar predispuestas a adquirir enfermedades y tener un sistema inmunoldgico debilitado. Por lo

tanto, este analisis puede ser un indicador de que las serpientes pueden estar enfermas (Instituto
Nacional de Salud et al, 2002, pag.43).

4.5.6. Determinacion de proteinas presentes en el suero antiofidico
Tabla 4-12: Determinacion de proteinas presentes en el suero antiofidico

ppm
Concentracion

Suero antiofidico

1000 112.8 mg/dl
500 53.8 mg/dl
100 7.1 mg/dl

Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

La cantidad de proteinas que presenta el suero antiofidico son importantes para la respuesta
inmune del organismo en la fabricacién de inmunoglobulinas IgG del animal de experimentacion,
estas proteinas se encuentran combinadas con las proteinas de las toxinas de las serpientes, que
llegan a ser neutralizadas por ello hay que certificar la produccidn de los sueros antiofidicos para

cada especie de serpiente y familia a la que pertenezcan.

4.6. Analisis estadistico

4.6.1. Analisis descriptivo de los grupos

En el estudio realizado, se analizaron medidas de dispersidon, posicion (tendencia central) y forma
con el objetivo de obtener informacion sobre la distribucion de los datos. La asimetria y curtosis
se utilizaron para estudiar la normalidad de la distribucion de los datos, mientras que se hizo

hincapié en la media y la varianza debido a que se utilizaron en el célculo del estadistico T de

Student. El analisis descriptivo se llevé a cabo por grupos de estudio.
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Tabla 4-13: Anélisis descriptivo de los grupos

ESTADISTICOS Venenos Suero B. Asper B. Microphthalmus
DESCRIPTIVOS mg/10ml  Antiofidico  tiempo (s) tiempo ()
Media 2,85 1,35 56,17 52,33
Error tipico 1,61 0,74 7,67 4,50
Mediana 0,75 0,75 48 51
Moda 0,5 1 #N/D #N/D
Desviacion estandar 3,94 1,82 18,78 11,02
Varianza de la muestra 15,56 3,32 352,57 121,47
Curtosis 1,75 5,28 1,71 -0,07
Coeficiente de asimetria 1,58 2,25 1,49 0,69
Rango 9,9 4,9 50 30
Minimo 0,1 0,1 40 40
Méximo 10 5 90 70
Suma 17,1 8,1 337 314
Cuenta 6 6 6 6

Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

La variable "venenos" presenta un valor promedio de 2.85 mg por cada 10 ml, una mediana de
0.75 mg/10ml y una moda de 0.5 mg/10ml. Ademas, tiene una desviacion estandar de
3.94mg/10ml. Para realizar una comparativa, se deben cumplir con los supuestos de
homogeneidad y normalidad. En este sentido, se debe prestar atencion a los valores de asimetria
y curtosis, los cuales deben estar préximos a cero para una distribucion simétrica y mesocurtica.
En el caso de los datos de venenos, los valores de asimetria y curtosis son 1.58 y 1.75,
respectivamente. Esto indica que la distribucién es asimétrica positiva y mesocurtica en torno a
una distribucion normal. Ademas, la variable presenta un valor minimo de 0.1 y un maximo de
10.

Con relacion a la variable de suero antiofidico, se puede observar un valor promedio de 1.35mg
por cada 10 ml, con una mediana de 0.75mg/10ml y una desviacién estandar de 1.82mg/10ml. Al
comparar los valores, es necesario cumplir con los supuestos de homogeneidad y normalidad. En
este sentido, se debe prestar atencion a que los valores de asimetria y curtosis estén préximos a
cero, lo que indica una distribucion simétrica y una curva mesocurtica. En el caso del suero
antiofidico, los valores de asimetria y curtosis son 2.25 y 5.28, respectivamente. Esto indica una
distribucion asimétrica positiva y una curva leptocurtica en torno a la distribucion normal.

Ademas, la variable tiene un valor minimo de 0.1 y un maximo de 5.
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4.6.1.1. Actividad de la fosfolipasa A

Al iniciar el estudio de la actividad de la fosfolipasa, se analiz6 la actividad de las toxinas de B.
asper y B. microphthalmus. En el estudio, se encontr6 un valor medio superior para B. asper con
56.17 segundos en comparacion con B. microphthalmus con 52.33 segundos, lo que sugiere
preliminarmente que B. microphthalmus tiene una actividad méas rapida contra las toxinas.
Ademas, la mediana del tiempo de activacion de B. microphthalmus fue de 51 segundos, mientras
que la mediana de B. asper fue de 48 segundos. Ambas distribuciones presentan asimetria positiva
y son mesocurticas. Se observo que ambas especies tienen un valor minimo de 40 segundos; sin
embargo, B. asper presenta un valor maximo de 90 segundos, que es 20 segundos mas que el

valor maximo de B. microphthalmus.

Tabla 4-2: Inhibicién de la Fosfolipasa A, presente en toxinas

Estadisticos

o I. Asper I. Microphthalmus Il. Asper Il. Microphthalmus
Descriptivos
Media 263,33 285,00 341,67 336,67
Error tipico 90,25 91,35 107,78 116,58
Mediana 160 210 275 275
Moda #N/D #N/D #N/D #N/D
Desviacion estandar 221,06 223,76 264,00 285,56
Varianza  de
48866,67 50070,00 69696,67 81546,67

muestra
Curtosis -1,13 -0,68 -1,39 2,42
Coeficiente de

. . 0,96 0,89 0,61 1,47
asimetria
Rango 540 560 660 790
Minimo 60 80 60 70
Méximo 600 640 720 860
Suma 1580 1710 2050 2020
Cuenta 6 6 6 6

Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

En el estudio de la inhibicion de la fosfolipasa mediante la combinacion de la toxina con suero
antiofidico, se observé que B. microphthalmus inhibe la fosfolipasa con mayor eficacia que B.
asper, con valores medios de 285 y 263.33 unidades, respectivamente. Ademas, B. asper presenta
una mejor mediana de inhibicién, con 210 unidades en comparacion con 160 unidades para B.

microphthalmus. Ambas distribuciones son aproximadamente normales, con una baja asimetria
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de 0.89 para B. microphthalmus y 0.96 para B. asper, y con una curtosis negativa para ambas
especies, lo que sugiere una cierta tendencia a ser platicdrticas. B. microphthalmus tiene un rango
mayor que B. asper, con un valor minimo de 80 unidades y un valor maximo de 640 unidades,

mientras que B. asper tiene un rango de 60 a 600 unidades, respectivamente.

En el analisis de la actividad de la fosfolipasa en presencia de la toxina y el extracto de Piwi, se
encontrd que, en promedio, B. microphthalmus inhibié menos la fosfolipasa que B. asper, con
valores promedio de 336.67 y 341.67 unidades, respectivamente. Ambas especies de serpientes
comparten la misma mediana de 275 unidades. Se observo que ambas distribuciones son
aproximadamente normales, con una baja asimetria de 1.47 para B. microphthalmus y 0.61 para
B. asper. La distribucion de B. asper tiene una curtosis negativa, lo que sugiere que puede ser
platicurtica. En cambio, la distribucion de B. microphthalmus tiende a ser leptocurtica. Ademas,
B. microphthalmus presenta un rango mayor que B. asper, con un minimo de 70 y un maximo de

860 unidades, mientras que B. asper tiene un minimo de 60 y un maximo de 720 unidades.

4.6.1.2. Actividad de la hialuronidasa

Tabla 4-3: Inhibicion de la actividad de la hialuronidasa presente en las toxinas

Estadisticos Descriptivos T. T. TT. TT.
Asper Microphthalmus Asper Microphthalmus

Media 97,61 96,81 97,78 97,80
Error tipico 0,55 0,12 0,53 0,41
Mediana 97,6836 96,781 97,88255 97,53345
Moda #N/D #N/D #N/D #N/D
Desviacion estandar 1,35 0,29 1,30 1,01
Varianza de la muestra 1,81 0,08 1,70 1,02
Curtosis -0,05 -0,49 -1,24 0,40
Coeficiente de asimetria 0,53 -0,23 -0,22 0,88
Rango 3,6068 0,7862 3,4486 2,8231
Minimo 96,1404 96,3788 95,9649 96,6574
Méaximo 99,7472 97,165 99,4135 99,4805
Suma 585,638 580,8469 586,6537 586,8227
Cuenta 6 6 6 6

Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

Para el caso de la toxina hialuronidasa més el suero antiofidico los valores en promedio son muy

similares, 96.81 para B. Microphthalmus y 97.61 unidades para B. Asper, ambos comparten una
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mediana similar de 97.68 para B. Asper y 96.781 para B. Microphthalmus, una desviacion estandar
de 1.35y 0.29 para Asper y Microphthalmus. A nivel de distribucién normal ambos son bastante
cercanos a esta con una asimetria negativa baja para B. Microphthalmus y una asimetria positiva
baja para B. Asper, en cuanto a curtosis ambas se aproximan a ser mesocUrticas. B.
Microphthalmus tiene un rango muy corto de 0.7862, en comparacion al 3.61 de B. Asper, con un
méaximo de 96.14 y un maximo de 99.75 para Asper, contra el minimo de 96.37 y maximo de
97.165 de B. Microphthalmus.

Con respecto a la toxina mas el extracto Piwi, B. Microphthalmus es en promedio 0.02 unidades
mayor con 97.80 versus 97.78 de B. Asper, sus medianas no son muy distintas, con B.
Microphthalmus 97.53 y B. Asper 97.88. Existe una desviacion de 1.30 para B. Asper y 1.01 de
B. Microphthalmus. En el caso de normalidad ambas son aproximadamente normales, con un
coeficiente de asimetria de -0.22 en B. Asper y 0.88 en B. Microphthalmus ambas son
aproximadamente simétricas, con respecto a su curtosis, B. Asper es platiclrtica y B.
Microphthalmus es mesocurtica. Con un rango menor B. Microphthalmus tiene un valor minimo
de 96.65 y un maximo de 99.48 unidades, B. Asper con un rango de 3.45 tiene un valor minimo
de 95.96 y un maximo de 99.41.

4.6.1.3. Actividad caseinolitica

Tabla 4-164: Inhibicién de la actividad caseinolitica presente en las toxinas

Estadisticos C. C. CC. CC.
Descriptivos Asper Microphthalmus Asper Microphthalmus
Media 249586,67 249025,50 221113,50 231317,67
Error tipico 83072,90 92140,70 51591,78 51453,15
Mediana 282087,5 262479 250520,5 265405
Moda #N/D #N/D #N/D #N/D
Desviacion 203486,23 225697,69 126373,53 126033,97
estandar

Varianza de la 41406644776,27 50939446211,90 15970269997,50 15884561881,87
muestra

Curtosis -1,43 -0,76 -1,53 -1,76
Coeficiente de -0,19 0,10 -0,50 -0,52
asimetria

Rango 535287 621757 316680 300716
Minimo -24705 -49411 47085 70627
Maximo 510582 572346 363765 371343
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Suma 1497520 1494153 1326681 1387906

Cuenta 6 6 6 6
Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

En cuanto a la inhibicion de la actividad caseinolitica en toxinas con suero antiofidico, se observo
que B. asper presenta un valor promedio mayor de 249586.67 y una mediana de 282087.5. Por
otro lado, B. microphthalmus presenta un valor promedio de 249025.50 y una mediana de 262479.
No se encontraron valores repetidos, por lo que no existe moda en ambos casos. En cuanto a la
distribucion normal, ambas distribuciones se aproximan, con un valor de asimetria y curtosis para
B. asper de -0.19 y -1.43, lo que indica una distribucién asimétrica negativa y platicdrtica. Para
B. microphthalmus, la distribucion es platicurtica y ligeramente asimétrica positiva con valores

de -0.76 y 0.10, respectivamente.

En cuanto a la inhibicion de la actividad caseinolitica en las toxinas de B. asper y B.
microphthalmus utilizando el extracto Piwi, se encontré que el promedio de inhibicién en B.
microphthalmus fue mayor con 231317.67 en comparacion con B. asper con 221113.50. Ademas,
la mediana de inhibicién en B. microphthalmus fue de 265405, mientras que la mediana de B.
asper fue de 250520.5. En ambas especies, no se encontraron valores repetidos, por lo que carecen
de moda. En cuanto a la distribucion normal, ambas son aproximadamente normales, con una
asimetria de -0.5 y una curtosis de -1.53 para B. asper, lo que sugiere una distribucion con
asimetria negativa y platicdrtica. Asimismo, B. microphthalmus presenta una asimetria de -0.52,

también negativa, y una curtosis de -1.76, lo que indica que su distribucién es platicurtica.

4.6.1.4. Actividad coagulante

Tabla 4-17: Inhibicidn de la actividad coagulante presente en las toxinas

Estadisticos Co. Co. COC. COC.
Descriptivos Asper Microphthalmus Asper Microphthalmus
Media 36,17 42,50 33,17 37,00
Error tipico 2,66 3,43 3,21 2,48
Mediana 36 425 34 38
Moda #N/D #N/D #N/D #N/D
Desviacion estandar 6,52 8,41 7,86 6,07
Varianza de la muestra 42,57 70,70 61,77 36,80
Curtosis -0,55 -1,39 -0,17 -1,86
Coeficiente de 0,35 -0,11 -0,48 -0,31
asimetria
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Rango 18 22 22 15

Minimo 28 31 21 29
Méximo 46 53 43 44
Suma 217 255 199 222
Cuenta 6 6 6 6

Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

En el caso de la toxina mas suero antiofidico, B. Microphthalmus tiene un valor promedio superior
al de B. Asper con 42.50 unidades en comparacion al de B. Asper de 36.17, la mediana de B.
Microphthalmus es de igual forma sobresaliente con 42.50 sobre los 2.66 de B. Asper. La
desviacion estandar es de 42.5 unidades para B. Microphthalmus y 6.52 de B. Asper. Ambas
poseen curtosis negativa con -0.55 para B. Asper y -1.39 para B. Microphthalmus. La asimetria
es negativa para B. Microphthalmus y positiva para B. Asper. El valor minimo de B. Asper es de
28y un méaximo de 46, en cambio, para B. Microphthalmus el valor minimo es de 31 y el maximo
es 53, el valor del rango de B. Microphthalmus es mayor que el de B. Asper.

Para el caso de la toxina con el extracto de Piwi, el valor promedio de B. Microphthalmus es 37
contra 33.17 de B. Asper, similar ocurre con su mediana donde B. Microphthalmus es 38 versus
34 de Asper. En cuanto a su distribucion normal, se puede considerar que B. asper y B.
microphthalmus son platicurticas ligeramente. Ademas, ambas distribuciones presentan asimetria

negativa en relacion con su media.

4.6.2. Analisis comparativo entre grupos

Se empleo la prueba T de Student para identificar las diferencias entre las medias de los grupos y
determinar si estaban dentro del nivel de significancia del 5% (0.05). Para realizar la prueba, se
tuvieron en cuenta dos supuestos importantes ya que se trata de una prueba paramétrica:

e  Supuesto de Normalidad: La variable tienen una distribucion aproximadamente normal

e  Supuesto de igualdad de varianzas: O también descrito como homogeneidad de varianzas

entre las variables a comparar.

En este apartado, se empled el lenguaje de programacion R con su entorno R-Studio para realizar

tres analisis fundamentales: normalidad, igualdad de varianzas y el test de interés.

Para normalidad: Test de Shapiro
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Hy: La muestra proviene de una poblacion con distribucion normal
H,: La muestra no proviene de una poblacion con distribucion normal

Ecuacion 4-1: Varianzas

Para un nivel de significancia del 0.05, se requerira que el valor-p obtenido sea mayor que el nivel

de significancia mencionado anteriormente.

Cadigo:

shapiro.test (Variable 1)
shapiro.test (Variable 2)

Para igualdad de varianzas: Test de Fisher

v q2 — 52
Hy: 05 = o

Hy:c? # of

Ecuacion 4-2: Igualdad de varianzas: Test de Fisher

En el estudio también se considerd la igualdad de las varianzas, lo cual se puede demostrar
mediante una simple ecuacion:

Hy:02 —0f =0

Hy:c2—0f+ 0

Ecuacion 4-3: La diferencia de varianzas es igual a cero
Cualquiera de estos es completamente valido y se llega al mismo resultado.
De manera analoga, el valor p obtenido debe ser mayor al nivel de significancia anteriormente
propuesto (0.05), esto indicara que las varianzas son iguales y se puede proceder con el test T.
El codigo que se empled en R fue:
var.test (Variable 1, Variable 2)

Para comparar medias: Test T de Student.

Ho: pig = Up Ho: g = pp Ho: pig = Uy
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Ho:pg # up

Hg:pg > pp

Hg:pig < pp

Ecuacion 4-4: Comparacion de medias: Test T de Student

Existen estas tres posibilidades de contraste donde, acorde al fenémeno de estudio es utilizo la

hipotesis adecuada con el fin de garantizar los resultados obtenidos en laboratorio.

El codigo a empleado fue:

t.test (Variable 1, Variable 2, paired = TRUE)

A continuacién, se presenta una tabla resumen de los resultados para cada variable. Se incluye

informacidn sobre la normalidad y homogeneidad de varianzas, asi como los resultados del Test

T para cada par de variables.

Tabla 4-18: Resumen de los valores p

Tabla resumen de los valores p segmentado por grupos de estudio
Toxinacon Normalidad|Varianza| T-Test Resultado
= WIM Gl 02113 | 003125 Los promedios de sueroy venena son diferentes
Suero Antiofidico 0,183
B. Asper () 0,2895 og7s | 001084 La actividad de fa fosfolipasa en Microphthalmus es
8. Microphthalmus ut) |  0,9775 menora Asper
Suero L. Asper 01193 088 | 000813 L3 inhibicion de |2 fosfolipasa A2 presente en
Antiofidico] |, Microphthalmus | 0,3058 Microphthalmus es mayor a Asper
Extracto Il. Asper 04446 o7t | oo La inhibicion de la fosfolipasa A2 presente en
Piwi | il Microphthalmus | 0,5395 Microphthalmus es mayor a Asper
Suero T. Asper 0,6769 04538 | 0006965 La inhibicidn de la actividad de la hialuronidasa presente
Antiofidico|  T. Microphthaimus 0,05298 en |as toxinas Asper es mayor que en Microphthalmus
Extracto 7. Asper 0,9966 09791 | 6713605 L3 inhibicion de la actividad de |a hialuronidasa presente
Piwi TT. Microphthalmus 0,9365 en las toxinas Microphthalmus es mayor que Asper
Suero C. Asper 0,603 La inhibicidn de la actividad caseinolitica presente en las
T 09113 | 0,03229 :
Antiofidico| € Microphthalmus 0,6264 toxinas Asper es mayor que Microphthalmus
Extracto (€. Asper 0,4326 09365 | 0005317 Lainhibicion de |a actividad caseinolitica presente en [as
Piwi CC. Microphithalmus 0,3298 toxinas Microphthalmus es mayor que Asper
Suero €0, Asper 0,9586 002 | oooum Lainhibicion de |a actividad coagulante presente en las
Antiofidico| CO. Microphthaimus |  (0,8919 toxinas Asper es mayor que Microphthalmus
Extracto COC Asper 0,9584 oss37 | ooz Lainhibicon de |a actividad coagulante presente en las
Piwi | coc Microphthaimus | 05846 | : toxinas Microphthalmus es mayor que Asper

Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

Por ultimo, se incluyeron las gréaficas correspondientes a cada par en el estudio, permitiendo

identificar la interaccion entre ellas a partir de las diferentes dosis aplicadas.
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VENENO - SUERO

e=\/enenos mg/10ml  e===Suero Antiofidico

120,0
100,0
80,0
60,0
40,0
20,0
0,0

1000 500 250 100 50 1

llustracion 4-9: Veneno-Suero antiofidico
Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

Se identificd que los valores del veneno eran superiores en comparacién con los del suero. Como
conclusion, se encontré mediante la prueba t que existia una diferencia significativa entre sus

promedios.

ACTIVIDAD DE LA FOSFOLIPASA A2
e=pB. Asper (UL) tiempo (s) ====B. Microphthalmus (uL) tiempo (s)

100
90
80
70 7
60
50
40 N — —ag
30
20

10

1000 500 250 100 50 10
lustracion 4-10: Actividad de la Fosfolipasa A2

Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

En cuanto a la actividad de la fosfolipasa A2, se encontraron valores mas bajos en B.
Microphthalmus en comparacion con B. Asper. Al medir el tiempo de respuesta, se pudo concluir

que B. Microphthalmus tenia una respuesta mas rapida que B. Asper.
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TOXINA + SUERO ANTIOFIDICO

| Asper e==|_ Microphthalmus

800

600

400

200

1000 500 250 100 50 10

llustracion 4-11: Inhibicidn de la Fosfolipasa Az en Toxinas con Suero Antiofidico
Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

La inhibicién de la fosfolipasa A2 presente en toxinas con suero antiofidico muestra mayores

valores para Microphthalmus, corroborando lo estudiado anteriormente en los test pertinentes.

TOXINA + EXTRACTO PIWI

em|| Asper e===|| Microphthalmus
1000

800
600
400
200

1 2 3 4 5 6

lustracion 4-12: Inhibicion de la fosfolipasa A2 presente en toxinas con Extracto Piwi
Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

Se pudo observar una mayor inhibicién de la fosfolipasa A2 presente en las toxinas mediante el
uso del extracto piwi en la especie B. Microphthalmus en comparacion con la especie B. Asper.
Estos hallazgos fueron respaldados estadisticamente y se presentan en la tabla de resumen

correspondiente.
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TOXINA + SUERO ANTIOFIDICO

eT, Asper e===T. Microphthalmus

99

97

1000 500 250 100 50 10

lustracion 4-13: Inhibicion de la actividad de la hialuronidasa presente en las toxinas con

Suero Antiofidico

Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

En el estudio se encontrd que la inhibicion de la actividad de la hialuronidasa presente en las

toxinas fue mayor en B. asper que en B. microphthalmus cuando se utilizé suero antiofidico. Esto

indica que la capacidad de inhibicion de la hialuronidasa fue mayor en B. asper en comparacion

con B. microphthalmus.

102,00
100,00
98,00
96,00
94,00
92,00

TOXINA + EXTRACTO PIWI

e TT. Asper e====TT. Microphthalmus

1000 500 250 100 50 10

llustracion 4-14: Inhibicién de la actividad de la hialuronidasa presente en las toxinas

con Extracto Piwi

Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

Se encontrd que la inhibicion de la actividad de la hialuronidasa presente en las toxinas con el

extracto de Piwi es mayor en B. Microphthalmus.
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TOXINA + SUERO ANTIOFIDICO

700000
600000
500000
400000 360134
300000
200000
100000

0

1000 500 250 100 50 10

(. ASper ==C. Microphthalmus

llustracion 4-15: Inhibicion de la actividad caseinolitica presente en las toxinas con Suero

Antiofidico
Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

La investigacion revel6 que la inhibicion de la actividad caseinolitica en las toxinas fue mayor en
B. Asper cuando se utilizé suero antiofidico. Ademas, se encontrd que a medida que se disminuia
la dosis de suero antiofidico, la actividad de las toxinas también disminuia. Sin embargo, se

observé un aumento en la actividad de las toxinas en concentraciones de 50 ppm.

TOXINA + EXTRACTO PIWI

400000 371343
350000 330790 65

300000 274678

250000
200000
150000
100000
50000
0

94336

1000 500 250 100 50 10
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llustracion 4-16: Inhibicion de la actividad caseinolitica presente en las toxinas con

Extracto Piwi
Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

Se encontr6 que la inhibicién de la actividad caseinolitica en las toxinas con el extracto Piwi fue
mayor en B. Microphthalmus. Ademas, se observé que esta inhibicién aumentaba a medida que

disminuia la concentracion.
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TOXINA + SUERO ANTIOFIDICO
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llustracion 4-17: Inhibicion de la actividad coagulante presente en las toxinas con Suero

Antiofidico
Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

La inhibicion de la actividad coagulante presente en las toxinas con suero antiofidico es mayor

en B. Asper y crece conforme decrece la concentracion.

TOXINA + EXTRACTO PIWI
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llustracion 4-18: Inhibicion de la actividad coagulante presente en las toxinas con

Extracto Piwi
Realizado por: Castillo, Gabriela, 2022.

La inhibicion de la actividad coagulante presente en las toxinas con extracto piwi es superior en

b. Microphthalmus y esta aumenta conforme merma la concentracion.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONE Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

e Seejecutd el control de calidad de la materia prima vegetal de la corteza del arbol Piptocoma
discolor, los resultados adquiridos en los ensayos se encuentran dentro de los valores
determinados por Farmacopea Britanica.

e Al determinar la cantidad de fenoles 1043 mgEAG/I y flavonoides 44mg/IEQ presentes en
el extracto hidroalcoh6lico de Piptocoma discolor, permiten pronosticar que tendra una
buena capacidad antiofidica por presentar: compuestos grasos, alcaloides, lactonas,
cumarinas, quinomas, triterpenos, taninos del tipo (pirocatecolélicos y pirogalotanicos),
polifenoles y flavonoides que refieren una posibilidad de una creacion de un suero antiofidico
a base de plantas.

e Se determind que las concentraciones utilizadas para el presente estudio del extracto
hidroalcoholico de Piptocoma discolor, tienen una actividad inhibitoria enzimética sobre las
toxinas de las serpientes (Bothrops asper, Bothrops microphthalmus) en los métodos
espectrofotometros y de tiempo.

e  Se comprobé por medio del analisis estadistico, la inhibicion de las enzimas presentes en las
toxinas de las serpientes (Bothrops asper, Bothrops microphthalmus), indicando que hubo
una mayor inhibicién enzimatica de la hialuronidasa, FLA,, coagulante y caseina en la toxina
de la serpiente Bothrops microphthalmus en comparacién la toxina de Bothrops asper al
utilizar el extracto hidroalcohélico de la corteza de cuando se aplica el extracto Piptocoma
discolor.

e  Secomprobd cuantitativamente las proteinas totales presentes en las toxinas de las serpientes
(Bothrops asper, Bothrops microphthalmus) y del suero antiofidico, las proteinas de las
toxinas nos permiten determinar el estado de salud, metabolismo y su sistema inmune para

lo cual realizar un suero antiofidico con una eficacia superior sobre estas proteinas.
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5.2. Recomendaciones

e Se recomienda a las personas que ocupan la corteza del arbol Piptocoma discolor para la
manipulacién en los casos por mordeduras de serpientes como la B. asper y B.
microphthalmus delimitando su uso, debido a la toxicidad que puede causar en el organismo
al utilizar en altas concentraciones.

e Es aconsejable realizar més estudios sobre el arbol Piptocoma discolor que pertenece a la
familia Asteraceae debido que no existe estudios realizados anteriormente sobre sus
propiedades medicinales y ancestrales.

e  Se aconseja realizar mas estudios con el arbol Piptocoma discolor en la inhibicién de las
enzimas presentes en las toxinas de las diferentes familias de serpientes venenosas de nuestro
pais.

e Para realizar los diferentes ensayos sobre la inactivacion de las enzimas presentes en las
toxinas de las serpientes, hay mantener el area de trabajo limpia sin impurezas y en 6ptimas
condiciones de igual forma con los materiales a utilizar para no alterar el analisis por la

sensibilidad que presentan las enzimas.
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GLOSARIO

Foseta loreal: Son unos orificios que se localizan cerca de los orificios nasales, son utilizadas

como una camara térmica que le permite detectar el calor de sus presas a una distancia de 40cm
(Darbaniyan et al. 2021 pag. 4).

Toxina: Comunmente conocido como veneno, este es una combinacién de proteinas emponzofias
que han ido evolucionando al pasar el tiempo, las serpientes lo utilizan para inmovilizar y matar

a sus presas (De Roodt et al. 2005 péag. 11).

Miotoxinas: Son una cadena larga de 42-135 aminoacidos presentes, en las toxinas de las

serpientes de la familia Viperidae que mejoran su toxicidad y actividad fosfolipasa (Maria Gutiérrez
y Cerdas 1984, pag. 5).

Edema: Es la acumulacién de liquido en el intersticio o en los tejidos causado por el traumatismo

gue facilita la retencion de liquido, sodio en varias zonas localizadas (Flores et al., 2014, pag.51).

Equimosis: Son lesiones cutaneas, caracterizadas por el depdsito de sangre debajo de la piel, y la

herida esta intacta. (Jiménez et al., 2016, pag.1).

Inflamacidn: Es una respuesta que activa el papel protector del cuerpo, es la capacidad del cuerpo

para adaptarse a circunstancias inusuales. Es una respuesta al dafio en los tejidos (Vega, 2008, pag.1).

Necrosis: Es la muerte de los tejidos por alguna lesion o enfermedad se considera irreversible

porque la falta de sangre en los tejidos (Agudelo y Lépez, 2010, pag.2).
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ANEXOS

ANEXO A: RECOLECCION DE LA MATERIA PRIMA VEGETAL PIWI

Piptocoma discolor en fase de crecimiento y obtencion de la materia vegetal

Provincia de Napo - Tena - Archidona

ANEXO B: CONTROL DE CALIDAD DE LA CORTEZA SECA DE PIPTOCOMA
DISCOLOR

Corteza desecada de Piptocoma discolor. Corteza triturada de Piptocoma discolor.

Obtencion de humedad de la corteza Obtencion de cenizas totales



ANEXO C: TAMIZAIJE FITOQUIMICO

Tamizaje fitoquimico del extracto acuoso Tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcoholico.

.;:' r 8 ! N
Tamizaje fitoquimico del extracto etéreo

ANEXO D: EXTRACCION DEL EXTRACTO DE LA CORTEZA DE PIPTOCOMA
DISCOLOR.

Obtencidn del extracto concentrado de la corteza de Piptocoma discolor, en el rotavapor.



ANEXO E: RECOLECCION DE LAS TOXINAS DE B. ASPER Y B. MICROPHTHALMUS

B. Microphthalmus B. Asper

ANEXO F: LIOFILIZACION DE LAS TOXINAS DE B. ASPER Y B. MICROPHTHALMUS

TOXINA DE B. Asper TOXINA DE B. Microphthalmus



ANEXO G: DETERMINACION DE LA INHIBICION ENZIMATICA DE LAS TOXINAS

o Determinacion de la inhibicion de la actividad de la Fosfolipasa Az {(Toxina + suero

antiofidico) y (Toxina + Extracto concentrado)}

e Determinacion de la inhibicion en la actividad de la Hialuronidasa {(Toxina + suero

antiofidico) y (Toxina + Extracto concentrado)}

e Determinacion de la inhibicion en la actividad de Caseinolitica {(Toxina + suero

antiofidico) y (Toxina + Extracto concentrado)}




o Determinacion de la inhibicion en la actividad de Coagulante {(Toxina + suero

antiofidico) y (Toxina + Extracto concentrado)}

o Determinacion de las proteinas presentes en las toxinas y el suero antiofidico

ANEXO H: CURVA DE CALIBRACION DEL REACTIVO DE FOLIN-CIOCALTEU

Conc. Mg
Muestra Abs EAG/L
St10 0,0415 10
St 20 0,0899 20
StS0 0,2254 50
St 100 0,4735 100 Dilucién
22-861 0,0860 21,7 50
22-861 Dup 0,0879 20,0 50
S 0,4735
y = 0,0048x - 0,008
0,4000 | R*=0,9996
0,3000 |
0,2000
0,1000
0,0000 -

40 60

80

100 120



ANEXO I: CURVA DE CALIBRACION DE LA QUERCETINA

Duercetne = mgh
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ANEXO J: AUTORIZACION DE MOVILIZACION DE ESPECIMENES DE FLORA Y
FAUNA SILVESTRE

.

Tl : Ministerlo del Ambiente, Agua
s y Transicion Ecoldgica
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ANEXO K: IDENTIFICO: CERTIFICADO DE IDENTIFICACION DE PIPTOCOMA
DISCOLOR

ENCUELA SUPERION POLITRECNMICA DEL CHIMBORAZO
Pasmrricass e Km 1, foma: (00) 2 965-200 exi 01 1L, jcarsaqueidyahoa rmm

i p Wishassha Ectmdar

fv‘" *  HERBARIO POLITECNICA CHIMBORAZO (CHEP)

Ofc.No.010.CHEP.2022

05 de Mayo del 2022
Msc. Karen Acosta

RESPONSABLE TECNICA
CONTRATO MARCO DE ACCESO A LOS RECURSOS GENETICOS

Recba un atento y cordial safudo, por medio de la presente certifico que dentro ge! Contrato Marco de
Acceso a los Recursos Genéticos asignado con =l Nro-MAE-DNB-CM-2018-0088. que I3 sefiorita
Casullo Mora Jennifer Gabriela con CI: 080333885-8, tesista de Bioguimica y Fammacia, se identfico:

ma discolor. Esta especie es nativa, se reviso en el herbario y se archivaran en =l lapso de un
ano para los fines pertinentes. Es todo cuanto puedo decir en honor a 13 verdad y |3 interesada puedo
usar & presente certficado como crea conveniente

Atte.
JORGE Frmado digitalments
MARCELO por JORGE MARCELD
CARANQUI focha mzaosos
ALDAZ 000917 0500
Ing. Jorge Caranqui Msc.
Responsable

HERBARIO ESPOCH



ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

CERTIFICADO DE CUMPLIMIENTO DE LA GUIA PARA
NORMALIZACION DE TRABAJOS DE FIN DE GRADO

Fecha de entrega: 23/02/2024

INFORMACION DEL AUTOR

Nombres — Apellidos: Jennifer Gabriela Castillo Mora

INFORMACION INSTITUCIONAL

Facultad: Ciencias

Carrera: Bioguimica y Farmacia

Titulo a optar: Bioquimica Farmacéutica

DIBGO RENATO
S9% VINURZA TAPIA
b

Firma del Asesor del Trabajo de Titulacion




