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Introduccion. La medicina tradicional es una invaluable fuente de investigacién de nuevos remedios
como complemento para el tratamiento del accidente ofidico, considerado como un grave problema de
salud publica a nivel mundial.

Objetivo. Este trabajo de investigacion pretende comprobar la capacidad de neutralizar los efectos
hemorragicos, coagulantes y proteoliticos, de los extractos de hojas de Renealmia alpinia, usada
tradicionalmente por los indigenas del Choco (Colombia) contra la mordedura de la serpiente Bothrops
asper, causante de la gran mayoria de los accidentes ofidicos en nuestro pais.

Materiales y métodos. Se llevaron a cabo ensayos de toxicidad aguda y de actividad analgésica in
vivo de R. alpinia. Ademas, se hicieron ensayos in vitro sobre inhibicién de las actividades coagulante,
hemolitica y proteolitica del veneno de B. asper.

Resultados. El presente estudio demuestra que R. alpinia no produce efectos téxicos en animales de
experimentacion; ademas, presenta efectos analgésicos in vivo y antiofidicos in vitro, y protege contra
los efectos letales del veneno de B. asper, in vivo.

Conclusion. Renealmia alpinia puede ser una buena alternativa terapéutica como complemento al
tratamiento con antiveneno en el accidente ofidico, por sus efectos analgésicos y antiofidicos.

Palabras clave: venenos de serpiente, mordeduras de serpiente, Bothrops, Zingiberaceae, plantas
medicinales, etnofarmacologia, analgesia, toxicidad aguda.
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Evaluation of the inhibitory effect of extracts from leaves of Renealmia alpinia Rottb. Maas
(Zingiberaceae) on the venom of Bothrops asper (mapana)

Introduction. Traditional medicine is an invaluable source of research into new medicines as a
supplement for the treatment of snakebite, considered as a serious public health problem worldwide.
The extracts of the medicinal plant, Renealmia alpina, have been used traditionally by indigenous
people of Chocé (Colombia) against Bothrops asper snakebite, a snake responsible for the majority of
snakebite accidents in Colombia.

Objective. The ability of extracts of R. alpinia leaves was tested for its ability to neutralize the
hemorrhagic, coagulant and proteolytic effects of the snakebite venom of B. asper.

Materials and methods. The acute toxicity tests and analgesic activity of R. alpina were evaluated
in vivo. In addition, tests were undertaken in in vitro conditions to demonstrate inhibition of coagulant,
haemolytic and proteolytic activity of the B. asper venom.

Results. Renealmia alpinia extracts had no toxic effects in experimental animals and also provided
analgesic and antiophidian effects and protection against the lethal effects of the venom of B. asper.
Conclusion. Renealmia. alpinia was an effective therapeutic alternative in association with antivenom
treatment in the event of a B. asper snakebite accident. It was demonstrated to protect against the
lethal effects and provided analgesic properties as well.

Key words: snakevenoms, snakebites, Bothrops, Zingiberaceae;plants, medicinal;ethnopharmacology,
analgesia, acute toxicity.
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Es incuestionable que la medicina tradicional es
una invaluable fuente de investigacién de nuevos
remedios basados en plantas medicinales, como
soluciébn a problemas de salud que acechan
la humanidad, principalmente en paises con
un bajo indice de desarrollo humano, donde
paraddjicamente abundan los recursos naturales.
Uno de estos problemas de salud es el accidente
ofidico, considerado como un problema de
salud publica y para el cual el Unico tratamiento
es el antiveneno; no obstante, por la lejania
de las zonas geograficas donde ocurren los
accidentes, en muchas ocasiones se retrasa el
inicio del tratamiento adecuado y se aumentan las
posibilidades de mortalidad.

En abril de 2009, la Organizacién Mundial de la
Salud emitié un listado de enfermedades tropicales
desatendidas, entre las cuales se encontraba el
accidente ofidico (1). Al igual que la malaria, el
dengue, la tuberculosis y algunas enfermedades
parasitarias, el riesgo de mordedura por serpiente
siempre esta presente y, aunque no tiene el potencial
epidémico de las enfermedades infecciosas vy
parasitarias, sigue sin ser reconocida como un
riesgo para la salud publica, a pesar de la carga de
sufrimiento que causa en los seres humanos (2-4).

En el mundo se registran anualmente cerca de
5,4 millones de accidentes por serpientes, de los
cuales, entre el 50 y el 75 % requiere tratamiento
para evitar la muerte, amputaciones o secuelas
permanentes. Para Latinoamérica se estiman
150.000 accidentes ofidicos y una cifra de 5.000
decesos por esta causa; la mayoria de los casos
se registra en nifios y trabajadores rurales en edad
productiva, lo que pone en riesgo la subsistencia
familiar; ademas, el impacto de las secuelas y
las defunciones representan una gran carga, no
solo social, sino de salud y econémica. Por otra
parte, su magnitud no es bien conocida debido a
que los accidentes ocurren predominantemente
en las areas rurales, muchas veces alejadas de
los servicios de salud y para las cuales no hay un
registro adecuado (5).

Colombia no es ajena a esta realidad mundial. La
diversidad de su fauna se refleja en la presencia
de una gran cantidad de especies de serpientes
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venenosas que habitan, principalmente, en los
climas calidos y templados (6). En el 2010 se
registraron 3.945 casos de accidente ofidicos
con una incidencia de 8,66 casos por 100.000
habitantes; segun la densidad de la poblacién, esta
incidencia oscil6 entre 127,61 para el departamento
del Vaupés (zona con menos poblacién) y 2,66
para el departamento de Cundinamarca (zona
mas densamente poblada), con una mortalidad
de 0,96 % (7).

El veneno de las serpientes tiene como funcién
inmovilizar, matar y ayudar a digerir la presa;
estd constituido por una compleja variedad de
toxinas con actividad enzimatica, que incluye
hemorraginas, proteasas y fosfolipasas A,
y por otras toxinas sin actividad enzimatica,
como neurotoxinas, citotoxinas, cardiotoxinas vy
miotoxinas (8). Asimismo, contiene sustancias no
proteicas, como las aminas (histamina, bradicinina,
serotonina y acetilcolina), causantes de edema,
hipotensién y el intenso dolor que manifiestan las
victimas (9,10). El accidente ofidico causado por
miembros de la familia Viperidea se caracteriza por
alteraciones patologicas locales y sistémicas, tales
como edema, necrosis, hipotensién, alteraciones
de la coagulacion, hemorragia sistémica, trombo-
citopenia, dolor y nefrotoxicidad, que pueden variar
en intensidad segun la especie, la edad y el tamafio
de la serpiente (11,12).

Hasta el momento, el antiveneno por via parenteral
es el Unico tratamiento disponible y aprobado en el
mundo para el manejo del accidente ofidico (13). Sin
embargo, el retraso en el inicio del tratamiento y la
rapida instalacién de los sintomas, proveen escasa
proteccién del mismo; ademas, con frecuencia se
producen reacciones de hipersensibilidad que
demoran aun mas el tratamiento (14,15). Sumado
a esto, en muchas ocasiones el antiveneno no se
encuentra disponible por razones tales como la
lejania de las comunidades rurales, las dificultades
en la produccion de los mismos y las dificiles
condiciones geograficas que impiden un rapido
acceso a los centros de atencién hospitalaria, lo
cual retrasa el inicio del tratamiento adecuado y
aumenta las posibilidades de mortalidad (16).

Ante esta problematica, se hace necesaria la
busqueda de alternativas terapéuticas que eviten
los efectos ocasionados por la mordedura de estos
ofidios. Entre las alternativas naturales, las plantas
medicinales se constituyen en la principal fuente
de recursos contra la mordedura de serpientes,
especialmente en areas tropicales donde hay
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fuentes abundantes de especies vegetales.
Algunos extractos de plantas han demostrado
inhibir las alteraciones generadas, no sélo por los
venenos, sino también por toxinas aisladas de los
mismos (12-15,17-19).

Una de estas plantas es Renealmia alpinia (Rottb.)
Maas, usada tradicionalmente por los indigenas
de la regidbn de Antioquia y Choc6 contra la
mordedura de serpiente (11). Ademas, entre sus
usos populares tiene aplicacién como antipirético y
analgésico (20,21), lo que podria ser de gran utilidad
como coadyuvante en el tratamiento del dolor que
se produce durante el accidente ofidico. Su rica
composicién quimicaincluye taninos, carotenoides,
monoterpenos, diterpenos y sesquiterpenos (22-
24), al igual que un alto contenido en cumarinas,
metabolitos encontrados en algunas plantas con
actividad antiofidica comprobada (9).

En diversos trabajos de investigacion llevados
a cabo por diferentes autores, se confirma el
uso tradicional de R. alpinia al demostrar que
neutraliza el efecto del veneno de Bothrops asper
(12,25-27). El presente trabajo de investigacion
profundiza en los estudios de esta prominente
especie botanica y explora la toxicidad aguda, la
actividad neutralizadora in vitro de varios extractos
obtenidos ex vitro de las hojas de R. alpinia sobre
los efectos coagulante y hemolitico indirecto del
veneno de B. asper, ademas de comprobar su
actividad analgésica.

Materiales y métodos
Venenos

El veneno empleado fue recolectado por ordefio
manual de especimenes adultos de serpientes
B. asper, procedentes de diferentes lugares del
departamento de Antioquia y Chocd, mantenidos
en cautiverio en el serpentario de la Universidad de
Antioquia. El veneno se centrifugd, y el sobrenadante
se liofilizé y se congelé a -70 °C hasta su uso.

Animales de experimentacion

Los animales utilizados para los estudios de
toxicidad aguda y actividad analgésica, se obtu-
vieron del bioterio de la Sede de Investigacion de
la Universidad de Antioquia, y de acuerdo con la
Declaracion de Helsinki de 1975, modificada en
2000, después de la aprobacion del Comité de
Etica de Experimentacién Animal de la Universidad
de Antioquia, en el Acta No. 60.

Se usaron ratones Balb/c, hembras y machos,
de peso comprendido entre 20 y 25 g con 12 a
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14 semanas de edad, teniendo un periodo de
adaptacién al medio de cinco dias. En todas las
experiencias, los animales fueron dejados en
ayunas durante seis horas previas al experimento
y con acceso ad libitum al agua. Casi todos los
ensayos se llevaron a cabo, aproximadamente, a
las mismas horas del dia para evitar los problemas
del ritmo circadiano, en una habitacion cerrada,
con luz artificial con ciclos de 12 horas de luz y
oscuridad con temperatura de 22+1 °C y 60+4 %
de humedad.

Material vegetal y preparacion de extractos

Las hojas de R. alpinia se recolectaron de plantas
cultivadas en los predios de la Universidad de
Antioquiay su identificacion se hizo en el herbario
de la misma institucién, segun voucher 107316,
namero de registro 6456 RF. Las partes frescas
recolectadas de R. alpinia fueron troceadas y
secadas en una estufa con circulacion forzada
de aire a temperatura de 37 °C. Posteriormente,
se procedid a la pulverizacion mecanica del
material vegetal desecado, en un molino modelo
Electro Motor Pact™ (rpm 50 Hz). Luego, el
material vegetal pulverizado y seco resultante,
se deposité en recipientes herméticos y se
almacend en un ambiente fresco y seco hasta el
momento de su empleo.

Para los ensayos farmacol6gicos propuestos se
prepararon los extractos de R. alpinia, a partir de
este material vegetal. Inicialmente, se preparé
un extracto de etanol y, con posterioridad, se obtuvo
una serie de fracciones mas purificadas, mediante
percolacion sucesiva con diferentes solventes de
polaridad creciente (hexano, diclorometano, acetato
de etilo y metanol), con el propésito de determinar
en cudl de ellas se manifestaba la actividad
farmacolégica. Posteriormente, todos los extractos
se concentraron al vacio hasta la sequedad, se
liofilizaron y congelaron, hasta su uso.

Toxicidad aguda

La toxicidad se determin6 siguiendo la guia 423
de la Organization for Economic Cooperation
and Development (OECD) (28). Dado que su uso
tradicional indica que R. alpinia tiene una potencial
baja toxicidad y la mortalidad es poco probable,
el procedimiento de prueba se aplicé con una
dosis inicial de 2.000 mg/kg de peso corporal (tres
animales de cada sexo).

Los ratones se dividieron en cuatro grupos iguales,
tres en cada grupo (dos controles y dos grupos
tratados con el extracto de etanol de R. alpinia), a
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los cuales se les administré por via oral, mediante
sonda orogastrica, una dosis Unica de 2.000 mg/
kg de peso corporal. Después de tres horas de
la administracion, se suministré la dieta estandar
(Rodentina®, Purina, S.A., Bogota, Colombia) hasta
el final del experimento.

Los animales se observaron individualmente, al
menos, una vez durante los primeros 30 minutos,
de forma periddica, durante las primeras 24 horas,
con especial atencién durante las primeras 4 horas,
y luego diariamente, para un total de 14 dias.

Todas las observaciones se registraron sistematica-
mente para cada animal, ademas de su peso
corporal. Las observaciones incluyeron cambios
en el sistema nervioso central (comportamiento,
movimientos, reaccion a estimulos, reflejos y
tono muscular), en el sistema nervioso auténomo
(medida de la pupila), en el sistema respiratorio
(ventanas de la nariz: descarga o coloreado y
bradipnea o disnea), en el sistema cardiovascular
(palpacién de la region cardiaca), en el sistema
gastrointestinal (diarrea o estrefiimiento, forma
abdominal: contraccion, consistencia de las heces
y color), en la piel y el pelaje (color, turgencia e
integridad), y en los ojos y las membranas mucosas
(parpados, globo ocular, transparencia).

Los animales fueron sacrificados al final del periodo
de observacion y se sometieron a una necropsia
para su observacién macroscopica.

Inhibicion del efecto letal in vivo del veneno de
Bothrops asper

Se utilizaron tres grupos de 8 ratones para esta
prueba, dos grupos (1 y 2) recibieron una dosis
de extracto de etanol de 75 mg/kg diarios por via
intraperitoneal, durante tres dias; el tercer grupo
recibié PBS por la misma via, a manera de control.
El cuarto dia se inocularon con 1,5 DL, del veneno
de B. asper, por via intraperitoneal, en los grupos
1y 3; el grupo 2 recibié PBS. Se registraron los
casos de muerte en un periodo de 48 horas.

Inhibicion de Ia actividad hemolitica indirecta

Se utilizé el método agarosa-yema de huevo-
eritrocitos, descrito por Gutiérrez, et al. (29). Se
emple6 una dosis hemolitica minima indirecta de
los venenos de B. asper (2,2 pg), para generar un
halo de hemolisis de 20 mm después de 20 horas
de incubacion a 37 °C. Se preincubaron diferentes
proporciones de cada uno de los extractos de
hojas de R. alpinia (metanol, acetato de etilo,
diclorometano y hexano), durante 30 minutos a
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37 °C, con una dosis hemolitica indirecta minima
del veneno. Como control positivo, se tomaron
2,2 pg de veneno, y como control negativo, 15 pl
de cada extracto. Los resultados se expresaron
como porcentaje de inhibicion, tomando el 100 %
de actividad el control positivo. Los ensayos se
hicieron por triplicado.

Inhibicién de la actividad coagulante

Se utiliz6 el método descrito por Theakston y Reid
(30), con modificaciones. Diferentes concentracio-
nes de los extractos (metanol, acetato de etilo,
diclorometano y hexano) se mezclaron con una
dosis fija de veneno y se incubaron a 37 °C por 30
minutos. La mezcla se agregd a 300 pl de plasma
y se registré el tiempo para su coagulacion. Como
control positivo, se tomdé 1 pg veneno, y como
control negativo se tomaron 50 pl de cada extracto.
Los resultados se expresaron como porcentaje de
inhibicidén. Los ensayos se hicieron por triplicado.

Inhibicién de la actividad proteolitica sobre
azocaseina

Se utiliz6 el micrométodo de azocaseina propuesto
por Wang, et al. (381), utilizando como control
positivo una dosis proteolitica minima (DP, ) de 20
ug para el veneno de B. asper. Se preincubaron
(30 minutos a 37 °C) diferentes cantidades de
veneno y extractos (metanol, acetato de etilo,
diclorometano y hexano), en relacién 1:5, 1:10 y
1:20, respectivamente. En la prueba de inhibicién
se incubaron 100 pl de azocaseina (10 mg/ml) y
20 pl de mezcla de veneno y extracto (90 minutos
a 37 °C), antes de la adicion 200 pl de acido
tricloroacético al 5 % para detener la reaccion.
Una vez logrado este objetivo, los tubos fueron
centrifugados (2.000 rpm por 5 minutos) y se
transfirieron 100 pl de sobrenadante a pozos de
platos de 96 pocillos de fondo plano, en los que
posteriormente se agregaron 100 pl de NaOH
0,5M, antes de la lectura de la absorbancia a 450
nm en un lector para ELISA (Awareness, Stat Fax
3200) contra un blanco de reactivos (n=6).

Actividad analgésica

Para el estudio de la actividad analgésica de los
extractos de etanol y las fracciones de metanol,
acetato de etilo y diclorometano de R. alpinia,
se llevo a cabo el test de Siegmund (32). Este
método se basa en la inyeccién intraperitoneal
de un agente que causa dolor, la 2-fenil-1,4-
benzoquinona o fenilquinona, la cual es capaz
de provocar contracciones o estiramientos como
respuesta refleja, cuando se inyecta en el raton.
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Los ratones se repartieron al azar en grupos
homogéneos, de forma tal que para cada dosis y
producto ensayados se disponia de un grupo de, al
menos, seis ratones.

Transcurrido el tiempo de ayuno, se comenzoé la
experiencia, administrando el excipiente de los
productos en estudio al grupo control, a razén de
0,5 ml por 40 g de peso; al grupo patrdn, ibuprofeno,
utilizado como farmaco de referencia, a las dosis
de 50 y 75 mg/kg de peso corporal del raton. A los
grupos tratados se les administraron por via oral,
las correspondientes dosis de extracto de etanol
preparado, a razon de 50, 100, 200 y 500 mg/kg,
y las de fracciones preparadas, a razén de 100 y
200 mg/kg.

Después del tratamiento y transcurridos 45 minutos,
a todos los grupos de animales se les inyecté por via
intraperitoneal una solucién de fenilquinona, a razén
de 4 mg/kg (preparada a partir de una solucién madre
de 2 mg/ml en etanol). Después de un tiempo de
latencia de cinco minutos, se comenzé a contar las
contracciones en cada ratén individualmente durante
un intervalo de 10 minutos. El dolor provocado en el
raton se ponia de manifiesto por las contracciones,
considerando como positivas aquellas caracterizadas
por el estiramiento de las patas posteriores y torsion
de la musculatura dorso-abdominal. EI efecto
analgésico de los extractos de R. alpinia se determind
segln su capacidad para reducir el nimero de
contracciones dolorosas o estiramientos producidos
por la fenilquinona. El porcentaje de inhibicién se
calcul6 siguiendo la siguiente formula:

G Xestiram.— G, Xestiram.

%I = x100

G #estiram.
G grupo control
G, grupo tratado
X: media
Electroforesis SDS-PAGE

La electroforesis se hizo sobre geles de
poliacrilamida al 12 % en condiciones no reducidas,
como lo describe Laemmli (33). Se tomaron 40 pg
de veneno y se incubaron con 400 pg de cada
extracto, durante 30 minutos a 37 °C, para luego
correrlos en unacamara mini Protrean-1"de Biorad
durante 60 minutos a 150 voltios. Las proteinas se
colorearon empleando azul de Coomasie R 250.

Analisis estadistico

Se utilizé una prueba ANOVA de una via seguida
por un test de Dunnet (34,35), para comparar los
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controles positivos (veneno solo) con los resultados
obtenidos con las dosis de la mezcla de veneno y
extracto en la prueba de inhibicion de la actividad
coagulante, y se hizo un andlisis de varianza de
una via, seguido por un test de Bonferroni, para
determinar las diferencias entre el grupo control y
los grupos problema para la prueba de inhibicién
de la actividad hemolitica indirecta. Todos los
ensayos in vitro se practicaron por triplicado y los
resultados se expresaron como la media £ SEM
(error estandar de la media). Se consideraron
diferencias significativas cuando p<0,05.

Resultados
Toxicidad aguda

Durante los 14 dias de tratamiento con el extracto
de etanol de R. alpinia a dosis de 2.000 mg/kg,
no se observé en los ratones ningun signo de
toxicidad, ni se presentaron muertes. No hubo
diferencias significativas en los pesos corporales
del grupo control comparados con los del grupo
tratado, ni diferencias en el consumo de alimentos.
Igualmente, las evaluaciones macroscépicas de
los 6rganos pertenecientes a los dos grupos no
presentaron alteraciones (no se presentan los datos).

Inhibicion del efecto letal del veneno de
Bothrops asper

El extracto demostré proteger al 100 % de los
ratones que fueron previamente tratados con 225
mg/kg del extracto de etanol de R. alpinia. Durante
la prueba, los ratones que solo recibieron extracto
sobrevivieron, mientras que los que recibieron 1,5
DL,, del veneno de B. asper murieron antes de las
48 horas.

Inhibicion de la actividad hemolitica indirecta

En la figura 1 se presentan los porcentajes de
inhibicién obtenidos, luego de la preincubacién
del veneno con las fracciones de metanol, acetato
de etilo, diclorometano y hexano de R. alpinia,
en relaciones de veneno:extracto de 1:10 y 1:20
(w/w), respectivamente. Cuando se evaluaron
las relaciones 1:5 y 1:1, solamente el extracto
de metanol mostré un porcentaje de inhibicion
estadisticamente significativo.

Inhibicién de la actividad coagulante

Un microgramo de veneno indujo coagulacién
del plasma en 24,63+0,08 s. Se observd una
prolongaciéon del tiempo de coagulacién depen-
diente de la concentracion en todos los extractos
utilizados (metanol, acetato de etilo, diclorometano
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Figura 1. Inhibicién del efecto hemolitico indirecto inducido por
el veneno de Bothrops asper por extractos de metanol, acetato
de etilo, diclorometano y hexano de R. alpinia.

*p<0,05 y **p<0,01 comparados con el grupo control (ANOVA
de una via seguida por un anélisis de Bonferroni)

y hexano), pero fue el extracto de metanol en una
relacion de 1:20 (w/w) el que mostré6 una mayor
prolongacion del tiempo. Estas diferencias fueron
estadisticamente significativas en todos los casos,
exceptuando la fraccién de acetato de etilo y
diclorometano en una relacion 1:5 comparada con
la del control positivo (cuadro 1).

Inhibicién de la actividad proteolitica sobre
azocaseina

Después de la preincubacion del veneno con las
fraccionesdemetanol,acetatodeetilo,diclorometano
y hexano en una relacion veneno:extracto 1:20
(w/w), se presentd un porcentaje de inhibicién
de 8,53+1,69, de 31,95+1,07, de 40,04%+1,65 y
de 30,65+1,30, respectivamente. Mientras que,
con una relacién 1:10 (w/w), los porcentajes de
inhibicion fueron de de 30,94+1,65, de 38,03£0,88,
de 38,88+1,47 y de 32,30+1,00, respectivamente.

Cuando se evaluaron, las relaciones mostraron
un porcentaje de inhibicién de 39,07+1,23, de
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36,33+1,47, de 35,16%1,76 y de 35,22+1,07,
respectivamente (cuadro 2).

Actividad analgésica

El cuadro 3 muestra el nimero de estiramientos
producidos en los ratones con la administracién
oral del extracto de etanol y las fracciones de
metanol, acetato de etilo y diclorometano de R.
alpinia a diferentes dosis. Con ibuprofeno a 75 mg/
kg, se presentd una disminucion del nimero de
estiramientos estadisticamente significativa con
respecto al grupo control. Igualmente, se observé
un bajo numero de estiramientos con los extractos
de etanol de R. alpinia. Sin embargo, las fracciones
mas purificadas fueron las que produjeron una
mayor disminucion, con p<0,001. Por otra parte,
con el extracto de etanol se observé una inhibicion
entre 35,4 y 41,3 %, mientras que las fracciones
presentaron un rango de inhibicion entre 56,9 y
90 %, sobre todo con la fraccién mas acuosa.

Electroforesis SDS-PAGE

En la electroforesis de proteinas en geles de
poliacrilamida se observé que las fracciones
obtenidas con acetato de etilo y etanol reducian
la presencia de todas las bandas del veneno, pero
la obtenida con diclorometano redujo bandas en
25y 48 KDa, mientras que el hexano y el metanol
no mostraron reduccion alguna en las bandas del
veneno. Ademas, no se observaron proteinas en el
extracto, segun la figura 2.

Discusion

Renealmia alpinia es una planta usada tradicional-
mente contra la mordedura de serpiente. En el
presente trabajo se confirmé este uso tradicional,
con el fin de encontrar nuevas alternativas
terapéuticas a un grave problema de salud en
Colombia; igualmente, se evalué la actividad
analgésica reportada para esta planta, la cual, a
su vez, podria mejorar el dolor que refieren los
pacientes que sufren una mordedura de serpiente

Cuadro 1. Inhibicion del efecto coagulante inducido por el veneno de B. asper por las fracciones de metanol (F. MeOH), acetato de
etilo (F. EtOAc), diclorometano (F. DCM) y n-hexano (F. Hx) de Renealmia alpinia, comparadas con el grupo control

Extracto Tiempo de coagulacion (s)

1:20 1:10 1:5 1:1
F. MeOH 41,99 £0,18 36,43 + 0,08 30,57 £ 0,11 27,52 £ 0,07
F. EtOAc 29,62 + 0,11 26,49 + 0,06 24,32 + 0,06 22,46 + 0,07
F. DCM 30,53 +£0,13 28,25+ 0,14 24,48 + 0,14 22,06 £ 0,07
F. Hx 33,80 £ 0,17 28,7 +0,15 26,56 + 0,08 25,39 £ 0,07

1 pg veneno: 24,63 * 0,08 s para coagularse
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Cuadro 2. Inhibicion de la actividad proteolitica sobre azocaseina
inducida por el veneno de Bothrops asper, por las fracciones n-
hexano (F.Hx), acetato de etilo (F.EtOAc), diclorometano (DCM)

y metanol (F.MeOH) de Renealmia alpinia

Extracto Inhibicién (%)

1:20 1:10 1:5
F. MeOH 8,53 £1,69 30,94 + 1,22 39,07 £1,23
F. EtOAc 31,95+ 1,07 38,03 £ 0,88 36,33 £ 1,47
F. DCM 40,04 £ 1,65 38,88 + 1,47 35,16 £ 1,76
F. Hx 30,65 + 1,30 32,30 + 1,00 35,22 + 1,08

Cuadro 3. Efecto de la administracion oral de los diferentes
extractos de hojas de Renealmia alpinia en el niumero de
estiramientos producidos por fenilquinona en los ratones

Grupo Dosis Numero de Inhibicién
(mg/kg) estiramientos (%)
(SEM=DE)
Control 4257 +2,4
Ibuprofeno 50 31,00£13" 27,2
Ibuprofeno 75 1,50 £0,3™ 96,5
R. alpinia 50 25,00+1,7" 41,3
R. alpinia 100 24,00+2,1" 43,6
R. alpinia 200 2433+0,9" 42,8
R. alpinia 500 2750+18" 35,4
FD R. alpinia 50 18,33+£0,7 ™ 56,9
FD R. alpinia 100 29,33+0,9" 31,1
FAc R. alpinia 50 10,33 £0,7 75,7
FAc R. alpinia 100 18,33+£0,3™ 56,9
FMe R. alpinia 50 1,00+0,4 ™" 97,7
FMe R. alpinia 100 4,00£0,6™ 90,6

Extracto de etanol de R. alpinia (RA) a dosis de 50, 100, 200 y
500 mg/kg de peso corporal, y de las fracciones diclorometano
(FD), acetato de etilo (FAc) y metanol (FMe) a dosis de 50 y 100
mg/kg. Al igual que el control (vehiculo) e ibuprofeno a dosis de
50y 75 mg/kg.

**p<0,01 y ***p<0,001 comparado con el grupo control

B. asper. Inicialmente, se comprob6 su seguridad
mediante la evaluacion de la toxicidad aguda, la
cual no produjo efectos adversos ala dosis de 2.000
mg/kg; todos los animales tratados sobrevivieron
durante los 14 dias del experimento.

Por su parte, los estudios de actividad antiofidica
mostraron que R. alpinia presenta efectos
antiofidicos in vitro e, igualmente, una proteccién
contra los efectos letales del veneno de B. asper,
in vivo. La inhibicién del efecto hemolitico indirecto
del veneno de B. asper puede estar relacionada
con la presencia de compuestos polifendlicos,
los cuales pueden precipitar proteinas y formar
complejos con metales como el Ca*, lo cual
explicaria la disminucién en la actividad de
fosfolipasas A,, enzimas que necesitan Ca*;
igualmente, estos compuestos pueden formar

Actividad antiofidica y analgésica de Renealmia alpinia
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Figura 2. SDS-PAGE. Interaccion del veneno de Bothrops
asper con extracto de diferentes polaridades de hojas de la
planta Renealmia alpinia (Rottb) Maas in vitro (1:10 w/w).

1. Marcadores de peso molecular. 2. Veneno. 3. Extracto de
etanol con veneno. 4. Extracto de metanol con veneno. 5.
Extracto de hexano con veneno. 6. Extracto de acetato de etilo
con veneno. 7. Extracto de diclorometano con veneno.

21,5
14,4 S
—

complejos con Zn?*, lo cual explicaria la disminucién
de la actividad proteolitica, mediada en parte por
metaloproteinasas dependientes de Zn?* (36-39).

Cuando se produce un accidente por B. asper,
el efecto coagulante de su veneno es evidente
desde los primeros 30 minutos, provocando graves
alteraciones como sangrado local y sistémico, debido
a un importante consumo de fibrinégeno (40-42). La
fraccion de metanol de R. alpinia mostré una mayor
prolongacion del tiempo de coagulacion, dependiente
de la concentracion, comparada con los otros
extractos. Esto podria deberse a una interacciéon de
los componentes del extracto con las proteinasas de
tipo serina presentes en el veneno (19).

Muchos extractos han demostrado inhibir el
efecto letal de los venenos de serpientes, bien
sea por preincubacién del extracto y veneno
0 por inoculacién independiente del extracto
(12,16,26,43). Aunque, en trabajos anteriores este
grupo de investigacion demostro el efecto protector
del extracto de rizomas de R. alpinia, cultivada in
vitro, el método aqui empleado mostré inhibicion
a una dosis de 4,5 mg de extracto, por tres dias
antes de ser inoculado el veneno. Dosis mas bajas
(3 mg por 3 dias) demuestran una disminucién del
40 % en la efectividad del extracto (no se presentan
los datos). El uso previo de extracto por parte de
las comunidades expuestas a sufrir un accidente
ofidico y con problemas de disponibilidad de
antiveneno o de atencién médica, podria ser una
medida que permitiria disminuir el nimero de
muertes y complicaciones por esta causa.

El mecanismo de inhibicion de los efectos toxicos
de los venenos por extractos completos aln no se
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conoce, pero se sugiere que esta accion puede
ser la suma de uno o varios efectos, mediados
ya sea por uno o por un grupo de compuestos del
extracto (44). En estudios previos se confirmé la
presencia de metabolitos tales como esteroides
y terpenoides, taninos y cumarinas, en hojas de
R. alpinia, los cuales posiblemente podrian ser
los responsables de su actividad antiofidica (27).
Diversos autores han sefialado que los taninos
sirven para desintoxicar los venenos de distintas
especies de serpientes (45). Se ha propuesto que
las propiedades de los taninos podrian deberse a su
capacidad para formar complejos con las proteinas
que componen los venenos de serpientes (46).

Los resultados obtenidos con la actividad antiofidica
no indican que se deba sustituir el uso del
antiveneno, sino, por el contrario, usar nuevas
estrategias que coadyuven a disminuir los efectos
toxicos de los venenos de las serpientes, mientras
se acude a un centro de salud, recurriendo a las
plantas medicinales de una forma adecuada v,
asfi, disminuir las secuelas como amputaciones e
incluso las muertes que actualmente se producen.
De esta forma, se aprovecharian las plantas
medicinales, usadas a través de muchos anos y en
forma habitual segun la tradicién indigena que hoy
tiende a desaparecer.

Después de una mordedura de serpiente se
presenta dolor en mas de 70 % de los casos,
alcanzando incluso el 95 %, probablemente
inducido por efectos de miotoxinas, entre otros
componentes de los venenos (47-49). En los
estudios de actividad analgésica practicados en
animales de experimentacién, se demostrdé que R.
alpinia tiene un efecto contra el dolor inducido por
una substancia. La fraccién de metanol de R.
alpinia produjo el 97,7 % de proteccién contra la
induccién del estimulo doloroso, comparada con
el grupo control (vehiculo), a dosis de 100 mg/kg,
que produce un efecto comparable al del ibuprofeno
a dosis de 75 mg/kg. El efecto analgésico del
extracto, probablemente, ejerza su accién sobre
los receptores sensibles viscerales de fenilquinona,
0 a la inhibicién de la produccién de sustancias
que producen dolor, como las prostaglandinas,
o la inhibicién a nivel central de la transmision de
mensajes dolorosos (50). También, puede estar
relacionado con la presencia de cumarinas, sustan-
cias con actividad analgésica comprobada (51).

De acuerdo con los resultados obtenidos, se
hace necesario profundizar en el estudio de R.
alpinia (matandrea o achira de monte) con un
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modelo preclinico y acercar estos resultados al
comportamiento mostrado en seres humanos, con
el fin de contribuir a la busqueda de soluciones que
ayuden a proteger, guardar y reparar vidas, aliviar
una carga economica y contribuir con las personas
mas expuestas a sufrir un accidente ofidico.
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