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RESUMEN

En Colombia, Bothrops asper (mapand) es la especie causante del 70 al 90% de los cerca de 3.000 accidentes
ofidicos informados cada afio. Durante varios siglos, la medicina tradicional ha utilizado plantas para
el tratamiento de la mordedura de serpiente. En nuestro pais, el 60% de las mordeduras son atendidas
inicialmente por curanderos o chamanes, que usan al menos 100 especies de plantas medicinales en
diferentes formas, de acuerdo al estado clinico del paciente. En este estudio se evalué la capacidad
inhibitoria de tres especies de la familia Heliconiaceae, H. latispatha Benth, H. wagneriana Petersen y H.
curtispatha Petersen, sobre los efectos proteolitico, coagulante y hemolitico indirecto inducido por el
veneno de Bothrops asper. La primera indujo un mayor porcentaje de inhibicién del efecto hemolitico
indirecto del veneno de B. asper que la Heliconia wagneriana, asi como una reduccién en la intensidad en
las proteinas del veneno con masa molecular de 14 KDa, mientras que el extracto de la segunda planta
mostré una mayor inhibicién del efecto proteolitico inducido por el veneno de B. asper, asi como mayores
cambios en las bandas de proteina del veneno con masas moleculares entre 95 y 110 KDa. El extracto
de Heliconia curtispatha, mostré la mayor capacidad inhibitoria de los efectos hemolitico, proteolitico y
coagulante; ademds indujo una degradacion de todas las proteinas del veneno completo de B. asper, como
habfia sido reportado previamente.

Palabras clave: veneno de serpiente, actividad proteolitica, actividad hemolitica, actividad coagulante,
Bothrops asper, extractos de plantas, Heliconias.

ABSTRACT

In Colombia, Bothrops asper (mapand) inflicts at least 70 to 90% of an approximated 3.000 snakebites
reported each year. For many centuries, traditional medicine has used plants for treatment of snakebites.
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In Colombia, 60% of snakebite victims are initially attended by traditional healers or “chamanes”, who
use at least 100 medicinal plants species in different forms according to clinical conditions of patients. In
this work, the ethanol extracts of three species of Heliconiaceae tamily, H. latispatha Benth, H. wagneriana
Petersen and H. curtispatha Petersen, were examined for their possible inhibitory ability against proteolytic,
coagulant and indirect hemolytic eftects induced by B. asper. The first of three induced more inhibition
percentage of Indirect Hemolytic Activity than the Heliconia wagneriana, as well as induced reduction of
venom proteins intensity with 14 KDa of molecular weight, belonging to phospholipases A,. The extract
of H. latispatha showed major inhibition on the proteolytic effect induced by Bothrops asper venom, as
well as greater change on the protein bands with molecular weights between 95 and 110 KDa, possibly
belonging to proteases (metalloproteases). Heliconia curtispatha showed the greatest inhibitory ability against
mentioned effects, including coagulant induced by Bothrops asper venom, and it did present degradation
of all venom proteins , as well as it had been reported previously.

Keywords: snake venom, indirect hemolytic activity, proteolitic activity, coagulant activity, Bothrops asper,

plant extracts, Heliconias.

INTRODUCCION

En América Latina, cerca del 90% de las morde-
duras de serpientes son ocasionadas por el género
Bothrops (Fan HW et al, 1995; Gutiérrez JM et al,
1995). Sus venenos inducen efectos locales y sis-
témicos tales como edema, hemorragia, dermone-
crosis, mionecrosis, alteraciones de la coagulacién,
hipotensién, insuficiencia renal aguda, entre otros
(Gutiérrez JM et al, 1995; Otero Ret al, 2002; Otero
Retal, 1992). En Colombia la especie Bothrops asper
es la causante del 70 al 90% de los 3.000 accidentes
reportados cada ano (Otero R et al, 1992; Quintana
JC, 2005; Silva, 1989).

Desde hace mis de un siglo, el tratamiento espe-
cifico para el accidente ofidico ha sido el suministro
de antivenenos (Bon C. 1996); sin embargo, se ha
demostrado que estos no resuelven todos los efectos
inducidos por los venenos de viboras, ya que tienen
limitada capacidad de neutralizacién de los efectos
locales tales como hemorragia, edema y mionecrosis
(Bon C. 1996; Gowda T 1997; Lomonte B ef al.,
1994), debido a su ripida instalacién.

Durante varios siglos, la medicina tradicional ha
utilizado plantas para el tratamiento de la mordedura
de serpiente. Aunque se han reportado cerca de 700
plantas usadas a nivel mundial como antiofidicas,
pocas han sido evaluadas en su efectividad en ensa-
yos controlados (Houghton P et al, 1993; Otero Reet
al,2000b; Otero Reet al, 2000c; Nufiez Vet al, 2004a;
Nunez Vet al, 2005; Alam M et al, 1994; Alam M et
al, 1995; Ode OJ et al, 2006). En Colombia, el 60%
de las mordeduras son atendidas inicialmente por
curanderos o chamanes, que usan al menos 100 es-

pecies de plantas medicinales en diferentes formas,
de acuerdo al estado clinico del paciente (Otero R et
al,2000c; Otero Reet al, 1992; Otero-Patino Ret al,
1998). En trabajos recientes, el extracto de Heliconia
curtispatha Petersen demostré actividad inhibitoria
de los efectos letal, edematizante, desfibrinante,
coagulante, mionecrosante, proteolitico y hemo-
litico indirecto frente a los venenos de Bothrops
asper, Lachesis muta, Crotalus durissus cumanensis y
Micrurus mipartitus (Otero R et al, 2000a; Otero R
et al, 2000b; Nuafiez V et al, 2004a; Nafez V et al,
2004b). Este estudio pretendia demostrar si otras
especies de Heliconias, como H. latispatha Benth 'y
H. wagneriana Petersen también poseen actividad
frente al veneno de B. asper.

MATERIALES Y METODOS

Venenos y Extractos

El veneno fue una mezcla homogénea, obteni-
da por ordefio manual de 40 especimenes adultos
de B. asper procedentes de los departamentos de
Antioquia y Chocd, mantenidos en cautiverio en
el Serpentario de la Universidad de Antioquia. El
veneno fue centrifugado, el sobrenadante liofilizado
y congelado a -70° C hasta su uso.

H. curtispatha fue colectada en las comunidades
rurales de la costa pacifica (Nuqui, Bahia Solano),
su ntimero de archivo en el Herbario de la Universi-
dad de Antioquia es RF 6486 (Otero Ret al, 2000c¢);
H. latispatha y H. wagneriana tueron colectadas en
Barbosa (Antioquia, Colombia). El material vegetal
(rizomas) se sec6 a 38°C por dos dias, una vez seco
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tue molido y percolado con etanol al 96% durante
48 horas. Los extractos se concentraron al vacio
hasta sequedad, finalmente el residuo se liofilizé y
congel6 hasta su uso.

Inhibicién de la actividad hemolitica indirecta

Se utilizé el método de agarosa - yema de huevo
— eritrocitos, descrito por Gutiérrez et al. (Gutié-
rrez JM 1988). Se definié como dosis hemolitica
indirecta minima (DHmI) del veneno de B. asper,
aquella que genera un halo de hemélisis de 20 mm
de didmetro, después de 20 horas de incubacion.
Los ensayos de inhibicién se llevaron a cabo in-
cubando mezclas de cantidades variables de cada
extracto con una DHIm del veneno a 37°C por 30
minutos. La hemdlisis se evalué como se describié
previamente. Los experimentos fueron realizados
por triplicado.

Inhibicion de la actividad proteolitica sobre
la caseina

Se siguid la técnica descrita por Lomonte y
Gutiérrez (Lomonte B et al, 1983). En resumen,
a dos mililitros de caseina al 1 % en PBS, pH 7.2
se les adicioné un mililitro de solucién que con-
tenfa cantidades variables de veneno de 0.02 a 2.0
mg/ml; la reaccién fue detenida con la adicién de
icido tricloroacético al 5 %, se dejé en reposo 30
minutos, finalmente los tubos fueron centrifuga-
dos a 3500 RPM por 10 minutos. La absorbancia
del sobrenadante fue determinada a 280 nm en un
espectrofotémetro contra un blanco de reactivos.
La dosis proteolitica minima (DPm) es aquella
que causa un cambio de 0.5 en la absorbancia con
respecto al control negativo, (DPm 1.5 mg para el
veneno de B. asper). Las pruebas de inhibicion se
realizaron preincubando a 37 °C mezclas de can-
tidades variables de cada extracto con una DPm
durante 30 minutos. Finalmente, a estas mezclas se
les determind la actividad proteolitica de acuerdo
al método descrito previamente. Los experimentos
tueron realizados por triplicado.

Inhibicion de la actividad coagulante

La actividad coagulante se determind por el
método descrito por Theakston y Reid (Theaks-
ton, RDG. et al, 1983). Las pruebas de inhibicién
se efectuaron preincubando a 37°C un microgra-
mo de veneno de B. asper disuelto en 50 ul de PBS
pH 7.2, con diferentes cantidades (0.25 -20ug) de

cada uno de los extractos, durante 30 minutos.
La mezcla fue adicionada a 300 ul de plasma y el
tiempo para su coagulacién fue registrado. Los
experimentos fueron realizados por triplicado.

Electroforesis SDS-PAGE

La electroforesis se realizé sobre geles de po-
liacrilamida al 15% en condiciones no reducidas,
como lo describe Laemmli (Laemmli, U K. 1970).
Cuarenta ug de veneno se incubaron con 400 ug de
cada extracto durante 30, 60 y 120 minutos a 37°C
y se corrieron en una cimara Mini Protean-11° de
BioRad durante 60 minutos a 150 voltios. Veneno
solo fue incubado en los mismos tiempos y corrido
en las mismas condiciones. Las proteinas fueron
coloreadas empleando azul de Coomasie R 250.

Westernblotting

Las proteinas separadas en la electroforesis fue-
ron transferidas a una membrana de nitrocelulosa
2200 mA. Las membranas fueron bloqueadas uti-
lizando una solucién de caseina al 1% y albamina
al 1% en PBS pH 7.2. Posteriormente, fueron incu-
badas durante 2 horas con el antiveneno polivalente
(antilachésico, anticrotilico y antibothrépico), pro-
ducido en el instituto Clodomiro Picado, San José
de Costa Rica, lote: 3450403LQ, en una dilucién
1/250. Después de lavar, se incub6 durante una hora
con una solucién de IgG de conejo anti-IgG de
caballo conjugada con peroxidasa en una dilucién
1:2000. Las membranas se revelaron utilizando
2-cloronaftol como sustrato.

Analisis estadistico

Se realiz6 un ANOVA de una via seguido por
un test de Dunnet para comparar los controles
positivos (veneno solo) realizados en cada prueba
con los resultados obtenidos de la mezcla de cada
extracto con el veneno. Todos los ensayos fueron
realizados por triplicado y los resultados se expre-
saron como la media = S.E.M (error estindar de
la media). Se consideraron diferencias significativas
cuando p<0.05.

RESULTADOS

Inhibicion de la actividad coagulante

Un microgramo de veneno indujo coagulacién
del plasma en 20.9 + 0.53 segundos. Cuando el
veneno se preincubd con cada uno de los extractos
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en una relacién veneno: extracto de 1:10, se ob-
servé un aumento en el tiempo de coagulacién;
siendo mds activo el extracto de H. curtispatha
(Véase figura 1). Asi mismo, este extracto pre-

VITAE

sentd una concentracion inhibitoria 50 (IC,) muy
baja, seguido por el de H. latispatha. El extracto de
H. wagneriana presento una IC, superior a 20 ug
(Véase tabla 1).
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Figura 1. Inhibicién del efecto coagulante inducido por el veneno de B. asper
por extractos de H. latispatha, H. wagneriana y H. curtispatha.

Tabla 1. Inhibicién de los efectos coagulante, hemolitico indirecto y proteolitico inducidos por el veneno de
B. asper por extractos de H. latispatha, H. wagneriana y H. curtispatha.

% de inhibicion/ prueba
Extracto
Coagulante (IC,,)° | Hemolitica 1:10° | Hemolitica 1:20 | Proteolitica 1:1° | Proteolitica 1:2
Heliconia cutispatha 2.12+0.06 100 = 0*** 100 = 0*** 35.15+0.379*** | 94.95+ 1.322***
Heliconia wagneriana 17.26+ 0,9 4.226 + 1.409 10.63 + 1.475*** | 10.23 £ 2.229*** | 44.03 £ 0.9165"**
Heliconia latispatha > 20 14.61 + 2.688*** | 15+ 0.9449*** 9.91 £ 0.8059*** | 26.71 + 0.6285***

*** Ensayos en los que se determiné diferencia significativa entre el respectivo control y el extracto después de realizar un ANOVA de una via

seguida por un anilisis de Dunnet (p<0.05).

a

la dosis coagulante usada en el experimento.

Inhibicion de la actividad hemolitica indirecta

La dosis hemolitica minima indirecta (DHIm)
del veneno de B. asper fue de 2.2 ug. Cuando el ve-
neno se preincubd con los extractos de H. latispatha
y H. wagneriana en una relacién veneno: extracto
de 1:10, mostraron una inhibicién de este efecto
del 14.6 = 2.7% y 4.2 = 1.4% respectivamente.
Cuando la relacién veneno:extracto fue de 1:20 los

Se utilizé una dosis coagulante 1 ug de veneno de B. asper. La concentracién inhibitoria 50 de cada uno de los extractos estd definida para

Se utilizé una dosis hemolitica minima indirecta (DHmI) de 2.2 ug de veneno de B. asper.
Se utiliz6é una dosis proteolitica minima de 1.5 mg de veneno de B. asper.

porcentajes de inhibicién se incrementaron a 15 =+
0.9%y 10.6 = 1.5% respectivamente. El extracto de
H. curtispatha inhibi6 en un 100% el efecto hemoliti-
co indirecto en las relaciones ya mencionadas. Estas
diferencias fueron estadisticamente significativas
en todos los casos, excepto cuando se comparé el
control positivo con el extracto de H. wagneriana en
una relacién 1:10 (Véanse figura 2 y tabla 1).
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Figura 2. Inhibicién del efecto hemolitico indirecto inducido por el veneno de B. asper por extractos de
H. latispatha, H. wagneriana y H. curtispatha.

La dosis hemolitica minima indirecta (DHmI) fue de 2.2 ug, la cual es la dosis que induce un halo de hemdlisis de 20 mm. Mezclas de cada
extracto fueron incubadas con una DHmI en una relacién 1:10 y 1:20. Los resultados se muestran como la media = SEM de tres ensayos.

Hokok p <().05.

Inhibicion de la actividad proteolitica

Los extractos de H. curtispatha, H. latispatha y H.
wagneriana inhibieron el efecto proteolitico inducido
por el veneno en un 35.2 + 0.4, 10.2 £+ 2.2y 99 =+
0.8% respectivamente, cuando se empled una rela-
cién veneno: extracto de 1:1. Sin embargo, cuando la
relacién veneno: extracto se modificé a 1:2 se obtuvo
una inhibicién del 95 + 1.3%, 44 £ 09y 26.1 =
0.65% respectivamente (Véase figura 3). EEANOVA
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Figura 3. Inhibicién del efecto proteolitico inducido
por el veneno de B. asper por extractos de
H. latispatha, H. wagneriana y H. curtispatha
La dosis proteolitica minima (DPm) del veneno fue de 1.5 mg. Mezclas
de cada extracto con una DPm fueron incubadas en una relacién 1:1y

1:2. Los resultados se muestran como la media = SEM de tres ensayos.
ok <0).05.

indicé diferencia significativa en todos los casos
(Véase tabla 1). Adicionalmente, se observé que
H. curtispatha y H. wagneriana por si solas (controles
negativos), mostraron una actividad proteolitica
alta cuando se compararon con el control positi-
vo; para los tres extractos se determiné diferencia
significativa con respecto a dicho control (Véase
tigura 4).
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Figura 4. Actividad proteolitica del veneno de
B. asper y H. latispatha, H. wagneriana y H. curtispatha.

El control positivo fue una dosis proteolitica minima (DPm) de veneno
que equivale a 1.5 mg. Cada uno de los extractos fue utilizado en una
cantidad de 3.0 mg. Los resultados se muestran como la media = SEM
de tres ensayos. *** p<(0.05 con respecto a los controles positivo y
negativo, respectivamente.
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Electroforesis y western blotting

La electroforesis de proteinas en geles de polia-
crilamida, mostré que el extracto de H. curtispatha
induce una degradacién de todas las bandas de
proteina del veneno (Véase figura 5), mientras que
el extracto de H. latispatha produjo solamente una
disminucién en la intensidad de algunas bandas de
proteinas del veneno, especialmente las que tienen
una masa molecular entre 95y 110 KDay las de 14
KDa. El extracto de H. wagneriana solamente redujo
la intensidad de las bandas con pesos moleculares de
95y 110 KDa (Véase figura 5). Estos efectos fueron
dependientes del tiempo de incubacién, es decir a
mayor tiempo, mayor disminucién en la intensidad
de las bandas (Véase figura 6). En el westerblott se
observé que la mezcla del veneno con los extractos
de H. latispatha y H. wagneriana no disminuia el
reconocimiento de las bandas de proteina por el
antiveneno (Véase figura 6). Asi mismo, aunque el
extracto de H. curtispatha indujo una degradacién
de las proteinas del veneno, se evidencié que el
antiveneno lograba reconocer algunos productos
de esa degradacién (Véase figura 7).

KDa
97.4
66

45

31

21

Figura 5. SDS-PAGE del veneno de B. asper después
de 30 minutos de incubacién con los extractos
en una relacién de 1:10.

MW: Marcadores de peso molecular 97.4, 66, 45,31,21y 14.4 KDa. L:
H. latispatha. W: H. wagneriana. C: H. curtispatha. V: Veneno completo.
Las flechas sefialan las bandas de proteina donde se observan cambios
en relacién con el veneno solo.
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Figura 6. SDS-PAGE del veneno de B. asper
preincubado a diferentes tiempos con cada extracto.

MW: Marcadores de peso molecular 97.4, 66, 45, 31, 21 y 14.4 KDa.
W: Heliconia wagneriana. L: Heliconia latispatha. V: Veneno completo.
Mezclas de de los extractos con el veneno en relacion 1:10 fueron
incubadas por a. 120, b. 60 y ¢. 30 minutos.
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Figura 7. Western Blotting del veneno de B. asper
después de 30 minutos de incubacién con los extractos
en una relacién de 1:10.
MW: Marcadores de peso molecular 97.4, 66, 45, 31, 21 y 14.4

KDa. W Heliconia wagneriana. L: Heliconia latispatha. V: Veneno solo.
C: Heliconia curtispatha.

DISCUSION

Varias investigaciones han reportado la presen-
cia de actividad antiofidica en diversas plantas. El
extracto de Eclipta prostrata y su componente we-
delolactona, inhibid in vitro el efecto hemorragico
del veneno de Bothrops jararaca, Bothrops jararacussu
y Lachesis muta (Melo P et al, 1999), asi como el
efecto letal y miotoxico de Crotalus durissus terrificus
(Mors WB et al. 1989). Asi mismo, los extractos
de las raices de Hemidesmus indicus, Pluchea indica,
Vitex negundo, Emblica officinalis y Aristolochia indica,
neutralizaron in vitro e in vivo el efecto hemorragi-
co inducido por el veneno de Vipera russellii, Echis
carinatus, Naja naja, Ophiophagus hannah (Alam M
et al, 1995). Un compuesto aislado de la raiz de
Hemidesmus indicus, denominado HI-RVIF, al ser
administrado via intravenosa a ratones, demostré
inhibicién significativa de los efectos letal, hemo-
rragico y desfibrinante del veneno de Vipera russellii
(Alam, M. et al, 1994). El mecanismo de inhibicién
de los efectos toxicos de los venenos por extractos
completos atin no es conocido, pero se sugiere
que esta accién puede ser la suma de uno o varios
efectos, mediados ya sea por uno o un grupo de
compuestos del extracto (Gowda, T. 1997). Los
extractos de Piper peltatum y P. umbellatum inhibie-
ron la actividad enzimitica de la miotoxina I del
veneno de Bothrops atrox; uno de sus compuestos,
el 4-nerodilcatecol, demostré una reduccién en
la actividad enzimaitica y de los efectos miotdxico
y edematizante inducidos por esta toxina; de este
compuesto se demostré que inducia modificacio-
nes de tipo covalente en la molécula de miotoxina
(Nunez et al, 2005).
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El mecanismo de accién de los extractos de heli-
conias no es claro adn, pero los cambios observados
en el patrén electroforético y en el westernblotting
del veneno inducidos por el extracto de H. curtis-
patha sugieren una accién proteolitica inespecifica,
la cual se hizo evidente en los ensayos de actividad
sobre la caseina, en los cuales el extracto mostrd
alta capacidad de degradacién de la proteina men-
cionada; no obstante esta protedlisis deja algunos
fragmentos que contienen algunos epitopes que
pueden ser reconocidos por el antiveneno. Es
interesante anotar que el mecanismo de accién
para los extractos de H latispatha y H wagneriana
no parece ser el mismo, ya que sélo indujeron
una leve disminucién en la intensidad de algunas
bandas de proteina.

El extracto de H. wagneriana presenté un mayor
porcentaje de inhibicién sobre la actividad proteo-
litica inducida por el veneno de B. asper, que el de
H. latispatha. Este efecto podria estar relacionado
con los cambios inducidos por este extracto sobre
las proteinas de alto peso molecular (95y 110 KDa)
del veneno, evidenciado en el patrén electroforético.
Entre los componentes del veneno que tienen este
rango de masa molecular estdn algunas proteasas,
como las hemorraginas, que son metaloproteasas,
cuyo peso molecular varfa ente 20 y 100 KDa (Ka-
miguti A et al, 1996; Bjarnason ] et al, 1994; Bjar-
nason J et al, 1988/89); algunas de estas enzimas ya
han sido aisladas de la especie B. asper (Borkow G
et al, 1993; Franceschi A et al, 2000; Gutiérrez JM
etal, 1995b), y son las responsables de efectos t6xicos
como hemorragia, edema, dermonecrosis, inhi-
bicién de la agregacién plaquetaria, mionecrosis,
entre otros (Gutiérrez JM et al, 2000) y gran parte
de su mecanismo de accién estd mediado por la
protedlisis, la cual es dependiente de zinc; por ello
serfa importante evidenciar, en trabajos futuros, la
presencia de sustancias quelantes en este extracto.

Otras enzimas presentes en el veneno de B. asper
son las fosfolipasas A,, que hidrolizan fosfolipidos
en la posicién sn2 liberando dcidos grasos y lisofos-
folipidos. Estas enzimas son responsables de efectos
como neurotoxicidad, cardiotoxicidad, anticoagu-
lacién y mionecrosis, entre otros (Chang, C. 1985.
Gowda, T. 1997). La actividad enzimitica de estas
proteinas puede ser evaluada por varios métodos,
entre ellos el de hemdlisis indirecta. El extracto de
Heliconia latispatha mostré un mayor porcentaje de
inhibicién de la actividad hemolitica indirecta del

veneno de B. asper, que el de H. wagneriana; asi mis-
mo, este extracto indujo cambios, principalmente
en las proteinas de 14 KDa, el cual corresponde a
la masa molecular de las fosfolipasas A,.

El estudio demostré que aunque las tres plantas
pertenecen a la familia Heliconeaceae, no presen-
tan la misma capacidad inhibitoria de los efectos
toxicos inducidos por el veneno de B. asper; esto
podria estar relacionado con diferentes mecanis-
mos de inhibicién. En conclusidn, los extractos de
H. latispatha y H. wageneriana presentan diferencias
en su capacidad inhibitoria dependiendo del efecto
sobre el cual se evalie; esto quizis esté relacionado
con su efecto sobre una u otra clase de toxina. En
un trabajo realizado por Da Silva (Da Silva J et al,
2007) se evidencié un fenémeno similar, donde los
compuestos denominados macrolobina A (Saponina
triperpenoide) y macrolobina B (Triterpeno), obte-
nidas del extracto de Pentaclethra macroloba, inhibie-
ron en mayor proporcion el efecto hemorragico que
el efecto miotdxico. Trabajos futuros son necesarios
para el aislamiento de las moléculas responsables de
los efectos inhibitorios sobre el veneno, ya que el
hallazgo de estas sustancias permite profundizar en
los mecanismos de accién de las toxinas y posibilita
el desarrollo de productos farmacéuticos que mejo-
ren el prondstico del accidente ofidico.
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