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RESUMEN

Algunas especies de la familia Heliconaceae han demostrado capacidad neutralizante parcial/total de las
actividades letal, hemolitica indirecta, hemorrigica, proteolitica, coagulante, mionecrosante y edematizante
del veneno de Bothrops asper (mapana equis). Este trabajo evalda dos especies de heliconias: Heliconia
psittacorum y Heliconia rostrata, contra las actividades hemolitica indirecta, proteolitica y coagulante del
veneno de B. asper; sin que ninguna de ellas ejerza inhibicién sobre la actividad hemolitica indirecta y
proteolitica. Por el contrario, sus extractos retardan el efecto coagulante del veneno con respecto al control
positivo hasta 45.59 segundos. Al realizar el perfil electroforético, se observa una banda perteneciente al
extracto de H. psittacorum, y ademis se evidencia disminucién y aumento en la intensidad de algunas bandas
(66y 31 KDa respectivamente), que pueden indicar una posible degradacién por parte de los extractos. La
evaluacion fitoquimica de los extractos muestra la presencia de metabolitos primarios de caricter gltiicido
y protéico; y secundarios como compuestos fendlicos, terpenoides y cumarinas, algunos de los cuales
han sido reportados en otras especies vegetales como responsables de la actividad antiofidica.

Palabras clave: Bothrops asper, Heliconiaceae, compuestos fendlicos, cumarinas, actividad coagulante.

ABSTRACT

Some Heliconiaceae family species, had demonstrated to be eftective neutralizing partial or totally the
lethal, indirect hemolytic, hemorrhagic, proteolytic, clotting, miotoxic and edema-forming activities
from the Bothrops asper (mapand equis) venom. This work evaluates two species of heliconias: Heliconia
psittacorum and Heliconia rostrata against the indirect hemolytic, proteolytic and clotting activities induced
by B. asper without any inhibitory effect on the indirect hemolytic and proteolytic effects. On the contrary,
the extracts retard the venom clotting effect with regard to the positive control up to 45.59 seconds. In
the electrophoretic profile a band belonging to the H. psittacorum is observed, moreover a decrease and
increase in the intensity of some bands (66 y 31 KDa respectively) possibly indicate its degradation by
the extracts. The phytochemical evaluation of the extracts shows the presence of primary metabolites
as glucids and proteins; and secondary metabolites as phenolics compounds, terpenoides and cumarins,
some of them reported in others vegetal species as responsible of the anti-ophidian activity.

Key words: Bothrops asper, Heliconiaceae, phenolic compounds, cumarins, clotting activity.
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INTRODUCCION

En América Latina, cerca del 90% de las morde-
duras de serpiente son ocasionadas por serpientes del
género Bothrops (1,2 ), cuyos venenos inducen efectos
locales y sistémicos como mionecrosis, hemorragia,
desordenes hemostaticos y nefrotoxicidad (2-4); una
de ellas, Bothrops asper (mapand), es en Colombia
la causante del 70 al 90% de los 3.000 accidentes
reportados cada ano, dejando secuelas en el 5% y
ocasionando la muerte en el 6% de los casos (4-6).

Durante varios siglos, la medicina tradicional ha
utilizado plantas para el tratamiento de los acciden-
tes ofidicos como alternativa primaria al tratamiento
especifico debido a factores culturales, dificultades
geogrificas, la escasa disponibilidad de los antive-
nenos en zonas alejadas y una limitada efectividad
del tratamiento especifico para neutralizar algunos
efectos locales como hemorragia, edema y mione-
crosis originados por los venenos de viboras (7-9).

A nivel mundial se han reportado mis de 700
plantas usadas como antiofidicas (10-14), y en
Colombia, donde el 60% de las mordeduras son
atendidas inicialmente por curanderos o chamanes,
se usan al menos 100 especies de plantas medici-
nales en diferentes formas, de acuerdo al estado
clinico del paciente (3, 4, 12). El extracto de una
de estas plantas (Heliconia curtispatha) demostré ser
efectivo para neutralizar el efecto letal, hemolitico
indirecto, hemorrigico, proteolitico, coagulante,
mionecrosante y edematizante de los venenos de
Bothrops asper, Lachesis muta, Crotalus durissus cuma-
nensis y Micrurus mipartitus (11,13, 15-17), propiedad
que no es exclusiva de esta especie, pues se conoce
la capacidad neutralizante parcial o total de otras
heliconias sobre las actividades letal, hemolitica
indirecta, hemorrigica, proteolitica, coagulante,
mionecrosante y edematizante del veneno de Bo-
throps asper (17, 11).

Por la frecuencia de este tipo de accidentes y la
amplia biodiversidad colombiana, se pretende veri-
ficar si las capacidades neutralizantes se encuentran
en otras especies de heliconias, tales como la Helico-
nia psittacorum y la Heliconia rostrata y ademas, realizar
una evaluacién fitoquimica preliminar de algunos
metabolitos primarios y secundarios, pues es poco
lo que se conoce sobre la composicién quimica de
estas plantas y se hace necesario buscar en nuestro
territorio, especies vegetales promisorias que pue-
dan servir como coadyuvantes para el tratamiento
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de las mordeduras de serpiente, especialmente de
la mapani equis (18).

MATERIALES Y METODOS

Venenos y extractos

Rizomas de H. rostrata y H. psittacorum, colecta-
dos en la ciudad de Medellin, Colombia, una vez
secos (38°C), molidos, percolados con etanol al 96%
durante 48 horas, son concentrados al vacio hasta
sequedad en un producto sélido, y congelados a
-20° C. La disolucién de estos extractos para las
pruebas bioldgicas se llevé a cabo utilizando como
diluyente Buffer de fosfatos (PBS) pH: 7.2, agitacién
en vortex (2 min) y ultrasonido (previo a la prein-
cubacién con el veneno) 30 min. Para tal efecto se
utilizé un bano de ultrasonido marca Fisher Scien-
tific modelo FS 140, con capacidad para 12 litros sin
calentamiento, operando a 40 kHz.

El veneno utilizado es una mezcla homogénea
obtenida del ordefio manual de 40 especimenes
adultos de B. asper de los departamentos de An-
tioquia y Choc6, mantenidas en cautiverio en el
Serpentario de la Universidad de Antioquia. Luego
de ser centrifugada (580 g, 10 min) su sobrenadante
es liofilizado y congelado a -70° C hasta su uso.

Inhibicion de la actividad hemolitica
indirecta

Utilizando diferentes relaciones de veneno: ex-
tracto (1:10; 1:20) y preincubacién por espacio de 30
minutos (37°C) con una Dosis Hemolitica indirecta
minima (DHim) del veneno de B. asper (2.2 ug), se
verifica la inhibicién de la actividad hemolitica indi-
recta por comparacién, tras 20 horas de incubacién
con el halo de hemdlisis (20 mm) causado por la
DHim, segtin el método agarosa - yema de huevo
— eritrocitos, descrito por Gutiérrez et al (19).

Inhibicion de la actividad coagulante

Se mezclan e incuban (30 min/37°C) 1.0 ug
de veneno de Bothrops asper con 10 ug de cada
uno de los extractos, disueltos en 50 uL de PBS
(pH 7.29), antes de su adicién a 300 uL de plasma,
y el correspondiente tiempo de coagulacién se
registra, como lo establece el método descrito por
Theakston y Reid (20). Se utilizan como controles
tanto el veneno como los extractos.
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Inhibicién de la actividad proteolitica

Utilizando como control positivo una DPm
(Dosis Proteolitica minima de 6.0 ug para el ve-
neno de B. asper), se preincuban (30 min/37°C)
diferentes relaciones de veneno: extracto (1:2; 1:10);
en la prueba de inhibicién, 100 uL de azocaseina
(10mg/mL) y 20 uL de la mezcla veneno:extracto se
incuban (90 min/37° C) previo a la adicién de dcido
tricloroacético al 5% para detener la reacciéon. Una
vez logrado este objetivo, los tubos son centrifuga-
dos (2.000 rpm/5 min) y 100 uL de sobrenadante
son transferidos a pozos de platos de 96 pocillos
de fondo plano en los que posteriormente se agre-
gan 100 uL de NaOH 0.5M antes de la lectura de
la absorbancia a 280 nm en un lector de ELISA
(AWARNESS, Stat Fax 3200) contra un blanco
de reactivos, segtn el micrométodo de azocaseina
propuesto por Wang et al (21)

Evaluacion fitoquimica preliminar

El anilisis fitoquimico preliminar de los rizomas,
para la deteccién de metabolitos secundarios como al-
caloides, lactonas, esteroides y/o terpenoides, flavonoi-
des, naftoquinonas, antraquinonas, saponinas, taninos
y cumarinas, se realiza de acuerdo con los métodos
propuestos por Sanabria (22) y Dominguez (23).

Cuantificacion de carbohidratos totales

Para calcular el contenido total de carbohidratos,
como gramos de glucosa, se utiliza una curva de
calibracién preparada con este carbohidrato, segtin
el método colorimétrico descrito por Dubois et al
(24), utilizando fenol/acido sulftrico.

Cuantificacion de fenoles totales

Los extractos se evaltan por espectrofotometria
a una A de 725 nm, utilizando el método de Folin-
Ciocalteau (25), calculando el porcentaje total de
compuestos fendlicos en una curva de calibracién
preparada con 4cido tdnico.

Cuali-cuantificacién de proteinas (SDS-
PAGE)

La cuantificacién de proteinas se realiza aplicando
el método de Bradford modificado por Spector (26),
sobre una curva de calibracién que utiliza albtimina
bovina como estindar (15.63-1000.00 ug/uL) y
registrando las absorbancias a una longitud 595 nm.
Adicionalmente, 40 ug de veneno preincubados con
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400 pg de cada extracto (30 minutos/37°C), dis-
puestos sobre geles de poliacrilamida (SDS-PAGE,
15%) en una cimara Mini Protean®, de BioRad
(60 min/150 voltios) bajo condiciones no reducidas
(27), permite cualificar la accién sobre el veneno y
establecer un perfil electroforético preliminar del
contenido proteico de los extractos. Una vez fijadas
las proteinas, son coloreadas con azul de Coomasie 'y
con nitrato de plata (Kit 161-0449, BIO-RAD).

Analisis estadistico

Todos los ensayos fueron realizados por tripli-
cado. Se expresan los resultados como la media *
S.E.M (error estindar de la media) y se realiza un
andlisis de varianza de una via, seguido por un test
de Bonferroni, para determinar diferencias entre el
grupo control y los grupos problemas, asumiendo
las diferencias significativas cuando p< 0.05.

RESULTADOS

Inhibicion de la actividad hemolitica
indirecta, proteolitica y coagulante.

Los extractos de las dos heliconias no inhibieron
el efecto hemolitico indirecto y proteolitico a las
diferentes relaciones de veneno:extracto utilizadas
(1:2; 1:10 y 1:20). Contrario a esto, ambos extractos
presentan inhibicién significativa de la actividad
coagulante, siendo el extracto de H. psittacorum el
que reporté mayor actividad inhibitoria (Véase fi-
gura 1). El tiempo de coagulacién registrado por el
control, fue negativo en todos los casos y superior
a 480 segundos.

Inhibicién de la actividad coagulante
I Control
I H. psitacorum o —
C—IH. rostrata 30

50+

40-

30

204

Tiempo en segundos

10

0_

Figura 1. Inhibicién de la actividad coagulante del vene-
no de Bothrops asper por el extracto etanélico de rizomas
secos de H. psittacorum y H. Rostrata, relacién 1:10. ***
P<0,001 con respecto al control positivo (veneno).
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Evaluacion fitoquimica preliminar

Segtn los resultados de la marcha fitoquimica
preliminar realizada a los extractos etandlicos_de
los rizomas de ambas Heliconias, los metabolitos
presentes son: esteroides y/o terpenoides, taninos y
cumarinas (Véase tabla 1).

Tabla 1. Resultados de la evaluacién fitoquimica
preliminar de rizomas de H. psittacorum y H. rostrata.
(+ presencia; - ausencia)

Metabolitos H. psittacorum H. rostrata
Alcaloides
. . + +
Esteroides y/o terpenoides
Flavonoides - -
Nafto y antraquinonas - -
Taninos ) B
Cumarinas
+ +

Cuantificaciéon de carbohidratos, fenoles y
proteinas totales

En general, el extracto de H. psittacorum presenté
niveles mis elevados comparado con el extracto de
H. rostrata (Véase tabla 2), excepto en el momento
de la cuantificacion de carbohidratos, donde el ex-
tracto de H. rostrata presenta niveles un poco mis
altos (Véanse figura 2y 3).

Tabla 2. Cuantificacién de carbohidratos, fenoles
y proteinas totales en los extractos de Heliconia
psittacorum 'y Heliconia rostrata.

Carbohidratos 1;‘:;211:: Proteinas
EXTRACTO Totales o) o
(g/mL de glucosa) (% acido (hg/mL)
& tanico)
H. psittacorum 1.331£0.022 5.31 138.8+7.88
H. rostrata 1.364 + 0.000 3.18 254+2.4
6_ *kk
—_— H. psittacorum
5 H. rostrata

E~Y
1

Porcentaje
» @
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0

Figura 2. Porcentaje de compuestos fendlicos determi-
nados por el método de Folin-Ciocalteau de los extractos
etandlicos de rizomas secos de H. psittacorum y H. rostrata.

***P<(),001 comparado con el extracto de H. rostrata.
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Figura 3. Cuantificacién de proteinas, determinadas
por el método de Bradford, de los extractos etandlicos
de rizomas secos de H. psittacorum y H. rostrata.
***P<0,001 con respecto al extracto de H. rostrata.

Cualificacion de proteinas (SDS-PAGE)

En la electroforesis de proteinas en geles de po-
liacrilamida se observé que H. rostrata y H. psittaco-
rum provocaron una disminucién en la intensidad de
las bandas de proteina del veneno de peso molecular
cercano a 66 KDa, aumento en la intensidad en las
bandas que se encuentran cerca de los 31 KDa y
por debajo de 66 KDa. Ademds, el extracto de H.
psittacorum presenta una banda que se encuentra
por debajo de los 14 KDa, que no pertenece a las
proteinas del veneno (Véase figura 4). En una
electroforesis posterior realizada al extracto de esta
planta sola, se evidencia la presencia de esta banda,
confirmando su procedencia vegetal (Véase figura
5). Revelando con plata, método altamente sensible
para detectar proteinas en geles de poliacrilamida
(~0.1 ng/mm?), se observan las mismas bandas
que con el revelado con azul de Comassie para los
extractos solos (resultados no mostrados).

GTAEDA =

6 KD - = -
4% KDa

. =
31 KDa
Z1 KDa
1 T

Ity A B C

Figura 4. SDS-PAGE revelados con azul de Comassie
del veneno de B. asper después de 30 minutos de incu-
bacién con los extractos en una relacién de 1:10. MW
Marcadores de peso molecular 97.4, 66, 45, 31,21y 14.4
KDa. A: H. psittacorum. B: H. rostrata. C: Veneno com-
pleto. Las flechas sefialan las bandas de proteina, donde
se observan cambios en relacién con el veneno solo.
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Figura 5. SDS-PAGE de los extractos de Heliconias
revelados con azul de comassie. MW: Marcadores de
peso molecular 97.4, 66, 45, 31, 21 y 14.4 KDa. A-B:
H. psittacorum. C-D: H. rostrata. Las flechas sefialan las
bandas de proteina que se observan en esta planta.

DISCUSION

Las plantas constituyen una fuente muy im-
portante de compuestos bioldgicamente activos.
En muchos paises, en diferentes investigaciones,
se ha reportado la presencia de actividad antio-
fidica en diversas plantas, como los extractos de
Ecipta prostrata (28-30), Casearia sylvestris y Casearia
mariquitensis (31-33), Bixa orellana (18), Heliconia
curtispatha (11,12), por mencionar solo algunas, que
neutralizaron eficazmente los efectos toxicos de
los venenos de diferentes serpientes con diferentes
mecanismos de accidn.

En la literatura cientifica y en bases de datos
consultadas (NAPRALERT®, Duke), no se encon-
traron articulos relacionados con la composicién
metabdlica de los rizomas de Heliconia psittacorum
y Heliconia rostrata. En este trabajo se reporta, en
ambos extractos, la presencia de carbohidratos,
proteinas, compuestos fendlicos (cumarinas) y
compuestos esteroidales, presentando el extracto
de H. psittacorum los mayores contenidos. S6lo en la
cuantificacién de carbohidratos totales, la H. rostrata
presentd niveles un poco mis elevados de este tipo
de metabolito. En cuanto al contenido proteico, la
H. psittacorum presenta una diferencia significativa
de valores respecto a la H. rostrata (p<0.001), lo cual
guarda relacién con los resultados obtenidos en las
electroforesis de los extractos, ya que en el extracto
de H. psittacorum se observa una banda por debajo
de los 14.4 kDa y una banda profusa entre los 31
y 66 kDa, cuando se colorean estas bandas en am-
bas tinciones, lo que significa que corresponden a
compuestos protéicos puesto que la plata tiene una
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alta especificidad por las proteinas, y por lo tanto,
la prueba de confirmacién se realiza dado que el
azul de Comassie puede presentar falsos positivos
con compuestos fendlicos (presentes en ambos
extractos). Los cambios observados en el patrén
electroforético cuando se preincuba el veneno de
B. asper con los extractos de ambas heliconias, re-
tlejan una posible fragmentacién de proteinas con
peso molecular cercano a 66 kDa, depositadas en la
region cercana a los 30 KDa y 60 kDa, explicando
el aumento y la disminucién de intensidad de estas
bandas. Entre los péptidos del veneno encontrados
en este rango de peso molecular, se encuentran las
metaloproteinasas, que varfan su peso molecular
de 24 2 100 kDa y son las enzimas responsables de
alterar el sistema hemostitico, provocando princi-
palmente hemorragias, coagulopatias, entre otros
efectos téxicos. (34-36).

Para el caso de las heliconias, el mecanismo de
la accién inhibitoria no es claro atin, pero la pre-
sencia de cumarinas, compuestos esteroidales y el
porcentaje de compuestos fendlicos hallados en cada
extracto, podria indicar una interaccién entre las
toxinas con los compuestos fendlicos y esteroidales
de los extractos por medio de enlaces moleculares
débiles formando puentes de hidrégeno entre estos,
y/o sugerir la quelacién de iones que son necesarios
como cofactores de enzimas involucradas en el pro-
ceso de coagulacion, tales como las metaloproteasas,
toxinas que dependen de la presencia de Zn** para
expresar su actividad catalitica (34, 36).

De manera similar, en otras especies de he-
liconias, como H. curtispatha, H. wagneriana y H.
latispatha, que han resultado inhibidoras de la acti-
vidad coagulante del veneno de B. asper (17), se ha
detectado la presencia de cumarinas, de compuestos
esteroidales y fenélicos sin un mecanismo de accién
establecido, donde se sugiere igualmente este tipo
de interacciones moleculares con las toxinas o sus
cofactores.
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