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Resumen

]\]eurolaena lobata es utilizada tradicionalmente en Centroamérica para tratar la mordedura de serpiente, pero su
efectividad para contrarrestar el envenenamiento producido por Bothrops asper ha sido poco estudiada. Se evalud
la capacidad del extracto etandlico de sus hojas para inhibir las actividades proteolitica, fosfolipasa A, (PLA ; evaluada
como hemolisis indirecta) y coagulante del veneno in vitro. El material vegetal fue colectado en Izabal, Guatemala,
secado, se hicieron extracciones con etanol y se evaluo la presencia de actividades proteolitica, PLA y coagulante in-
trinsecas en ensayos de concentracion-actividad. Los efectos inhibitorios de la actividad proteolitica y PLA, del veneno
se evaluaron después de pre-incubar concentraciones variables del extracto con concentraciones fijas de veneno. La
inhibicion de la actividad coagulante del veneno no fue evaluada porque el extracto presentd actividad anticoagulante
intrinseca dependiente de la concentracion. El extracto inhibi6 completamente las actividades proteolitica (CE, = 15.7
pg/ul) y PLA, (CE,, = 32.5 pg/ul) del veneno. El andlisis fitoquimico utilizando ensayos macro y semimicrométricos de
cromatografia en capa fina, demostro la presencia de flavonoides, cumarinas, saponinas, taninos, sesquiterpenlactonas
y aceites esenciales en el extracto. Su efecto sobre las proteinas del veneno se evalu6 por electroforesis SDS-PAGE,
mostrando cambios en el patréon electroforético atribuidos a la formacion de complejos moleculares con los metabo-
litos del extracto. Los resultados indican que el extracto podria inhibir los efectos toxicos del veneno inducidos por
las metaloproteinasas dependientes de zinc (SVMPs) y PLA s, pero podria afectar las alteraciones en la coagulacion,

coadyuvando en la desfibrinogenacion inducida por el veneno.
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Abstract

]\]eurolaena lobata has been used by traditional healers in Central America to treat snakebite, but its ability to
neutralize Bothrops asper envenomations needs to be proved. This study evaluated the inhibitory potential of the
ethanolic extract of the leaves of N. lobata against proteolytic, phospholipase A, (PLA ) and coagulant activities of the
venom in vitro. Leaves were collected in Izabal, Guatemala, dried, extracted with ethanol and concentration-response
assays were conducted to detect intrinsic proteolytic, PLA, (evaluated as indirect hemolysis) and coagulant activities.
Assays for anti-proteolytic and anti-PLA, activities were performed after pre-incubation of several amounts of extract
with a fixed concentration of venom. Inhibition assay for the coagulant effect of the venom was not tested because
pre-incubation of thrombin with the extract prolonged the clotting time of plasma in a concentration-dependent manner.
Proteolytic (EC,, = 15.7 ug/ul) and PLA, (EC, = 32.5 pg/ul) activities of the venom resulted completely inhibited by
the extract. Phytochemical profiles, determined by micrometric assays and semi microanalysis by thin layer chro-
matography, showed the presence of flavonoids, coumarins, saponins, tannins, sesquiterpene lactones and essential oils
in the extract. SDS-PAGE was used to assess the action of the extract on the venom proteins. Results showed changes
in the electrophoretic profile, probably due to the formation of insoluble complexes with plant specialized metabolites.
These findings demonstrated that the extract could be able to inhibit toxic effects triggered by zinc-dependent snake
venom metalloproteinases (SVMPs) y PLA s but might aggravate the alterations induced by the venom in coagulation.
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Introduccion

El envenenamiento ofidico es un problema de
salud publica importante a nivel mundial y una de las
20 enfermedades desatendidas determinadas como
prioritarias por la Organizacion Mundial de la Salud
(WHO, 2017). En la region centroamericana ocurren
alrededor de 5,500 casos anuales, pero el nimero de
accidentes ofidicos podria ser mucho mayor, ya que
no se registran los casos que no son tratados en los
centros de salud (Chippaux, 2017; Gutiérrez, 2014). La
mayoria de los accidentes ofidicos son producidos por
la mordedura de la serpiente Bothrops asper (barba
amarilla, terciopelo o equis). El envenenamiento se
caracteriza por producir dafio tisular prominente en el
sitio de la mordedura, con manifestaciones que inclu-
yen edema, hemorragia y necrosis de tejidos blandos.
En casos mas graves se producen manifestaciones sis-
témicas, caracterizadas principalmente por sangrado,
coagulopatia, dafio renal y choque cardiovascular. En
algunos casos, el envenenamiento produce secuelas
fisicas a largo plazo, como desfiguracién o amputacion
(Gutiérrez, Escalante et al., 2009; Gutiérrez, Rucavado
et al., 2009). Estos efectos son el resultado de la ac-
cion de los componentes del veneno, principalmente
las metaloproteinasas dependientes de zinc (SVMPs),
fosfolipasas A, (PLA s) y serina proteinasas (SVSPs)
(Angulo & Lomonte, 2009).

Eltnico tratamiento validado para contrarrestar
el envenenamiento es la administracion intravenosa de
antivenenos, los cuales son efectivos para neutralizar
los efectos sistémicos, pero no tanto para contrarrestar
el dafio local, el cual aparece muy pronto después de
la mordedura y es irreversible, a menos que se trate a
tiempo el caso (Felix-Silva et al., 2017). El uso de an-
tivenenos presenta serias limitaciones en las regiones
rurales en donde ocurre la mayor parte de los acci-
dentes ofidicos, debido a que el acceso a los centros
de atencion médica es dificil y la disponibilidad de
antivenenos puede ser escasa. Por esta razén, muchos
de los envenenamientos ofidicos en la regién centroa-
mericana son tratados por curanderos tradicionales con
antidotos preparados con plantas medicinales nativas,
segun practicas ancestrales (Coe & Anderson, 2005;
Giovannini & Howes, 2017).

En la actualidad, la busqueda de antidotos pre-
parados con plantas se ha enfocado en la identifica-
cion de plantas de uso etnomédico que contrarresten
eficazmente la accion de los componentes del vene-
no que producen dafio local, tales como las PLA s y
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SVMPs del veneno de B. asper, ya que proporciona-
ria a la poblacion afectada una alternativa terapéutica
complementaria que podrian administrarse en el sitio
en donde ocurre el accidente, lograria disminuir las
secuelas del envenenamiento (Félix-Silva et al., 2017)
y permitiria que los afectados pudieran trasladarse a
tiempo a un centro de atencion hospitalaria para reci-
bir el tratamiento con antiveneno para neutralizar los
efectos sistémicos.

Existen al menos 208 especies vegetales en la
regidn centroamericana que se utilizan para este
propdsito, siendo los géneros Piper, Aristolochia,
Hamelia, Ipomoea, Passiflora 'y Peperomia los mas
frecuentemente reportados, aunque ain es necesario
realizar estudios clinicos que validen cientificamente
su efectividad terapéutica (Giovannini & Howes, 2017).
Neurolaena lobata (L.) R. Br. ex Cass, (Astereaceae)
(tres puntas, mano de lagarto, gavilana) es una de las
plantas de uso tradicional para tratar la mordedura de
serpiente en Centroamérica y Colombia (Giovannini &
Howes, 2017; Otero, Fonnegra et al., 2000; Saravia et
al., 2001). Es una planta encontrada en Centroamérica,
sur de México, el Caribe (Turner, 1982), asi como en
la region oeste de Colombia (Otero, Fonnegra et al.,
2000) y region norte de Brasil (Gracioso et al., 1998).
Diversos estudios reportan que extractos y fracciones
organicas de esta planta tienen propiedades antiulce-
rosas (Gracioso et al., 2000), antimicrobianas (Lentz
et al., 1998), antinociceptivas (Gracioso et al., 1998)
y antiinflamatorias (McKinnon et al., 2014; Walshe-
Roussel et al., 2013). Estas propiedades podrian expli-
car su uso tradicional como antiofidico, ya que podrian
contrarrestar los efectos locales del envenenamiento.
Ademas, también podria favorecer la posterior cica-
trizacion en el sitio de la mordedura, ya que el estudio
realizado por Nayak y colaboradores (2014) reportd
que la administracion topica del extracto etandlico de
las hojas N. lobata promovio la cicatrizacion cutanea
exitosa en un modelo animal, lo cual se atribuy? a la
capacidad de los taninos y saponinas de la planta para
contrarrestar la hemorragia, detener el crecimiento de
bacterias y acelerar el proceso de cicatrizacion.

Existen pocos estudios que validen la capacidad
de N. lobata para neutralizar los efectos del envene-
namiento por mordedura de las serpientes del género
Bothrops. En el estudio realizado por Castro y cola-
boradores (1999) en Costa Rica, el extracto etandlico
de N. lobata no mostro efecto neutralizante del efecto
hemorragico del veneno de B. asper en ratones, mien-
tras que en Colombia el extracto etanélico logrd una
inhibicion parcial (44%) de dicho efecto del veneno de
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B. atrox (Otero, Nufez et al., 2000). En el estudio rea-
lizado por Saravia y colaboradores (2001), se reporto
que en el norte de Guatemala se utilizan las hojas de
la planta para tratar el envenenamiento. Aunque no
existe una receta en comun en la preparacion, modo
de empleo y dosificacion, se reportd la administracion
oral de una infusion preparada con las hojas, asi como
la aplicacion sobre la mordedura de cataplasmas pre-
parados con las hojas usadas para hacer la infusion,
o bien, masticadas por el paciente junto con hojas de
tabaco (Hay, 2002). Aunque en la evaluacion prelimi-
nar de sus extractos acuoso y etanolico no se logro la
neutralizacion de los principales efectos del veneno
(Saravia et al., 2001), se encontré que potencialmen-
te podria neutralizar el efecto hemorragico local. Sin
embargo, también se encontrd que tenian actividades
intrinsecas que afectaban la hemostasia.

Dada la importancia clinica de estos hallazgos
y considerando los multiples usos tradicionales de N.
lobata en la region, en este estudio se dio continuidad
a la evaluacion de la eficacia del extracto etanolico
de sus hojas para inhibir las actividades proteolitica,
PLA y procoagulantes del veneno de B. asper, para los
cuales se preincubaron mezclas que contenian veneno
y extracto. Se identificaron los principales metabolitos
especializados presentes en la composicion quimica del

Figura 1
Mapa de colecta de Neurolaena lobata (L.) Cass
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extracto y se evaluod su accion sobre las proteinas del
veneno mediante electroforesis SDS-PAGE.

Materiales y Metodos

Colecta del material vegetal

La colecta se realizd con base en un muestreo
estratificado, preferencial y por conveniencia en el
departamento de Izabal, Guatemala (Carretera entre
la Ruidosa y Rio Dulce, Livingston, [zabal. N 15° 35
32770 088° 55 48.9*) a 50 m s.n.m., seguin se muestra
en el mapa de colecta elaborado por el Br. Balmore
Valladares (Figura 1). Las hojas se colectaron de po-
blaciones silvestres que crecen espontdneamente en
los matorrales y bosques cercanos a las viviendas de
las comunidades visitadasz. La recoleccion, embalaje
y transporte se realizé conforme a los principios de
las buenas practicas de colecta y el proceso conforme
a las técnicas convencionales de secado y molienda.
Se depositd una muestra en el Herbario CFEH (Cemat
Farmaya Ethnobotanical Herbarium) del Laboratorio
de Productos Naturales Farmaya y se le asigno el ni-
mero de registro CFEH 1,389.

Nota. A. Mapa de la ubicacion de colecta de las hojas de Neurolaena lobata (L.) Cass. en el departamento de Izabal.
B. Individuo de N. lobata (Tres puntas) en etapa de floracion en el departamento de Izabal (Fotografia tomada por

Max Mérida).
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Preparacion de extractos vegetales

El extracto etandlico de las hojas se obtuvo por
percolacion seglin la metodologia descrita previamen-
te (Saravia-Otten et al., 2017). Se pesaron 300 g del
material vegetal seco, se agrego etanol al 50% y se
percold durante 24 h con recambios del disolvente. Los
menstruos extraidos se concentraron en rotavapor y
los extractos concentrados se llevaron a sequedad en
un desecador con silica. El extracto seco se peso y se
determiné que el porcentaje de rendimiento fue del
35.8%.

Veneno de B. asper

Se utilizé una mezcla de veneno colectado en
el serpentario del Instituto Clodomiro Picado, Uni-
versidad de Costa Rica, el cual fue obtenido a partir
de no menos de 40 especimenes adultos provenientes
de la region del Pacifico de Costa Rica. La mezcla de
veneno fue centrifugada, liofilizada y almacenada a
-20 °C hasta su uso.

Disefio experimental de los bioensayos

Para cada una de las actividades estudiadas, antes
de enfrentar el veneno con el extracto vegetal se evalud
la presencia de dichas actividades intrinsecas en los
extractos de la planta, a las concentraciones conteni-
das en las proporciones veneno:extracto (p:p) definidas
para cada ensayo. Para ello se efectué un estudio de
la relacion concentracion-actividad como se descri-
bié previamente (Saravia-Otten et al., 2017). Para las
pruebas de actividad hemolitica indirecta intrinseca
de la planta, se evaluaron concentraciones del extracto
de 6-96 pg/ul, para la actividad proteolitica intrinseca
las concentraciones fueron de 3.9-62.5 pg/ul, para la
actividad coagulante y anticoagulante intrinseca se
analizaron concentraciones de 0.053-50 pg/pl. La pre-
sencia de actividades intrinsecas en el extracto vegetal,
invalidarian los resultados de las pruebas de inhibicion.

Para los ensayos de inhibicion se utilizo el ensayo
de preincubacion, el cual consiste en incubar controles
y mezclas conteniendo la concentracion reto (CR) del
veneno con concentraciones variables del extracto a
37 °C por 30 min, al cabo de los cuales se estudio
la actividad inhibitoria de cada efecto, empleando los
mismos métodos utilizados en los estudios de la rela-
cion concentracion-actividad. La capacidad inhibitoria
se expreso en términos porcentuales, en donde el 100%
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correspondio a la inhibicion total del efecto evaluado y
el 0% a un efecto de igual magnitud al inducido por el
veneno solo. La potencia del extracto se expresd como
la concentracion efectiva media (CE,), definida como
la concentracion del extracto capaz de inhibir el 50%
del efecto estudiado.

Actividad PLA2

La actividad enzimatica PLA se midi6 por el
ensayo de hemolisis indirecta, utilizando el método
agarosa-yema de huevo-eritrocitos como se describe en
Gutiérrez y colaboradores (1988). La CR consistio en
una dosis hemolitica indirecta minima (HDmlI), defini-
da como la cantidad de veneno (0.24 pg/ul) que indujo
un halo hemolitico de 20 mm de diametro, después
de 20 h de incubacién. Los ensayos de inhibicion se
realizaron enfrentando la CR de veneno al extracto en
mezclas que contenian veneno:extracto (p:p) en propor-
ciones de 1:25 hasta 1:400. Como controles negativos
se utilizaron PBS solo para el veneno y DMSO en PBS
(5% v/v) para el extracto. Como control positivo se usd
la CR de veneno. Mezclas y controles se incubaron
por 30 min a 37 °C, posteriormente se colocaron 15
pl de cada una de las muestras en los pozos del gel
de agarosa-yema de huevo-eritrocitos, se incubaron a
37 °C por 20 h, después de las cuales se midieron los
halos de hemdlisis. La actividad hemolitica indirecta
se expreso como porcentaje, tomando como 100% el
diametro del halo hemolitico del pozo que contenia
el control positivo y 0% el del pozo que contenia el
control negativo.

Actividad proteolitica

La actividad proteolitica sobre azocaseina se eva-
lud segun el método de Wang y colaboradores (2004)
con las modificaciones descritas en Saravia-Otten y
colaboradores (2017). La cantidad de productos de
degradacion del sustrato se determind midiendo la
absorbancia del sobrenadante a 450 nm luego de la
precipitacion de la mezcla con acido tricloroacético.
Como control positivo se utilizo la CR de veneno (1.25
ug/ul), mientras que el control negativo contenia PBS
pH 7.2. Para las pruebas de inhibicion se prepararon
mezclas que contenian CR de veneno:extracto (p:p) en
proporciones de 1:3.125 hasta 1:50. La interferencia del
color del extracto etandlico contenido en cada mezcla
se elimind con un control interno, el cual contenia la
solucion tampon de trabajo sin azocaseina y la con-
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centracion correspondiente del extracto. La actividad
proteolitica se calculd restando al valor de absorbancia
de cada mezcla analizada, la absorbancia de su control
interno, y se expreso en porcentaje, tomando como el
100% la actividad del control positivo, la cual se de-
terminé restando la absorbancia del control negativo
(PBS; 0% de actividad) al valor de absorbancia del tubo
que contenia la CR de veneno.

Actividad coagulante y anticoagulante

La actividad coagulante intrinseca se evalud
utilizando plasma humano citratado segiin el método
de Theakston y Reid (1983). Como control negativo
(0% de actividad) se utilizo PBS y el control positivo
fue una solucion de trombina (2.7 UNIH/ml), segiin
instrucciones del fabricante (Wiener Lab.). La activi-
dad anticoagulante intrinseca (antitrombina) se evalud
incubando una concentracion fija de trombina con con-
centraciones variables del extracto. Como control de
coagulacion se utiliz6 la solucion de trombina incubada
con PBS y como control de no coagulacion se us6 solo
PBS. En ambas pruebas se reportaron como anticoa-
gulantes aquellas concentraciones de extracto que no
presentaron formacion de un coagulo evidente luego de
60 min de incubacion una vez que se agreg6 la mezcla
conteniendo trombina. Para los ensayos de inhibicion
del efecto coagulante del veneno, la CR (0.00215 pg/
ul) se enfrentaria al extracto a razoén veneno:extracto
(p:p) de 1:400 hasta 1:25, utilizando como positivo la
CR de veneno (100% de actividad) y PBS como control
negativo (0% de actividad).

Analisis por electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE)

El analisis SDS-PAGE se realizo en geles de po-
liacrilamida al 12.5% (Laemmli, 1970). Se prepararon
soluciones conteniendo veneno solo como control y
mezclas que contenian veneno y extracto etandlico en
proporciones desde 1:2.5 hasta 1:20 (veneno:extracto,
p:p) y se incubaron a 37 °C por 30 min. Posteriormen-
te se filtraron utilizando una membrana de 0.22 pm
(DynaGard, Microgon), se hirvieron por 10 min y se
cargaron 10 pl de cada mezcla en el gel, conteniendo
30 pg de veneno. La electroforesis se corrié en con-
diciones reductoras a 150 V por 1 h. Las proteinas se
tifieron con azul brillante de Coomassie. El patrén elec-
troforético del veneno se compar6 frente al patrén de
las mezclas veneno:extracto, utilizando como marcador
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de peso molecular el BenchMark Pre-Stained protein
Ladder (Life Technologies).

Analisis fitoquimico del extracto vegetal

Se determino la presencia de taninos mediante la
técnica macrométrica de tubos descrita por Kuklins-
ki (2000). La presencia de flavonoides, antocianinas,
catequinas, alcaloides, aceites esenciales, cumarinas,
sesquiterpenlactonas y saponinas se determinaron por
cromatografia en capa fina segtin lo descrito en Lock
(1994), Ministerio de Sanidad y Consumo y colabora-
dores (2002), Wagner y Bladt (1996, 2001). Los estan-
dares fueron quercetina, rutina, acido clorogénico e
hiperoésido para flavonoides; rojo de Sudan para anto-
cianinas; estandar de catequinas; atropina, papaverina
y piperina para alcaloides; limoneno, eugenol, timol,
mentol, anetol y eucaliptol para aceites esenciales; um-
beliferona, acido p-cumarico, cumarina y extracto de
canela para cumarinas; saponina al 0.1% para saponi-
nas y artemisinina al 0.1% para sesquiterpenlactonas.

Diseiio y analisis estadistico

Para la determinacion de actividades del extracto
vegetal se realiz6 un disefio de bloques completos no
aleatorizados. Los tratamientos correspondieron a las
concentraciones de extracto evaluadas en las pruebas
de actividad intrinseca y a las relaciones veneno: ex-
tracto en las pruebas de inhibicion. Los ensayos se
realizaron en tres dias diferentes (bloques), con cinco
réplicas por ensayo por conveniencia, para un total de
15 lecturas. Los resultados de las actividades proteo-
litica y PLA, intrinsecas se evaluaron por un analisis
de varianza de dos vias de cada tratamiento frente al
control negativo, con un nivel de significancia de .05.
Para todos los analisis de varianza se calculo ademas
el tamafo del efecto por medio del indice eta parcial
al cuadrado (npz). Cuando el analisis de varianza de-
mostrd que existian diferencias significativas, se rea-
liz6 la prueba de comparaciones de Dunnet de cada
tratamiento frente al control negativo. Los resultados
de la actividad coagulante intrinseca se evaluaron por
la prueba de hipotesis binomial y los de la actividad
anticoagulante intrinseca por un analisis de regresion
lineal, ambos con un nivel de significancia de .05.
El analisis de las pruebas de inhibicion de los efectos
proteoliticos y PLA, del veneno se realiz6 mediante
un analisis de regresion de la curva concentracion-
actividad para determinar el mejor modelo de ajuste,
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con un nivel de significancia de .05. Con base en este
modelo, se calculo para cada extracto la CE, con un
intervalo de confianza del 95%. Para determinar los
cambios producidos en el perfil electroforético del
veneno en presencia del extracto vegetal, se realiz6
un analisis descriptivo de las bandas proteicas de las
mezclas veneno:extracto en comparacion con las del
veneno solo. El analisis fitoquimico fue descriptivo,
reportandose la presencia o ausencia de los metabolitos

especializados evidenciados.

Resultados

Actividad PLA,

Se determino que el extracto no posee actividad
PLA, intrinseca a las concentraciones evaluadas (6-96
pg/pl) mediante el ensayo de hemolisis indirecta (datos
no mostrados). El analisis de la capacidad inhibitoria
del efecto PLA, del veneno se realiz6 preparando mez-
clas con razones CR:extracto de 1:25 a 1:400 (p:p). Los
resultados mostraron que el extracto tenia un efecto
inhibitorio de la actividad del veneno a todas las con-
centraciones evaluadas (p <.001), con un valor de 1 2
de 1.00. El extracto logré contrarrestar el 100% de la
actividad del control de veneno cuando éste se enfrentd
a la proporcion mas alta (1:400, que corresponde a 96
pg/ul), demostrando actividades inhibitorias > 50%
cuando se utilizé en proporciones 1:200 y 1:100 (p:p)
(Tabla 1). Como se muestra en la misma tabla, se re-
quirieron 32.5 pg/ul IC 95% [28.7, 36.8] del extracto
para alcanzar la CE, .

Actividad proteolitica

La evaluacion del extracto etanolico demostrd
que no posee actividad proteolitica intrinseca a las
concentraciones utilizadas (3.9-62.5 pg/ul) (datos no
mostrados). Se encontré actividad inhibitoria signifi-
cativa (p <.001) del efecto proteolitico del veneno en
el extracto etanolico cuando se evalud en las relaciones
CR:veneno de 1:3.125-1:25 (p:p), ya que la relacion 1:50
(que contenia 62.5 pg/ul del extracto) no pudo ser ana-
lizada debido a que super? los limites de precision de
la lectura espectrofotométrica. La relacion 1:25 (p:p)
logro la inhibicion del 100% del efecto proteolitico del
veneno, mientras que la relacion 1:12.5 inhibi6 aproxi-
madamente el 50% (Tabla 1). El analisis de varianza
mostréd que el valor de np2 de la prueba fue de .99. La
potencia del extracto se muestra en la misma tabla,
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ya que se determind que se requieren 15.7 pg/ul IC
95% [14.8, 16.5] del extracto para inhibir el 50% de la
actividad proteolitica del veneno.

Actividad coagulante y anticoagulante

Ninguna de las concentraciones evaluadas del
extracto vegetal (0.053-50 pg/ul) demostrd poseer
actividad coagulante intrinseca a las concentracio-
nes del estudio (datos no mostrados). Sin embargo, la
evaluacion de la actividad anticoagulante intrinseca
(antitrombina), mostré que inducia la prolongacion
del tiempo de coagulacion de forma dependiente de la
concentracion (Figura 2), por lo cual, aunque el plasma
coagul6 antes de los 60 min, las pruebas de inhibicion
del efecto coagulante del veneno no se realizaron, ya
que los resultados serian dificiles de interpretar debido
a esta actividad antitrombina intrinseca del extracto.

Analisis por electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE)

El analisis por electroforesis SDS-PAGE de ve-
neno y mezclas mostr6 que el extracto de N. lobata
induce un cambio en el patréon de bandas de proteinas
del veneno, principalmente en la mezcla que contenia
veneno:extracto en relacion 1:20 (Figura 3). Se observo
la desaparicion de las bandas de masas moleculares
aproximadas de 39, 45 y 55 kDa. Ademas, se obser-
vo una disminucion en la intensidad de las bandas de
proteina con masa molecular aparente de 50 y 28 kDa.
La banda de menor masa molecular (14 kDa aproxima-
damente) mostro una disminucion en su intensidad en
todas las muestras que contenian veneno y extracto,
de manera concentracion-dependiente. Asi mismo, en
las relaciones veneno:extracto mas altas (1:10 y 1:20,
p:p) se detecto la aparicion de una banda de alto peso
molecular (> 180 kDa) que no se observo en el control
de veneno. No se detectaron bandas de proteinas en el
extracto vegetal en las electroforesis realizadas.

Analisis fitoquimico

La determinacién macro y semimicrométrica de
metabolitos especializados del extracto etandlico de-
mostro la presencia de flavonoides, cumarinas, saponi-
nas, taninos, sesquiterpenlactonas y aceites esenciales
en su composicion quimica. No se detectd la presencia
de antocianinas, catequinas y alcaloides (Tabla 2).
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Tabla 1
Inhibicion de actividades enzimaticas del veneno de B. asper por el extracto etandlico de N. lobata

Actividad PLA, Actividad proteolitica
Razon veneno: Inhibicion Razon veneno: Inhibicion
N 0 b N 0 0 c 0 b
extracto (p:p) o4 CE,, [IC 95 %] extracto (p:p) % (DE) [I1C 95 %] CE,, [IC 95 %]
1:400 100 32.5 1:50 ND¢ 15.7
[28.7,36.8] [14.8,16.5]
1:200 70 1:25 100 (5.3)
1:100 50 1:12.5 49.3 (2.3)
[48.1, 50.5]
1:50 30 1:6.25 253 (2.1)
[24.2,26.3]
1:25 20 1:3.125 10.3(2.8)
[8.9, 11.7]

Nota. *Se presenta solamente el promedio del porcentaje de inhibicion de tres ensayos independientes realizados
en quintuplicado (n = 15) ya que la desviacion estandar es cero. "Concentracion efectiva media expresada en pug de
extracto/ul e intervalo de confianza del 95%. °Se presentan el promedio del porcentaje de inhibicion (desviacion
estandar) de tres ensayos independientes realizados en quintuplicado (n = 15) y el intervalo de confianza del 95%.
9No determinada por sobrepasar el limite de deteccion del espectrofotometro.

Figura 2
Actividad anticoagulante (antitrombina) intrinseca del extracto etandlico de N. lobata
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Nota. La grafica describe la actividad antitrombina intrinseca, dependiente de la dosis, del extracto etandlico de N.
lobata. El comportamiento observado demuestra una relacion lineal (r? 0.991), entre la dosis de planta evaluada y
el tiempo de coagulacion del plasma (s); relacion que es estadisticamente significativa (p < .001), considerando las
concentraciones de extracto evaluadas (0.053 — 50 pg/ul).
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Figura 3
Electroforesis SDS-PAGE del veneno de B. asper crudo y preincubado con el extracto etandlico de N. lobata en
diferentes proporciones

0] WVenena 1:2.5 1.5 1:10 1:20 Venends

Nota. Cambios en el patron electroforético en SDS-PAGE (condiciones reductoras) del veneno de B. asper luego de la
incubacion con el extracto etanolico de N. lobata. El veneno se preincub6 con el extracto en mezclas en proporciones
veneno:extracto desde 1:2.5 hasta 1: 20 (p:p). Se cargaron 10 pl de cada mezcla en un gel de poliacrilamida al 12.5%,
como control se cargd veneno solo. (M) Marcador de peso molecular. Las flechas sefialan las bandas de proteina en
donde se observan los principales cambios en comparacion con el control de veneno.

Tabla 2
Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de N. lobata

Metabolitos secundarios presentes Metabolitos especializados no identificados®

Flavonoides, cumarinas, saponinas, taninos, Antocianinas, catequinas y alcaloides.
sesquiterpenlactonas, aceites esenciales.

Nota. “Metabolitos especializados que no se detectaron en el extracto empleando las metodologias descritas en el
estudio.
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Discusion

El uso etnomédico de las hojas, tallo, ramas y
partes aéreas de N. lobata para el tratamiento del en-
venenamiento producido por la mordedura de serpiente
ha sido reportada previamente (Giovannini & Howes,
2017). En el norte de Guatemala se utilizan las hojas
de la planta para la preparacion de los antidotos (Hay,
2002), las cuales también se utilizan en la medicina
tradicional en Belice para tratar afecciones inflamato-
rias (Walshe-Roussel et al., 2013) y en Trinidad Tobago
como cicatrizantes (Nayak et al., 2014). Con el fin de
evaluar la capacidad del extracto etandlico de las hojas
para inhibir los efectos PLA , proteolitico y coagu-
lante del veneno, en este estudio se modificaron las
condiciones de extraccion de los principios activos de
la planta utilizados en un estudio preliminar (Saravia
et al., 2001), ya que se ha demostrado que la actividad
bioldgica resulta afectada por el método empleado para
preparar los extractos vegetales (Santos et al., 2014).

Los resultados de este estudio demostraron que
el extracto etandlico de las hojas de N. lobata inhiben
completamente las actividades proteolitica y PLA,
(evaluada como hemolisis indirecta) del veneno de B.
asper en los ensayos de preincubacion in vitro. Este
hallazgo es importante, ya que estas actividades enzi-
maticas son producidas por las principales toxinas del
veneno, SVMPs y PLA s (Asp 49), respectivamente
(Angulo & Lomonte, 2009). La accion combinada de
SVMPs y PLA s miotoxicas induce, en gran parte, el
complejo cuadro clinico del envenenamiento por mor-
dedura de B. asper, que se caracteriza por la rapida
manifestacion de patologias locales severas irreversi-
bles (Gutiérrez, Rucavado et al., 2009). Asi mismo, en
los envenenamientos moderados y severos se induce la
aparicion de efectos sistémicos, producidos principal-
mente por la accion de las SVMPs tipo P-111, en com-
binacion con la accion de serina proteinasas (SVSPs)
y proteinas parecidas a las lectinas tipo C del veneno
(Gutiérrez, Escalante et al., 2009).

Aunque la inhibicién in vitro de la actividad pro-
teolitica del veneno sobre azocaseina no es necesaria-
mente indicativa de la capacidad de un extracto para
neutralizar la hemorragia local en ratones (Gutiérrez
et al., 2017), se han reportado estudios en donde los
extractos de plantas que lograron la inhibicion de la
proteolisis in vitro también neutralizaron el efecto he-
morragico en animales (Patifio et al., 2013; Preciado et
al., 2018), lo cual coincide con la observacion de que
la hidrolisis de azocaseina la efectuen sobre todo las
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SVMPs. Estudios previos realizados en Costa Rica
y Colombia (Castro et al., 1999; Otero, Nuiez et al.,
2000) reportaron que los especimenes de N. lobata
colectados en dichos paises no neutralizaron el efecto
hemorragico en ratones, sin embargo, debe tomarse en
cuenta que generalmente las sustancias activas de las
plantas se encuentran en muy pequefias cantidades que
pueden verse afectadas por multiples factores, como
la temporalidad de la colecta, clima, composicion de
la tierra o la parte de la planta a partir de la cual se
hace la extraccion (Mors et al., 2000). Por lo tanto,
dado que el extracto etandlico de N. lobata colectada
en Guatemala inhibi6 el 100% de la actividad proteo-
litica del veneno (CE,; de 15.7 pg/ul), su capacidad
antihemorragica debera reevaluarse in vivo con el fin
de validar su uso para contrarrestar este importante
efecto local del veneno.

Por otro lado, la inhibicion in vitro de los efectos
PLA, y procoagulantes del veneno de B. asper han
demostrado tener una buena correlacion con la neu-
tralizacion de la letalidad en ratones, que es la prueba
utilizada como estandar de oro en la evaluacion precli-
nica de la eficacia de los antivenenos (Gutiérrez et al,
2017). En este estudio el extracto etanolico de N. lobata
inhibi6 el 100% la actividad hemolitica indirecta del
veneno (indicativa de su actividad PLA ) conuna CE_,
de 32.5 pg/ul, lo cual es indicativo de que podria neu-
tralizar parte de los efectos locales del veneno, ya que
se ha demostrado que los extractos crudos o fracciones
organicas de varias plantas con actividad anti-PLA,
también neutralizan parcialmente la miotoxicidad y
efecto edematizante del veneno de serpientes de los
géneros Bothrops y Crotalus en modelos animales
(Pereanez et al., 2014; Posadas et al., 2019).

La actividad inhibitoria demostrada por el ex-
tracto puede ser explicada por la presencia de flavonoi-
des, taninos, saponinas y cumarinas en la composicion
quimica de la planta, ya que la inhibicion de las SVMPs
y PLA s de las serpientes Bothrops por estos metabo-
litos ha sido ampliamente reportada (Carvalho et al.,
2013; Santosh et al., 2013). Estos metabolitos especia-
lizados también han sido detectados en extractos que
neutralizan el efecto hemorragico del veneno (Castro
et al., 1999; da Silva et al., 2007; Mourao de Moura et
al., 2014).

La interaccion de los polifenoles con proteinas
que poseen iones metalicos como Zn*"y Ca?>* produce
la formacion de complejos insolubles que precipitan
(Patifio et al., 2012). Segun esta nocion, la actividad
inhibitoria de las SVMPs se ha asociado principalmen-
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te a la presencia de flavonoides, por su capacidad para
quelar Zn**, esencial para que las metaloproteinasas
ejerzan su accion enzimatica (Parellada et al., 1998;
Preciado et al., 2018). Otro mecanismo propuesto es la
formacion de puentes de hidrogeno cercanos al sitio ac-
tivo, dando como resultado la inhibicion de la actividad
enzimatica por bloqueo del sitio activo e interaccion
con el i6n Zn** (Pithayanukul et al., 2009). De igual
forma, las PLA s son enzimas cuya actividad depende
del Ca*, por lo tanto, los compuestos fendlicos presen-
tes en el extracto también podrian ser responsables de
remover este ion (Littig et al., 2007). En Colombia,
el compuesto biflavonoide moreloflavona inhibié la
actividad de una PLA, aislada de Crotalus durissus
cumanensis, el mecanismo de inhibicién propuesto
sugiere que se produce un bloqueo de interaccion en-
zima-sustrato mediante la formacion de puentes de
hidrogeno con la enzima en el sitio de union del sus-
trato. Adicionalmente, se sugiri6 que podria producirse
el desplazamiento del Ca* requerido para la catalisis
(Pereafiez et al., 2014). Se ha sugerido también que los
compuestos quimicos de los extractos vegetales son
capaces de inhibir los efectos toxicos de los venenos
de serpiente por protedlisis directa efectuada por pro-
teinasas del extracto (Mourdo de Moura et al., 2014).
Para determinar si el mecanismo de inhibicion de las
enzimas del veneno detectadas se debia a la formacion
de este tipo de complejos mediados por los metabolitos
especializados del extracto, o bien, a la degradacion
proteolitica del veneno, se realiz6 el analisis electro-
forético por SDS-PAGE. Los resultados mostraron que
algunas bandas del veneno desaparecieron, asi como
que la intensidad de otras disminuy6 considerablemen-
te en la mezcla que contenia la proporcion mas alta del
extracto (1:20, p:p), sin embargo, se determind que esto
no se debid a proteolisis, ya que no se detecto la apari-
cion de bandas de menor peso molecular que pudieran
sugerir degradacion proteolitica. La aparicion de una
banda de muy alto peso molecular en el borde del gel
electroforético en las mezclas veneno:extracto se hizo
evidente conforme aumento la cantidad de extracto.
Estos hallazgos apuntaron a que los cambios observa-
dos en el patron electroforético del veneno se deben a
la formacion de complejos de alto peso molecular con
los metabolitos del extracto, posiblemente flavonoi-
des y taninos, segtin lo descrito en estudios similares
(Mourao de Moura et al., 2014; Patifio et al., 2012). La
disminucion de las actividades enzimaticas del veneno
correlaciona con la reduccion de bandas cuya masa
molecular corresponden a las de algunas SVMPs (45-
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64 kDa), PLA s (14 kDa) y serina proteinasas (39 kDa)
del veneno (Angulo & Lomonte, 2009).

Varios estudios han reportado que las propieda-
des antiinflamatorias de V. lobata se relacionan con la
presencia de sesquiterpenlactonas en su composicion.
Los mecanismos de accion propuestos hasta ahora se-
fialan que las sesquiterpenlactonas actian modulando
la expresion de moléculas proinflamatorias. Experi-
mentos realizados por Lajter y colaboradores (2014)
con sesquiterpenlactonas extraidas de las partes aéreas
de N. lobata colectadas en Guatemala disminuyeron la
produccion de IL-8 en células endoteliales. El extracto
etandlico y sesquiterpenlactonas aisladas de la planta
colectada en Belice demostraron ser poderosos agen-
tes antiinflamatorios mediante la inhibicion de TNF-a
(Walshe-Roussel et al., 2013), sustentando su uso tradi-
cional para tratar condiciones inflamatorias por los cu-
randeros maya-q‘eqchies de Belice, Centroamérica y el
Caribe. McKinnon y colaboradores (2014) demostraron
que el extracto metanolico y las sesquiterpenlactonas
aisladas de N. lobata del norte de Guatemala inhibieron
la produccion de moléculas proinflamatorias (IL-8 y
selectina E) in vitro y redujeron el edema en un modelo
animal, lo cual confirmo su potencial terapéutico para
contrarrestar la inflamacion. En el contexto del envene-
namiento ofidico, sus propiedades antiinflamatorias in
vivo sugieren que las sesquiterpenlactonas presentes en
N. lobata del norte de Guatemala y Belice pueden tener
también una accion directa sobre las PLA s del veneno,
lo cual debera ser evaluado en estudios posteriores.

Previamente se detectd actividad anticoagulan-
te intrinseca en el extracto acuoso de las hojas de V.
lobata (Saravia et al., 2001) pero no en el etanolico. Sin
embargo, al modificarse las condiciones de extraccion
de los compuestos activos en este estudio, el extracto
etanolico también demostrd prolongar el tiempo de
coagulacion de manera concentracion-dependiente.
Esta actividad de la planta podria explicarse por la
presencia de los metabolitos especializados detectados
en el extracto etandlico, ya que se sabe que los flavo-
noides inhiben la actividad enzimatica de serina pro-
teinasas, como trombina, plasmina y tripsina (Jedinak
et al., 2006), posiblemente por interaccion directa con
el sitio activo de las enzimas (Cuccioloni et al., 2009).
Ademas, se ha reportado que la presencia de flavo-
noides, taninos, terpenoides y cumarinas en extractos
vegetales produce la inhibicion de serina proteinasas
(Patifio et al., 2013), por lo que se puede pensar que
esos metabolitos de N. lobata son responsables de la
actividad antitrombina del extracto etanolico.
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En conclusion, estas observaciones demuestran
que el extracto etanolico de las hojas de N. lobata inhi-
be las actividades proteolitica y PLA, del veneno de B.
asper. Dado que estas actividades se asocian a impor-
tantes acciones toxicas de este veneno, los resultados
del estudio plantean la posibilidad de que este extracto
sea capaz de inhibir la toxicidad del veneno, lo cual
se debe abordar en estudios posteriores. Sin embargo,
debe profundizarse en el estudio de sus propiedades
anti-trombina, ya que podria afectar las alteraciones en
la coagulacion, coadyuvando en la desfibrinogenacion
inducida por el veneno. Asi mismo, se requiere iden-
tificar a las moléculas responsables de interactuar con
las SVMPs, PLA s y SVSPs para comprender mejor
los mecanismos de inhibicion y la posible aplicacion
de estos metabolitos o sus derivados.
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