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ACCION NEUTRALIZANTE DE LA TOXICIDAD DEL VENENO
DE Bothrops atrox POR EXTRACTO DE PLANTAS AMAZONICAS

Armando Yarlequé*, Mirella Clavo’, Fanny Lazo’, Betty Millan®, Julio Mendoza',
Dan Vivas' , César Ortiz'

RESUMEN
Se ha realizado un estudio de neutralizacion con extractos vegetales de la Amazonia peruana
contra el veneno de la serpiente Bothrops atrox “jergon”. Para ello, se prepard extractos
acuosos: hervidos, sin hervir e infusién de diez especies de plantas y con ellos se realizd
pruebas de destoxificacion del veneno empleando ratones albinos, haciéndose en paralelo el
analisis bioquimico del veneno y calculandose su toxicidad. El veneno de B. atrox tuvo un
porcentaje de proteina de 76,4%, mostrando 8 y 9 bandas electroforéticas en condiciones no
reductoras y reductoras, respectivamente, con un rango de pesos moleculares de 56-12 kDa 'y
73-15 kDa. El anélisis enzimatico mostré la presencia de L-aminoacido oxidasa, fosfolipasa
A,y actividades proteolitica y coagulante. Latoxicidad (DL,,) fue de 3,38 pg/g de raton. Los
ensayos extracto acuoso sin hervir-veneno no neutralizan la toxicidad de la ponzofia; en
cambio, los extractos hervidos de Dracontium sp. (MC 5990), Philodendro ernestii (MC
6807) y Philodendron sp. (MC 5984) fueron capaces de neutralizar una cantidad equivalente a
3DL,, del veneno. Por otro lado, los extractos obtenidos por infusion de Cordia nodosa (MC
6810) y Philodendro ernestii (MC 6807) fueron los Unicos que tuvieron accion neutralizante
contrael veneno en estudio.
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NEUTRALIZING ACTION FROM THE VENOM OF Bothrops atrox
SANKE BY AMZONIC PLANTS

ABSTRACT
A neutralizing study against Bothrops atrox venom was carried aout using different
preparations from amazonic plants referred as antiofidic properties. Mixture of plants heated
and non heated in distillate water were assayed in order to neutralize toxicity from the venom
using mice to calculated LD,, and some enzymatic activities. The protein content into the
venom was 76,4%, showed 8 and 9 protein bands by SDS-PAGE in non reducting and
reducting conditions being the range of molecular weights: 56-12 kDa and 73-15 kDa. Some
enzymatic activities are present in this venom: L- amino acid oxidase, phospholipase A,,
coagulant and proteolytic actions, being its LD,, 3,38 pg/g mouse. Heated extract
from Dracontium sp. (MC 5990), Philodendro ernestii (MC 6807) and Philodendron sp.
(MC 5984) are capable to blocked 3LD,, until 48 hours. Other extracts by infusion Cordia
nodosa (MC 6810) and Philodendro ernestii (MC 6807) were neutralizing action against
the venom too.
Key words: plants, Amazonia, venom, snake, neutralization.
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INTRODUCCION
En paises tropicales y subtropicales, como es el caso del Perd, los accidentes ofidicos u
ofidismo constituyen un problema de salud por las graves consecuencias evidenciadas en
lesiones irreversibles e inclusive la muerte”. El (nico tratamiento reconocido
internacionalmente hasta la fecha, para atender exitosamente estos accidentes, es el uso del
antiveneno o suero antiofidico, el cual se obtiene por hiperinmunizacién de equinos y otros
mamiferos’. Sin embargo, las plantas amazonicas con propiedades antiofidicas son una
alternativa promisoria en este campo.
Los estudios etnobotanicos, realizados en los Gltimos afios, nos brindan informacion
seleccionada y probada por diversos grupos étnicos en un tiempo tan grande como su
existencia; el tratamiento antiofidico usando plantas es fuente para investigaciones basicas y
aplicadas. Las pruebas bioldgicas iniciales para probar actividad antiofidica en el Perd se
hicieron del pedinculo floral de Dracontium loretense *, quienes probaron en ratones el
extracto acuoso preincubado con el veneno de Bothrops atrox; 10s resultados mostraron una
severa reduccion de la actividad hemorragica y la mionecrosis. En el 2006, Lovera et al.®,
demostraron que el extracto acuoso de D. loretense neutraliza la actividad letal del veneno de
B. atrox. Mejia y Rengifo’, en el afio 2000, indican que plantas como Persea americana,
Spondias monbin, Eleutherine bulbosa, Uncaria tomentosa Son usadas contra accidentes
ofidicos, ya sea por ingestion o aplicaciones tpicas. Clavo et al.’, reportaron que Hura
crepitans Se usacomo atenuante de los efectos por mordedura de serpientes.
La presente investigacion es el inicio de un programa destinado a explorar la actividad
neutralizante y otras propiedades antiofidicas de plantas propias de la regién amazénica de
nuestro pais como un recurso potencial para el tratamiento precoz de accidentes ofidicos en
complemento con el antiveneno comercial.

PARTE EXPERIMENTAL
Material biologico
Se emple6 veneno de Bothrops atrox de especimenes adultos procedentes de Pucallpa,
departamento de Ucayali y mantenidos en cautiverio en el Serpentario “Oswaldo Meneses”
del Museo de Historia Natural de la UNMSM. El veneno obtenido, fue liofilizado y
conservadoa 4°C.

Animales de experimentacion
Se emplearon ratones albinos cepa Balb C machos de (18-20g), adquiridos en el bioterio del
Instituto Nacional de Salud, Lima.

Plantas en estudio

Procedieron de las comunidades nativas ashaninkay shipibo-conibo de laregion Ucayali. En

latabla 2 se listan las 10 especies de plantas usadas en esta investigacion.

Analisis bioquimico

- Cuantificacion proteica del veneno.- Se realizé por el método de absorcién ultravioleta
a280 nmy por el método de Lowry modificado por Loayza ez al.’, usando como proteina
estandar albimina sérica bovina.

- Anadlisis electroforético.- La electroforesis por PAGE-SDS fue llevada a cabo usando el
método de Laemmli ° en condiciones reductoras y no reductoras, con una camara vertical
Mini Gel System (Sigma). Las corridas se realizaron por una hora usando 15 mA por
carrily las bandas proteicas se revelaron con azul brillante de Coomasie.
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Actividades enzimaticas:

- Proteolitica.- Fue estimada empleando el método modificado por Takahashiy Ohsaka®,
para lo cual se uso caseina al 2% en buffer Tris HCI 0,2M pH 8,5y 0,1 mL de veneno 1
mg/mL. La mezcla de reaccion fue incubada durante 10 minutos a 37 °C; se detuvo la
reaccion con la adicion de acido tricloroacético 0,44M y se midi6 la actividad por la
formacion de productos acido-solubles a280 nm.

- Coagulante.- Fue medida mediante el método de Oshima™, empleando como sustrato
fibrinégeno bovino 5 mg/mL en buffer Tris HCI 0,05M pH 7,4. La mezcla de reaccion fue
pre-incubada por 10 minutos y luego se adicion6 0,1 mL de veneno a concentraciones de
0,2a1 mg/mL, midiéndose los tiempos de coagulacion en segundos.

- L-aminoacido oxidasa.- Se determind por el método descrito en el Worthington Enzyme
Manual”. En 2,9 mL de buffer Tris HCI 0,2M pH 7,5 conteniendo L-Leucina 0,1% y O-
dianisidina 0,0065%, se agreg6 10 L de peroxidasa al 0,001%. La mezcla se preincubo
durante 5minutosa 37 °Cy luego se agreg6 100pL de veneno registrandose el incremento
de laabsorbanciaa436 nm

- Fosfolipasa A, Se emple6 como sustrato 1,5 mL de una emulsion lipoproteica de yema
de huevo al 45% en buffer Tris HCI 10 mM con CaCl,10 mM apH 7,4. Luego de adicionar
100 pL de veneno se preincubd por 10 minutos a 37 °C. Después la mezcla fue sometida a
un bafio de temperatura a 100 °C, midiéndose el retardo del tiempo de coagulacion de la
yemade huevo *.

- Pruebasde toxicidad y neutralizacion:

Cilculo de la DL,,.- El veneno de B. atrox fue previamente evaluado para determinar su
toxicidad calculandose su dosis letal 50 (DL,,), es decir, la cantidad de veneno que
produce la muerte de un 50% de ratones usados en el ensayo, en un lapso de 48 horas. Para
ello se usaron lotes de seis ratones, a los cuales se les inocul6 0,2 mL de veneno disuelto en
solucién salina 0,9% a diferentes concentraciones por via intraperitoneal. Los calculos se
efectuaron por el método computarizado de Probits™.

- Preparacion de los extractos.- En el estudio se utilizd 10 plantas y con cada una se
prepard tres tipos de extractos: extracto acuoso con agua destilada hervida y sin hervir e
infusion. Para el primer caso, un gramo pulverizado de la planta en estudio se diluy6 en 12
mL de agua destilada, sometiéndola a ebullicién (100°C) por 10 minutos, luego que la
muestra se enfrié fue filtrada con ayuda de una gasa para su utilizacion. Para el segundo
caso, un gramo pulverizado de la planta en estudio se diluyé en 12 mL de agua destilada a
temperatura ambiente y con ayuda de un mortero se prepard una mezcla que fue filtrada
por medio de una gasa. Para el tercer caso, un gramo pulverizado de la planta en estudio
se diluyd en 12 mL de agua destilada hirviente dejandose en reposo por 5 minutos. Luego
que lamuestra se enfrio fue filtrada por medio de una gasa como en los casos anteriores.

- Ensayos extracto-veneno.- Para la prueba de neutralizacion con los extractos vegetales,
se prepard diluciones equivalentes a 6 DL, del veneno y se mezclaron (V/V) con los
extractos en estudio, de modo que la muestra de veneno correspondiera a 3 DL, Las
mezclas fueron preincubadas por 30 minutos a 37 °C y luego se inoculé 0,2 mL a los

ratones por via intraperitoneal. Cada prueba se efectud por triplicado, usandose ratones
controles con: solucion salina, veneno (3DL.,) y extracto vegetal, respectivamente.
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RESULTADOS Y DISCUSION

- Concentracion proteica y analisis enzimatico del veneno de Bothrops atrox De
acuerdo con las técnicas usadas, se determind que 1 mg de veneno de B. atrox tiene una
densidad oOptica a 280 nm de 1,2 en tanto que la cantidad de proteina analizada por el
método de Lowry, modificado por Loayza’, correspondié a un valor de 76,4% del peso
total.
Por otro lado, el andlisis electroforético del veneno en condiciones no reductoras mostro
8 bandas con un rango de pesos moleculares de 56-12 kDa; mientras que en condiciones
reductoras el nimero de bandas fue de 9 con un rango de 73-15 kDa (tabla 1). Estos
resultados concuerdan con estudios previos en relacion con esta ponzofia. Asi, Mendoza
et al.” reportaron una cantidad de proteina equivalente a 1,3 unidades de absorbancia a
280 nm y 78% por el método de Lowry modificado®; mientras que en un estudio
comparativo de varios venenos de diferentes regiones del mundo, Yarlequé et al”
sefialaron valores de 1,3 unidades de absorbancia a 280 nm y 68% de contenido proteico
por Lowry. Enrelacion con el analisis electroforético es conveniente aclarar el nimero de
bandas proteicas encontradas, que en este caso fue de 8 y 9 en condiciones no reductorasy
reductoras, respectivamente, las cuales pueden variar ligeramente con la edad de los

17,18

individuos, el tipo y frecuencia alimentaria, asi como laregion geogréafica "~ .

Tabla 1. Caracteristicas bioquimicas del veneno en estudio

Valor
Concentracion proteica: DO 280 nm 1,2 U/mg
Porcentaje proteico 76,4%
PAGE-SDS: No. Bandas. Condiciones no reductoras 8

Rango de pesos moleculares en condiciones no reductoras | 56-12 kDa

PAGE-SDS: No. Bandas. Condiciones reductoras 9

Rango de pesos moleculares en condiciones reductoras 73-15 kDa
Actividad proteolitica 54,2 U/mg
Actividad coagulante 6,2 U/mg
Actividad L-aminoacido oxidasa 0,37 U/mg
Actividad fosfolipasa A, 1,25 U/mg

En cuanto a los ensayos enzimaticos con el veneno en estudio, los datos de la tabla 1
sefialan la presencia de las cuatro enzimas exploradas en esta ponzofia. Los valores
encontrados estdn en concordancia con datos previos reportados para este veneno,
especialmente el trabajo de Ortiz et al’. Asimismo, se ha reportado la variada
sensibilidad de estas enzimas a la accion del antiveneno comercial equino producido por
el INS-Per0; en el caso de la actividad proteolitica es la mas resistente a la inhibicion por
el antiveneno botrdpico polivalente mientras que, la actividad coagulante es fuertemente
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inhibida **. Asimismo, la actividad de la L-aminoécido oxidasa fue inhibida casi en su
totalidad con dos dosis del antiveneno botropico, en tanto que con esta misma dosis s6lo
se alcanz6 el 80% de inhibicion para la fosfolipasa A, del veneno de B. atrox ™.

- Toxicidad del veneno.- Los calculos de la DL, establecieron un valor de 3,38 pg de
veneno/g de ratdn (18-20g) para el veneno de B. atrox. Estos valores fueron obtenidos al
aplicar el método computarizado de Probits™, luego de efectuar las inoculaciones del
veneno a diferentes concentraciones en ratones albinos y verificar la mortalidad a las 48
horas. Garcia et al.* reportaron, para este mismo veneno, una DL, de 3,33 pg/g raton.
Asimismo, Segura et al.”, en un estudio de varios venenos del género Bothrops de Centro
y Sudamérica, mostraron las variaciones de la DL,, en un rango de 21 a 76ug y
especificamente para B. atrox del Per( fue de 74 ug y para B. atrox de Colombia fue de 76
ug; estos ultimos valores corresponden a una DL, de 3,7 y 3,8 p/g raton,
respectivamente. Por tanto, la toxicidad encontrada para el veneno en estudio esta en
relacion con los valores reportados. Adicionalmente, es necesario indicar que para los
estudios de neutralizacion con antivenenos comerciales, se utilizan los siguientes
pardmetros preclinicos: toxicidad, hemorragia, miotoxicidad, coagulacién y
defibrinogenacion; ya que los venenos de vipéridos y potencialmente el de B. atrox
poseen estas propiedades bioldgicas, aunque engrado variable™*.

- Accion neutralizante de los extractos.- En latabla 2 se lista las diez plantas utilizadas
paralapreparacién de lostrestipos de extractos.

Tabla 2. Listado de plantas utilizadas para los ensayos de neutralizacion

No. Colecta Nombre cientifico Nombre comln Parte de la
planta usada

MC 6810 Cordia nodosa loviriquishite marke corteza

MC 5950 Dracontium sp jergon sacha hoja

MC 6087 Philodendron sp jergén quiro rizomay raices

MC 5977 Philodendron sp. 2 itininga de Jergon raices aéreas

MC 6807 Philodendro ernestii raya itininga raiz y tallo

MC 5984 Philodendron sp.3 itininga de altura raices aéreas

MC 6083 Aniba sp. moena amarilla corteza interna

MC 6608 Dracontium sp. jergén sacha cormoy hoja

MC 7626 Aniba sp. moena amarilla hoja

MC 7622 Aniba sp. moena amarilla tallo

Todos los ratones inoculados con el extracto acuoso sin hervir de las 10 plantas en
estudio, murieron en un tiempo maximo de 27 horas, al igual que los inoculados con el
extracto tipo infusion a excepcion de los obtenidos con Cordia nodosa 'y Philodendro
ernestii.
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Tabla 3. Ensayos de neutralizacion con las plantas en estudio

No. Colecta Nombre cientifico Tipo de extracto
Acuoso  Acuoso Tipo
sin hervir hervido  infusion

MC 6810 Cordia nodosa +

MC 5950 Dracontium sp. +

MC 6087 Philodendron sp.

MC 5977 Philodendron sp. 2

MC 6807 Philodendro ernestii + +

MC 5984 Philodendron sp. 3 +

MC 6083 Aniba sp.

MC 6608 Dracontium sp.

MC 7626 Aniba sp.

MC 7622 Aniba sp.

+  Supervivencia de los ratones hasta las 48 horas post inoculacion

Con respecto al extracto hervido los ratones inoculados con Dracontium sp., Philodendro
ernestii Y Philodendron sp. sobrevivieron a las 48 horas y en los otros casos murieron en
tiempos de cero a 48 horas (tabla 3).

El analisis post mortem mostr6 una severa hemorragia, tanto en los ratones inyectados con
veneno y también con las mezclas de extracto mas veneno, inclusive aquellos que
sobrevivieronalas 48 horas.

Estas pruebas efectuadas demuestran que si bien es cierto los extractos ya indicados poseen
capacidad neutralizante sobre la toxicidad del veneno de B. atrox, dicha capacidad es relativa
puesto que, en todos los casos, se producen dafios internos severosy por tanto la supervivencia
a las 48 horas solo seria un indice de retardo en el efecto toxico. Los datos sefialados por los
miembros de las comunidades nativas acerca de la utilidad de plantas ofidicas en el
tratamiento de los accidentes deberian ser considerados entonces en el sentido de retrasar el
grado de envenenamiento y por ende el efecto letal del veneno, lo que podria dar lugar a un
mayor tiempo para que el paciente pueda ser atendido con el antiveneno especifico en un
servicio de salud. Teniendo en cuenta que Morante et al. reportaron la reduccion de la
actividad hemorragica y mionecrosis por el uso de extracto de Dracontium sp y que en esta
investigacion Dracontium loretense aparece entre las plantas con accién neutralizante, es
importante considerar la necesidad de un estudio profundo, no sélo sobre las cuatro plantas
que neutralizan la toxicidad del veneno sino, en particular, sobre D. loretense que, al parecer,
es lamas promisoria en este tipo de trabajo.
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CONCLUSIONES

Tomando como punto de partida la informacién ancestral de comunidades nativas del
departamento de Ucayali sobre plantas con posible accién antiofidica, en la presente
investigacion se ha podido determinar la capacidad de los extractos hervidos e infusion
de Dracontium Sp., Philodendro ernestii, Philodendron sp. y Cordia nodosa para
neutralizar el envenenamiento experimental con el veneno de B. atrox . Sin embargo, este
efecto neutralizante esta dirigido a retardar el cuadro de envenenamiento, lo que podria
ser una ventaja a favor de la victima de un accidente ofidico para su tratamiento con el
antiveneno comercial.
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