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PRESENTACION GENERAL

En el afio 2004 el Ministerio de Proteccion Social de Colombia, declaro la emergencia
sanitaria por insuficiencia de suero antiofidico en el pais, y hasta la fecha se ha
mantenido. Por otra parte en el reporte 2007-2009 se encontr6 que la region del Caribe
Colombiano presentd los més altos indices de accidentes ofidicos, y a partir de esto se
crea la necesidad de buscar soluciones para las regiones mas apartadas que son las mas

vulnerables a este flagelo.

En la region del Caribe colombiano, desde tiempos ancestrales se ha desarrollo
conocimiento en medicina tradicional, y en la Sierra Nevada de Santa Marta (SNSM) y
sus alrededores, dos grupos importantes de conocedores o médicos tradicionales se
deben destacar: los mamos de las comunidades indigenas Arahuaca, Kogui y wiwa, y
los curanderos de los pueblos de las tierras bajas del Magdalena Grande en Cesar,
Guajira y Magdalena. Con el fin de contribuir en la busqueda de soluciones a la
problematica generada por el accidente ofidico, los grupos de investigacion de
Biodiversidad, Uso y Conservacion de la Universidad Nacional de Colombia, sede
Medellin, y el de Ofidismo y Escorpionismo de la Universidad de Antioquia,
formularon el proyectd (Especies vegetales de uso antiofidico en las estribaciones de
la Sierra Nevada de Santa Marta: inventario etnobotanico y evaluacion bioldgica).
Los resultados del estudio se presentan condensados a continuacion en dos capitulos o
apartados, bajo el formato de articulos cientificos. En el primero se presenta un estudio
etnobotanico en algunas de las comunidades campesinas de las estribaciones de la Sierra
Nevada de Santa Marta, que reporta el conocimiento de trece informantes sefialados por
la comunidad como los mejores sabedores para tratar el accidente ofidico, obteniéndose
los nombres de las plantas utilizadas, sus partes, posologia, dietas y terapias adjuntas
para el tratamiento del accidente con plantas locales. El segundo, presenta lo resultados
de la evaluacién in vitro contra el veneno de B. asper de las cinco especies de plantas
establecidas en el primer capitulo como las mas citadas o usadas en las estribaciones de
la SNSM, y un estudio fitoquimico preliminar de la especie que presento mayor
capacidad inhibitoria contra el veneno.



CAPITULO |

Especies de uso antiofidico en algunas comunidades campesinas de las
estribaciones de la Sierra Nevada de santa Marta
Species of use against Snake in some rural communities of the foothills of the
Sierra Nevada of Santa Marta Marta
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wharranco66@yahoo.es.
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RESUMEN

En los poblados campesinos de San Pedro (Magdalena), Pueblo Bello (Cesar) y Juan y
Medio y Las Casitas (Guajira), localizados sobre las estribaciones de la Sierra Nevada
de Santa Marta, se entrevistaron un total 13 curanderos sefialados por cada comunidad
como los mejores en el manejo del accidente ofidico. En suma, se establecié que
reportan con base en nombres vulgares un total de 72 plantas para controlar los efectos
de la mordedura de distintas especies de serpiente, pero de ellas solo 22 se colectaron
para determinacion. Con base en la intensidad de citacion (método del consensd) se
logré establecer que las especies mas importantes fueron Cissampelos pareira
(contragavilana), Aristolochia maxima (contracapitana), Austroeupatorium inulaefolium
(contragavilana vallenata), Mucuna cf. pruriens (ojo de buey o pica, pica) y Equisetum
bogotense (cola de caballo). También se registra el uso frecuente de Aloe vera como co-
ayudante en el proceso de cicatrizacion. El accidente ofidico se maneja mediante el
suministro de extractos alcoholicos de una o varias plantas en diferentes dosis, la

imposicion de dietas que pueden incluir el aislamiento en cuarentena del paciente y el
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uso de otras especies de plantas para ayudar en los procesos de recuperacion de los

tejidos afectados.

Palabras clave: plantas antiofidicas, Sierra Nevada, etnobotanica, curanderos
ASBTRATC

In them they populated peasants of San Pedro (Mary Magdalene), Beautiful Town
(to Cease) and Juan and Medium and The little Houses (Guajira), located on the
foothills of the Saw Snowfall of Holy Marta, they were interviewed a total 13 faith
healers indicated by each community as the better in the management of the
accident ofidico. In short, was established that they report based on common
names a total of 72 plants to control the effects of the bite of different species of
snake, but of them alone 22 they were collected for decision. Based on the intensity
of citation (method of the consens6) managed to establish that the most important
species were Cissampelos pareira (contragavilana), Aristolochia maximum
(contracapitana), Austroeupatorium inulaefolium (contragavilana vallenata),
Mucuna cf. pruriens (porthole or magpie, magpie) and Equisetum bogotense
(ponytail). Also the frequent use of Aloe edge is registered like the co-assistant in
the process of scar formation. The accident ofidico is handled by means of the
supply of alcoholic statements of an or several plants in different dose, the
imposition of diets that can include the isolation in quarantine of the patient and
the use of other species of plants to help in the processes of recovery of the

weavings affected.



INTRODUCCION

La vida del hombre desde tiempos remotos ha estado ligada a las plantas, siendo fuentes
de alimento, vestido e implementos que de una u otra forma suministran bienestar fisico
o social. Especialmente han sido determinantes en la preparacién de medicamentos para
tratar distintas dolencias y enfermedades (1), generdndose un gran namero de
farmacopeas alrededor del mundo. La regién del Caribe colombiano no ha sido ajena al
uso de estos recursos y al desarrollo de conocimientos en medicina tradicional (2),
pudiéndose establecer para la zona de la Sierra Nevada de Santa Marta (SNSM) y sus
alrededores, dos grupos importantes de conocedores 0 médicos tradicionales: los mamos
de las comunidades indigenas Arahuaca, Kogui y wiwa, y los curanderos de los pueblos
de las tierras bajas del Magdalena Grande en Cesar, Guajira y Magdalena (3). El
conocimiento de estos ultimos es el resultado de la influencia multirracial presente en la
region, y que por la via de la tradicion oral ha pasado de generacion en generacion

incrementandose y conservandose hasta el presente para beneficio de la poblacién local

(4).

Con el avance de la medicina moderna y la revolucién industrial, se han desarrollado
medicamentos para la mayoria de enfermedades, particularmente en paises
desarrollados (5). Sin embargo, la ciencia ha dejado de lado muchas dolencias que
aquejan a paises en vias de desarrollo, siendo en la mayoria de casos los habitantes de
areas rurales los mas afectados, por lo que éstos han conservado el uso de plantas como
primera y algunas veces Unica opcion en el tratamiento. Uno de estos casos es el
envenenamiento por mordedura de serpientes, tratado especificamente desde hace mas
de un siglo mediante sueroterapia con antivenenos (6), que en la mayoria de los casos
no resuelven todos los problemas originados, ya que tienen limitadas capacidades de

neutralizacion de efectos locales tales como hemorragia, edema y mionecrosis (7, 8, 9).

En Colombia, el 60% de los accidentes por mordeduras de serpientes son inicialmente
tratados por curanderos tradicionales utilizando plantas medicinales en diferentes

formas (10), uso que se da como respuesta a la localizacion distante y a las dificultades



geogréficas para desplazar a las victimas hasta los centros de atencion hospitalaria. De
otra parte, la produccion y distribucion de sueros o antivenenos es insuficiente, y no hay
disponibilidad del producto en todas las comunidades afectadas e instituciones de salud

encargadas (11).

Los extractos de plantas constituyen una rica fuente de compuestos farmacolégicamente
activos, y algunos de ellos han sido reportados como antagonistas a la actividad de
varios venenos crudos y toxinas purificadas (12, 13). El uso local de plantas es
importante y podria facilitar el desarrollo de agentes fito-terapéuticos de bajo costo (14),
asi como ayudar a solucionar en alguna medida las dificultades de produccion y
distribucion de farmacos necesarios en las regiones mas apartadas. Hasta el presente, sin
embargo, no se ha elaborado un producto natural o derivado de estos, efectivo como
droga medicada para pacientes envenenados. Esfuerzos para identificar nuevos agentes
con actividad contra el veneno de serpiente son muy importantes para la salud publica
(15).

Con base en lo anterior se plantearon como objetivos del presente estudio, determinar el
conjunto de especies utilizadas como antiofidicas en algunas comunidades campesinas
de las estribaciones de la Sierra Nevada de Santa Marta, documentar los aspectos mas
importantes relacionados con dicho uso y establecer en términos de conocimiento

tradicional cuales son las cinco especies de mayor utilizacion.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

En las estribaciones de la Sierra Nevada de Santa Marta (SNSM), macizo aislado de la
Cordillera de los Andes que se eleva abruptamente hasta los 5.757 msnm, se localizan
un gran numero de pequefios asentamientos humanos pertenecientes a los
departamentos del Magdalena, el Cesar y la Guajira. La poblacion objeto de la presente
investigacion correspondié a las comunidades campesinas de los Municipios de San
Pedro de la Sierra (10°54°16.51°°N 74°02°54.72°°0) en el Departamento del Magdalena,
de Pueblo Bello (10°25°14.02”N y 73°35°5.83”0) en el Departamento del Cesar y de
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Juan y Medio (11°07°2.42’N y 73°00°12.72°0) y las Casitas (11°03°9.25’N y
73°03°19.89°°0) en el Departamento de la Guajira (Figura 1).

Maicao

Mar Caribe

3 -7(@

Convenciones

« Informantes visitados

e Cabecera Municipal

Fuente: Fundacién PROSIERRA

Figura 1. Localizacion de las municipalidades donde se realizé el trabajo

Toma de informacién etnobotanica

La informacion etnoboténica fue recogida entre Febrero de 2008 y Enero de 2010,
adelantando previamente reuniones en cada una de las comunidades campesinas para
presentar la propuesta, indicando los objetivos, explicando los métodos y haciéndose

énfasis en la importancia de los resultados.

Se consultaron en total 13 informantes sefialados por los habitantes como los mejores
reconocedores o sabedores del uso de plantas en el accidente ofidico. Con cada
informante seleccionado se procedid a realizar la toma de informacién mediante
encuestas semi-estructuradas (anexo 1), siguiendo metodologias estandar (16). Se
pretendié abarcar todos los aspectos generales sobre el accidente ofidico, tales como las
plantas utilizadas, las mas importantes o eficientes, métodos de preparacion,
combinaciones mas frecuentes, vias de administracién y dosis. A partir de las encuestas
se establecid cuales fueron las cinco (5) especies mas nombradas o citadas, método del
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consenso de informantes (17), para considerarlas o seleccionarlas en el desarrollo de

evaluaciones posteriores en laboratorio (ver capitulo 2).

Coleccidn, preservacion y determinacion del material botanico

Las especies reportadas como Uutiles fueron buscadas en compafiia de cada uno de los
informantes en huertos caseros, en la vegetacion cercana a las viviendas correspondiente
a matorrales y bosques en diferentes estados de sucesion. De aquellas que pudieron ser
localizadas se tomaron las respectivas notas de campo (descripcion botanica general,
estado reproductivo, fecha y sitio) y se colectaron tres ejemplares botanicos que fueron
numerados, prensados y preservados en alcohol al 70%. Estos ultimos fueron secados a
una temperatura de 75°C durante 48 horas, determinados en el herbario de la
Universidad del Magdalena (UTMC) por el especialista Eduino Carbono y registrados e
ingresados a la coleccion (UTMC 12542- 12563).

RESULTADOS

Conjunto de especies utilizadas localmente

Con base en los nombres vulgares se reportaron 72 etno-especies de plantas utilizadas
por los informantes contra la mordedura de serpientes venenosas, y de ellas se
encontraron y colectaron en campo 22 solamente. Para estas Ultimas, entre las partes
utilizadas se reportaron con mayor frecuencia las hojas y los tallos, y solo en algunos
contados casos los frutos y las raices (Tabla 1). La extraccion mediante alcohol
destilado artesanalmente (conocido como churo o chirrinche) es el método utilizado
siempre para preparar la planta o conjunto de plantas y posteriormente tomar la bebida
producida en dosis variables. El uso de cataplasmas sobre las heridas causadas por la
mordedura de serpientes con la misma planta o plantas no es tan frecuente, y se prefiere
emplear otras plantas como co-ayudantes en el tratamiento (Sabila y Limon criollo). Las
especies mas nombradas o consideradas importantes por los informante fueron en su
orden Cissampelos pareira (contragavilana,) con 12 citaciones, Aristolochia maxima
(contracapitana) con 12 citaciones, Mucuna cf. pruriens (Ojo de buey o pica-pica) con
8 citaciones, Austroeupatorium inulaefolium (contragavilana vallenata) con 7 citaciones

y Equisetum bogotense (cola de caballo) con 6 citaciones (Tabla 1)

12



Tabla 1. Especies antiofidicas de uso mas frecuente en las estribaciones de la Sierra Nevada de Santa Marta

Familia — especie Nombre vulgar Parte usada Forma de uso Citaciones
Menispermaceae - Cissampelos pareira L. Contragavilana H-T EA,CT 12
Aristolochiaceae - Aristolochia méaxima Jacq. Contracapitana H-T-R EA,CT 12
Fabaceae - Mucuna cf. pruriens (L.) DC. Ojo de buey H-T- Fr EA 8
Austroeupatorium inulaefolium Kunth Contragavilana vallenata H-T EA,CT 7
Equisetaceae - Equisetum bogotense Kunth Cola de caballo H-T EA 6
Polypodiaceae - Polypodium sp Kalaguala H EA 5
Asteraceae - Diplostephium weddellii S.F. Blake Romero H EA 3
Amaranthaceae* Tilo H EA 3
Plantaginaceae - Plantago major L. Llantén de la Sierra H EA 2
Asteraceae - Ambrosia cumanensis Kunth. Altamisa H-T EA 2
Verbenaceae - Lippia sp Orégano fino H EA 2
Euphorbiacea - Euphorbia tithymaloides L. Pitamo real H-T-Fr EA 2
Clusiaceae - Clusia sp Rampacho H-Fr EA,CT 2
Lamiaceae - Lepechinia bullata (Kunth) Epling Salvia H EA 2
Asteraceae - Stevia lucida Lag. Jarrilla H-T EA 2
Lamiaceae - Obtegomeria caerulescens (Benth.) Doroszenko & P D. Cantino Tomillo H EA 2
Fabaceae - Senna reticulata (Willd.) H.S. Irwin & Barneby Bajaguito H-T-R EA,CT 1
Adoxaceae - Sambucus nigra L. Asauco H EA 1
Brassicaceae - Lepidium costarricense Thell. Mastuergo H-T EA 1
Lamiaceae - Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng. Orégano de la Sierra H EA 1
Co-ayudantes

Liliaceae - Aloe vera (Linn) Burm. f. Sébila H CT 6
Rutaceae - Citrus sp Limon criollo Fr CT 6

H: hojas, T: tallo, R: raiz, Fr: fruto, EA: Extraccidn alcohdlica, CT: Cataplasma.
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Especies méas importantes
Del conjunto de nombres reportados y de especies colectadas, se establecié que las
cinco mas importantes son las que se describen a continuacion, incluyendo una sexta

especie que aparece siempre en terapias colaterales 0 como co-ayudante:

Cissampelos pareira L.

Familia botanica: Menispermaceae

Nombre vulgar: Contragavilana

Descripcion: Bejuco herbaceo a ligeramente lefioso con hojas simples, alternas y de
forma casi circular; flores amarillo verdosas pequefias y poco llamativas; frutos de hasta
6 mm de color rojo o amarillo (Figura 2). Es poco frecuente en la zona de estudio y
crece en rastrojos y bosque desarrollado de tierras bajas calidas y humedas.

Uso: Las hojas y ocasionalmente los tallos en extracto alcohélico se dan como toma, la
coccion de los mismos se aplica en forma de cataplasma sobre la zona afectada.
También se puede utilizar en mezcla con otras plantas para mejorar la accion. En la
literatura se reportan un sin nimero de usos (analgésica, febrifuga, anti diarreica,
expectorante, diurética, etc.) en diferentes culturas pero se resalta la coincidencia como
antiofidica en diferentes pueblos de Amazonia (Ecuador y Per() y de Centroamérica

(México y Guatemala).

Figura 2. Cissampelos pareira (fuente: http://www.nybg.org/bsci/belize/Cissampelos_pareira_2.jpg)

Aristolochia maxima Jacq.
Familia botanica: Aristolochiaceae
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Nombre vulgar: Contracapitana

Descripcion: Bejuco herbaceo de olor agradable con hojas simples y alternas, de forma
oblonga y espatulada, dispuestas en espiral. Las flores se presentan en racimo y son de
color café a morado con pintas blancas; los frutos son capsulas que al secar liberan
semillas aladas y de forma acorazonada que se dispersan por el viento (Figura 3). Esta
presente en el monte alto de regiones calidas durante todo el afio pero en especial
después de las lluvias, siendo escaso en la Sierra Nevada de Santa Marta.

Uso: las hojas, los tallos y las raices han sido empleados milenariamente para combatir
el veneno de serpientes, y suele aplicarse en combinaciones con contragavilana y otras
plantas. En decoccion se aplica directamente sobre el &rea de la mordedura como

cataplasma.

Figura 3. Aristolochia maxima (Fuente:

http://www.google.com.co/imgres?imgurl=http://www.discoverlife.org/IM/I_SP/0003/320/Aristolochia_maxima_flower,|_SP309.jp

9)

Mucuna cf. pruriens (L.) DC.

Nombre vulgar: Ojo de buey.

Descripcion: Bejuco herbaceo que puede crecer como rastrero o trepar por otras plantas.
Posee hojas compuestas trifoliadas, alternas y con estipulas. Flores con pétalos parpura,
el fruto es una legumbre cubierta con pubescencia amarilla que ocasiona rasquifia.
Florece en épocas de lluvia y produce fruto en épocas secas (Figura 4). Es originaria del
Asia y se extiende por todo el tropico del nuevo mundo.

Uso: En extraccion alcoholica se utilizan las hojas, los tallos y en especial las semillas.

Se puede mezclar con otras plantas para hacer una contra bien fuerte. Se refieren en la
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literatura otra serie de usos importantes de esta especie como en el manejo del mal de
Parkinson, incremento en la produccion de hormona del crecimiento y aumento de la
libido.

Figura 4. Mucuna cf. Pruriens (Fuente: http://fitonutricion files.wordpress.com/2010/04/mucuna-pruriens-

fruit.igg)

Especie indeterminada (Familia Asteraceae)

Nombre vulgar: Contragavilana vallenata.

Descripcion: Arbusto de mas o menos 1.5 metros de altura, con hojas simples lobuladas
y alternas, que presenta inflorescencias amarillas. Es comun en rastrojos de zonas altas
y ocasionalmente se encuentra cultivada en los jardines de las casas.

Uso: Las hojas y los tallos son empleados en extracto alcohdlico para contrarrestar la
accion de los venenos la culebra cascabel (Crotalus durissus) y de la mapana (Bothrops

atrox). Se puede mezclar con contragavilana y otras plantas para mejorar sus efectos.

Equisetum bogotense Kunth

Nombre vulgar: Cola de caballo

Descripcion: Arbustiva de hasta 1.7 metros de altura, posee tallos articulados, delgados,
firmes y huecos (Figura 5). Crece en zonas humedas y se encuentra en clima frid y
templado.

Uso: Ademas de la mordedura de culebra mapana, se utiliza toda la planta en forma de
cocimiento para el dolor de cintura y contra afecciones de las vias urinarias. Por los

altos contenidos de silice en sus tallos se utiliza para limpiar plateria y ollas.
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Figura 5. Equisetum bogotense (Fuente: http://floradechile.cl/imags/aLaCampana/img_1299.jpg)

Aloe vera (Linn) Burm. f.

Nombre vulgar: Sabila.

Descripcion: Planta crasa con hojas dispuestas en espiral formando una roseta, poseen
espinas en el margen y alcanza a crecer hasta los 50 centimetros de altura (Figura 6).
Tiene olor particular y es de amplia distribucion desde zonas frias hasta calidas y se
cultiva en los jardines y patios.

Uso: los tejidos crasos de las hojas, denominados comUnmente cristales, se utilizan en

cataplasma frio para ayudar a cicatrizar las heridas producidas en el accidente ofidico.

Figura 6. Aloe vera (Fuente:

http://www.google.com.co/imgres?imgurl=http://blogs.hola.com/viviresunplacer/aloe_vera 400x371.ipq)
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Manejo local del accidente ofidico
Se describe a continuacion los aspectos mas relevantes y la secuencia aproximada que

siguen los diferentes curanderos en el manejo del accidente:

- Preparacion y almacenamiento de los extractos

Las hojas, los tallos y ocasionalmente los frutos o las raices de las plantas utilizadas
como antiofidicas se depositan en envases de vidrio de colores rojo, verde o
transparente (esto mejora la calidad) y se les agrega alcohol de preparacion local
conocido como chirrinche o churo para la extraccion del principio curativo.
Posteriormente, se colocan bajo a la influencia los rayos lunares (sereno) y solares por
varios dias, hasta obtener un concentrado que es llamado “contra”. El nimero de
especies de plantas utilizadas depende de cada informante y puede variar entre 1 y 60,
pero lo més frecuente es combinar entre 2 y 6. La obtencion de extractos por coccion es
poco frecuente debido a que las plantas no estan disponibles todo el afio y a que por este

método en el almacenamiento se pierde la efectividad del producto.

- Via de administracién y terapia adjunta

Lo més frecuente es suministrar en dosis variables por via oral los extractos alcoholicos
almacenados o recientemente preparados. Otra forma, menos comun, es la aplicacién de
cataplasmas calientes o frios preparados en agua sobre los orificios producidos por la
mordedura y las heridas o dafios generados en los tejidos por el veneno. La aplicacion
del extracto de limon para contrarrestar las infecciones después del accidente ofidico, la
aplicacion de sabila para recuperar el tejido perdido y lograr una buena cicatrizacion,
ademas de la utilizacion de la hoja de coca para tranquilizar al paciente, son las terapias

adjuntas mas utilizadas.

- Posologia y dietas

Las dosis de los extractos alcohdlicos o acuosos varian segun el estado del paciente
(directamente relacionado con el tiempo), la edad, el sexo, su contextura, la ingesta de
comida o bebidas antes del accidente y el tipo de serpiente causante de la mordedura.
De otra parte, parece existir una relacion inversa entre el nimero de plantas utilizadas y

el volumen de “contra” suministrado, siendo mas bajo este tltimo cuando el numero de
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plantas combinadas es mayor. Al parecer la suma de aquellas hace que la preparacion
sea mas potente y se requiera una dosis menor. En general suelen suministrar para
iniciar el tratamiento entre 50 y 1000 mililitros de extracto, dando tomas posteriores que
varian segun la evolucion del paciente y que tienden a ser de menor volumen si hay

respuesta positiva (50 a 200 mililitros).

Las dietas representan un factor importante para el tratamiento del accidente ofidico en
la medicina tradicional de las estribaciones de la Sierra Nevada de Santa Marta, y el
seguirlas con todo rigor incide en un resultado exitoso. Estas se pueden clasificar en tres
categorias dependiendo de la intensidad del accidente, la primera es una dieta sencilla
que consiste en la suspension de alimentos altos en grasas y sales; la segunda es una
dieta moderada en la que ademas se interrumpe la ingesta de alimentos derivados de
lacteos y solo se permite el consumo de pescado preparado en agua y sin ningun aditivo;
y la tercera es una dieta fuerte en la que junto con lo suspendido en las anteriores se
prohibe el consumo de todo tipo de carne y se aisla al paciente por cuarenta dias
permitiéndole solo contacto con el curandero. Esta Gltima puede incluir también

purgantes de sal al término del tratamiento.

- Aspectos etnomeédicos y etnofarmacologicos

Los informantes clasifican o determinan los nombres de las serpientes segun la region,
lo que para ellos resulta importante al momento de seleccionar las plantas aplicadas en
el tratamiento antiofidico. Entre los nombre mas comunes podemos encontrar los
siguientes: mapana rabo seco, mapana, rabo blanco, mapana de agua, mapana de rio,
mapana de tierras frias, cascabel, cuatro narices, cabeza de candado, coral, coralito,
viboras de tierra caliente y viboras de tierra fria. Por otra parte, los curanderos para
seguir el tratamiento tienen en cuenta el origen del accidente ofidico, ya que si ocurre en
jornal de trabajo puede ser menos relevante y tratarse con facilidad, pero cuando es
ocasionado por envidias o castigos se puede complicar el tratamiento. Los sintomas
tratados por los curanderos generalmente son los mismos, malestar general, alteracién
de los nervios, dolor de cabeza, vOmitos, sangrado, inflamaciones, diarrea,

convulsiones, alucinaciones y laceraciones en la piel. Los curanderos expresan que sus
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tratamientos no generan respuestas contraproducentes en los pacientes y en casos muy

raros hay presencia de vomito al suministrarlos.

- Tratamiento magico religioso

Otro aspecto descrito por los curanderos son los rezos y oraciones que se pueden aplicar
para el mejoramiento del paciente, quien requiere segin ellos de un estado de
preparacion mental y espiritual para lograr una conexion con la naturaleza y aprovechar
de mejor manera los principios curativos de las plantas. De otra parte, la colecta de las
plantas se debe adelantar en época de luna creciente previo agradecimiento a la madre
tierra y a la planta misma. Resulta importante para el curandero saber si el paciente ha
sido atendido por otro curandero ya que si este es el caso, el no puede hacer nada, por
que incurre en el “contrapunteo” que puede ocasionar la muerte del paciente o la
perdida de la capacidad curativa del curandero. Otra causa para no atender al paciente es
que la mordedura sea ocasionada por una culebra “supuesta”, la cual tiene origen en la

magia negra y solo puede tratarse por la misma persona que la origino.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los habitantes de las estribaciones de la Sierra Nevada de Santa Marta usan
ampliamente sus recursos y poseen un conocimiento singular en el concepto de salud,
enfermedad y sanacion (18). En el presente estudio, con el reporte de 72 especies
vegetales utilizadas en el manejo del accidente ofidico por los curanderos de dicha
region, se confirma tal aseveracion. Este nUmero de especies es relativamente alto y
comparable al de estudios realizados en los departamentos de Antioquia y Choco con
comunidades indigenas y negras, en los que se registran 101 especies reconocidas por
un numero mayor de informantes (20) a los considerados aqui. Haciendo salvedad al
numero de informantes y a los esfuerzos de muestreo (13), existe una cierta tendencia a
presentarse nimeros parecidos de especies en diferentes regiones, por ejemplo en el este

de Nicaragua se registran 81 especies con esta aplicacion (20).

Los curanderos de la zona de estudio utilizan especialmente las hojas y los tallos de las

plantas, reportando solo unas pocas en las que también se emplean los frutos y las
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raices, coincidiendo con esta préctica para otras regiones y otras especies de uso
medicinal (21). La preparacion de extractos vegetales antiofidicos por coccién vy
maceracion no es usual para los curanderos de la region como si lo es para otros sitios
en el neotrépico (10, 20), y en las estribaciones de la Sierra la extraccion en alcohol
artesanal (chirrinche) es la norma. Esta sustancia se utiliza también para tratar
laceraciones en la piel y preparar pociones de plantas que son aplicadas para
enfermedades parasitarias, intestinales y analgésicas, Debe operar en esta preferencia
algun aspecto ligado a la cultura, ya que es una caracteristica propia de la region y no se

registra para otros sitios (22).

Para incluir en los extractos los curanderos suelen mencionar una amplia oferta de
plantas que puede alcanzar hasta las 60 (23), probablemente como resultado de la alta
diversidad de la zona, pero la tendencia general es a preferir unas pocas tal vez porque
estan presentes la mayor parte del afio, o porque que se preservan mejor (“contras”) o
por la efectividad comprobada tradicionalmente. Las préacticas establecidas por los
curanderos en la preparacion de extractos para uso antiofidico tales como la toma de las
partes de las plantas cuando la luna se encuentra en creciente, el depositar los extractos
en botellas de vidrio de varios colores y exponerlos a la luna y el sol por varios dias, son
comunes con las seguidas en el procesamiento de la mayoria de plantas medicinales y se
encuentran extendidas en todos los departamentos que comprenden la Sierra Nevada de
Santa Marta (2).

En el manejo del paciente, para los curanderos uno de los aspectos importantes del éxito
es recomendar una dieta especial y practicamente en todo tipo de tratamiento, no solo en
el accidente ofidico, las dietas son utilizadas en la medicina tradicional de la Region
Caribe de Colombia, aplicandolas segun la enfermedad y la evolucion presentada por el
paciente (4). El tratamiento por parte de los curanderos locales es casi siempre la Unica
alternativa que tienen las comunidades indigenas y campesinas para afrontar las
diferentes necesidades en salud, y dentro de las nuevas generaciones existe poco interés
en aprender y perpetuar estas practicas, haciéndose por tanto necesario documentar y
rescatar todo el conocimiento sobre las especies utilizadas, las formas de manejo y las

enfermedades que pueden ser tratadas por estos métodos. De otra parte es necesario
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realizar estudios para validar experimentalmente el uso de dichas plantas y facilitar asi
el desarrollo de agentes fitoterapéuticos de bajo costo y ayudar a solucionar en alguna
medida las dificultades de produccion y distribucion de farmacos necesarios en las

regiones mas apartadas (14, 15).
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ANEXO 1. INFORMACION ETNOBOTANICA POR CADA PLANTA

COMUNIDAD: INFORMANTE:
Edad: Sexo: Coleccion botéanica: Muestra para ensayos:
Habitat: Silvestre cultivada Nombre indigena: Fecha:

PREPARACION Y ALMACENAMIENTO
- Parte(s) de la(s) planta(s) usada(s):
- Otros ingredientes (adicion en mezcla, solventes):
- Cantidades usadas:

- Método de procesamiento: 1. Jugo 0 zumo 2. Macerado 3. Polvo___ 4. Infusion caliente_
5. Infusién fria 6. Decoccion 7. Jarabe 8. Extraccidn alcohdlica 9. Unglento
10. Otro

- Almacenamiento (fresca o se puede almacenar):
- Notas o variaciones:

VIiA DE ADMINISTRACION

- Interna:1.Oral___ 2.Inhalada___ 3.Otra__

- Externa: 1. Mascar y escupir 2. Vaporizacioén (bafio de vapor) ___ 3. Soplar sobre area afectada ___
4. Bafio de hierbas __ 5. Cataplasma __ 6. Emplasto 7. Compresa 8. Frotacion ___
9.0tra
Notas:

DOSIS (cantidades, frecuencia y tiempo de tratamiento):

OTRAS TERAPIAS ADJUNTAS
- Bafios: Dieta: Masajes: Recitaciones: Ritual de curacién: Otros rituales:
Notas:

ASPECTOS ETNOMEDICOS Y ETNOFARMACOLOGICOS
- Nombre de la picadura (escritura y traduccion literal):

- Etimologia (explicacion de las causas):

Sintomas tratados (accion especifica de plantas: inflamacion, dolor de cabeza, vémito, etc.):

Respuesta a la terapia (alucinaciones, vomito, diarrea, contraindicaciones):

Accion farmacoldgica supuesta:
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CAPITULO I

Evaluacion bioldgica de extractos vegetales utilizados en las estribaciones de
la Sierra Nevada de Santa Marta contra el veneno de la serpiente Bothrops

asper.

Biological evaluation of vegetable statements utilized in the foothills of the Sierra
Nevada of Santa Marta against the poison of the snake Bothrops asper

Willinton Barranco Pérez ** Vitelbina Nufiez’ & Tatiana Lobo Echeverri®*

! Estudiante de Maestria en Bosques y Conservacion  Ambiental

whbarranco66@yahoo.es, Departamento de Ciencias Forestales

2 Profesora Asociada, Escuela microbiologia, Universidad de Antioquia
3 Profesora Asociada, Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias.
* Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin.

RESUMEN

La mordedura de serpientes constituye un problema de salubridad importante en
muchos paises tropicales y subtropicales, con un estimado de 2,5 millones de personas
envenenadas cada afio. En Colombia las especies Bothrops asper y Bothrops atrox son
las causantes del 70 al 90 % de los accidentes registrados. Se estima que el 60 % de
estos accidentes son inicialmente tratados por curanderos tradicionales utilizando
plantas medicinales en diferentes preparaciones. Este estudio evaluo la capacidad
inhibitoria de cinco especies contra el efecto proteolitico y hemolitico indirecto
inducido por el veneno de B. asper en ensayos in vitro. Las especies, que fueron
seleccionadas de acuerdo a su uso en la medicina tradicional por parte de las
comunidades campesinas de la Sierra Nevada de Santa Marta, fueron, Aristolochia
maxima, Cissampelos pareira, Equisetum bogotense, Mucuna cf pruriens y
Austroeupatorium inulaefolium. La planta E. bogotense mostré los mayores porcentaje

de inhibicién contra la actividad de las fosfolipasas A, (42,29 %), asi como la mayor
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precipitacion de las proteinas en un rango de masas moleculares de 28,2 y 94,43 KDa.
Al fraccionar el extracto de E. bogotense se obtuvieron cinco fracciones, las cuales
presentaron un porcentaje de inhibicién de 36,6 + 1,07 a 46,1 + 13,6. Adicionalmente se
detectaron algunos nucleos por métodos cualitativos, principalmente alcaloides,
esteroides y/o triterpenos, taninos, cumarinas y leucoantocianidinas.

ASBTRATC

The bite of snakes constitutes a problem of important salubriousness in many subtropic
and tropical countries, with a reckoned of 2.5 million people poisoned each year. In
Colombia the species Bothrops asper and Bothrops atrox are the causes from the 70 to
the 90% of the registered accidents. It is estimated that the 60% of these accidents are
initially treaties by traditional faith healers utilizing medicinal plants in different
preparations. This study evaluated the inhibitory capacity of five species against the
effect proteolitico and hemolitico indirect induced by the poison of B. asper in trials or
vitro. The species, that were selected according to their use in the traditional medicine
on the part of the rural communities of the Sierra Nevada of Santa Marta, they were,
Aristolochia maximum, Cissampelos pareira, Equisetum bogotense, Mucuna cf pruriens
and Austroeupatorium inulaefolium. The plant E. bogotense showed the greater
percentage of inhibition against the activity of the fosfolipasas A2 (42.29%), as well as
the greater haste of the proteins in a rank of molecular masses of 28.2 and 94.43 KDa.
To the fraccionar the statement of E. bogotense five fractions were obtained, which
presented a percentage of inhibition of 36.6 + 1.07 to 46.1 + 13.6. Additionally some
nuclei by qualitative methods were detected, chiefly alkaloids, steroids and/or
triterpenos, tannins, cumarinas and leucoantocianidinas.

Palabras Claves: Sierra Nevada de Santa Marta, plantas antiofidicas, veneno,
Bothrops, Fosfolipasa A.

INTRODUCCION

La mordedura de serpiente constituye uno de los problemas de salubridad mas
importante en numerosos paises tropicales y subtropicales, con un estimado de 2,5
millones de personas envenenadas cada afio (1). En Colombia, las especies Bothrops
asper y Bothrops atrox son las causantes del 70 al 90 % de los accidentes registrados (2,
3), y sus venenos inducen efectos locales y sistémicos que ponen en peligro la vida
humana (4,5,6). La seroterapia o administracion intravenosa de inmunoglobulinas
equinas u ovinas, descubierta hace mas de 100 afios (7,8), es el principal tratamiento

contra el envenenamiento por mordedura de serpientes, pero su accion tiene una
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eficiencia limitada en la neutralizacion de efectos locales como hemorragia, edema y
mionecrosis , debido a su rapida instalacion( 9,10).

En Colombia, el 60 % de los accidentes causados por mordeduras de serpientes son
inicialmente tratados por curanderos tradicionales, los cuales utilizan plantas
medicinales en diferentes formas (11). La utilizacion frecuente de plantas para el
tratamiento antiofidico se debe a la localizacion distante y las dificultades geograficas
de los lugares vulnerables al accidente. Ademas la produccion y distribucion de sueros o
antivenenos es insuficiente y no hay disponibilidad del producto en todas las
comunidades e instituciones de salud encargadas (12). Para contribuir a estas
problematica se han realizados estudios para evaluar el uso tradicional de varias plantas
registradas como antiofidicas, en los departamentos de Antioquia y Choco, registraron
101 plantas utilizas como antiofidicas por las comunidades locales (11). La evaluacion
de 75 de estas se detectd en 31 especies, actividad para neutralizar el veneno de B. asper
(13). En uno de los estudios més recientes se evalud la actividad de 12 plantas (Bixa
orellana, Ficus nymphaeifolia, Struthanthus orbicularis, Gonzalagunia panamensis,
Brownea rosademonte, Tabebuia rosea, Pleopeltis percussa, Trichomanes elegans,
Renealmia alpinia, Heliconia curtispatha, Dracontium croatii y Citrus limon) contra la
formacion de edema, defribrinacion y efecto anticoagulante del veneno de Bothrops
asper, obteniéndose en todos los casos neutralizacién parcial de la formacion de edema
entre el 58 al 76 %. Asimismo en este estudio, 10 especies presentaron un porcentaje de
neutralizacion del 100 % frente al efecto defibrinante y nueve incrementaron el tiempo
de coagulacién inducido por el veneno (14). Por otra parte, en la Sierra Nevada de Santa
Marta se identificaron 26 especies de plantas usadas como antiofidicas por la etnia
Kogui (15), De estas solo se evaluaron Aristolochia anguicida y Mucuna pruriens
contra el veneno de B. atrox, las cuales presentaron actividad inhibitoria in Vitro del
efecto hemolitica indirecto (16).

Dado todo lo anterior, se da la necesidad de buscar alternativas e investigar acerca de
inhibidores de los efectos ocasionados a nivel local por el veneno de las serpientes,
como la necrosis y la pérdida de tejidos afectados. Dichas opciones pueden ser Utiles
para el desarrollo de terapias que puedan complementar la actividad de los antivenenos
(17). Es asi, como el objetivo de este estudio fue el de evaluar la capacidad inhibitoria

contra el veneno de B. asper, de los extractos vegetales de cinco especies seleccionadas,
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de acuerdo al uso dado por comunidades campesinas de la Sierra Nevada de Santa
Marta.

MATERIALES Y METODOS

Venenos y reactivos

El veneno fue una mezcla homogénea, obtenida 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. EI veneno
fue centrifugado, el sobrenadante liofizado y congelado a 70° C hasta su uso. Todos los

reactivos y solventes utilizados fueron grado reactivo o analitico (Marca Merck ©).

Material vegetal

Las especies seleccionadas para evaluacion in vitro fueron, Aristolochia maxima Jacq,
(Aristolochiaceae), Cissampelos pareira L (Menispermaceae), Equisetum bogotense
Kunth (Equisetaceae), Mucuna cf. pruriens L (Fabaceae) y A. inulaefolium. Todo el
material vegetal fue colectado en el municipio de Pueblo Bello departamento del Cesar,
Colombia (10°25”05 N, 073°35”07 W). La determinacion taxonomica de los ejemplares
fue realizada en el herbario de la Universidad del Magdalena (UTMC) por el
especialista Eduino Carbono, y los ejemplares fueron registrados e ingresados a la
coleccion (UTMC 12542-12544, 12549, 12551 respectivamente). Posteriormente, se
colectaron en campo entre 2000 y 3000 gramos en peso humedo de cada planta para le

evaluacion en el laboratorio.

Preparacion de los extractos

Las muestras vegetales fueron secadas en una estufa convencional a 37° C durante 48
horas, posteriormente se molieron y se tomaron 500 gramos de peso seco. Las muestras
fueron sometidas a un proceso de percolacion con etanol al 96 % durante 12 horas,
mediante el uso de un equipo de Soxhlet. Finalmente, el solvente de las muestras fue

evaporado por medio de un rotaevaporador (Buchi R-124°).

Anélisis fitoquimico y fraccionamiento de la especie con mayor actividad
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El analisis fitoquimico preliminar de los extractos para la deteccion de metabolitos
secundarios, se efectu6 de acuerdo con los métodos propuesto por Sanabria &
Dominguez (18, 19). Se hicieron pruebas para la deteccion de alcaloides, esteroides y/o
terpenoides, flavonoides, naftoquinonas, antroquinonas, saponinas, taninos y cumarinas.
Para la especie con actividad mas promisoria, se realizé un fraccionamiento en columna
utilizando Sephadex LH-20 como fase solida. El extracto se eluy6 de forma isocratica
con hexano: diclorometano: metanol (5:3:1). Para detectar el perfil cromatografico de
las fracciones, se corrieron placas de silica gel (capa fina), con sistemas de solventes de
diferente polaridad tales como, hexano: acetona (3,5:1,5), hexano: acetato de etilo (4:1)
y diclorometano: metanol (4:1). Posteriormente, las placas fueron visualizadas usando

revelador universal (H,SO,4 10 %).

Efecto inhibitorio de actividad de fosfolipasas A;

Para este ensayo, se siguid el metodo descrito por Dole (20) con algunas
modificaciones. A 1 mL de yema de huevo (sustrato) se le agregaron 100 L de una
mezcla variable de cada extracto con 20 pg del veneno, esto fue incubado a 37° C por
30 minutos. Después, se le agregd una mezcla de extraccion con hexano para de extraer
los acidos grasos liberados, los cuales fueron titulados con NaOH 0,018 N y azul de
timol en etanol como indicador. Cada prueba fue replicada tres veces y los resultados

fueron expresados como promedios.

Electroforesis SDS-PAGE

La electroforesis fue realizada sobre geles de poliacrilamida al 12 % en condiciones no
reducidas, como lo describe Laemmli (21). Se incubaron 40 pug de veneno con 400 pg
de cada extracto (relacion 1. 10) durante 30 minutos a 37° C. Posteriormente las
muestras se corrieron en una cdmara Mini Protean-11®° (Bio Rad) durante 60 minutos a
150 voltios. El veneno y los extractos solos fueron incubados en los mismos tiempos y
corridos en las mismas condiciones. Las proteinas fueron coloreadas empleando azul
Coomssie R 250.
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Inhibicién de la actividad proteolitica sobre la azocaseina.

Utilizando como control positivo una DPm (Dosis Proteolitica minima de 10 pg para el
veneno de B. asper), se preincuban (30 min/37°C) con una relacion de veneno: extracto
( 1:10); en la prueba de inhibicion, 100 pL de azocaseina (10mg/mL) y 20 pL de la
mezcla veneno: extracto se incuban (90 min/37°C) previo a la adicién de acido
tricloroacético al 5% para detener la reaccion. Una vez logrado este objetivo, los tubos
son centrifugados (2.000 rpm/5 min) y 100 pL de sobrenadante son transferidos a pozos
de platos de 96 pocillos de fondo plano en los que posteriormente se agregan 100 pL 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, segn el micrométodo de

azocaseina propuesto por Wang et al (22).

Inhibicion de la actividad hemolitica indirecta

Se utiliz6 el método de agarosa-yema de huevo-eritrocitos, descrito por Lomonte y
Gutiérrez (23). Se determino como dosis hemolitica indirecta minima (DHIm) del
veneno de B. asper, aquella dosis que generd un halo de hemolisis de 20 mm de
didmetro después de 20 horas de incubacion. Los ensayos de inhibicion se llevaron a
cabo incubando mezclas de cantidades variables de las fracciones del extracto activo
con una DHIm del veneno a 37° C por 30 minutos. Los experimentos fueron realizados

por triplicado.

Actividad citotoxica del extracto de Equisetum bogotense

En este ensayo se utilizd la linea celular C2C12 de mioblastos de muasculo esquelético
de ratdbn (ATCC CRL-1772). Estas células fueron mantenidas en un medio de
crecimiento, DME (Medio de Tagle modificado por Dulbecco), suplementado con suero
fetal bovino (SBF) al 15 %. La cuantificacion de la citotoxicidad se realizo adicionando
150 pL de medio de ensayo (DME con 1 % SBF) con concentraciones variables del
veneno completo de B. asper a células cultivadas en platos de 96 pozos. Después de 3 h
de incubacion a 37° C, se tomaron muestras de sobrenadante y se midio la actividad de
la enzima deshidrogenada lactica (LDH; EC1.1.127) liberada, utilizando un método

cinético (Wiener LDH-P UV). Los experimentos de inhibicién se llevaron a cabo
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mediante preincubacion del veneno con el extracto crudo de E. bogotense o sus

fracciones previos a su adiccion a las células. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Andlisis de los datos

Con el programa estadistico PRISMA 4.2, se realiz6 un ANOVA de una via seguido por
un test de Bonferroni, para comparar las muestras con los controles positivos (veneno
solo), realizados en la prueba del efecto inhibitorio de actividad de fosfolipasa A;
obtenido con cada extracto. Los ensayos fueron realizados por triplicado y los
resultados se expresaron como la media + S.E.M (error estandar de la media). Se

consideraron diferencias significativas cuando p < 0,05.

RESULTADOS

Efecto inhibitorio de actividad de fosfolipasas A;

Los porcentajes de inhibicién de la actividad de los extractos vegetales contra el veneno
de B. asper siguieron la siguiente secuencia: E. bogotense > C. pareira > M. cf.
pruriens > A. inulaefolium > A. maxima. La especie E. bogotense mostré el mayor
porcentaje de inhibicion con un valor de 42,29 % y A. maxima el menor porcentaje con
11,54 % (Tabla 1).

Tabla 1. Inhibicion de la actividad enzimética del veneno de B. asper

Extractos crudos

Ensayos A. maxima C. pareira E. bogotense M. cf. pruriens A. inulaefolium
Porcentaje
de inhibicion ) 54,1 28,85+5,4 42,29+1,2 17,28+6.2 15,34+7,8
de PLA,
(Dole)

Los resultados se presentan como la media + SEM del porcentaje de inhibicién de ensayos llevados a
cabo por triplicado.
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Electroforesis de los extractos vegetales

La electroforesis del veneno de B. asper y los extractos vegetales (Figura 1), se puede
observar que en E. bogotense causa una precipitacion de las proteinas en un rango de
masas moleculares 28,2 y 94,43 KDa aproximadamente Figura 1A, carril 7, por otro
lado se presentan la desaparicion de bandas entre 31KDa y 97KDa , aproximadamente

para las especies M. cf. pruriens y A. inulaefolium.
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Figura 1. Extractos vegetales. A. 1: Marcador de peso molecular, 2: Veneno, 3:
Cissampelos pareira + Veneno, 4: C. pareira, 5: Aristolochia maxima + veneno, 6:
Aristolochia maxima, 7: Equisetum bogotense+veneno, 8: Equisetum bogotense, 9:
Marcador de peso molecular, 10: Veneno, 11: Mucuna cf. pruriens + Veneno, 12:

Mucuna cf. pruriens + veneno, 13: A. inulaefolium + Veneno, 14: A. inulaefolium.
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Inhibicién de la actividad proteolitica sobre la caseina
Ninguno de los cinco extractos inhibid la actividad proteolitica inducida por el veneno

de B. asper.

Fraccionamiento de Equisetum bogotense y efecto inhibitorio de la actividad
fosfolipasas A, por las fracciones

La especie E. bogotense, fue seleccionada para proseguir con otros ensayos, por tener el
mejor porcentaje de inhibicion de la actividad de fosfolipasa inducida por el veneno
completo de B. asper. Al fraccionar el extracto etanolico se obtuvieron cuatro fracciones
que fueron nombradas como F1 a F4, las cuales al ser evaluadas en su capacidad
inhibitoria de la actividad de fosfolipasa mostraron una actividad similar a la del
extracto crudo (Tabla 2), siendo la fraccion F2, la que presentd un porcentaje mayor que
las otras fracciones. No obstante no hubo diferencias significativas (p > 0,05) en su
actividad (Tabla 2),

Tabla 2. Inhibicion de la actividad enzimética del veneno de B. asper

Fraccionamiento de E. bogotense
Ensayos E.C F1 F2 F3 F4
Porcentaje 44,4+76 404+027 461+136 404+191 36,6+1,07
de
inhibicién
de PLA,.
(Dole)

Los resultados se presentan como la media + SEM, del porcentaje de inhibicién de ensayos llevados a cabo por triplicado. E.C:

Extracto crudo, F: fracciones.

Inhibicion de la actividad hemolitica indirecta por fracciones de Equisetum
bogotense

La fracciones 1, 2, y 3 de E. bogotense redujeron el efecto hemolitico inducido por el
veneno de B. asper, en porcentajes variables, no obstante F1 fue las mas activa
(22,45%) La fraccion F4 no mostré actividad (Figura 2).
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Figura 2. Porcentaje inhibicion de la actividad hemolitica indirecta del veneno de B.

asper. E.C: Extracto crudo, F1-F4: fracciones obtenidas del extracto vegetal.

Inhibicion de la Citotoxicidad por E. bogotense y sus fracciones

El efecto citotoxico inducido por el veneno de B.asper fue reducido por el extracto
crudo de E. bogotense y por las fracciones 1 y 3, el mayor porcentaje de inhibicion
(78%) se observo con la fraccion F3 (Figura 3). El extracté crudo de E. bogotense, no
fue citotdxico, pero las fracciones F2 y F4  fueron citotdxicos, por ello no se les

determino su actividad inhibitoria.
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Figura 3. Porcentaje de la citotoxicidad inducida por el veneno de B. asper Yy por las
mezclas de las fracciones con el veneno. E.C: Extracto crudo, F1-F3: fracciones

obtenidas del extracto vegetal, Ven: Veneno.

36



Anélisis fitoquimico preliminar de E. bogotense
Para el extracto de E. bogotense en la marcha fitoquimica preliminar, se detecto la
presencia de alcaloides, esteroides y/o triterpenos, taninos, cumarinas y

leucoantocianidinas (Tabla 3).

Tabla 3. Analisis fitoquimico de Equisetum bogotense

Metabolito secundario Resultado
Alcaloides Positivo
Esteroides y/o triterpenos Positivo
Flavonoides Negativo
Taninos Positivo
Cumarinas Positivo
Antocianidinas Negativo
Cardiotonicos Negativo
Saponinas Negativo
Leucoantocianidinas Positivo
Nafto y natroguinonas Negativo

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En el mundo se han reportado méas de 750 especies de plantas empleadas por curanderos
tradicionales para el tratamiento de mordeduras de serpientes, pero relativamente pocas
de ellas han sido evaluadas para comprobar su efectividad en ensayos controlados (24).
En este trabajo se encontré que de las 5 especies mas utilizadas por los curanderos de
las estribaciones de la Sierra Nevada de Santa Marta, la especie E. bogotense fue la méas
promisoria en cuanto a su porcentaje de inhibicién de la actividad de la fosfolipasa A,
del veneno de B. asper con respecto a las demas especies evaluadas (Tabla 1). Las PLA;
de venenos de serpientes, son abundantes en los venenos de serpientes e inducen efectos
variables tales como neurotoxicidad pre y/o posinaptica, miotoxicidad local y/o
sistémica, anticoagulacion, cardiotoxicidad, modulacion de la agregacién plaquetaria,
actividades hemolitica, edematizante e hipotensora y dafio directo en 6rganos como el
rifion, pulmon e higado(25). E. bogotense inhibio en 40% la actividad de fosfolipasa del
veneno completo de B. asper. Otras plantas citadas en la literatura han informado

resultados similares a los obtenidos con E. bogotense, utilizando el método de Dole
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(20). Este es el caso de la especie Tabernaemontana catharinenses, que demostré 40
% de inhibicion frente al veneno de la B. jararacussu (26).

E. bogotense ha sido descrita como diurética (27), dado que una de las complicaciones
en una mordedura de serpiente B. asper es la insuficiencia renal aguda (25), esta planta
podria contribuir a solucionar el dafio renal inducido por el veneno. Por otra parte, las
especies A. maxima y M. cf. pruriens mostraron porcentajes de inhibicidn bajos en este
trabajo (Tabla, 1), comparados con otros estudios realizado con las mismas especies, en
uno de esos informes los extractos presentaron un porcentaje de inhibicion superior al
60 % en la actividad de la PLA; del veneno de la B. asper, evaluadas por el método de
actividad hemolitica indirecta (16). Es posible que los bajos porcentajes de inhibicién
obtenidos en este estudio se deban a otros factores que influyen en la composicién
quimica de las plantas presentando cambios en su metaboloma, como el lugar
biogeografico de procedencia, condiciones del suelo y el ambiente, época de
recoleccion, entre otras (28). Adicionalmente, la identidad de la especie M. cf. pruriens
evaluada en el presente trabajo, aun esta bajo confirmacion lo que puede influir en los

resultados obtenidos.

La inhibicién mostrada por E. bogotense, puede estar relacionada con un efecto de
degradacion sobre algunas de las proteinas del veneno, el cual fue observado en la
electroforesis. En esta prueba se evidencioé degradacién, de las proteinas del veneno en
un rango de masa molecular de 28,2 y 94,43 KDa (Figura 1A, carril 7). Ademas se
presento actividad en las especies de M. cf pruiens y A. inulaefolium en el rango de
masa molecular de 31 a 97 KDa. Resultados similares fueron hallados para algunas
especies de la familia Heliconiaceae, cuando fueron evaluados frente al veneno de B.
asper, en las cuales se presentaron reducciones en la intensidad de las proteinas del
veneno en un rango de 95 y 110 KDa, asi como una inhibicion de la actividad
hemolitica indirecta del veneno (29). Por otro lado no obstante estos mismos extractos
no inhibieron la actividad proteolitica sobre la caseina inducida por el veneno, y para
todos los extractos crudos evaluados fueron inocuos. Resultados similares se han
observado con este mismo método en extractos etanolicos de Curcuma parvifolia, pero

utilizando otros venenos (30).Estos resultados contrastan con los informados al evaluar
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el efecto proteolitico sobre caseina inducido por el veneno de Porthidium nasutum, con
extractos de Vitis nifera en una relacion 1:10 presentando un poder neutralizante de
(71,46 £ 5,38), estos resultados dependieron de la cantidad de extracto utilizado ; La
diferencias en los resultados para estos estudios se puede deber a las diferencias en las

relaciones extracto - veneno que se emplearon (31).

Al evaluar las fracciones del extracto de E. bogotense contra la actividad de la
fosfolipasa A, del veneno de B. asper, no se presentaron diferencias significativas
(p>0,05) entre las fracciones (Tabla 2). El fraccionamiento del extracto crudo de la
especie no presentd un aumento significativo en el porcentaje de inhibicion.,
manteniéndose una tendencia homogénea (rango 36,6 - 46,1 %), en cuanto a la
neutralizacion el veneno en esta prueba, lo cual se deba posiblemente al no actuar el
sinergismo que hay entre los compuestos que en algunos casos pueden aumentar la
actividad de los metabolomas (32). Porcentajes similares fueron hallados en muestras de
la especie Eclipta prostrata después de su fraccionamiento, con las cuales se registraron
porcentajes de inhibicion del 50-58 %, manteniendo una tendencia en conservar los

porcentajes de inhibicién al evaluar el extracto crudo o sus fracciones (33).

La prueba de citoxicidad mostré el efecto citotoxico inducido por el veneno de B.asper
fue reducido por el extracto crudo de E. bogotense y por las fracciones 1y 3 (Figura 3).
El extractd crudo de E. bogotense, no fue citotdxico, pero las fracciones F2 y F4
fueron citotoxicos, probablemente esto se deba a la cantidad de otros compuestos en el
extracto crudo que reducen la cantidad de los compuestos activos. La presencia de
toxicidad en las fracciones F2 y F3 que han presentado actividad inhibitorias en las
evaluaciones realizadas resulta muy frecuente cuando se buscan moléculas bioactivas en
productos naturales, ya que estas deben ser modificadas para utilizarlas como plantillas
en la obtencion sintética de nuevos nucleos que registren una mayor actividad biolégica

y menor toxicidad (34)
El anélisis fitoquimico preliminar de E. bogotense evidencio la presencia de esteroides

y/o triterpenos, taninos, alcaloides, cumarinas y leucoantocianidinas, resultados

similares en esta especie han sido confirmados en la literatura, en donde se detect6 la
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presencia de - sitosterol, flavonoides, cumarinas y alcaloides (27). La caracterizacion
preliminar de los compuestos presentes en las especies activas, es relevante ya que
puede dar una idea de los metabolitos responsables de la actividad bioldgica contra el
veneno serpientes (28). En este sentido, se han encontrado reportes de los metabolitos
presentes en E. bogotense los cuales pueden tener cierta actividad contra las PLA,. En
uno de estos estudios se encontrd que los esteroles como él, B-sitosterol y el
estigmasterol de la especie Eclipta prostrata contrarrestaron la toxicidad del veneno de
Crotalus durissus en ratones (33). En otro estudio, se observd la presencia de taninos y
polifenoles en la especie Musa paradisiaca, los cuales los extractos fueron evaluados
tanto por separado como en una mezcla, para probar su efecto contra la actividades
miotdxica y hemorragica del veneno de Crotulus sp, en ratones (35). Ademas, en cuanto
a la presencia de cumarinas, pro-antocianidinas y leucoantocianidinas detectadas en E.
bogotense, se puede relacionar con los resultados obtenidos en Croton urucurana, frente
al veneno de B. jararaca. Estos nucleos fueron antagonistas de la accién hemorragica y
fuertes inhibidores de las metaloproteinas del veneno botrépico (36). Por otro lado, en la
especie Mucuna pruriens se registraron alcaloides que presentaron alta eficacia contra el

veneno de serpientes de la familia Viperidae y Elapidae (37).

Aunque que E. bogotense, redujo solamente en forma parcial algunos de los efectos
inducidos por el veneno de B.asper in Vitro, seria importante aislar e identificar el o los
compuestos que dan esta actividad.
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