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Abstract: The Aclepiadaceae family has been reported by its use in ethnomedicine. In the northeast of Argentina, A. mellodora and A.
curassavica are traditionally used in ofidic accidents as poultices. In this work, aqueous, alcoholic and hexanoic extracts were analyzed by
SDS-PAGE to determine their anti-snake activity. The in vitro study of the inhibitory ability of the following activities: proteolytic, indirect
hemolytic activity and inhibition of the coagulant activity, allowed demonstrating that both species were active against venom, being A.
mellodora the most active. Statistically, all extracts of A. mellodora were active against venom in the inhibition of the coagulant activity,
without significant differences with respect to the organ used; which is consistent with the traditional use as external poultice. The alcoholic
extract of A. mellodora roots was subjected to a bio-guided separation. The fractions obtained were enriched in compounds which could
probably be responsible for the activity against venom.
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Resumen: La familia Asclepiadaceae posee tradicion en etnomedicina. En el nordeste argentino, A.mellodora y A. curassavica se utilizan
como cataplasmas en accidentes de ofidios. En este trabajo, los extractos acuosos, etanolicos y hexanicos de A. mellodora y A. curassavica
se evaluaron por SDS-PAGE para determinar su actividad alexitérica. El estudio in vitro de la capacidad inhibitoria de las actividades
proteolitica, hemolitica indirecta y coagulante permitieron determinar que ambas especies manifiestan actividad, siendo A. mellodora mas
activa. Estadisticamente los extractos de A. mellodora fueron igualmente activos contra el veneno de Bothrops diporus y no mostraron
diferencias significativas respecto del 6rgano utilizado en la inhibicidn de la actividad coagulante. Este resultado esta en consonancia con la
forma tradicional de su uso como cataplasma. Sobre el extracto etandlico de las raices de A. mellodora se realiz6 un fraccionamiento
bioguiado que permiti6 identificar fracciones de compuestos responsables de la actividad.
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INTRODUCTION

Las especies del género Asclepias se encuentran
ampliamente distribuidas en América del sur,
localizandose dos de ellas principalmente en el
nordeste de la Argentina A. mellodora y A.
curassavica (Bayon & Arambarri, 1999; McCargo et
al., 2010).

A. mellodora A. St- Hill. (Asclepiadaceae) es
conocida vulgarmente en Corrientes como yerba de
la vibora 0 mboycaa (Lauge et al., 2008; Cid et al.,
2011). Es utilizada en la medicina tradicional para
aliviar el dolor de estémago por sus propiedades
antiespasmadicas (Rondina et al., 2008); las cenizas
de sus partes aéreas como vulnerario, la decoccion de
sus hojas se ingiere contra afecciones pulmonares
(Scarpa, 2009); y también se usa en quemaduras de la
piel (Arenas, 1981).

A. curassavica L. esta descripta como
abortiva (Arbelaez, 1975), es utilizada como purgante
(Salinas & Grijalva, 1994) y en el tratamiento del
cancer nasofaringeo, tumores o verrugas (Giordani et
al., 2000; Neto et al., 2002; Roy et al., 2005; Li et al.,
2009). Posee actividad antiviral contra el virus de la
polio y del herpes (Ribeiro, 1996) y su extracto
etandlico presenta actividad antimicrobiana (Neto et
al., 2002; Kurdekar et al., 2012). Su latex ingerido
por via oral tiene actividad vermifuga, utilizandose
topicamente como antiinflamatorio, antipirético
(Bernal & Correa, 1989) y en erupciones cutaneas
(Balée, 1994).

Por otra parte, escritos que datan de la época
de la colonia, refieren el uso de ambas especies para
contrarrestar los accidentes por mordeduras de
viboras (actividad alexitérica) (Montenegro, 1711). A
su vez, las hojas frescas de A. curassavica eran
aplicadas como cataplasma en accidentes ofidicos
(Reyes-Chilpa & Jimenez-Estrada, 1995). La especie
también es citada como ornamental y antiveneno
(Liggieri et al., 2004; Roy et al., 2005; Lopez-Séez &
Perez-Soto, 2009), en particular, como antiveneno
contra Bothrops asper Garman (Serpentes:
Viperidae) (Castro et al., 1999; Makhija & Khamar,
2010)

El 97% de los accidentes con ofidios en las
Provincias de Chaco, Formosa, Misiones, Salta y
Santiago del Estero (Abriata, 2008) son provocados
por viboras del género Bothrops, lo que representa un
grave problema para la Salud Publica Argentina. En
particular en las zonas rurales, donde buena parte de
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la poblacion frecuentemente se encuentra alejada de
centros asistenciales. En la basqueda de tratamientos
alternativos para accidentes por picaduras de viboras
del género Bothrops, en este trabajo se presentan los
resultados del estudio de la actividad antiveneno de
extractos de A. mellodora y A. curassavica contra el
veneno de B. diporus.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se colectaron partes aéreas (flores, frutos, hojas y
tallos) y raices de A. mellodora de en tres estadios
vegetativos diferentes: otofio (1), primavera (Il) y
verano (I11) en la ciudad de Corrientes, Corrientes,
Argentina (27,46° S latitud, 58,77° W longitud, 67 m
altitud), de manera de realizar un anélisis estacional.
Un ejemplar fue depositado en el herbario de
Corrientes (IBONE, CONICET-UNNE,
AMTORRES 001). La presencia de A. curassavica es
baja en la regidn, por lo que, para fines comparativos,
se colectaron las partes aéreas en San Lorenzo,
Saladas, Argentina (28,70° S latitud, 58,47° W
longitud, 65 m altitud) en primavera depositando un
ejemplar en el herbario de Corrientes (IBONE,
CONICET-UNNE, A.M.TORRES 11).

Preparacion de los extractos

El material vegetal se seco por venteo, se separ6 las
partes aéreas de las raices, se molié y tamizo (tamiz
12). Se tomaron 150 gramos de cada material para
preparar los extractos (300 mL de cada solvente)
acuoso por maceracién durante 24 h con agua
destilada (Melo et al., 1994), etandlico por
maceracion durante 48 h (Otero et al., 2000) con
etanol 96% y hexanico por maceracion durante 48 h
con hexano. Todos los extractos fueron filtrados y
desecados en rotavapor (40° C) hasta obtener un
residuo sélido que fue conservado en desecador al
vacio hasta su uso, reconstituyéndolos con el mismo
solvente.

Veneno

Fue cedido por el serpentario de Corrientes y
obtenido por expresion manual a partir de varios
ejemplares de B. diporus. Fue desecado a presion
reducida y conservado a -20° C hasta su uso, donde se
reconstituyd con solucién fisiologica (Otero et al.,
2000).
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Screening de la actividad antiveneno
Electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)
Los reactivos se prepararon segun la técnica de
Pilosof y Bartholomai (2000). Se utiliz6 gel de
separacion al 12% y gel de concentracion al 4%. Al
buffer muestra pH 6,8, se le agregé 3,36 g de urea
para mejorar la visualizacion. El mercaptoetanol se
agregd a las muestras, pero no a los buffers. En la
calle 1 se sembré el patron de bajo peso molecular
(Bio-Rad, Argentina); en la calle 2 el veneno de
yarara chica. Las calles impares 3, 5, 7 se sembraron
con los distintos extractos preincubados con el
veneno (30 minutos a 37° C) para evaluar la
capacidad neutralizante del veneno que se evidencia
mostrando un patrén de bandas diferente al del
veneno puro. Las calles pares 4, 6, 8 se sembraron los
extractos puros, para descartar la presencia de
proteinas vegetales que pudieran interferir en la
interpretacion de los resultados.

Las corridas se realizaron utilizando un equipo
Miniprotean 4 (Bio-Rad, Argentina) a 15 mA por gel
y luego se colore6 con azul de Coomassie.

Inhibiciéon de la actividad proteolitica del veneno
por la técnica de SDS-PAGE
(Pardo & Natalucci, 2002; Gay et al., 2004; Camargo
etal., 2011).
Se utiliz6 gel de separacion al 10% vy de
concentracion al 4%. Se sembroé: calle 1, caseina pura
para evaluar el patron de bandas correspondiente a la
proteina; calle 2, el veneno preincubado (1 h a 37° C)
con caseina donde se observo que no presenta banda
alguna debido a protedlisis del veneno. Las calles
impares restantes 3, 5, 7 se sembraron con los
distintos extractos preincubados con veneno (1 h a
37° C), y el sobrenadante preincubado con caseina (1
h a 37° C) para evaluar la actividad inhibitoria de los
extractos sobre las proteasas del veneno, lo cual se
manifiesta con un perfil de bandas igual al de la
proteina pura. Las calles pares 4, 6, 8 se sembraron
con los extractos vegetales puros preincubados con
caseina (1 h a 37° C) para observar la posible
presencia de proteasas vegetales que pudiera
interferir en los resultados. En estas calles se deben
observar las bandas de la caseina para que el analisis
por SDS-PAGE sea posible.

Las corridas se realizaron utilizando un equipo
Miniprotean 4 (Bio-Rad, Argentina) a 25 mA por gel
y luego se colore6 con azul de Coomassie.
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Inhibicion de la actividad hemolitica indirecta del
veneno por difusion radial en placas de agar
sangre-fosfatidilcolina
(Gutiérrez et al., 1988; Otero et al., 1995).
Los extractos se reconstituyeron con los solventes
correspondientes (agua, etanol 96° y hexano) al
momento de su uso. Se prepararon las placas y se
sembraron distintas soluciones de veneno para
determinar previamente la dosis hemolitica minima
del veneno (DHM): dosis que genera un halo de
hemolisis de 10 mm luego de 20 h de incubacion.

Posteriormente, se sembré el sobrenadante de
los distintos extractos previamente incubados con el
veneno en relacién 1:10 veneno/extracto (V:E), 30
minutos a 37° C, en los pocillos para evaluar la
capacidad inhibitoria de los extractos sobre la
fosfolipasa A2, responsable de la actividad
hemolitica in vitro del veneno y la DHM del veneno
puro como patron.

Se incubd 20 h a 37° C en camara himeda y se
midid el halo de hemdlisis. Una reduccion del halo
con respecto al producido por el veneno puro, indica
inhibicion in vitro de la actividad del veneno.

Inhibiciéon de la actividad coagulante del veneno
por tiempo de recalcificacion del plasma citratado
(lovine & Selva, 1985).

La técnica se modificod afiadiendo 10 pL de solucion
fisioldgica, solucion de veneno o del sobrenadante
del veneno preincubado con el extracto (30 minutos a
37° C) a los 0,2 mL de plasma y 0,2 mL de CaCl;
0,025 M. Se obtuvo respectivamente el tiempo de
coagulacion normal (TC, 60-180 segundos), la dosis
coagulante minima (MCD: dosis de veneno que
reduce a un minuto el tiempo de coagulacién) y la
capacidad del extracto para inhibir la actividad
coagulante del veneno.

Inhibicion de la actividad fibrinogenolitica del
veneno por SDS-PAGE
(De Roodt et al., 2005)
Se analiz6 la variacion de los perfiles electroforéticos
de fibrindgeno y fibrindgeno incubado con veneno,
luego que el veneno ofidico fuera sometido a la
accion de los extractos activos sobre la actividad
coagulante, a fin de observar si los mismos ejercen su
accion sobre las enzimas responsables de la
degradacion del fibrinégeno.

Para ello se sembraron: 1, fibrindgeno (25
mg/mL) para observar el patrén de bandas; 2,
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sobrenadante de veneno mas fibrindgeno (relacion
1:20 veneno:fibrindgeno) incubados 1 h a 37° C para
observar la actividad del veneno de B. diporus sobre
el fibrindgeno (desaparecen las bandas o de 63 KDa
y B de 56 KDa, manteniéndose la y de 47 KDa); 3,
sobrenadante de veneno m&s extracto maés
fibrindgeno (veneno + extracto activo incubados 1 h a
37° C y el sobrenadante incubado con fibrinégeno 1 h
a 37° C) para observar la inhibicion o no de la
actividad del veneno por el extracto; 4, extracto
activo més fibrindgeno incubados 1 h a 37° C de
manera de controlar que ésta, por si sola, tenga la
capacidad de introducir modificaciones en el perfil
electroforético del fibrindgeno.

Analisis estadistico

Actividad de los extractos

Los resultados para las pruebas in vitro fueron
evaluados estadisticamente utilizando el modelo t de
Student, considerando conjuntos pareados de valores
del veneno antes y después del tratamiento con los
extractos vegetales respectivos mediante el software
estadistico Infostat 2011.

La evaluacion fue realizada sobre los
resultados de coagulacion, con la finalidad de
comprobar si existen diferencias significativas entre
el conjunto de valores correspondientes al tiempo de
coagulacion del plasma sometido directamente a la
accion del veneno ofidico (tiempo coagulacion
veneno) y los correspondientes a los valores del
tiempo de coagulacion del plasma sometido a la
accion del veneno ofidico, previamente tratado con
los extractos vegetales considerados (tiempo
coagulacion veneno + extracto).

Diferencia de actividad entre los distintos extractos
Se compar0 el nivel de proteccion brindado por los
extractos acuosos, alcohdlicos y hexanicos de A.
mellodora contra la accion coagulante del veneno de
B. diporus a través del analisis de la varianza para
mas de dos grupos (ANOVA).

Se tom6 como variable el tiempo de
restitucion hacia valores normales (expresado en
segundos) obteniéndose este valor a partir de la
diferencia entre el tiempo de coagulacion post
tratamiento y el tiempo de coagulacién por accion
directa del veneno sin tratamiento.
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Diferencia estadistica entre partes aéreas y raices
Para evaluar la conveniencia de que 6érgano utilizar,
se recurrié a la Prueba t de Student para muestras
independientes.

Estudio fitoquimico

Se verifico la presencia de alcaloides, fenoles,
esteroides y triterpenos, taninos, flavonoides,
quinonas, glucosidos cardiotonicos, saponinas y
cumarinas (Wagner & Bladt, 2001; Colegate &
Molyneux, 2008).

Fraccionamiento bioguiado por cromatografia flash
y SDS-PAGE

El extracto alcoholico de raices de A. mellodora se
sembrd en una columna (24 x 400 mm, silica gel
flash 60 0,04-0,063 mm, MN) conectada a una
bomba de aire CX-1000. Se utiliz6 como solvente de
corrida una serie eluotrépica de hexano-acetato de
etilo-metanol en proporciones de polaridad creciente,
recogiendo en tubos de 5 ml el eluido, y mediante
cromatografia en capa fina (TLC) se reunieron en
fracciones los tubos que dieron igual perfil
cromatogréfico.

Screening de actividad de las fracciones por SDS-
PAGE

Se tomaron cada una de las fracciones colectadas de
la columna flash y se realizé una electroforesis SDS-
PAGE en iguales condiciones que las descriptas
anteriormente.

TLC

La evaluacion de la composicion diferencial de las
distintas fracciones se realiz6 utilizando acetato de
etilo-metanol (6:4) como fase movil. Las placas
fueron observadas bajo luz UV a 254 y 365 nm, y
posteriormente se revelaron con anisaldehido
sulfarico (100° C, 5 minutos).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se presentan los resultados de la
interaccion entre los extractos de A. mellodora y A.
curassavica con el veneno de B. diporus. La Figura 1
muestra la actividad de los extractos de las raices de
primavera de A. mellodora por SDS-PAGE. La
modificacion  del  perfil de bandas  del
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veneno+extracto es indicativa de actividad contra
veneno. La Figura 2 muestra la inhibicion de la
actividad proteolitica del veneno. En la Figura 3, se
puede observar que los extractos activos de A.
mellodora poseen actividad inhibitoria de las enzimas
fibrinogenoliticas presentes en el veneno de B.
diporus. Se trata de metaloproteasas que rompen
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preferencialmente la cadena o de la fibrina y
fibringeno y maés lentamente la cadena B de estas
proteinas, llevando a impedir la coagulacion
sanguinea en el accidente ofidico. A partir de este
resultado, se puede inferir al menos una de las formas
de accién de los extractos sobre la capacidad
coagulante.

Tabla 1l

Pruebas in vitro: SDS-PAGE, inhibicion de las actividades proteolitica, hemolitica indirecta y coagulante:
PAL: extracto acuoso de partes aéreas; PA2: extracto alcohdlico de partes aéreas; PA3: extracto hexanico de
partes aéreas - R1: extracto acuoso de raices; R2: extracto alcohdlico de raices; R3: extracto hexanico de

raices. I: Otofio; Il: Primavera; I11: Verano. (*) Relacién veneno/extracto.
| PA1 | PA: | PAs | R1 | R2 Rs
SDS-PAGE
A. mellodora
| Si No No No Si No
] No No No Si Si No
11 Si No No Si Si No
A. curassavica Si No Si - - -
Inhibicion de la Actividad proteolitica
A. mellodora
| No Si Si No Si Si
I Si Si No Si Si No
11 Si Si No Si Si No
A. curassavica No No No - - -
Inhibicién de la Actividad hemolitica
A. mellodora
I No Si No No Si Si
1 No Si No No Si No
11 No Si No No Si No
A.curassavica No Si Si - - -
Inhibicion de la Actividad coagulante
A. mellodora
I (1:5)* No Si 28% Si71% Si 45% Si 55% No
Il (1:10)* No No No Si21% Si12% No
I (1:10)* Si27% Si 15% Sil7% Si 10% Si13% Si 15%
A'C‘(J{?;S;"X Ica No No Si 28% : . .
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Figural
Screening de la actividad alexitera por SDS-PAGE de A. mellodora (11): PM: patrones de peso molecular; V:
veneno; R1: extracto acuoso de raices + veneno; R1*: extracto acuoso de raices patrén; R2: extracto
alcohdlico de raices+ veneno; R2*: extracto alcohdlico de raices patron; R3: extracto hexanico de raices +
veneno; R3*:extracto hexanico de raices patrdn. Se observa en la figura la modificacion en el patrén de
bandas de los extractos activos en relacion al veneno patrén. Relacidén veneno:extracto (1:20).

PM V Ri R* R; R Rj

97,4 N e Rs*

o2 =SB - B
o e
31,0

215 - B

14,4
- — s -

Figura 2
Inhibicién de la actividad proteolitica de A. mellodora (I1): C: caseina; V: veneno + caseina; Ri: extracto
acuoso de raices + veneno + caseina; R1*: extracto acuoso de raices + caseina; R»: extracto alcohdlico de
raices + veneno + caseina; R.*: extracto alcoholico de raices + caseina; Rs: extracto hexanico de raices +
veneno + caseina; Rs* extracto hexanico de raices + caseina.

C V R1 Rl* Rz RZ* R3
R.*
B .2k
i
Figura 3

Inhibicién de la actividad fibrinogenolitica por raices alcohélicas de Asclepia mellodora en distintas
estaciones: 1: patrén de fibrindgeno; 2: Veneno + fibrindgeno; 3: R21 extracto de raiz alcohoélica de otofio+
veneno + fibrindgeno; 4: extracto R21 + fibrindgeno; 5: extracto R211 raiz alcohdlica de primavera + veneno
+ fibrindgeno; 6: extracto R211 + fibrindgeno; 7: extracto R2111 raiz alcohdlica de verano+ veneno +
fibrindgeno; 8: extracto R2111 + fibrindgeno.
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Figura 4
Q — Q plot de los diferentes extractos de A. mellodora

Restitucion valores normales de A. melfodora

15,50 n=18 r= 0,534 (RDUO_Columna}
n= 18 r= 0,894 (PRED_Columnal}

7,784

0,034

Cuantiles observados

=771

-15,44 - T
1544

Los extractos (acuosos, alcoholicos y
hexanicos) de A. mellodora obtenidos en las tres
estaciones evaluadas produjeron una inhibicion
estadisticamente significativa (p < 0,05) de la
actividad coagulante del veneno. Cuando se realizo la
comparacién estadistica del nivel de proteccion
brindado por los extractos acuosos, alcohdlicos y
hexanicos de A. mellodora contra la accion
coagulante del veneno de B. diporus, se encontré que
los datos analizados presentaron una distribucién

T T
0,03 778

Cuantiles de una Mormal

normal obteniéndose homogeneidad de resultados en
todos los casos, lo que indicé un alto nivel de
reproducibilidad (Figura 4). Para el analisis propuesto
se obtuvo un valor de p = 0.9268 lo que permitié
validar el hecho de que no existen diferencias
significativas entre los grupos de datos comparados,
lo que determina que el nivel de proteccion brindado
por cualquiera de los extractos es igualmente efectivo
(Figura 5).

Figura5
Box-Plot de los diferentes extractos de A. mellodora

Extractos A. mellodora

287

7

Caorreccion iempo de coagulacion (seg)
=
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T
Alcohdlico

¢

Hexanico
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Figura 6
Graficos Box-Plot de los extractos de las partes aéreas y la raiz

Comparacién estadistica de actividad entre drganos de A. mellodora

P
iy

Carreccion tiempo coagulacion (seg)
=
|

T
Partes aéreas

No se encontraron diferencias significativas
entre los valores de correccion del tiempo de
coagulacion de los extractos correspondientes a lo
parteas aéreas y raices (p = 0,9789), por lo que el
tratamiento con cualquiera de los 6rganos de la planta
resultd ser igualmente efectivo (Figura 6).

En el extracto alcohdlico de raiz de A.
mellodora, el estudio fitoquimico permitié identificar
compuestos pertenecientes a los grupos de alcaloides,
fenoles cardendlidos y saponinas.

Con el objetivo de obtener méas informacion
acerca de los grupos de productos naturales
involucrados en las actividades detectadas, se decidié
realizar un fraccionamiento bioguiado del extracto
alcoholico de raiz. Se decidié trabajar con este
extracto por dos razones fundamentales. En primer
lugar, en general, las raices no producen clorofila, lo
gue hace que sus extractos sean mas facilmente
enriquecidos en sus componentes y, por lo tanto, mas
accesible el trabajo fitoquimico. Por otra parte, las
caracteristicas del material vegetal determinaron que

T
Raiz

se dispusiera de mayor cantidad de raices en
primavera que de otras partes. Como resultado, se
obtuvieron ocho fracciones las que, a excepcion de la
primera y de la Gltima fraccién, todas presentaron
actividad. Se buscé encontrar la fraccion capaz de
explicar la actividad del extracto entero a fin conocer
en cual de ellos se encuentra el/los compuestos
activos de la planta. Las fracciones 3, 4 y 5 resultaron
ser més activas incluso que el extracto alcohdlico
entero (Figura 7). Se observé un grupo de
componentes comunes en las fracciones mas activas
para un Rf de 0,96 revelado con anisaldehido &cido
sulfarico y con UV 365nm. Estos compuestos
podrian ser responsables de la actividad de las
mencionadas fracciones. El revelado positivo con
reactivo de Kedde (Wagner & Bladt, 2001) permite
suponer la presencia de glicosidos cardiotdnicos tal
como ha sido reportado previamente para Asclepias
curassavica (Warashina et al., 2008; Li et al., 2009;
Zhang et al., 2014).

Figura7
Fraccionamiento bioguiado por SDS-PAGE del extracto alcohdlico de A. mellodora: PM: marcador de peso
molecular; V: veneno patron; R2: extracto alcohoélico de raices entero mas veneno; 1: fraccion 1+V; 2:
fraccion 2+V; 3: fraccion 3+V; 4: fraccion 4+V; 5: fraccién 5+V; 6: fraccion 6+V; 7: fraccién 7+V; 8:
fraccion 8+V.
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CONCLUSIONES

Ambas especies de Asclepias presentes en la region
presentaron actividad contra el veneno de B. diporus,
particularmente sobre la capacidad de inhibicion de la
actividad coagulante. A. mellodora presenté mayor
actividad. Esta actividad resulto ser igual en todos los
estados vegetativos de la planta, como asi también en
los distintos drganos de la misma, lo cual coincide
con la forma popular de uso: cataplasma. Asimismo
se identificaron tres grupos de compuestos presentes
en el extracto alcohdlico: alcaloides, fenoles y
saponinas, y se logré aislar ocho fracciones de las
cuales tres resultaron enriquecidas en componentes
alexitéricos activos. Por otra parte, en esta etapa del
estudio no puede descartarse la presencia de otras
estructuras con comportamiento cromatografico
similar a los descriptos, como ocurre con los
glicésidos cardiotonicos y las saponinas. Por lo que,
en futuros trabajos, se pretende avanzar en la
elucidacidn estructural de los componentes mediante
HPLC-MSn, sin perder de vista la realizacion de
estudios toxicoldgicos que nos indiguen su inocuidad
o toxicidad.
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