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Resumen Para obtener información acerca de los metabolitos secundarios que pudieran contribuir a la actividad antiofídica
atribuida a Columnea villosissima se realizó el tamizaje fitoquímico de dicha planta. Posteriormente, se llevaron a
cabo dos experimentos de actividad antihemolítica, el primero consistió en la observación comparativa de la hemólisis
al microscopio óptico y el segundo fue un bioensayo de hemólisis mediante espectrofotometría. Como resultados
fundamentales se puede destacar que los metabolitos secundarios a los que se les pudiera atribuir la actividad
antihemolítica, se extrajeron en mayor medida en las hojas secas de Columnea villosissima, como flavonoides y otros
compuestos fenólicos, además de otros metabolitos como los alcaloides y triterpenos, que se repiten en otras plantas
utilizadas como antiofídicas; estos compuestos junto a los alcaloides detectados, al poseer actividad analgésica,
antiinflamatoria y antimicrobiana, podrían estar vinculadas a los efectos antihemolíticos y a la actividad antiofídica
en general. Se demostró que Columnea villosissima posee actividad antiofídica, dado que el principal efecto del
veneno de B. microphthalmus es la hemólisis; en los bioensayos realizados la sangre mostró estabilidad en sus
glóbulos rojos ante el veneno durante un determinado lapso luego de aplicar los extractos de la planta, el etanólico
más que el acuoso, acercándose en parte al comportamiento obtenido con el antiofídico comercial utilizado durante los
tiempos evaluados, es así que se infiere que las hojas de Columnea villosissima presentan capacidad antihemolítica.

Palabras clave antiofídico, compuestos fenólicos, inhibición, eritrocitos

Abstract To obtain information about the secondary metabolites that could contribute to the antivenom activity attributed to
Columnea villosissima, phytochemical screening of said plant was carried out. Two antihemolytic activity experiments
were carried out, the first consisted of the comparative observation of hemolysis under optical microscopy and the
second was a bioassay of hemolysis using spectrophotometry. It can be highlighted that the secondary metabolites to
which the antihemolytic activity could be attributed were extracted to a greater extent in the dry leaves of Columnea
villosissima, such as flavonoids and other phenolic compounds, in addition to other metabolites such as alkaloids and
triterpenes, which are repeated in other plants used as antivenom; these compounds, together with the alkaloids
detected, having analgesic, anti-inflammatory and antimicrobial activity, could be linked to the antihemolytic effects
and antivenom activity in general. It was demonstrated that Columnea villosissima has antivenom activity, given
that the main effect of B. microphthalmus venom is hemolysis. In the bioassays carried out, the blood showed stability
in its red blood cells against the poison for a certain period of time after applying the plant extracts, the ethanolic
one more than the aqueous one, approaching in part the behavior obtained with the commercial antivenom used
during the evaluated times. It is thus inferred that the leaves of Columnea villosissima have antihemolytic capacity.
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1. Introducción

En Ecuador, el conocimiento tradicional se ha ido transmi-
tiendo a través de las generaciones, el papel de las plantas y
su uso han evolucionado [1]. En este contexto, la vasta diver-
sidad de flora en Ecuador, ha sido destacada por ser rica en
cuanto a sus plantas útiles [2]. Existen 5172 especies útiles
en Ecuador, de las cuales, el 30% son comestibles, el 60%
son medicinales, el 20% son de uso social (ritos religiosos o
similares) y el 55% es utilizado para la construcción [2].

La variedad de funciones en el reino vegetal se debe a diver-
sas rutas bioquímicas y sustancias, un grupo en particular
ha captado el interés moderno por sus características y pro-
piedades únicas en las plantas [3]. Estos compuestos reci-
ben el nombre de metabolitos secundarios; son sustancias
fabricadas por las plantas que le proporcionan mayor com-
petitividad en el entorno, actuando como antimicrobianos,
repelentes, atrayentes y proporcionan diferentes cualidades
de tipo medicinal [4]. Estos componentes se clasifican en di-
ferentes grupos, entre los que se encuentran los compuestos
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aromáticos, alcaloides, glucósidos, flavonoides y terpenoides
[3].

Bajo esta perspectiva, una de las utilidades que poseen es-
tos compuestos y que ha generado interés en la sociedad,
es que algunos metabolitos secundarios, separados de las
plantas, mitigan los efectos y la nocividad derivada del ve-
neno de serpiente [5, 6, 7]. En este contexto, López y Pérez
[5], indican que un grupo con estas características son los
polifenoles, donde genéricamente, ciertos isoflavonoides re-
sultan efectivos respecto a las toxinas de los crotálidos [5].
El edunol, las cabenegrinas presentes en ciertas legumi-
nosas, o la wedolactona que se aísla de Eclicpta prostrata,
son isoflavonoides activos en serpientes como la Bothrops
atrox y Crotalus durissus [5]. Otro grupo de compuestos
con actividad antivenómica son los ácidos fenólicos, grupos
de reputación antivenómica de los cuales deriva el ácido
cinámico, el hidroxibenzoico y el clorogénico [5]. Algunos
taninos poseen efectos activos y detoxificantes para algunas
serpientes de mar. Esta propiedad se debe a su capacidad de
formar complejos con las proteínas de los venenos ofídicos
[5].

Los alcaloides, como el ácido aristolóquico presente en las
raíces de algunas especies del género Aristolochia, o el schu-
maniofósido de cortezas de Schumanniophyton magnificum,
son efectivas en venenos de serpientes como la cobra africa-
na (Naja melanoleuca) [5]. Otros alcaloides como la atropina,
presentes en algunas solanáceas, resultan efectivos en elá-
pidos como la mamba negra y verde [5]. A su vez, otros
metabolitos con características antivenómicas son los tri-
terpenoides esteroídicos, como el estigmasterol, derivados
del ácido gimnémico o el sitosterol, y los muchos otros tri-
terpenos pentacíclicos como el ácido betulínico, quinóvico,
echinocístico y ursólico [6].

En Ecuador, aproximadamente el 70% del territorio presen-
ta climas tropicales y subtropicales, esta condición favorece
el crecimiento y la diversidad de especies de serpientes [8].
En 2018, Ecuador registró 1450 casos de mordedura de ser-
piente, en 2019, 1489 casos, en 2020, 1438 casos y hasta
la semana 22 del 2021, 623 casos de los cuales 7 resulta-
ron en muerte [8]. El problema se enfoca en la Amazonía
Ecuatoriana, pues comparando los datos del Ministerio de
Salud Pública en cada uno de los años mencionados, con el
resto de las provincias, el número de accidentes ofídicos las
lideran provincias amazónicas. En 2022, hasta la semana 48,
se registraron 1181 casos por mordedura de serpiente (658
leves, 342 moderadas y 189 graves), donde 497 ocurrieron
en la Amazonía [10], y en el año 2023, de la semana 1 a la
7, se presentaron 138 casos (75 leves, 35 moderadas y 22
graves) de los cuales 49 ocurrieron en la Amazonía [11].

Al analizar los datos mencionados, se observa como las cifras
en todos los periodos de tiempo han permanecido altas, por
lo que resulta lógico pensar en la necesidad e importancia,
de la disponibilidad y accesibilidad a sueros antiofídicos.
Además, estos accidentes tienen mayor ocurrencia en zonas
rurales, donde por lo general la pobreza es extrema y el
acceso a centros de salud es escaso [12]. Por ende, el acceso
a un suero antiofídico comercial se vuelve difícil, sin contar
con las barreras de negligencia que presentan los sistemas
públicos [12, 13, 14]. Por si fuera poco, Ecuador pasó de ser

un país productor de sueros antiofídicos, con potencial de
abastecer a otros países, a cerrar sus plantas de producción
y depender de sueros importados de países como Costa Rica,
país que posee serpientes distintas y por ende presenta una
respuesta clínica inferior a la que se necesita [12].

En el territorio ecuatoriano existe la presencia de 36 espe-
cies de serpientes venenosas, estos reptiles se encuentran
distribuidos a lo largo de diversas regiones del país [15, 16].
Los ofidios presentan principalmente tres tipos de venenos,
neurotóxico, hemotóxico y miotóxico, el primero contiene
componentes que interfieren con la transmisión de señales
nerviosas, perturbando los canales iónicos o los neurotrans-
misores del sistema nervioso de sus presas, resultando en
parálisis y, o la muerte misma [5]. El veneno hemotóxico
por otro lado, afecta principalmente la sangre y los tejidos
circundantes, resultando en hemorragias internas, necrosis
de tejidos y síntomas sistémicos como la coagulación intra-
vascular diseminada [5]. Por último, el veneno miotóxico
afecta específicamente a los músculos, las toxinas del ve-
neno pueden interferir con la función normal de las células
musculares, lo que resulta en la degradación de las fibras
[5].

Los accidentes ofídicos, son el resultado de mordeduras de
serpientes venenosas, destacándose como un problema de
salud global de importancia significativa. En Ecuador estos
eventos no solo afectan a comunidades rurales en áreas de
mayor biodiversidad, como la Amazonía y regiones coste-
ras, que representan el 36,23% y 43,48%, respectivamente
del total de accidentes registrados en el país en el primer
semestre del último año [11], sino que también represen-
tan una carga considerable para los sistemas de atención
médica [17]. La incidencia de accidentes ofídicos revela la in-
teracción compleja entre las poblaciones humanas y la fauna
silvestre, resaltando la necesidad de estrategias preventivas
y de tratamientos efectivos [18].

Una de las familias de serpientes venenosas y que han oca-
sionado varios accidentes ofídicos en Ecuador, es la familia
Viperidae con 17 especies, estas poseen colmillos retráctiles
que les permiten mantenerlos plegados cuando no los es-
tán utilizando, evitando el desgaste, en general, presentan
una cabeza triangular y una coloración camuflada que les
permite mimetizarse con su entorno [19]. Su veneno con-
tiene diversas enzimas y proteínas con efectos hemotóxicos,
miotóxicos y, en algunos casos, necrotizantes [20].

Existen varios registros de plantas alexitéricas en el país,
es decir, plantas que han sido empleadas para combatir los
efectos producidos por animales venenosos [5]. Estas han
sido objeto de investigación en el campo de la medicina tra-
dicional, y algunas de ellas han mostrado potencial para
neutralizar los efectos tóxicos causados por las mordeduras
de serpientes venenosas [5].

Una familia vegetal que posee varias especies útiles en el
ámbito médico, además de presentar registros como posibles
neutralizantes de accidentes ofídicos, son los miembros de la
familia Gesneriaceae [21]. Estas especies, son comúnmente
bejucos con periantos notables o hierbas suculentes situa-
das en el sotobosque [21], las cuales poseen inflorescencias
que pueden encontrarse en las axilas o en la parte termi-
nal de la planta [22]. Muchas especies de esta familia se
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caracterizan por contar con registros de tipo medicinal en
las comunidades [23].

El género Columnea, perteneciente a las Gesneriaceae, po-
see cinco especies que se han caracterizado por tener re-
gistros respecto a diferentes cualidades de interés para las
sociedades humanas [24]. Se ha comprobado que especies
como C. parviflora y C. consanguinea poseen actividad anti-
bacteriana [24], a su vez, se han hecho análisis fitoquímicos
con el fin de observar qué tipos de metabolitos poseen estas
plantas, tales son los casos como de C. cruenta, especie a
la que se le atribuye funciones como el alivio en afecciones
renales [25], o el de C. picta, una de las especies a la que
comunidades como la Awá-cuaiquier utiliza como antiofídi-
co [26]. Bajo esta perspectiva, una especie que despierta el
interés para estudiar es C. villosissima, ejemplar botánico
que según los registros de Schultes y Raffauf [27], se ocupa
en diferentes grupos sociales, al igual que C. picta, como
antiofídico.

El presente artículo toma como referencia a Bothrocophias
microphthalmus o comúnmente conocida como “macanchi”,
por su distribución en una de las zonas de incidencia (Pasta-
za) [28]. Esta especie se distribuye a lo largo de la vertiente
oriental de los Andes de Colombia, Ecuador, Perú y Bolivia,
a una altura de entre los 1000-2350 msnm [28]. En Ecua-
dor posee registros en las provincias de Pastaza, Morona
Santiago, Zamora Chinchipe y Tungurahua [28, 29].

El veneno de B. microphthalmus es bioquímicamente com-
plejo, conteniendo enzimas como proteasas y fosfolipasas,
que descomponen proteínas y membranas celulares [30]. La
presencia de metaloproteinasas agrega un efecto hemorrá-
gico, caracterizando su veneno como hemotóxico [30]. Su
composición es similar a la de Bothrox atrox, debido a que
los efectos fisiológicos que presentan las presas de ambas
especies son hemorragias y necrosis [20, 30]. Además, de
compartir similitudes morfológicas también comparten há-
bitats, especialmente en zonas de bosque piemontano, lugar
de transición entre la región litoral y la Amazonía, lo que
suele generar confusión en la identificación de las especies
[19, 31]. Esto ha llevado a que accidentes atribuidos a B.
atrox, una especie con altos registros de mordeduras, pue-
dan en realidad haber sido causados por B. microphthalmus,
lo que a su vez ha ocasionado que a ambas se las denomine
comúnmente como serpiente “X” [32].

En este contexto, una alternativa antiofídica que presenta
registros de su actividad antivenómica, además de tener
ancestros evolutivos también medicinales, es C. villosissima,
planta nativa andina y amazónica, de entre los 0 y 2000
msnm [33], su área de distribución abarca desde el norte
de Perú hasta el sur de Colombia, se la puede encontrar
esencialmente en el bioma tropical húmedo [34]. En Ecua-
dor, se la ha encontrado principalmente en las provincias de
Tungurahua, Pastaza, Morona Santiago, Napo y Sucumbíos
[33].

El presente artículo tiene como objetivos caracterizar fito-
químicamente la planta Columnea villosissima con vistas a
encontrar posibles metabolitos secundarios que puedan con-
tribuir a la actividad antiofídica, y comprobar la capacidad
antihemolítica del extracto de las hojas de C. villosissima
ante el veneno de B. microphthalmus a través de ensayos in

vitro, para evidenciar de manera científica las propiedades
antiofídicas que comúnmente se le atribuye.

2. Metodología

Los procesos que se describen a continuación, incluyendo
la obtención del veneno y la recolección de los especíme-
nes, se llevaron a cabo en estricta conformidad con la ley,
normativas y permisos establecidos. El Ministerio del Am-
biente, Agua y Transición Ecológica, mediante el permiso N◦
MAATE-ARSFC-2023-0383, autorizó formalmente la colecta
de los recursos biológicos, garantizando así la legalidad y
ética de todas las actividades relacionadas con este estudio.

2.1. Colección y preservación de muestras botánicas

Las muestras C. villosissima se colectaron en la provincia
de Pastaza, en sendero ecológico Alpayacu, a una altura de
1086 msnm, latitud: 1◦27’46.3"S y longitud: 78◦06’14.3"W.
Se tomaron dos tipos de muestras de la planta, la primera
fue el espécimen completo fértil, desde la base, con flores de-
sarrolladas, raíces aéreas y hojas bien definidas, a esta se la
prensó para su conservación; una vez seca, se llevó la mues-
tra al herbario ECUAMZ, donde se realizó la identificación
taxonómica con en coordinación con los técnicos del lugar,
y se ingresó la muestra al herbario para su preservación.
La segunda muestra constó netamente de hojas que fueron
transportadas al laboratorio de Química de la Universidad
Estatal Amazónica, la mitad de las hojas colectadas se pu-
sieron en una estufa Barnstead International modelo 3513
a una temperatura de 35◦C para así secarlas por completo.

2.2. Obtención y conservación del veneno

El veneno liofilizado utilizado en este estudio fue adquiri-
do en la provincia de Pastaza, Cantón Mera, del Centro
de Investigación Waska Amazonía, ubicada a una latitud:
1◦27’19.00"S y longitud: 78◦6’41.77"W. Se transportó el ve-
neno al laboratorio de microbiología de la Universidad Esta-
tal Amazónica y se almacenó en ultracongeladora Daihan
scientific a -80◦C.

2.3. Obtención y conservación de la sangre

Se extrajo una muestra de 5 mL de sangre humana que fue
cedida de forma voluntaria por uno de los integrantes de la
investigación, la muestra se depositó en un tubo Vacutech
con citrato de sodio al 3.2%. La muestra se etiquetó y se
conservó en un refrigerador convencional a 4 ◦C.

2.4. Preparación de extractos

Se prepararon dos extractos para las hojas frescas y secas
de C. villosissima, uno con agua destilada, y otro con etanol
al 70%. Para la muestra de hojas frescas se trituró manual-
mente 10 gramos de estas, luego se mezclaron en 100 mL de
los dos disolventes indicados respectivamente en matraces
Erlenmeyer, una vez hecha la mezcla, se tapó el orificio de
los matraces con papel Parafilm y se dejó macerar durante
72 horas. Para la muestra de hojas secas, estas se pulveriza-
ron en un triturador marca Oster y se mezclaron 5 gramos
de hojas pulverizadas en 100 mL de ambos disolventes, las
muestras se sellaron y se dejaron macerando al ambiente
por 72 horas. Los extractos etanólicos reposaron a tempe-
ratura ambiente, mientras que los extractos acuosos en un
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refrigerador convencional a 4°C [35, 36].

2.5. Tamizaje fitoquímico

Se realizó el estudio cualitativo de 9 metabolitos secunda-
rios, en el extracto alcohólico y acuoso tanto de muestras de
hojas frescas y secas de C. villosissima.

Para la determinación de saponinas, a 1 mL de extracto,
alcohólico y acuoso respectivamente, se adicionaron 9 mL
de agua destilada, se agitó vigorosamente 30 segundos y se
dejó reposar 10 minutos. Si se forma espuma y se mantiene
es positivo [37].

Se realizaron tres pruebas para determinar la presencia
de alcaloides: Dragendorff, Wagner y Mayer. Para los tres
ensayos se tomó 1 mL de extracto, a la cual se le agregaron
tres gotas de H2SO4 al 10%. Posteriormente, se añadieron
cinco gotas del reactivo correspondiente para cada prueba
[38, 39]; es positivo para Dragendorff, si la mezcla mues-
tra un precipitado naranja rojizo, para Wagner si aparece
una coloración rojo-intensa o púrpura, y para Mayer si se
observa un precipitado o turbiedad blanca.

Para la determinación de flavonoides se empleó dos métodos,
para el primero, a 1 mL de extracto se adicionó 1 mL de HCl
(concentrado) más una pequeña porción de granallas de zinc,
se dejó reposar por un tiempo hasta observar cambios, el
ensayo es positivo si se observa una coloración rojo-púrpura,
rosa o café, la coloración roja púrpura indica presencia de
dihidroflavonoides mientras que la coloración rosa o café
indican la presencia de otros flavonoides. Para el segundo
método, a 1 mL de extracto se añadió tres gotas de NaOH
al 20%, se agitó y se dejó en reposo, el ensayo es positivo si
observa algún cambio de coloración.

Para compuestos fenólicos y/o taninos, también se ocuparon
dos métodos, en el primero, se adiciona 1.5 mL de FeCl3 a 1
mL de extracto en un tubo de ensayo, se agitó y se dejó en
reposo, si aparece un color rojo-vino es positivo para com-
puestos fenólicos en general, si el color es verde intenso es
positivo para taninos pirocatecólicos y si la coloración azul,
es positivo para taninos derivados del ácido gálico. Para el
segundo método, a 1 mL de extracto se le añadieron cinco
gotas de acetato de plomo y se agitó, si aparece turbiedad o
un precipitado blanco el ensayo es positivo para taninos.

Para los triterpenos y esteroides se aplicó en el ensayo de
Liebermann-Burchard, aquí a un 1 mL de extracto se le
adicionó 1 mL anhídrido acético y tres gotas de H2SO4 (con-
centrado), un cambio de coloración rápida de rosa a azul es
muy positivo (+++), una coloración verde intenso es evidente
positivo (++) y una coloración es verde oscuro – negro al final
es positivo (+).

Se aplicó el ensayo de ninhidrina para los observar ami-
noácidos libres o aminas, donde a 1 mL de extracto, se le
adicionaron 2 mL de ninhidrina al 2%, se lo calentó de 5 a
10 minutos en baño de agua, el ensayo resulta positivo si se
observa una coloración azul violeta.

Para quinonas se empleó el ensayo de Borntrager, esta prue-
ba se evapora mediante un baño de agua 1 mL de extracto
alcohólico y acuoso en un tubo de ensayo cada uno, el residuo
se disolvió en 1 mL de CHCl3 (cloroformo) y se adicionó 1 mL
de NaOH al 5% en agua, se agitó y se dejó en reposo hasta

que se separen las fases, si aparece una coloración rosada
en la fase superior es positivo, mientras que si aparece una
coloración roja en la fase superior es muy positivo.

El ensayo de Fehling se utilizó para azúcares reductores; a
1 mL de extracto se le añadió la mezcla de 1 mL de reactivo
Fehling A con 1 mL del reactivo Fehling B, el tubo de ensayo
con las muestras se calentó en baño de agua de 5 a 10 mi-
nutos, es positivo si aparece una coloración roja o naranja o
aparece un precipitado rojo.

Para antocianidinas, se añadió 1 mL de HCl (concentrado) a
1 mL de extracto, se calentó por 10 minutos en baño de agua
y luego se le dejó enfriar, una vez frío se adicionó 1 mL de
agua destilada y 2 mL de alcohol amílico, se agitó y se dejó
en reposo hasta que se separen las fases, el ensayo resulta
positivo si aparece un color rojo-marrón.

Puesto que a los compuestos fenólicos se les puede atribuir
una gran capacidad antiofídica, se cuantificaron los mismos,
luego de concentrar el extracto etanólico y acuoso. Para la
concentración de los extractos, las hojas pulverizadas de C.
villosissima se dividieron en dos porciones de 36.8 gramos,
la primera porción se mezcló en 500 mL de agua destilada
y la segunda en 500 mL de etanol al 70%, ambos frascos se
sometieron a un proceso extractivo en un baño ultrasónico
Branson 3800 a 60°C durante 1 hora, los extractos obtenidos
se filtraron con papel filtro Walmart N°4, una vez filtrado, se
trasladó ambos extractos a un baño maría Thermo Precision
2870 a 80°C y se mantuvo ahí hasta que con la evaporación
el volumen total de los extractos disminuya a la mitad del
mismo.

2.6. Cuantificación de compuestos fenólicos

Para esta cuantificación se utilizó el enfoque metodológico
descrito por García et al. [40] y Luna et al. [41], tomando
0.5 mL del extracto acuoso y etanólico concentrado de las
hojas secas de C. villosissima, y se lo diluyó en un matraz
10 mL con agua destilada, añadiendo 0.5 mL del reactivo
Folin-Ciocalteu con agua destilada, dejándolo en reposo por
10 minutos, posterior a ello, se añadió a la mezcla 0.5 mL
de carbonato de sodio al 20%, dejándolo en reposo 2 horas a
temperatura ambiente, después se sometieron las muestras
a un espectrofotómetro UV/VIS Lambda 25 Perkin Elmer,
midiendo la absorbancia a 765 nm, los ensayos se realizaron
por triplicado. La determinación de la concentración de fe-
noles totales que tenían las muestras de los extractos de C.
villosissima se midió con la referencia de la curva de calibra-
ción de ácido gálico, utilizando la Ecuación 1 previamente
por Arteaga et al. [42] que se muestra a continuación:

A = 0,0734C−0,0028 (1)

Donde:

A: Absorbancia de la muestra

C: Concentración de la muestra (mg ·L−1)

El blanco se preparó con 0.5 mL de agua destilada, 0.5 mL
de Folin-Ciocalteu, se añadió 0.5 mL de carbonato de sodio
al 20% y finalmente se aforó con agua destilada [41].

2.7. Bioensayo de hemólisis mediante microscopía óptica
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Se realizaron cinco ensayos a través de un microscopio bino-
cular marca Motic tomando como referencia la metodología
de Chang [43] para verificar la actividad hemolítica del ve-
neno de B. microphthalmus y la inhibición de su actividad
luego de usar el extracto etanólico y acuoso de las hojas de
C. villosissima. Se agregó en un portaobjetos una cantidad
determinada de sangre, de manera inmediata veneno y an-
tiofídico, según sea el caso (Tabla 1), se realizó un frotis
a cada tratamiento con una espátula y se hicieron dos ob-
servaciones a una visión de 40X, la primera al minuto y la
segunda en un lapso de 20 a 30 minutos.

Tabla 1 | Bioensayos de hemólisis microscópicos

2.8. Bioensayo de hemólisis por espectrofotometría

Se empleó la metodología de Chang [43] y Ayres et al. [44];
mediante un espectrofotómetro UV/VIS Lambda 25 Perkin
Elmer, utilizando como blanco 16 µL de sangre humana más
1 mL de disolución salina fisiológica (NaCl 0.9%), se toma-
ron las absorbancias a 700 nm por 16 minutos, realizando
mediciones en cada minuto, para cada tratamiento (Tabla
2).

Tabla 2 | Bioensayo de hemólisis por espectrofotometría

3. Resultados y discusión

3.1. Resultados

3.1.1. Análisis fitoquímico

Al realizar el tamizaje fitoquímico, se identificaron qué me-
tabolitos secundarios de los 9 propuestos estaban presentes
en cada tipo de extracto, como se muestra en la Tabla 3.

En cuanto a los resultados a partir de extractos con hojas
frescas, los alcaloides fueron el grupo que presentó mayor
abundancia en general, los flavonoides por otra parte única-
mente mostraron poca abundancia en la prueba con NaOH
en extracto acuoso, de la misma forma sucedió con los com-
puestos fenólicos y/o taninos en la prueba con acetato de
plomo y en el extracto etanólico de ambas pruebas de este
tipo de metabolito. Cabe mencionar que en la prueba con
FeCl_3, puesto que presentó una coloración verde intensa.

Tabla 3 | Tamizaje fitoquímico de la muestra de hojas fres-
cas y secas de C. villossisima

3.2. Cuantificación de compuestos fenólicos

Los resultados de la cuantificación de los compuestos fe-
nólicos en los 2 extractos de las hojas de C. villosissima
muestran una cantidad significativa de polifenoles, siendo
notablemente superior los polifenoles totales en extracto
etanólico en comparación con los encontrados en extracto
acuoso (Tabla 4). La diferencia en los niveles de polifenoles
entre los dos extractos puede atribuirse a las propiedades
únicas de cada disolvente; el etanol, debido a su polaridad
relativa, podría haber extraído una mayor cantidad de com-
puestos fenólicos de mediana polaridad presentes en las
hojas de la planta que el agua, lo que podría explicar la
observación de valores entre 1248,86 a 1283,42 mg/100g.

Tabla 4 | Cuantificación de compuestos fenólicos

3.3. Bioensayo de hemólisis mediante microscopía óptica

Se denota con claridad los glóbulos rojos en la sangre bajo
condiciones normales luego de 1 minuto y su evolución luego
de 20 a 30 minutos, en ambos casos se visualiza los glóbulos
rojos juntos de forma homogénea representando a la sangre
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en condiciones normales (Figura 1).

Figura 1| Bioensayo bajo el microscopio con sangre huma-
na

Por otro lado, la sección donde ya se le añade veneno a la
sangre (Figura 2., parte C), aunque no se observa cambios
significativos, se aprecia espacios vacíos entre las células,
lo que quiere decir que hubo una reducción parcial de la
cantidad original de eritrocitos, producto del rompimiento y
por ende desaparición de algunos glóbulos rojos de manera
instantánea al contacto con el veneno, la falta de actividad
del mismo se debe a su tiempo activación o de actuación,
este depende de varios factores como la cantidad de veneno,
dieta de la serpiente o a su vez edad o cantidad de eritrocitos
que la persona afectada presenta, la parte D de la Figura 2,
es evidencia de esto, ya que luego de 30 minutos la hemólisis
ya es evidente y se nota la lisis total de los glóbulos rojos
comprobándose la letalidad del veneno.

Figura 2 | Bioensayos bajo microscopio con sangre + veneno
de B

Por otra parte, se obtuvo una inhibición positiva luego de
aplicar el suero antiofídico comercial al tratamiento (Figu-
ra 3), se apreció que los eritrocitos en la parte F mostraron
mayor estabilidad en los glóbulos rojos, aunque que hay una
reducción de aproximadamente el 60% del total de glóbulos
rojos iniciales, no se observa eritrocitos lisados. Los sueros
antiofídicos detienen la evolución del envenenamiento [45].
Es por esto que, con ayuda del antiofídico, los glóbulos rojos
restantes que aún están sanos tenderán a agruparse, llenan-
do aquellos espacios vacíos para detener un desangramiento
interno o externo producto de la hemólisis contrarrestando
así los efectos del veneno y encontrando estabilidad tal co-
mo se hallaban las células la sangre pura (Figura 2), esto
coadyuvaría a detener una posible hemorragia interna y
externa.

Figura 3 | Bioensayos bajo microscopio con sangre + veneno
de B. microphthalmus + antiofídico comercial

El resultado obtenido con la aplicación del extracto acuoso
de las hojas de C. villosissima, tuvo una inhibición positiva
ante la actividad venómica, en esta parte no se denotan
signos de hemólisis y a su vez, muestra mayor estabilidad
que en la Figura 3, aunque sí hay una reducción del conte-
nido inicial de células, también se observó como las células
restantes se juntaban ocupando los espacios vacíos.

Figura 4 | Bioensayos bajo microscopio con sangre + veneno
de B. microphthalmus + extracto acuoso C. villosissima

El último ensayo con el extracto alcohólico dio como resulta-
do una inhibición positiva, mostrando una mejor respuesta
que la obtenida con el extracto acuoso. Este resultado des-
taca la mayor estabilidad e incremento en el número de
células "sobrevivientes.en la sangre como se observa en la
Figura 4, además, sus glóbulos rojos mantienen una unifor-
midad y casi no se notan signos de hemólisis, sin embargo,
es pertinente señalar que, a diferencia de la respuesta con
el antiofídico comercial, las células restantes del ensayo del
extracto alcohólico y acuoso mostraron reducción en su ta-
maño lo que indicaría una pequeña pérdida de su contenido
intracelular.

Figura 5 | Bioensayos bajo microscopio Sangre + veneno de
B. microphthalmus + extracto alcohólico de C. villosissima.

3.4. Bioensayo de hemólisis mediante medición espectrofoto-
métrica

En este bioensayo se demuestra comparativamente el efecto
de añadir los extractos de las hojas de C. villosissima, res-
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pecto a la hemólisis producida por el veneno de la serpiente
B. microphthalmus. Los resultados se contrastan con el com-
portamiento de la sangre durante el intervalo de tiempo que
duró el experimento (16 minutos) y el efecto de añadir el
antiofídico comercial (Figura 5).

Si se compara la sangre con la mezcla de sangre y veneno,
se puede observar una disminución importante de la absor-
bancia hasta llegar al valor cero al cabo de los 16 minutos
(Figura 6), lo cual indica un efecto de hemólisis total. Al
adicionar el antiofídico comercial a la mezcla sangre con
el veneno se observa un claro efecto protector respecto a
la hemólisis durante el tiempo de medición de la absorban-
cia; en cambio la adición del extracto acuoso solo preservó
de la hemólisis durante los primeros 7 u 8 minutos y lue-
go la absorbancia disminuyó hasta un valor cercano a cero
(Figura 6). El extracto alcohólico por su parte ofreció una
protección similar al antiofídico comercial, por lo que pudie-
ra ser utilizado con estos fines destacando su capacidad para
mitigar los efectos del veneno de manera más efectiva en
comparación con el extracto acuoso.

Figura 6 | Comportamiento de absorbancias en función del
tiempo de las mezclas evaluadas.

3.5. Discusión

La literatura carece de investigaciones previas sobre los es-
tudios fitoquímicos o la actividad antiofídica específicamente
de C. villosissima, sin embargo, este estudio revela que el
extracto de las hojas de esta planta muestra efectos positivos
como antiofídico contra el veneno de B. microphthalmus, en
estado alcohólico más que en acuoso. Por otro lado, hay carac-
terizaciones químicas de otras especies de Columnea, como
C. picta, que también se consideran antiofídicas, contrastan-
do los resultados obtenidos con los de Ospina y Bacca [20],
se observa que C. picta tiene una cantidad considerable de
flavonoides, al igual de C. villosissima, lo cual se muestra en
la Tabla 3., aunque C. picta posee más que C. villosissima.
Sin embargo, C. villosissima muestra una mayor abundan-
cia de alcaloides, saponinas y quinonas en comparación con
C. picta, pero al comparar ambos resultados se observó que
C. villosissima presenta notablemente mayor abundancia
de alcaloides, saponinas y quinonas.

Morales [46] por otra parte, quien caracterizó los metabolitos
de Columnea maculata, Columnea nicaraguensis y Colum-
nea zebrina consiguió resultados más alentadores en rela-
ción con C. villosissima, ya que obtuvo una mayor cantidad o
presencia de saponinas, triterpenos, esteroides, flavonoides
y relativamente los taninos en las tres especies respectiva-
mente, el único grupo que demostró poseer mayor presencia
en C. villosissima fueron los alcaloides, es así que se puede

asumir que aunque las tres especies podrían tener mayor
actividad biológica, C. villosissima sería capaz de contar con
mayor actividad analgésica por presentar mayor contenido
de alcaloides, cabe mencionar que el autor no indica una
actividad específica para las tres especies, únicamente ha-
ce alusión a que todas poseen un uso de índole medicinal,
sin embargo, otros autores como Barranco [47], aunque no
han caracterizado fitoquímicamente a otras especies de este
género, sí lo ha hecho con otras plantas de uso antiofídico,
como el caso de Equisetum bogotense, especie que al igual
que C. villosissima demostró poseer alcaloides, triterpenos-
esteroides y taninos, o a su vez Copaifera reticulata, otro
antiofídico natural al que Haro [48] demostró que poseía
azúcares reductores, flavonoides y terpenos, metabolitos que
se repiten en C. villosissima.

La cuantificación de los compuestos fenólicos es consisten-
te con investigaciones previas que destacan la eficacia del
etanol como disolvente para la extracción de compuestos
fenólicos como lo menciona Pérez et al. [49]. Por ejemplo, en
el estudio de Ordoñez et al. [50], se encontró que el etanol
proporcionaba una extracción más eficaz de polifenoles en
comparación con la extracción acuosa en cuanto a la especie
Psydium guajava, demostrando de esta manera un mayor
efecto antioxidante en el extracto etanólico. Estos resulta-
dos concuerdan con los obtenidos en este estudio, donde se
evidencia una cantidad notablemente mayor de compues-
tos fenólicos en el extracto alcohólico en comparación con el
extracto acuoso (Tabla 4)

Pese a los pocos estudios sobre compuestos fenólicos en las
especies de la familia Columnea, es importante mencionar
que sí se han llevado a cabo análisis en otras plantas con
propiedades alexitéricas. En un estudio realizado por Mo-
rales [51], se identificó que la especie Piper umbellatum
poseía una concentración de 14,51 mg/100g de polifenoles
en la planta. Este hallazgo sugiere que Piper umbellatum
podría desempeñar un papel significativo en el ámbito far-
macéutico debido a su contenido de polifenoles, sin embargo,
contrastando tales resultados respecto a los encontrados en
los extractos C. villosissima, donde el valor más alto fue
de 1283,42 mg/100g, se puede verificar que el contenido
de compuestos fenólicos presentes en la especie estudiada
sobrepasa significativamente a los encontrados en P. umbe-
llatum; Morales [51] realizó investigaciones adicionales en
P. umbellatum, donde sometió sus extractos a pruebas de
inhibición de la hialuronidasa, enzima que facilita la difu-
sión de las toxinas provenientes del veneno de la serpiente
[52], y que resultan en efectos como disgregación del tejido
conectivo [53], usando el veneno de N. naja y B. atrox, en
diferentes concentraciones, sin embargo, ninguno de los tra-
tamientos logró superar el 50% de inhibición, solo el ensayo
realizado con el veneno de Naja naja únicamente alcanzó
una inhibición del 23,754%, tomando como referencia una
concentración de 250 mg/kg de veneno. Bajo este contexto,
puesto que C. villosissima posee una proporción de compues-
tos fenólicos muy altos en comparación con P. umbellatum, y
recordando que estos metabolitos poseen capacidades antiofí-
dicas en muchos casos, resulta lógico afirmar que la posible
capacidad de inhibición de la hialuronidasa en C. villosissi-
ma podría ser mayor al 50% de la efectividad comprobada
con P. umbellatum.
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En cuanto al bioensayo de hemólisis, Chang [43] realizó un
experimento similar mediante la implementación de una
infusión de alcaloides de Tradescantia spathecea y Sansevie-
ria trifasciata. En cuanto a la inhibición de la hemólisis con
ambas especies, se notó que los eritrocitos, aunque en gran
parte muestran estabilidad, tamaño y una forma estable,
otros pocos también se encuentra con ciertas distorsiones
en su forma o presentan tamaños más pequeños a los de
una célula sana, contrastando tales resultados respecto a C.
villosissima, se apreció que el extracto tanto acuoso como
etanólico de C. villosissima mantiene mayor estabilidad en
cuanto a la morfología celular, pues las células no presentan
distorsiones ni una simetría dañada, sin embargo lo que sí
se puede rescatar de los bioensayos de Chang [43] es que la
mayoría de sus eritrocitos no exhiben una reducción en el
tamaño tan notable como en las células evaluadas con los
extractos de C. villosissima.

Finalmente, en lo que respecta al bioensayo de hemólisis
por medición espectrofotométrica, se destacó que el estudio
de Chang [43] arrojó curvas similares a las de este artículo.
En su publicación, se evidenció una marcada disminución
en la curva de inhibición durante la prueba de sangre más
veneno, indicando un impacto negativo en la estabilidad de
los eritrocitos, tal efecto fue idéntico en este artículo, en
ambos casos el veneno generó un efecto hemolítico respecto
a los glóbulos rojos, un fenómeno similar ocurrió al añadir
el antiofídico comercial a los tratamientos puesto que las
curvas registraron una reducción en la absorbancia duran-
te los primeros minutos, seguida de una estabilización, la
única diferencia se basó en el tiempo en el que llegó esta
estabilización ya que Chang [43] la registró en los primeros
cinco minutos y en este caso fue a los ocho minutos, esto
puede deberse a la composición química de los sueros. Cabe
mencionar que la estabilización de las absorbancias indica
una neutralización del efecto hemolítico en la sangre. En el
mismo artículo, Chang [43] ejecutó sus pruebas de inhibi-
ción de hemólisis con el extracto de Atropoides mexicanus,
sus resultados mostraron absorbancias favorables ya que
se obtuvo una estabilidad notable, aunque con pequeños
descensos, por otra parte con el extracto alcohólico de las
hojas de C. villosissima, como se observa en la figura 6, man-

tiene una constancia e incluso aumentó la absorbancia, lo
que refiere a una mejor actividad antihemolítica, indicando
la neutralización de la hemólisis con la aplicación de este
extracto respecto al veneno, lo que respalda a su vez los
resultados cualitativos obtenidos previamente. Si bien se
puede destacar la importancia y aplicabilidad del extracto
de A. mexicanus en el ámbito de la protección antiofídica,
también se puede destacar el resultado obtenido en este
trabajo para el extracto alcohólico de las hojas de C. villo-
sissima, ya que fue superior a los obtenidos por Chang [43].
Cabe mencionar que ambos estudios se hicieron en lapsos de
15 y 16 minutos respectivamente por lo que se recomienda
evaluar las reacciones en periodos mayores de tiempo con el
fin de verificar cuál es punto hasta donde el extracto tiene
efecto en relación con el veneno.

4. Conclusiones

Se demostró que Columnea villosissima posee actividad an-
tiofídica, dado que el principal efecto del veneno de B. mi-
crophthalmus es la hemólisis; en todas las pruebas la sangre
mostró estabilidad en sus glóbulos rojos ante el veneno du-
rante un determinado lapso luego de aplicar los extractos,
el etanólico más que el acuoso, acercándose en parte al com-
portamiento obtenido con el antiofídico comercial utilizado
durante los tiempos evaluados, es así que se infiere que
las hojas de Columnea villosissima presentan capacidad
antihemolítica, lo que a su vez podría respaldar el por qué
diferentes grupos sociales utilizan tal planta en accidentes
ofídicos.

Los metabolitos secundarios a los que se les pudiera atribuir
la actividad antihemolítica, se extrajeron en mayor medida
en las hojas secas de Columnea villosissima, entre los cuales
están flavonoides y los otros compuestos fenólicos, además
de otros metabolitos como los alcaloides y triterpenos, que
se repiten en aquellas otras plantas también etiquetadas
como antiofídicas, estos compuestos junto a los alcaloides
detectados, al poseer actividad analgésica, antiinflamatoria
y antimicrobiana, podrían estar vinculadas a los efectos anti-
hemolíticos y por ende a la actividad antiofídica en general.
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