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RESUMEN

Efectos bioldgicos y dosis letal 50 (DL50) del veneno de Crotalus durissus
ruruima en tres modelos muridos. Cazorla S., Mariadella; Quijada O., Dallana;
Salazar B., Damaso J. y Kiriakos, Demetrio. Universidad de Oriente, Nucleo

Anzoategui, 2009.

Se determiné la DLsy del veneno de Crotalus durissus ruruima en los modelos
muridos C57bl/6, NMRI y BALB’c hembras, inyectados por via intraperitoneal y
para una hora de observacion, por el método secuencial de Dixon y Mood (1984) y
modificado por Sevcik (1987). Los resultados obtenidos para las DLsy fueron 6,64
mg/kg para BALB'c, 3,77 mg/kg para NMRI y 3,16 mg/kg para C57bl/6. Las
manifestaciones clinicas mas observadas fueron hipoactividad, taquipnea, rascado y
defecacion pastosa con frecuencias que variaron entre 57,14 y 100%, con un
promedio de tiempo de aparicion entre 6 y 23 minutos. Otras manifestaciones clinicas
observadas con menor frecuencia en los tres modelos muridos fueron apnea,
espasmos musculares, exoftalmos, cianosis y postracion. La actividad procoagulante
del veneno de Crotalus durissus ruruima, se evidencié hasta la dilucion 0,25 mg/ml.
La actividad proteolitica evaluada, como digestion de proteinas del gel radiografico,
se evidencid hasta una dilucion de 1:16. Se concluye que los ratones C57bl/6 son mas
susceptibles al veneno Crotalus durissus ruruima siendo ademas, los que muestran
menor indice de variabilidad y de gasto de material biolégico en los experimentos,

por lo que, resultan ser los mas adecuados para este tipo de ensayos.

Xvi



INTRODUCCION

Las serpientes venenosas y sus presas han coexistido durante aproximadamente
200 millones de afios, y a pesar que el ser humano no es parte de su cadena
alimentaria, el contacto del hombre con éstas hace que el envenenamiento ofidico
todavia sea una causa importante de morbilidad y mortalidad humana a nivel mundial

(Garcia, 1995).

En el mundo se presentan cada afio alrededor de 5 400 000 envenenamientos
ofidicos, de los cuales 2,5% son mortales. Para Latinoamérica se estiman 150 000
envenenamientos ofidicos anuales y 5 000 muertes por esta causa. El envenenamiento
ofidico es un evento comun en los paises subdesarrollados y en vias de desarrollo del
area tropical y subtropical. Las consecuencias del sindrome de envenenamiento
ofidico en estos paises han sido subestimadas, nunca verdaderamente registradas en

estadisticas de salud (Castrillon y col, 2007).

El envenenamiento ofidico es causado por mordedura de serpientes que poseen e
inyectan sustancias toxicas que lesionan los tejidos y provocan alteraciones
fisiopatologicas. En el mundo existen aproximadamente 3 000 especies de serpientes,

de las cuales 200 son venenosas (Castrillon y col, 2007).

En Venezuela existe una fauna abundante, distribuida en todos los ambientes del
pais, con un alto nimero de serpientes venenosas, que causan entre 4 000 - 6 000
casos de envenenamiento por aflo, siendo un problema de Salud Publica (Rodriguez-

Acosta y col, 1995).
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La distribucion geografica de las serpientes en nuestro pais, se encuentra
relacionada con su comportamiento bioecologico. Asi, los géneros Bothrops vy
Lachesis se ubican en regiones humedas del piso tropical y subtropical, piedemonte,
margenes de rios y quebradas. Son serpientes agresivas y provocan accidentes graves
(Lancini, 1986). Las serpientes  de los géneros Crotalus y Micrurus se encuentran
preferiblemente en las sabanas, piedemontes y regiones xerofilas (Rodriguez-Acosta

y col, 1998).

La dentadura de este grupo geoldgico es muy diversa, lo que permite clasificarlas
en 1) Aglifas: caracterizadas por tener la dentadura del maxilar superior formado por
dientes pequefios en forma de gancho y curvados hacia atrds, sin colmillos. 2)
Opistomegadontes similares a los anteriores pero tienen unos dientes de mayor
tamafio ubicados en la parte posterior de la cavidad bucal. 3) Opistoglifas la
disposicion dental es igual a la del grupo anterior, pero con un par de dientes
posteriores alargados, fijos y surcados por un canal lateral externo, capaz de escurrir
veneno. 4) Proteroglifas los colmillos estan ubicados en el maxilar superior, pero en
su parte anterior, poseen canales inoculadores de veneno, son pequefios, ligeramente
curvados e inmdviles. 5) Solenoglifas: tienen un par de colmillos fuertes, curvados
hacia atras, situados en la parte anterior del maxilar superior. Tienen un maxilar
pequeio, verticalmente eréctil, que les permite cerrar la boca y replegar los colmillos

(Otero, 1990).

Varios géneros de serpientes venenosas son reconocidas en Latinoamérica de los
cuales Bothrops, Bothriechis, Bothriopsis, Porthidium, Crotalus, Lachesis y Micrurus
se encuentran en Venezuela. Los seis primeros corresponden a la familia Viperidae y
el género Micrurus, pertenece a la familia Elapidae (Rodriguez-Acosta, 1998). Los
accidentes botropicos representan en Venezuela, alrededor del 70% de los
envenenamientos por mordeduras de serpiente, seguido por los accidentes crotalicos y

otros (Pifano, 1989).
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Las serpientes de la familia Viperidae son las que poseen el aparato venenoso mas
evolucionado, son animales de cabeza grande y triangular, debido a la presencia de
voluminosas glandulas venenosas de Duvernoy. Las escamas cefalicas son pequefias,
el cuerpo es grueso y la cola corta. Las pupilas son verticales, adaptadas a vision
nocturna, pues cazan de noche o en lugares sombrios. Su aparato venenoso es de tipo
solenoglifo y algunas tienen un par de fosetas termorreceptoras, a cada lado de la
region supralabial, entre los orificios nasales y los ojos, las cuales sirven para detectar
a su presa (foseta loreal). Este grupo representa a la subfamilia Crotalinae (Pirela y

Hernandez, 2006)

Los efectos causados por el envenenamiento ofidico se clasifican en sistémicos y
locales. Los envenenamientos por mordeduras de serpientes de la familia Viperidae,
subfamilia Crotalinae, son caracterizados por prominentes alteraciones a nivel local,
incluyendo hemorragia, edema y necrosis, efectos que pueden resultar en secuelas
permanentes, desarrollindose muy rapidamente después del envenenamiento

(Gutiérrez y col, 2000).

El género Crotalus (generalmente, llamadas serpientes de cascabel) esta
representado en el pais por 5 subespecies: Crotalus durissus cumanensis, Crotalus
durissus vegrandis, Crotalus durissus maricelae, Crotalus durissus ruruima vy
Crotalus durissus pifanorum. En Venezuela aproximadamente el 15% de los
accidentes ofidicos corresponden a aquellos provocados por serpientes de cascabel,
ampliamente distribuidas en el pais en todas las regiones geograficas, con
caracteristicas xerdfilas y semixerodfilas, habitando también regiones de sabanas,
valles y depresiones (Rodriguez-Acosta y col, 1998). En el Estado Anzoategui el
envenenamiento crotalico, representa el 78% de todos los envenenamientos (Kiriakos,

1993).
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Crotalus durissus ruruima presenta ojos con pupilas verticales, un par de
internasales alargadas y dos prefrontales grandes, de 13 a 14 supralabiales y de 16
al7 infralabiales. Esta subespecie se caracteriza por ser de pequefio tamafio y un
patrén de coloracion pardo rojizo, con dos estrias paraventrales negruzcas y una serie
de 20 a 25 rombos oscuros con bordes blancos. Habita en el Sur de nuestro pais,

extendiéndose hasta Guyana y Brasil (Lancini y Kornacker, 1989).

Los venenos de los vipéridos no soélo son los venenos mas complejos, en
comparacion con los de otras familias, sino también contienen las proteinas de mayor
peso molecular en correlacion con las caracteristicas propias de las mismas. El cuadro
clinico manifestado, resulta de la combinacién de los diferentes efectos producidos

por los componentes proteicos presentes en el veneno (Bogarin y col, 1999).

Las neurotoxinas son componentes clasicos del veneno de las serpientes que
afectan particularmente, la funcion de la unién neuromuscular. Las neurotoxinas
actlian sobre distintas estructuras, por lo que originan diversos cuadros clinicos y
patologicos. De acuerdo al sitio de accion, se pueden clasificar en neurotoxinas
presinapticas de la unién neuromuscular, que afectan al axon terminal y producen
ruptura de las vesiculas sinapticas, dafio al axon terminal y cese de la descarga de
acetilcolina, bloqueando completamente la transmision neuromuscular vy,
neurotoxinas postsinapticas que son menos potentes pero mas rapidas en actividad y
potencialmente mas letales, se unen al receptor proteico de la acetilcolina o en sus
adyacencias en el extremo terminal de la placa del lado del musculo, bloqueando asi
la sefial que llega al musculo y generando paralisis flacida (Rodriguez-Acosta y col,

1998).

El sistema nervioso central intenta conservar la homeostasis a través de la barrera
hematoencefalica, ejercida por las células endoteliales capilares del sistema nervioso

central, por los plexos coroides y los vasos piales asi como también, la barrera
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epéndimo-espinal. El transporte a través de esta barrera se realiza por diversos
mecanismos, que incluyen canales idnicos transporte especificos, las bombas

dependientes de energia y la endocitosis mediadas por receptores (Neuwelt, 1999).

Con respecto al componente neurotoxico de los venenos de las serpientes,
mayormente descritos en crotalidos, estd claramente establecido que en condiciones
naturales no son capaces de penetrar la barrera hematoencefélica, sin embargo, bajo
profundas alteraciones, ellas pueden alcanzar el sistema nervioso central y generar

cuadros patoldgicos, hasta ahora descritos de forma incompleta (Monterrey, 2001).

Los efectos toxicos de mordeduras de las serpientes de cascabel, son debidos
principalmente a las proteinasas presentes en el veneno. Como los venenos de las
serpientes poseen una composicion variable, también existen diferencias importantes
en las actividades enzimaticas y en los efectos locales y sistémicos, no sélo entre
distintas especies de la misma familia, sino también como diferencias intraespecificas

entre poblaciones de distintas zonas geograficas (Francischetti, 2002).



CAPITULO I: EL PROBLEMA

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los venenos de Viperidae contienen diversas actividades enzimaticas, como las de
fosfolipasas, fosfodiesterasas, fosfomonoesterasas, alfa-aminoacidooxidasas,
acetilcolinesterasas, enzimas proteoliticas de la serina proteinasa y varias clases de
metaloproteinasas, arginina-esterasa, hialorunidasa y NAD nucleasas (Markland,

1998).

Las actividades hemorrdgicas y proteoliticas, de las serpientes suramericanas,
estan casi exclusivamente en los venenos botrdpicos y lachésicos, sin embargo, en los
ultimos afios se han descrito estas actividades en algunas especies de crétalos
venezolanos (Rodriguez-Acosta, 1998). En adicion, la accidon proteolitica produce
aminas y péptidos vasoactivos, tales como bradiquinina, histamina y serotonina que
causan lesion capilar, lo cual se traduce en hemorragias petequiales, hematuria,

hematemesis, epistaxis y hemorragias viscerales (Toro, 1999).

Las proteinas y péptidos bioldgicamente activos de los venenos de las serpientes
interactuan con componentes del sistema homeostatico humano, afectando la

coagulacién sanguinea, las células endoteliales y las plaquetas (Markland, 1998).

La actividad coagulante del tipo trombina produce fibrina a partir de fibrinégeno o
por activacion del factor X en presencia de calcio. La formacion de trombos es casi
instantdnea en la vecindad del 4rea de inoculacion y en cierta forma bloquea la

difusion del veneno por via hematica; existe sin embargo, difusion linfatica y
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formacion de microtrombos de fibrina, especialmente en capilares pulmonares (Toro,

1999).

Por otro lado, es importante recalcar que los venenos de las diferentes especies y
entre individuos de la misma especie, pero de distintas poblaciones, producen

distintos efectos locales y sistémicos (Ferreira, et al, 1992)

En nuestro pais son pocos los estudios realizados en venenos de serpientes y los
que existen, utilizan métodos variados que no facilitan las comparaciones. En este
sentido, en los laboratorios del Centro de Investigaciones en Ciencias de la Salud
(CICS) de la Universidad de Oriente (UDO), se esta llevando a cabo una linea de
investigacion en venenos de crotalidos. Algunos ensayos ya efectuados han permitido
calcular las DL-50 de Crotalus durissus cumanensis (Baldi y Chalbaud, 2007),
Crotalus durissus vegrandis (Valerio, 2007) y Crotalus durissus pifanorum (Acosta,
Cayama y Graziani, 2008) en el modelo de ratones C57bl/6, NMRI y BALB'C
hembras, inyectados por via intraperitoneal y sometidos a periodos de una hora de
observacion. Los resultados han demostrado diferencias interesantes entre las DL-50
y los efectos biologicos de los venenos de estas subespecies. Con el objetivo de
continuar con el avance de estas investigaciones hemos propuesto estudiar el veneno
de Crotalus durissus ruruima para responder a las siguientes preguntas: ;Cual es la
potencia relativa y cuales los efectos bioldgicos del veneno de esta especie? ;Coémo
se compara este veneno con el de las subespecies previamente estudiadas en nuestra

universidad?
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo General:

Evaluar los efectos biologicos y la dosis letal 50 (DL-50) del veneno de Crotalus

durissus ruruima en diferentes modelos muridos.

1.2.2 Objetivos Especificos:

1. Calcular y comparar la DL-50 del veneno de Crotalus durissus ruruima en los
modelos muridos C57bl/6, NMRI y BALB'C (hembras), inyectados por via

intraperitoneal y evaluados durante un periodo de una hora de observacion.

2. Determinar las manifestaciones clinicas provocadas por la inyeccion
intraperitoneal del veneno de Crotalus durissus ruruima en los diferentes

modelos muridos.

3. Estudiar los efectos proteoliticos del veneno de Crotalus durissus ruruima en
sistema in vitro conformado por la capa de gelatina presente en las placas de

rayos X veladas.

4. Establecer el efecto procoagulante del veneno de Crotalus durissus ruruima,

mediante ensayos in vitro efectuados con plasma humano.
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5. Comparar las DL-50 y los efectos bioldgicos del veneno de Crotalus durissus
ruruima con los de otras cascabeles estudiadas previamente en los

laboratorios del CICS-UDO-Anzoategui.

1.3 JUSTIFICACION

La intencién de este proyecto fue evaluar los efectos toxicos y la potencia del
veneno de Crotalus durissus ruruima. Consideramos que el valor de esta
investigacion radica en el hecho que los crdtalos son responsables del 78% de los
envenenamientos ofidicos en el estado Anzoategui. Con los ensayos que se proponen,
se puede determinar los efectos locales y sistémicos que ocasionan estas serpientes en
los modelos muridos, como base para la comprension del efecto toxico que inducen
en el hombre y como sustento tedrico que estaria a disposicion del clinico para el
manejo terapéutico del envenenamiento producido por las diferentes especies,
evitando asi las complicaciones y muerte de los pacientes. Por otra parte, el empleo
de diversos modelos animales en estudios experimentales similares contribuiria
significativamente a la determinacion de las diferencias de susceptibilidad
relacionadas con los factores genéticos propios de la interacciéon molecular entre el

veneno y las células del organismo afectado.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Serpientes de la Familia Viperidae

Las serpientes de la familia Viperidae son las que poseen el aparato venenoso mas
evolucionado, son animales de cabeza grande y triangular, debido a la presencia de
voluminosas glandulas venenosas de Duvernoy. Las escamas cefélicas son pequefias,
el cuerpo es grueso y la cola corta. Las pupilas son verticales, adaptadas a vision
nocturna, pues cazan de noche o en lugares sombrios. Su aparato venenoso es de tipo
solenoglifo y algunas tienen un par de fosetas termorreceptoras, a cada lado de la
region supralabial, entre los orificios nasales y los ojos, las cuales sirven para detectar
a su presa (foseta loreal). Este grupo representa a la subfamilia Crotalinae (Pirela y

Hernandez, 2006)

Los efectos causados por el envenenamiento ofidico se clasifican en sistémicos y
locales. Los envenenamientos por mordeduras de serpientes de la familia Viperidae,
subfamilia Crotalinae, son caracterizados por prominentes alteraciones a nivel local,
incluyendo hemorragia, edema y necrosis, efectos que pueden resultar en secuelas
permanentes, desarrollindose muy rdpidamente después del envenenamiento

(Gutiérrez y col, 2000).

El género Crotalus (generalmente, llamadas serpientes de cascabel) esta
representado en el pais por 5 subespecies: Crotalus durissus cumanensis, Crotalus
durissus vegrandis, Crotalus durissus maricelae, Crotalus durissus ruruima vy
Crotalus durissus pifanorum. En Venezuela aproximadamente el 15% de los

accidentes ofidicos corresponden a aquellos provocados por serpientes de cascabel,
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ampliamente distribuidas en el pais en todas las regiones geograficas, con
caracteristicas xerofilas y semixerodfilas, habitando también regiones de sabanas,
valles y depresiones (Rodriguez-Acosta y col, 1998). En el Estado Anzoategui el
envenenamiento crotalico, representa el 78% de todos los envenenamientos (Kiriakos,

1993).

Crotalus durissus ruruima presenta ojos con pupilas verticales, un par de
internasales alargadas y dos prefrontales grandes, de 13 a 14 supralabiales y de 16
al7 infralabiales. Esta subespecie se caracteriza por ser de pequefio tamafio y un
patrén de coloracion pardo rojizo, con dos estrias paraventrales negruzcas y una serie
de 20 a 25 rombos oscuros con bordes blancos. Habita en el Sur de nuestro pais,

extendiéndose hasta Guyana y Brasil (Lancini y Kornacker, 1989).

Los venenos de los vipéridos no sélo son los venenos mds complejos, en
comparacion con los de otras familias, sino también contienen las proteinas de mayor
peso molecular en correlacion con las caracteristicas propias de las mismas. El cuadro
clinico manifestado, resulta de la combinacioén de los diferentes efectos producidos

por los componentes proteicos presentes en el veneno (Bogarin y col, 1999).

2.2 Neurotoxinas

Las neurotoxinas son componentes clasicos del veneno de las serpientes que
afectan particularmente, la funcion de la unién neuromuscular. Las neurotoxinas
actuan sobre distintas estructuras, por lo que originan diversos cuadros clinicos y
patologicos. De acuerdo al sitio de accion, se pueden clasificar en neurotoxinas
presindpticas de la union neuromuscular, que afectan al axén terminal y producen
ruptura de las vesiculas sindpticas, dafio al axén terminal y cese de la descarga de

acetilcolina, bloqueando completamente la transmisiéon neuromuscular 'y,
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neurotoxinas postsinapticas que son menos potentes pero mas rapidas en actividad y
potencialmente mas letales, se unen al receptor proteico de la acetilcolina o en sus
adyacencias en el extremo terminal de la placa del lado del musculo, bloqueando asi
la sefial que llega al musculo y generando paralisis flacida (Rodriguez-Acosta y col,

1998).

El sistema nervioso central intenta conservar la homeostasis a través de la barrera
hematoencefalica, ejercida por las células endoteliales capilares del sistema nervioso
central, por los plexos coroides y los vasos piales asi como también, la barrera
epéndimo-espinal. El transporte a través de esta barrera se realiza por diversos
mecanismos, que incluyen canales ionicos transporte especificos, las bombas

dependientes de energia y la endocitosis mediadas por receptores (Neuwelt, 1999).

Con respecto al componente neurotoxico de los venenos de las serpientes,
mayormente descritos en crotalidos, estd claramente establecido que en condiciones
naturales no son capaces de penetrar la barrera hematoencefalica, sin embargo, bajo
profundas alteraciones, ellas pueden alcanzar el sistema nervioso central y generar

cuadros patologicos, hasta ahora descritos de forma incompleta (Monterrey, 2001).

Los efectos toxicos de mordeduras de las serpientes de cascabel, son debidos
principalmente a las proteinasas presentes en el veneno. Como los venenos de las
serpientes poseen una composicion variable, también existen diferencias importantes
en las actividades enzimaticas y en los efectos locales y sistémicos, no soélo entre
distintas especies de la misma familia, sino también como diferencias intraespecificas

entre poblaciones de distintas zonas geograficas (Francischetti, 2002).



CAPITULO I11: MARCO METODOLOGICO

3.1 Tipo de Investigacion

La investigacion es del tipo experimental. En el presente trabajo se establece la
potencia (DLsg) y los efectos bioldgicos del veneno de Crotalus durissus ruruima en

tres modelos muridos.

3.2 Variables

Independientes: el veneno de ejemplares adultos de Crotalus durissus ruruima.

Dependientes: La reaccion del plasma sanguineo humano, la evolucion clinica de
la toxicidad aguda experimental en los modelos muridos y el efecto digestivo de las

proteinas contenidas en la capa de gelatina presente en las placas de rayos X veladas.

3.3 Materiales

e Veneno de la especie Crotalus durissus ruruima (adultos).

e Ratones hembra  homocigotos de las cepas C57bl/6 y BALB'C, y
heterocigotos NMRI.

¢ Plasma humano.

e Placas radiograficas veladas.

e Incubadora Biocasa® modelo INCOX.116.
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e C(ristaleria de laboratorio (microjeringas de 50 microlitros de capacidad, vasos
de precipitado, tubos de ensayo, micropipetas graduadas de volumen variable,
jeringas de 10 y 20cc, piceta plastica, microgoteros, tubos Eppendorf®.

e Liofilizador Labconcco®, modelo Freezone 45.

e Balanza analitica Sartorius”, modelo Handy.

e Balanza digital Denver Instrument”, modelo XS-300.D.

e Cloroformo.

e Anticoagulante.

e Solucién Salina (0,9%).

e Bafio de Maria.

e Papel Parafilm®.

e Refrigerador marca Whirpoll de -20°C.

e Ganchos metalicos para serpientes.

e Agua destilada.

e Trombo Hacina C Plus® de Laboratorio Dade.

3.4 Extraccion del veneno

El ordefo del veneno de cada ejemplar adulto, de Crotalus durissus ruruima, se
realiz6 en el Serpentario de la Universidad de Oriente, Nucleo Anzoategui. Para ello,
los crotalidos se extrajeron de su terrario con un gancho en forma de “S” en la punta.
Luego se procedio a tomar el animal con el dedo pulgar en un lado, el indice sobre la
cabeza y el dedo medio sujetando el otro lado de la cabeza en forma tal que se
imposibilita que la culebra gire y muerda. Se tom6 posteriormente un vaso de
precipitado de 50 ml de capacidad, previamente cubierto con un plastico (Parafilm®)
adherido a la boca del vaso. Se acerco la cabeza de la serpiente para que ésta

mordiera el plastico naturalmente mientras que se realizaron suaves masajes sobre las
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glandulas productoras de veneno que se encuentran en la parte postero-lateral de la
cabeza, para facilitar la caida de una pequefia cantidad de veneno en el recipiente.
Inmediatamente, el veneno extraido fue colocado en tubos de ensayo y refrigerado a -
20°C para su posterior utilizacion. El tratamiento inicial se bas6 en la desecacion al
frio (Liofilizador Labconco®), pesado en una balanza analitica (Sartorius ©), y
reconstituido con un volumen pequefio de solucion salina (0,9%). Finalmente, los
cristales de veneno fueron almacenados a bajas temperaturas en tubos Eppendorf ® de

1,5 ml de capacidad.

3.5 Determinacién de la dosis letal 50 (DLsp)

La DL50 del veneno de la cascabel se determind por el método secuencial de
aumentar y disminuir la dosis descrita por Dixon y Mood (1984) modificado por
Sevcik, (1987). El veneno se inyecto en ratones C57bl/6, NMRI y BALB’c, con una
microjeringa de 50 upl (Hamilton®) utilizando la via intraperitoneal (VIP),
previamente pesados en una balanza digital (Denver Instrument®, modelo XS-
310.D). Para iniciar el experimento, en el primer ratéon se administré el anti-log de
una dosis inicial X1, arbitraria y modificada por un factor arbitrario constante (d =

0.05) y se observo la respuesta en un tiempo definido de observacién (una hora).

Si el primer raton respondia con la muerte, el segundo recibiria un anti-log de la
dosis X2 = anti-log (X1 — d). Si por el contrario el raton sobrevivia, al segundo
murido se le administraria un anti-log de la dosis X2’ = anti-log (X1 + d). Se
continuo con el experimento hasta encontrar el primer fenomeno vida — muerte o
muerte — vida que es el punto de inflexion a partir del cual se comenzé la corrida
valida para el experimento. La dosis para cada siguiente animal fue la anti-log de Xm
— d si el animal “m” murié con la dosis anti-log Xm o bien, anti-log Xm + d, si el

animal “m” sobrevive a la dosis anti-log Xm. El muestreo se detuvo al obtener una
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secuencia similar a +0+0+0+ * 6 0+0+0+0 *, donde positivo (+) indica muerte, cero
(0) indica sobrevivencia y asterisco (*), la dosis que debi6 ser administrada al
siguiente raton. La corrida valida se considerd completa al obtener tres ciclos de

muerte — no muerte.

En el calculo de la DL-50, segiin la mediana y sus limites de confianza, se tomaron

en cuenta las dosis de la corrida valida mas la del punto final.

Los signos clinicos (neuroldgicos, respiratorios, gastrointestinales y musculares)
consecuencia del efecto de toxicidad aguda experimental inducida por la inyeccién
VIP de veneno de ejemplares Crotalus durissus ruruima, en los modelos muridos
C57bl/6, NMRI y BALB’C, se observaron durante una hora de experimentacion y se
registraron cronoldgicamente en un formato especificamente disefiado para este
proposito. A modo de ensayo control fueron empleados ratones en los que se

administraran 50 pl de solucion fisiologica.

3.6 Determinacion de la actividad proteolitica del veneno en ensayos in vitro

La determinacion del efecto proteolitico del veneno extraido, se realizd por el
método de la actividad en gelatinas (Huang y Pérez, 1980). Este consiste en lo

siguiente:

Se humedecié con agua desionizada las gelatinas que cubren una pelicula de
radiografia; luego se colocod la pelicula de radiografia en un envase plastico y
seguidamente se introdujo en una incubadora a 37°C por 30 minutos. Luego se
elimind el exceso de humedad de la pelicula, airedndola y secandola en pocos

minutos. Posteriormente, se procedié a realizar las divisiones para la colocacion de
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las muestras, con la ayuda de una hoja de papel cuadriculado, se coloco debajo de la

pelicula bajo iluminacion para proyectar las divisiones.

Se hicieron 9 diluciones, en serie, iniciando con una proporcion de 1:2 y
finalizando en 1:512. Se coloc6 un control de veneno puro (100% veneno) y otro de

solucion 0,9% (0%veneno).

Se colocd 25 pl, de cada dilucion, sobre cada recuadro dibujado en el papel debajo
de la pelicula. Seguidamente se coloco la pelicula dentro de un recipiente plastico con
toallas de papel humedecidas con agua en el fondo. Se tapo el recipiente y se colocod
dentro de la incubadora a 37°C por 4 horas. Finalmente, se retird la placa de la
incubadora y se lavo con agua destilada a presion, utilizando una piceta para permitir

la visualizacion de la digestion del gel.

3.7 Determinacion del efecto procoagulante

En la determinacion del efecto coagulante inducido por el veneno del cascabel, se
centrifugd 10 ml de sangre humana, extraida en un tubo sin anticoagulante, y el

plasma obtenido se repartid equitativamente en 6 tubos de ensayo.

Uno de los tubos (control) se empleo para el calculo del tiempo de protrombina
(PT) con el reactivo quimico Trombo Hacina C Plus®, de Laboratorios Dade;
empleado en los laboratorios clinicos y se llevd a bafio de maria, tomando
paralelamente una solucién madre de Img/ml preparada disolviendo 1mg de veneno
de los ejemplares adultos de Crotalus durissus ruruima con 1 ml de solucion salina.
A partir de la solucion madre se hicieron diluciones con solucién salina a 0,9% para
obtener concentraciones de 0,5mg/ml; 0,25mg/ml; 0,Img/ml y 0,05mg/ml y 0,025

mg/ml, obteniendo asi 6 soluciones de veneno. Posteriormente, a cada tubo de ensayo
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se agregd 200 ul de plasma y se llevd a bano de maria a 37°C, a cada uno se le
administré 100 pl de cada dilucion del veneno, empezando por la més concentrada,
para cuantificar el tiempo en que ocurre la coagulacion del plasma con cada solucion.
Los tiempos de coagulacion obtenidos, con cada dilucién de veneno se registraron en

una tabla para su posterior procesamiento.

3.8 Procesamiento de los Datos.

Se utilizo el programa Microsoft Office Excel 2007 para automatizar los calculos

y elaborar la grafica de la DL 50.

Todos los datos experimentales se procesaron por métodos estadisticos no

paramétricos o de libre distribucion.

Se calcularon las medianas segiin Hodges y Lehman y sus limites de confianza al

95%.

Las diferencias entre los calculos de la DL 50 de veneno de Crotalus durissus
ruruima, en los modelos muridos, fueron probados por la técnica de analisis de

varianza de Kurskall-Wallis. Se tomo un nivel de significancia p<0.05

Para el procesamiento de los datos por el método estadistico no paramétrico se
utilizé el programa V-8.2 (Sevcik, 1987) Laboratorio de Neurofarmacologia Celular,

Centro de Biofisica y Bioquimica, IVIC, Miranda.



CAPITULO IV: ANALISIS Y PRESENTACION DE
RESULTADOS

4.1 PRESENTACION DE RESULTADOS

Se iniciaron los experimentos con el célculo de la Dosis Letal Cincuenta (DLsg)
del veneno de Crotalus durissus ruruima segun el método de Dixon y Mood (1948)
modificado por Sevcik (1987).

En la tabla 1 se presentan los datos necesarios para el calculo de la DLsy del
veneno de Crotalus durissus ruruima, en ratones BALB'c hembra, inyectados por

VIP y observados durante 60 minutos.

El total de ratones BALB'c, para la determinacion de la DLsy fue de n =19, con un
peso promedio de 19,82 g. El punto de inflexion se ubico en Rg A partir de este
punto se consider6 la corrida valida para la determinacion de la DLs,. Esta
comprendié desde R¢ hasta Rj9 + Ry (punto final). La cantidad de veneno utilizado

fue de 2543,6 ug (Tabla 1).

La DLs, del veneno de Crotalus durissus ruruima en ratones BALB’c hembra,
inyectados por VIP y para 60 minutos de observacion, se presenta en la grafica 1,
donde se puede observar una mediana de 6,64 (6,35-7,12) mg/kg de ratdon con un

indice de variabilidad de 11,51%.

La frecuencia de muerte causada por la administracion del veneno en estos ratones

se presenta en la tabla 2. La mayor frecuencia de muerte, fue de 44,44% (n=4) y



36

ocurri6 con la dosis D (7,08 ug/g). Con la dosis C (6,30 pg/g) vy E (7,94 ng/g) la

frecuencia fue de 22,22 % (n = 2). La dosis F (8,91 pg/g) tiene una frecuencia de
11,11% (n=1). Cuando se administr6 la dosis A (5,01 pg/g) y B (5,62 ng/g) todos los

ratones sobrevivieron.

Tabla 1. Datos para el calculo de la Dosis Letal (DLsg) del veneno de Crotalus

durissus ruruima en ratones BALB’c (%), administrado por VIP para 60 minutos de

observacion.
Raton Peso Dosis Dosis Dosis Total Muerte
(n) (@ (Anti-log)  (ng.g") (ng) (min)
Corrida No Valida

1 20 A: 0,70 5,01 100,02 -

2 27,7 0,75 5,62 155,67 -

3 18,73 C: 0,80 6,30 117 -

4 17,47 D: 0,85 7,08 123,69 -

5 23,78 E: 0,90 7,94 188,81 -

SUB - TOTAL
Corrida Valida

6 12,41 F: 095 8,91 110,57 t:51
7 16,86 E: 0,90 7,94 133,87 t:56
8 15,16 D: 0,85 7,08 107,33 +:33
9 16,89 C: 0,80 6,30 106,41 -

10 16,74 D: 0,85 7,08 118,52 t:59
11 17,55 C: 0,80 6,30 110,56 -

12 23,05 D: 0,85 7,08 163,19 T :48
13 20,91 C: 0,80 6,30 131,73 -

14 18,24 D: 0,85 7,08 129,14 -

15 25,34 E: 0,90 7,94 201,20 +:59
16 24,94 D: 0,85 7,08 176,57 1:51
17 20,65 C: 0,80 6,30 130,09 T :42
18 20,62 B: 0,75 5,62 115,88 -
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19 19,58 C: 0,80 6,30 123,35 y)
20 B: 0,75 ®
X 19,82 X 6,80 Y 2543,6 ¥ 50
Ratones validos: R6— R19+R20 +: Muerte
A: Anti —log 0,70 = 5,01 ®: Punto Final
B: Anti —log 0,75 = 5,62 X: Promedio
C: Anti —log 0,80 = 6,30 > : Sumatoria
D: Anti —log 0,85 = 7,08
E: Anti —log 0,90 = 7,94
F:Anti —log 0,95 =8,91
® Vida
10 - ©® Mouerte
5 | ey
8 -
7 -
6 4
'0_7 '
5 7 o =
=
44 o
3-8
2 -
1 -
0 T T T T T T T T T T T T T T T T
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Namero de ratén

15 16 17 18 19 20

Grafica 1 Dosis Letal (DLsg) del veneno de Crotalus durissus ruruima en ratones

BALB’c (?), administrado por VIP para 60 minutos de observacion.
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Ratones hembra, del modelo murido BALB’c, fueron inyectadas VIP con el veneno
de Crotalus durissus ruruima. Los animales fueron observados por 60 minutos. La
flecha indica el primer punto de inflexion e inicio de los datos vélidos para el céalculo
de la DLs. El resultado se presenta como la mediana y sus limites de confianza al
95%.

DLs (VIP, 60 minutos) = 6,64 (6,35-7,12) mg/kg de raton

Indice de Variabilidad = 11,6%
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Tabla 2. Frecuencia de muerte inducida por el veneno de Crotalus durissus ruruima

en el modelo mirido BALB'C (9) segun la dosis administrada por VIP.

N°deraton  Anti-Log dosis (mg-kg 'de raton)

Dosis A Dosis B Dosis C Dosis D Dosis E  Dosis F

5,01 5,62 6,30 7,08 7,94 8,91
Corrida no valida
1 0 - - - - -
2 - 0 - - - -
3 - - 0 - - -
4 - - - 0 - -
5 - - - - 0 -
Corrida Valida
6 - - - - - T:51
7 - - - - T:56 -
8 - - - t:33 - -
9 - - 0 - - -
10 - - - T:59 - -
11 - - 0 - - -
12 - - - T :48 - -
13 - - 0 - - -
14 - - - 0 - -
15 - - - - T:59 -
16 - - - t:51 - -
17 - - T:42 - - -
18 - 0 - - - -
19 - - T:52 - - -

Punto final
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20 - ® - - - -
Datos 0 0 2 4 2 1

validos n=9

[T]
Frecuencia - - 22,22 44 44 22,22 11,11
de  muerte

[+]=100%

T= Indica tiempo de muerte en minutos.
0: Indica sobrevivencia.

&= Indica punto final

En la tabla 3 se presentan los datos para el calculo de la DLsy del veneno de
Crotalus durissus ruruima, en ratones NMRI hembra, inyectados por VIP vy

observados durante 60 minutos.

El total de ratones NMRI, para la determinacion de la DLsy fue de n = 17 con un
peso promedio de 26,10 g. El punto de inflexion se ubico en R; A partir de este
punto se considerd la corrida valida para calcular la DLsy; ésta se ubicd desde Rj
hasta Rj7 + Rjs (punto final). La cantidad de veneno utilizado fue de 1685,31ug
(Tabla 3).

La DLsy para 60 minutos de observacion, del veneno de Crotalus durissus
ruruima, administrado por via intraperitoneal en ratones hembra NMRI, se presenta
en la grafica 2, donde se puede observar una mediana de 3,77 (3,57-3,98) mg/kg de
ratoén y un indice de variabilidad de 10,88%.



41

La frecuencia de muerte causada por la administracion del veneno se presenta en la
tabla 4. Para este modelo, la mayor frecuencia de muerte (50%, n = 4) ocurri6 con la
dosis C (3,98 ng/g). Con las dosis B (3,55 pg/g) la frecuencia fue 25% (n = 2). Con la
dosis D (4,47 pg/kg) y E (5,01 pg/g) fue 12,5% (n=1). Cuando se administro la dosis

A (3,16 ng/g) todos los ratones sobrevivieron.
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Tabla 3. Datos para el calculo de la Dosis Letal (DLsg) del veneno de Crotalus

durissus ruruima en ratones NMRI (?), administrado por VIP para 60 minutos de

observacion.
Raton Peso Dosis Dosis Dosis Total Muerte
(n) (® (Anti-log)  (pg.g") (ng) (min)
Corrida No Valida
1 27,3 A: 0,50 3,16 86,27 -
2 28,74 B: 0,55 3,55 102,03 -
SUB - TOTAL
Corrida Vélida
3 25,4 C: 0,60 3,98 101,09 1:56
4 28,35 B: 0,55 3,55 100,64 1:59
5 28,4 A: 0,50 3,16 89,74 -
6 24,52 B: 0,55 3,55 87,05 1 :47
7 27,7 A: 0,50 3,16 87,53 -
8 23,8 B: 0,55 3,55 84,49 -
9 24,24 C: 0,60 3,98 96,48 T:55
10 27,15 B: 0,55 3,55 96,38 -
11 23,74 C: 0,60 3,98 94,49 -
12 28,92 D: 0,65 4,47 129,27 -
13 27,71 E: 0,70 5,01 138,83 +:50
14 25,23 D: 0,65 4,47 112,78 1:44
15 21,34 C: 0,60 3,98 84,93 T:48
16 24,63 B: 0,55 3,55 87,44 -
17 26,6 C: 0,60 3,98 105,87 T :40
18 B: 0,55 ®
X 26,10 I 3,80 2. 168531 T 50

Ratones validos: R3— R17+R18

T: Muerte



A: Anti —log 0,50 = 3,16
B: Anti —log 0,55 = 3,55
C: Anti —log 0,60 = 3,98
D: Anti —log 0,65 = 4,47
E: Anti —log 0,70 = 5,01

Dosis (ug .97
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®: Punto Final

X: Promedio

> Sumatoria

® Muerte
® Vida

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

NUmero de raton

Grafica 2 Dosis Letal (DLsg) del veneno de Crotalus durissus ruruima en ratones

NMRI (@), administrado por VIP para 60 minutos de observacion.
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Ratones hembra, del modelo murido NMRI, fueron inyectadas VIP con el veneno
de Crotalus durissus ruruima. Los animales fueron observados por 60 minutos. La
flecha indica el primer punto de inflexion e inicio de los datos vélidos para el céalculo
de la DLs. El resultado se presenta como la mediana y sus limites de confianza al

95%.

DLs (VIP, 60 minutos) = 3,77 (3,57-3,98) mg/kg de raton
Indice de Variabilidad = 10,88%
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Tabla 4. Frecuencia de muerte inducida por el veneno de Crotalus durissus ruruima

en el modelo murido NMRI () segun la dosis administrada por VIP.

N°deraton  Anti-Log dosis (mg-kg 'de raton)
Dosis A Dosis B Dosis C Dosis D Dosis E

3,16 3,55 3,98 4,47 5,01
Corrida no valida
1 0 - - - -
2 - 0 - - -
Corrida Valida
3 - - 1:56 - -
4 - 1:59 - - -
5 0 - - - -
6 - T :47 - -
7 0 - - - -
8 - 0 - - -
9 - - T:55 - -
10 - 0 - - -
11 - - 0 - -
12 - - - 0 -
13 - - - - T:50
14 - - - t:44 -
15 - - 1 :48 - -
16 - 0 - - -
17 - - 1:40 - -

Punto final

18 - ® - - -
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Datos 0 2 4 1 1
validos n==8

[1]

Frecuencia - 25 50 12,5 12,5
de  muerte

[+]=100%

T= Indica tiempo de muerte en minutos.
0: Indica sobrevivencia.

& = Indica punto final

En la tabla 5 se presentan los datos necesarios para el calculo de la DLsy del
veneno de Crotalus durissus ruruima, en ratones C57bl/6 hembra, inyectados por

VIP y observados durante 60 minutos.

El total de ratones C57bl/6, para la determinacion de la DLsy fue de n =18 con un
peso promedio de 17,72 g. El punto de inflexion se ubico en R,. A partir de éste
roedor se considerd la corrida valida para la determinacion de la DLs, ésta se ubicod
desde R; hasta Rjg + Ry9 (punto final). La cantidad de veneno utilizado fue de 988,9
ug (Tabla 5).

La DLsyp, del veneno de Crotalus durissus ruruima, administrado por via
intraperitoneal en ratones C57bl/6 hembra para 60 minutos de observacion, se
presenta en la grafica 3, donde se puede observar una mediana de 3,16 (2,99 -3,25)

mg/kg de ratéon y un indice de variabilidad de 8,23%.

La frecuencia de muerte causada por la administracion del veneno en estos ratones
se presenta en la tabla 6. Para este modelo la mayor frecuencia de muerte (44,44%, n

= 4) ocurri6 con la dosis E (3,55 pg/g). Con las dosis C (2,82 ng/g) la frecuencia fue
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22,22% (n = 2). Con la dosis B (2,51 pg/g), D (3,16 pg/g) y F (3,98 pg/g), la
frecuencia de muerte fue de 11,11% (n=1). Cuando se administr6 la dosis A (2,24

ng/g) todos los ratones sobrevivieron.
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Tabla 5. Datos para el calculo de La Dosis Letal (DLsg) del veneno de Crotalus

durissus ruruima en ratones C57bl/6 (9), administrado por VIP para 60 minutos de

observacion.
Raton Peso Dosis Dosis Dosis Total Muerte
(n) 2 (Anti-log)  (ug.g) (ug) (min)
Corrida No Valida
1 18,41 E: 0,55 3,55 65,36 T :44
SUB - TOTAL
Corrida Valida
2 18,93 D: 0,50 3,16 59,82 -
3 17,75 E: 0,55 3,55 63,01 +:45
4 18,25 D: 0,50 3,16 57,67 -
5 17,96 E: 0,55 3,55 63,77 +:53
6 17,63 D: 0,50 3,16 55,71 +:50
7 16,93 C: 045 2,82 47,74 +:47
8 18,28 B: 0,40 2,51 45,88 -
9 16,21 C: 045 2,82 45,71 t:52
10 17,28 B: 0,40 2,51 43,37 t:57
11 15,36 A: 0,35 2,24 34,41 -
12 16,62 B: 0,40 2,51 41,72 -
13 22,42 C: 045 2,82 63,22 -
14 18,16 D: 0,50 3,16 57,39 -
15 15,47 E: 0,55 3,55 54,92 -
16 15,73 F: 0,60 3,98 62,61 T:48
17 20,75 E: 0,55 3,55 73,66 t:45
18 16,75 0,50 3,16 52,93 -
19 E: 0,55 ®
X 17,72 X 3,0 2. 9889 v 49

Ratones validos: R2— R18+R19
A: Anti—log 0,35=2,24

T: Promedio
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B: Anti —log 0,40 = 2,51 >': Sumatoria
C: Anti —log 0,45= 2,82 ®: Punto Final
D: Anti —log 0,50 = 3,16

E: Anti —log 0,55 = 3,55

F: Anti —log 0,60 = 3,98

4,5

=53

25

Dosis (g .g™)

16

0,5
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

NUmero de ratén

Grafica 3. Dosis Letal (DLsp) del veneno de Crotalus durissus ruruima en ratones

C57b1/6(9), administrado por VIP para 60 minutos de observacion.

Ratones hembra, del modelo murido BALB’c, fueron inyectadas VIP con el
veneno de Crotalus durissus ruruima. Los animales fueron observados por 60
minutos. La flecha indica el primer punto de inflexién e inicio de los datos validos
para el célculo de la DLs. El resultado se presenta como la mediana y sus limites de

confianza al 95%.

DLso (VIP, 60 minutos) = 3,16 (2,99-3,25) mg/kg de raton
Indice de Variabilidad = 8,23%
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Tabla 6. Frecuencia de muerte inducida por el veneno de Crotalus durissus ruruima

en el modelo miirido C57b1/6 (9) seglin la dosis administrada por VIP.

N°deraton  Anti-Log dosis (mg-kg 'de raton)
Dosis A  DosisB DosisC DosisD  Dosis E Dosis F
2,24 2,51 2,82 3,16 3,55 3,98

Corrida no valida

1 ; ; ; ; ti44 -

Corrida Valida

2 - - - 0 -

3 - - - - T:45 -
4 - - - 0 - -
5 - - - - +:53

6 - - - T:50 - -
7 - - T :47 - - -
8 - 0 - - - -
9 - - t:52 - - -
10 - T:57 - - - -
11 0 - - - - -
12 - 0 - - - -

— — — — —
J AN W EAN (OS]
1 1 1 1 1
1 1 1 1
] 1 1 o
1 1 o 1
1 o 1 1
— 1 1 1
=
oo

- - - T:45 -
- - 0 - -

[S—
(o2¢]
1

Punto final
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Datos 0 1 2 1
validos n=9

[1]

Frecuencia - 11,11 22,22 11,11

de  muerte

[+]=100%
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44,44 11,11

T= Indica tiempo de muerte en minutos.
0: Indica sobrevivencia.

& = Indica punto final
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Grafica 4. Comparacion Dosis Letal (DLsg) del veneno de Crotalus durissus ruruima
en ratones C57bl/6, BALB’c y NMRI ({), administrado por VIP para 60 minutos de

observacion
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Al comparar las DLs( obtenidas con el veneno de Crotalus durissus ruruima, sobre
las cepas de los modelos mtridos BALB'c y NMRI hembras, administrado por VIP
para 60 minutos de observacion, empleando la técnica de analisis de varianza de
Kruskall — Wallis, se encontré6 que BALB’C es mas resistente al veneno (KW =
19,20; p = 0,000001). Al comparar las DL50 de los ratones NMRI con C57bl/6
resulta que los NMRI son maés resistentes (KW= 12,75, p= 0,00008), determinando
asi, que la cepa C57bl/6 es la mas sensible al veneno de Crotalus durissus ruruima,

mientras que la BALB’c es la mas resistente.
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Tabla 7 Gasto bioldgico y sensibilidad al veneno de Crotalus durissus ruruima en
ratones C57bl/6, BALB’c y NMRI hembras (VIP, 60 min de observacion)

Parametros BALB’c  NMRI C570l/6
DLso mg/kg de raton 6,64 3,77 3,16
Veneno usado (ug) 1858,41 1497,01 923,54
N° de ratones 14 15 17
indice de variabilidad % | 11,6 10,88 8,23

En la tabla 7 se observa que el modelo murido C57bl/6 es mas sensible al veneno
de Crotalus durissus ruruima con una DLsy de 3,16 mg/kg de raton. Al contrario, los
ratones BALB’c son los mas resistentes (DLso de 6,64 mg/kg de ratoén). En cuanto al
numero de ratones utilizados, fueron necesarios 14 ratones BALB’c, 15 NMRI y 17
C57bl/6. Los NMRI y BALB’c mostraron indices de variabilidad y gasto de ratones
similares pero se usd un poco mas de veneno con los primeros. En los experimentos
de DLsy con ratones C57bl/6 se usé un ntimero levemente mayor de roedores (n=17),
sin embargo, esta cepa fue la que mostrd el menor indice de variabilidad de los

ensayos realizados y la que requirio el menor gasto de veneno.

Los efectos toxicos provocados por la administracion del veneno de Crotalus
durissus ruruima, en los modelos muridos C57bl/6, BALB'c y NMRI hembras,
observados durante una hora de experimentacion, se presentan en la tabla 8. Las
manifestaciones clinicas como hipoactividad, taquipnea, rascado y defecacion pastosa
fueron los mas frecuentes entre 57,14 y 100%, con un promedio de tiempo de
aparicion estimado entre 6 y 23 minutos. Otras manifestaciones clinicas observadas
con menor frecuencia en los modelos muridos, fueron apnea, mioclonias, exoftalmos,

cianosis y postracion. En general, en las tres cepas de raton, los signos dominantes
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fueron propios del efecto neurotoxico (paralizante) del veneno, sin evidencias

significativas entre estas.

Tabla 8. Manifestaciones clinicas de toxicidad aguda experimental observadas en
ratones C57bl/6, NMRI y BALB'c (%) inducidos por la administracion VIP del

veneno de Crotalus durissus ruruima

Manifestaciones | N° de ratones Aparicion en % X de tiempo en minutos
clinicas C57bl/6  NMRI BALB'c | C57bl/6 NMRI BALB’c | C57bl/6 NMRI BALB’c
Hipoactividad 16 14 14 100 100 100 21 23 17
Taquipnea 16 14 14 100 100 100 21 20 14
Rascado 15 14 8 93,75 100 57,14 8 11 6
Defecacion 12 10 7 75 71,43 50 12 17 13
pastosa

Convulsioénes 10 2 5 62,5 14,29 35,71 45 47 46
Mioclonias 11 8 8 68,75 57,14 57,14 26 39 31
Paralisis (en | 14 7 9 87,5 50 64,29 36 41 37
extension)

Piloereccion 10 3 10 62,5 21,43 7143 34 20 33
Apnea y otros | 16 14 14 100 100 100 41 46 42
sintomas

respiratorios

Postracion 8 7 7 50 50 50 43 45 45
Marcha paretica | 14 11 12 87,5 78,57 85,71 25 31 31
Cianosis 7 8 6 93,75 57,14 42,86 47 49 46
Exoftalmos 11 1 9 68,75 7,14 64,29 48 43 37
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En general, las manifestaciones de toxicidad aguda experimental ocurrieron con
frecuencias algo mayores en los ratones C57bl/6 (los mas susceptibles) aunque con
muchos signos (hipoactividad, postracion, taquipnea, mioclonias, paresias, apnea y
otras manifestaciones respiratorias) no hubo diferencias significativas en la frecuencia

de aparicion.

Tabla 9 Efecto procoagulante a diferentes diluciones del veneno de Crotaluss

durissus ruruima

Concentracion (mg/ml) | 1 0,5 0,25 0,1
Prueba A B |[A |IB |[A |[B |A |B
Tiempo (seg) 10 |9 18 |17 |26 (32 |[101 |81
X 9,5 17,5 29 91

La actividad procoagulante del veneno sobre el plasma se cuantificé midiendo el
tiempo en el cual diferentes diluciones del veneno coagularon el plasma humano. Se
obtuvo como resultado que la concentracion de 1 mg/ml coagul6 el plasma en 9,5
seg. Con 0,5 mg/ml, la coagulacion ocurrié en 17,5 seg, con 0,25 mg/ml, en 29 seg y
con 0,1 mg/ml, sobrepasd el minuto. La actividad procoagulante del veneno de

Crotalus durissus ruruima se evidencia hasta la dilucion 0,25 mg/dl.
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Figura 1. Actividad proteolitica del veneno de Crotalus durissus ruruima sobre el gel

radiografico

La actividad proteolitica del veneno de Crotalus durissus ruruima se estudia con
diluciones sucesivas del veneno, colocadas sobre el gel radiografico para evidenciar
la digestion de la gelatina radiografica. En la figura 1 se evidencia la digestion de

proteinas del gel radiografico hasta una diluciéon de 1:16

4.2 DISCUSION

El envenenamiento ofidico especialmente los producidos por vipéridos es
considerado un problema de Salud Publica en la mayoria de los paises tropicales, ya
que existe un elevado numero de casos mortales, debido al elevado nivel toxico de los
venenos de esta categoria de serpientes. Venezuela es considerado uno de los paises
afectados, ya que en ella se encuentran especies venenosas como Bothrops
venezuelensis, Bothrops colombiensis y Crotalus durissus cumanensis, todas estas
serpientes junto con el resto, que completan las 150 especies, pueden ubicarse en las
siguientes zonas biogeograficas: region del Lago de Maracaibo, Andina, Falcon-Lara,

costera, llanos, Guayana, Amazonica y la region insular (Navarrete y col 2002).
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Los envenenamientos por serpientes de la familia Viperidae, subfamilia Crotalinae
estan caracterizados por prominentes alteraciones a nivel local, incluyendo
hemorragia, edema y necrosis, efectos que pueden resultar en secuelas permanentes,
desarrollandose muy rapidamente después del envenenamiento causado

principalmente por la crotoxina (Gutiérrez y col, 2000).

En 1938 es aislada la crotoxina, como el componente mas importante del veneno
de cascabel, con propiedades hemoliticas y neurotoxicas sobre los tejidos animales en
donde se comprobd que la accidn neurotdxica se evidencia por inhibicién de la

liberacion de acetilcolina a nivel presinédptico de la placa neuronal (Rodriguez, 1999).

Las serpientes de cascabel se encuentran en gran parte del territorio nacional,
ubicandose entre el nivel del mar y los 2 500 metros sobre de altitud. Crotalus
durissus ruruima se encuentra en el sur del pais (Edo. Bolivar) y se extiende hasta

Guyana y Brasil (Kornacker y Lancini, 1998).

Este estudio se bas6 en evaluar los efectos biologicos y la DLsy del veneno de
Crotalus durissus ruruima en los modelos muridos C57bl/6, NMRI y BALB'C
hembras, inyectados por via intraperitoneal y para una hora de observacion y

compararlas entre si.

Utilizando el método secuencial de Dixon y Mood (1948) modificado (Sevcik,
1987) se determind que la DL, para la cepa de ratones C57bl/6 fue particularmente
menor a la DLsyp de NMRI y éste, a su vez, menor al modelo BALB’c, lo cual
corresponde con el resultado obtenido por Fuenmayor y Salazar (2009) con el veneno
de Crotalus durissus vegrandis, quienes encontraron que la DLsy fue
significativamente menor en ratones C57bl/6 que el obtenido en BALB'C,

demostrando una mayor sensibilidad de C57bl/6 al efecto tdxico del veneno de la
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especie estudiada, con lo cual, estos ratones (C57bl/6) resultando esta cepa mas

apropiada para el estudio del veneno con cascabeles.

Al comparar la potencia del veneno de Crotalus durissus ruruima con los de otros
crotalidos, estudiados en el CICS con ratones C57bl/6, se tiene que la DLsy de
Crotalus durissus pifanorum fue de 8,43 mg/kg de raton (Acosta, Cayamo y Graziani,
2008), la de Crotalus durissus cumanensis de 10,6 mg/kg (Baldi y Chalhoud; 2007) y
para Crotalus durissus vegrandis de 12,58 mg/kg de raton (Valerio, 2007). Esta
comparacion indica que el veneno de Crotalus durissus ruruima es el mas potente de

todos los crotalidos hasta ahora estudiados en el CICS.

Arrioja y Maneiro (2009) estudiaron la DLsy del veneno de Crotalus durissus
ruruima, en el modelo murido C57bl/6 macho inyectados por via intraperitoneal en
una 1 hora de observacion, obteniendo 3,17 mg/kg de ratdn, resultados similares a los
obtenidos en este estudio, Al menos con este veneno, no hay diferencia de
susceptibilidad entre los ratones machos y hembra, diferente cuando se utilizan otros
venenos de cascabeles, mostrando una mayor susceptibilidad los machos. Es posible
que dosis muy bajas del veneno de Crotalus durissus ruruima, usados en los diversos

experimentos, expliquen este fenomeno.

Los resultados presentados se corresponden con los de Hurtado, Montafio y
Rodriguez (2008) quienes utilizaron veneno de la especie Tityus nororientalis
(Scorpiones, Buthidae), la DLsy fue menor en ratones C57bl/6 (DLso = 8,43 pg/kg de
raton) que el obtenido en ratones hembra NMRI (DLsy = 28,18 pg/kg de raton) y éste,
menor que el obtenido en los BALB'c (DLsy = 40,07 ng/kg de raton) demostrando
que los modelos muridos BALB'c y NMRI son mas resistentes al veneno del

escorpion Tityus nororientalis y los C57bl/6 los mas sensibles.
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Pirela de Salas y col (2006), demostraron que el veneno de Crotalus durissus
cumanensis en la localidad de Porshoure, de La Guajira venezolana presenta una
DLs, de 0,210 mg/kg, en ratones BALB’c para 24 horas de observacion. Hernandez y
col (2005) expresaron que el veneno total del cascabel Crotalus durissus
cumanensis, procedente de Caruachi, estado Bolivar, presentd6 una DLsy de 0,140
mg/kg de peso en ratones albinos NMRI para 24 horas de observacion. Estas DLs
resultan imposibles de comparar con nuestros resultados, debido al tiempo de

experimentacion mayor para el cual fueron calculados.

La actividad proteolitica del veneno fue estudiada mediante el método de digestion
de la gelatina de placa radiografica, lo cual, permitié determinar que el veneno de
Crotalus durissus ruruima tiene capacidad de digestion de proteinas que alcanzé una
dilucion de 1:16, comparable con los resultados presentados por Acosta, Cayamo y
Graziani (2008) con el veneno de Crotalus durissus pifanorum, el cual, similarmente
alcanz6 una dilucion de 1:16, pero muy inferior a los resultados obtenidos por Baldi y
Chalboud (2007) con el veneno de Crotalus durissus cumanensis, quienes
evidenciaron actividad proteolitica de este veneno hasta 512 diluciones. El veneno de
Crotalus durissus vegrandis (Valerio, 2007) muestra una actividad proteolitica

intermedia (256 diluciones).

La capacidad proteolitica de esta especie se puede explicar debido a la fuerte
actividad de enzimas que han sido identificadas como metaloproteasas, especificas e
inespecificas dentro de las cuales, las mds importantes son las que inducen

hemorragias (Barraviera, 1994).

La actividad coagulante del veneno sobre el plasma se cuantifico midiendo el
tiempo en el cual, las diferentes diluciones de los venenos coagulan el plasma
humano. Se observé que el efecto procoagulante inducido por el veneno de Crotalus

durissus ruruima, fue evidente hasta la dilucion de 0,25 mg/ml para un tiempo de 29
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seg, lo cual, puede ser comparado con los resultados obtenidos por Acosta, Cayamo y
Graziani (2008) con el veneno de Crotalus durissus pifanorum, quienes encontraron
que el veneno extraido de los adultos de esta especie coagula el plasma en un tiempo
26,7 segundos a esta dilucion. Los venenos de Crotalus durissus cumanensis (Baldi y
Chalhoud, 2007) y Crotalus durissus vegrandis (Valerio, 2007), muestran un poder
coagulante menor (38,5 seg y 31,5 seg respectivamente) a diluciéon de 0,25 mg/ml.
Estos resultados indican una relaciéon del poder procoagulante del veneno de los

cascabeles con su potencia, mucho mas cercana, que con su efecto proteolitico.

Esta accion procoagulante puede ser explicada por la actividad que tiene el veneno
activando el factor X, la protrombina y el fibrindgeno. La activacion del factor X
lleva a un aumento del consumo de plaquetas y de los factores V y VII, pudiendo

desencadenar con esto un fenémeno de hipercoagulabilidad (Meier y col, 1991).

Al determinar las manifestaciones clinicas provocadas por la inyeccion
intraperitoneal del veneno de Crotalus durissus ruruima en los diferentes modelos
muridos, es importante considerar lo establecido con anterioridad, cuando se indicé
que el cuadro clinico manifestado como consecuencia de la inyeccion del veneno de
serpientes, resulta de la combinacion de los diferentes efectos producidos por los

componentes proteicos presentes en el veneno (Bogarin y col, 1999).

Los signos clinicos fueron observados durante 60 minutos, después de la inyeccion
intraperitoneal del veneno, obteniéndose que los mas frecuentes fueron hipoactividad,
taquipnea, rascado de hocico y defecacion pastosa, la mayor presencia de estos signos
clinicos se explican por el hecho que el veneno de cascabel posee una accion
predominantemente neurotoxica que se manifiesta a nivel presinaptico en la placa
motriz (Rodriguez, 1999). El veneno, una vez ubicado en las placas motoras, impide

la liberacion de acetilcolina, originando un bloqueo mioneuronal en la transmision del
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impulso nervioso a dicho nivel, con la consecuente paralisis muscular de

extremidades y de musculos respiratorios (Mota 2008).

Entre otros signos, menos frecuentes, se pudieron encontrar espasmos musculares,
cianosis, exoftalmo y apnea; el tiempo de aparicion de las manifestaciones clinicas
fue variable pero, en general, no hubo mayores diferencias entre las distintas cepas de
raton. Estos resultados corresponderian con los observados por Fuenmayor y Salazar
(2009), por Astutillo y Bejarano (2008) y Baldi y Chalboud (2007); realizados con
diferentes subespecies de cascabel, donde los signos neurotdxicos fueron los
predominantes como manifestaciones de toxicidad aguda experimental en los

roedores.

Es por estos motivos que la caracterizacion de los venenos de serpientes es
necesaria para el entendimiento de los procesos fisiopatologicos que se producen ante
su mordedura. Por otra parte, los valores reportados serian utilizados como referencia
para la caracterizacion del veneno de esta subespecie y serd un importante aporte en
el estudio de las serpientes venenosas de esta zona. Asi mismo, esta informacion
permitiria que este veneno, seglin sus caracteristicas toxinoldgicas, fuese considerado
para su inclusion como inmunogeno en la formacion de anticuerpos para la

produccion de antiveneno ofidico en nuestro pais (Pirelas de las salas, 2006).



CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

La DL50 del veneno de Crotalus durissus ruruima fue menor en ratones C57bl/6

en comparacion con las otras cepas estudiadas.

Al comparar las DLsj del veneno de Crotalus durissus ruruima, sobre las cepas de
los modelos muridos estudiados, se encontré que la cepa BALB’C es mas resistente

al veneno.

El gasto de veneno y el indice de variabilidad de los experimentos utilizando
ratones C5bl/6, resultan menor que con el uso de ratones de las cepas NMRI o

BALB’c.

Las manifestaciones clinicas inducidas por el veneno de Crotalus durissus ruruima
son predominantemente propias de neurotoxicidad y no muestran diferencias

significativas entre las tres cepas de ratones estudiadas.

El veneno de Crotalus durissus ruruima es el mas potente de todos los crotalidos

venezolanos hasta ahora estudiado en el CICS.

La actividad procoagulante del veneno de Crotalus durissus ruruima se encuentra
entre las mas intensas entre los cascabeles venezolanas, relacionandose muy

estrechamente con su poder toxico.
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La actividad proteolitica del veneno de Crotalus durissus ruruima fue, junto con la
de Crotalus durissus pifanorum, la menos intensa entre los cascabeles estudiados

hasta el momento.

5.2 RECOMENDACIONES

Mantener el uso de la cepa C57bl/6 como modelo para el estudio de toxicidad

aguda con venenos de serpientes.

Incluir veneno de Crotalus durissus ruruima como inmunogeno en la fabricacion
de antivenenos, ya que éste es el mas potente y el de mayor efecto coagulante de

todos los cascabeles estudiados.
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Figura N°2.

Hipoactividad.



Figura N°2.
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parética.

Figura N°3. Paralisis en extension.




Figura N°4.

Postracion.

Figura N°5.

Convulsion.
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