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RESUMEN

Dosis letal 50 del veneno de Bothrops venezuelensis y Bothrops colombiensis
(Serpentes, Viperidae) en ratones NMRI y BALBc. Méndez A, Ruth M; Moreno
R, Maria F y Kiriakos, Demetrio. Universidad de Oriente, Nucleo de
Anzoategui. 20009.

Se determiné la DL-50 del veneno de ejemplares adultos de Bothrops venezuelensis y
Bothrops colombiensis (serpientes pertenecientes al género de mayor importancia
médica en el continente sur-americano) en los modelos muridos NMRI y BALBc por
via intraperitoneal y para una hora de observacion. La DL-50 del veneno de B.
colombiensis fue mayor (DL-50 = 17,90 mgKg™" de raton BALBc y 16,82 mgKg™" de
raton NMRI); por lo que el veneno de B. venezuelensis es significativamente mas
potente (DL-50 = 14,99 mgKg™"' de raton BALBc y 15,96 mgKg™ de raton NMRI).
No se encontrarén diferencias significativas al evaluar la sensibilidad al veneno de
ambas especies de los modelos muridos en estudio. Las manifestaciones clinicas
inducidas por el veneno de ambas serpientes fueron similares en ambas cepas de raton
presentandose en un 100% manifestaciones como taquipnea, hipoactividad y
postracion y no encontrandose diferencias importantes en la frecuencia de aparicion y
sintomas entre ambas cepas de raton. Se determind que la cepa de ratébn que ameritod
mayor gasto de ambos venenos fue NMRI y la cepa cuyo consumo de veneno fue
menor fue BALBc. Al comparar estos resultados con estudios previos realizados en la
cepa C57bl/6; se sugiere que esta ultima, es la cepa de raton mas adecuada para

investigaciones de esta indole.

Xii



INTRODUCCION

El accidente ofidico representa un importante problema de salud publica en las
zonas tropicales y subtropicales del mundo. Se estima que a lo largo del mundo, cada
aflo mas de 2,5 millones de personas son atacadas por serpientes venenosas
resultando en alrededor de 120 000 muertes en las regiones tropicales de Asia, Africa
y América Latina, afectando con mayor frecuencia a la poblacién de trabajadores
rurales, sobre todo a campesinos jovenes que se encuentran en plena actividad
productiva (Pirela y col, 2006). Sin embargo, existe un importante subregistro de esta
patologia, segun estadisticas reportadas por la Organizacion Mundial de la Salud cada
aflo mueren en el planeta entre cuarenta y cincuenta mil personas, victimas del
envenenamiento provocado por la mordedura de serpientes venenosas, a pesar de los

recursos terapéuticos de la medicina actual (Lancini, 1986).

De acuerdo a los datos proporcionados por la Direccion de Epidemiologia y
Analisis Estratégico (DEAE) del Ministerio del Poder Popular para la Salud (MPPS)
de Venezuela, dividida por entidades federales, se estim6 que en el pais para el lapso
entre 1999-2004 se presentaron entre 6 000 y poco més de 7 000 casos anuales de
envenenamiento ofidico, siendo el estado Zulia la entidad federal con mayor tasa de

morbilidad y en la que las mordeduras por serpientes de cascabel son muy frecuentes.

Se considera que en el continente Sur-americano las serpientes del género
Bothrops son las de mayor importancia médica, por el nimero y la gravedad de los
accidentes que provocan (Bolafios, 1984). En Venezuela el 75% de los
envenenamientos y reacciones toxicas causadas por animales venenosos son
producidos por serpientes, siendo el género Bothrops el que mayor numero de

accidentes ofidicos provoca seguido por el género Crotalus (Colimodio y col, 1993).
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Las serpientes son animales que pertenecen al Filo de los cordados, es decir, que
poseen columna dorsal y simetria bilateral. Forman parte del grupo de los
Vertebrados por tener un endoesqueleto y un craneo que envuelve al encéfalo. Estan
ubicadas en la Clase de los Reptiles por tener un corazéon con tres cavidades,
respiracion pulmonar y temperatura corporal variable (poiquilotermos) y se les ha
incluido dentro del Orden de los Escamosos porque tienen el cuerpo totalmente

cubierto de escamas epidérmicas (Lancini, 1986).

A nivel mundial se han identificado alrededor de 3 000 especies, que han sido
agrupadas cientificamente en diecinueve familias, de las cuales, unicamente tres se
consideran venenosas, encontrandose en este grupo alrededor de 700 especies y

subespecies (Campbell y Lamar, 2004).

De las casi tres mil especies de serpientes existentes en el mundo,
aproximadamente 700 son conocidas como venenosas y clasificadas de acuerdo con
sus caracteristicas morfologicas, comprendidas en cinco familias: Crotalidae,
Viperidae, Elapidae, Hydrophiidae y Colubridae (Barraviera, 1994). Cabe destacar
que la mayoria de los autores consideran a los hidréfidos una subfamilia de Elapidae
(Hidrophynae), a los crotalidos una sub-familia de Vipiridae (Crotalinae) y que en la
familia Colubridae las serpientes venenosas son opistoglifas, las cuales, en general,

son poco peligrosas para el humano (Campbell y Lamar, 2004).

Hasta hace poco en Venezuela se conocian 142 especies y subespecies de
serpientes, agrupadas en 7 familias, encontrandose distribuidas en toda la geografia
nacional. De estas siete familias solamente dos son venenosas: Elapidae y Viperidae,
existiendo algunos colubridos levemente venenosos también. El nimero de serpientes

venenosas es de veinticinco (25) especies y subespecies (Lancini y Kornacker, 1989).
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La distribucion geografica de las serpientes estd relacionada con su
comportamiento bio-ecologico. Asi las de los géneros Bothrops y Lachesis se ubican
en regiones himedas del piso tropical y subtropical, piedemontes, margenes de rios y
quebradas. Son serpientes agresivas y provocan accidentes graves (Lancini, 1979);
mientras que Crotalus y Micrurus se encuentran preferiblemente en sabanas,

piedemontes y regiones xerofilas (Rodriguez-Acosta y col, 1998).

En nuestro pais las serpientes de las familias Elapidae (serpientes de coral) y
Viperidae (serpientes de cascabel, mapanares y cuaima) representan un numero
minoritario entre los ofidios del pais, pero muchas de éstas son de alta peligrosidad

(Lancini, 1986).



CAPITULO: EL PROBLEMA

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Investigaciones efectuadas en varios paises con el veneno del género Bothrops
(Gutiérrez y col, 1980; Rodriguez-Acosta y col, 1993) han demostrado que causa un
efecto local caracterizado por dolor, edema, equimosis, flictenas hemorragicas y
necrosis del tejido muscular. Los dafios mencionados son producidos por algunos
componentes del veneno como son las miotoxinas, que afectan a las fibras
musculares, las hemorraginas que alteran la microvasculatura local y sistémica, asi
como otras sustancias que provocan edema con incremento de la presion tisular local

(Rodriguez-Acosta, 1995).

Por otra parte los venenos estudiados se pueden dividir en 3 grupos: a) muy
edematizantes (B. jararaca y B. jararacussu), b) medianamente edematizantes (B.
neuwiediidiporus y B. alternatus) y c¢) con escasa actividad edematizante (Crotalus

durissus terrifucus) (Rodriguez-Acosta, 1995).

Investigaciones hechas en ratas con batroxobina (hemorragina presente en el
veneno botropico) mostraron "in vitro" una actividad fibrinolitica y un efecto
inhibitorio sobre la agregacion plaquetaria. El desarrollo de la coagulopatia o
hemorragia fue estudiado 2 horas después de la inyeccién con batroxobina y se
encontrd que la sangre era incoagulable con bajos niveles de fibrindgeno. La
inyeccion de la hemorragina produjo dafios severos al endotelio vascular, musculo
esquelético y hemorragias en los rifiones, pulmones e higado (Kamiguti y col, 1991.

Revisado en Rodriguez-Acosta, 1995).
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Las metaloproteinasas son los factores responsables de hemorragia que
amenazan la vida debido a la hemorragia sistémica espontanea que provoca el
envenenamiento por serpientes de la familia Viperidae. Ellas pueden contener
desintegrinas y dominios de cisteina nck (ej. lararkagina del veneno de la B. jararaca)

(Campbell y Lamar, 2004).

Los estudios de los mecanismos locales del tejido dafiado causado por el
veneno de B. asper han demostrado que los inhibidores de la metaloproteinasa como
el batimastat pueden prevenir algunos dafios de tejidos locales (Escalante y col, 2000.

Revisado en Campbell y Lamar, 2004).

En Venezuela son multiples los estudios que se han realizado para determinar
las caracteristicas de los venenos botropicos, su potencia medida como dosis letal 50
(DL-50) y efectos bioldgicos (Rodriguez-Acosta y col, 1998; Montilla y col, 1998).
Investigadores de nuestra universidad de igual forma se han dedicado a la realizacion
de este tipo de estudios utilizando para ello la cepa de raton C57bl/6 (Blanco y Rojas,
2005; Astudillo y Bejarano, 2008) la cual a pesar de poseer caracteristicas que
facilitan su evaluacion bajo condiciones de laboratorio presentan baja accesibilidad y
son dificiles de criar y mantener. Es por ello que en este trabajo fueron planteadas las
siguientes interrogantes: ;Cudn variables pueden ser los resultados que por afios se
han obtenido utilizando la cepa de raton C57bl/6, al emplear cepas diferentes cuyas
condiciones de crianza, mantenimiento y alimentacién son mucho mas accesibles,
como lo son las cepas NMRI y BALBc? y (Seran igual de susceptibles estos ratones

al veneno de las serpientes?
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo General

Determinar la DL-50 del veneno de Bothrops venezuelensis y Bothrops
colombiensis en los modelos maridos NMRI y BALBc y comparar la DL-50 y
las manifestaciones clinicas con las previamente establecidas en el modelo

murido C57bl/6.

1.2.2 Objetivos Especificos

1

Calcular la DL-50 del veneno de Bothrops venezuelensis y Bothrops
colombiensis en los modelos maridos NMRI y BALBc¢ por via intraperitoneal

y para una hora de observacion.

Comparar las DL-50 y las manifestaciones clinicas del veneno de Bothrops
venezuelensis y Bothrops colombiensis en estos modelos muridos con las

previamente establecidas en el modelo C57bl/6.

Cotejar la variabilidad en los resultados de los experimentos de DL-50

establecidas en estos tres modelos muridos.

Determinar cual de los modelos muridos (NMRI, BALBc, C57bl/6) resulta el

mas apropiado para seguir realizando estos estudios.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Crotalinae

La Sub-familia Crotalinae esta representada por serpientes de colores opacos
que poseen como caracteristica comun un organo termoreceptor o foseta loreal, el
cual, corresponde a un orificio situado entre las narinas y el ojo de la serpiente; son
solenoglifas, es decir, presentan un par de colmillos retractiles inoculadores de
veneno, hacia la parte anterior del maxilar (Rodriguez-Acosta, 1995). En su mayoria
son ovoviviparas y de habitos diversos; se encuentran mas de 80 especies distribuidas
en América, Europa, Asia y Africa (Lancini, 1986). En Venezuela pertenecen a esta
sub-familia las serpientes llamadas coloquialmente ‘“mapanares o macaguas”,
“cascabeles” y “cuaimas”, las cuales se agrupan en seis géneros: Bothrops,
Bothriechis, Bothroiopsis, Porthidium, Crotalus y Lachesis (Rodriguez-Acosta,
1995).

El género Bothrops esta representado por serpientes de habitos nocturnos

(salvo excepciones) y terricolas o arboricolas, que poseen un veneno hemotéxico. En

Venezuela se conocen hasta el presente, diez especies y subespecies de este género,
2 (13

que son conocidas popularmente como “mapanares”, “macaguas” o “cuatro narices”

(Lancini, 1986).

La “guayacan” o “mapanare terciopelo” (Bothrops colombiensis) es la especie
mas venenosa que se encuentra en nuestro pais; ésta posee un veneno altamente
hemotoxico y necrosante. Por otra parte, se trata de una serpiente muy agresiva y de
gran rapidez en su ataque; puede llegar a medir hasta 1,80 metros de longitud, lo que

le permite a estos ejemplares de gran tamafio la capacidad de almacenar grandes
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cantidades de veneno capaz de matar a mas de una persona. Bothrops colombiensis
es la serpiente que causa el mayor nimero de accidentes fatales en nuestro pais. Tiene
habitos nocturnos y se alimenta de roedores. Es muy prolifica y las hembras pueden
tener mas de 30 hijuelos en un parto. Esta especie es comun en los bosques tropicales
de Barlovento, Yaracuy y Falcon; tiende a confundirse facilmente con las hojas

(Lancini, 1986).

Otra especie, Bothrops venezuelensis es de habitos nocturnos y prefiere vivir
en los bosques humedos subtropicales de la Cordillera de la Costa, se alimenta

especialmente de roedores, lagartos y ranas (Lancini, 1986).

Los venenos de serpientes son un complejo de enzimas, toxinas y péptidos
muy pequefios donde mas del 90% del peso seco del veneno consiste en polipeptidos.
Estos venenos son una rica fuente de enzimas (peso molecular 13-150 kDa) que
forman un 80-95% del veneno en la familia Viperidae y un 25-70% de los venenos de
la familia Elapidae. Las hidrolasas digestivas inducen prokinasas, exo y
endopeptidasas, fosfodiesterasas y fosfolipasas. Las hialuronidasas, presentes en
todos los venenos de serpientes, promueven la extension de otros componentes del

veneno a través de los tejidos (Campbell y Lamar, 2004).

2.2 Consecuencias del Sindrome de Envenenamiento Ofidico

Las consecuencias del sindrome de envenenamiento ofidico en diversos paises
han sido subestimadas, nunca verdaderamente registradas en estadisticas de salud y
mayormente tratadas con metodologias pasadas de moda y procedimientos
inefectivos. La severidad de este envenenamiento y la mortalidad no despreciable
entre las victimas, que no so6lo son del tercer mundo, sino que incluye a paises

industrializados como Estados Unidos y Australia, ha provocado en los ultimos afios,
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un acentuado interés en investigar este sindrome y los efectos de los venenos ofidicos

(Rodriguez-Acosta, 1995).

El veneno de las serpientes presenta una composicion de sustancias tanto
simples como complejas, y cuya produccion y caracteristicas especificas varian entre
las diferentes especies conocidas. La toxicidad del veneno se debe a la presencia de
enzimas y proteinas, y su accion letal es atribuida principalmente a las neurotoxinas

(Barraviera, 1994).

Esta variabilidad en los venenos no so6lo se encuentra entre las especies de una
misma familia, sino que se han evidenciado diferencias intra-especificas entre
poblaciones de distintas zonas geograficas. Esto trae como consecuencia, que los
venenos de las diferentes especies y entre los individuos de una misma especie, pero
de distintas poblaciones, producen distintos efectos locales y sistémicos, requiriendo

un tratamiento clinico distinto para cada caso (Pirela y col, 2006).

Los venenos de la familia Viperidae contienen diversas actividades
enzimaticas como son las fosfolipasas, fosfodiesterasas, fosfomonoesterasas, alfa-
aminoacidooxidasas, acetilcolinesterasas, enzimas proteoliticas de la serina-
proteinasa y varias clases de metaloproteinasas, arginina-esterasa, 5'-nucleotidasa,
hialuronidasa y NAD nucleosidasas. No todas las enzimas se encuentran presentes en
todos los venenos. Entre los péptidos encontrados estan las neurotoxinas presinapticas
y post-sinapticas. Los canales de potasio son importantes en la actividad de las
neurotoxinas, citotoxinas, miotoxinas, cardiotoxinas y los inhibidores de agregacion

plaquetaria llamados desintegrinas (Markland, 1998).

En lo que respecta a las actividades hemorragicas y proteoliticas de serpientes
suramericanas (Monterrey, 2000), ellas existen casi exclusivamente en los venenos

botropicos y lachésicos. Sin embargo, en los Ultimos afios, se han comenzado a
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describir estas actividades en algunas especies de crotalos venezolanos (Rodriguez-

Acosta y col, 1998; Aguilar y col, 2001).

La cantidad de veneno inyectado determina la severidad de la lesion, pero en
todos los casos de accidente ofidico por Bothrops se produce necrosis de los tejidos
blandos. Ademas, la accidn proteolitica produce aminas y péptidos vasoactivos, tales
como: bradiquinina, histamina y serotonina que causan lesion capilar, lo que se
traduce en hemorragias petequiales, hematuria, hematemesis, epistaxis y hemorragias

viscerales (Toro y col, 1983).

La actividad de los venenos botropicos tiene componentes citotdoxicos y
fibrinoliticos, los cuales producen necrosis y hemorragias en tejido nervioso y por

supuesto, en otros tejidos (Gutiérrez y col, 1980).

El veneno contiene so6lo una pequefia cantidad de aminoécidos libres. También
estan presentes varios péptidos ricos en prolina que potencian su accidén sobre la
bradicinina. Una secuencia de tres péptidos potenciadores de la bradicinina fueron
identificados en el veneno de Agkistrodon halys blomhoffii y uno de esos péptidos fue
aislado del veneno de Bothrops jararaca por Ferreira y col (Revisado en Barraviera,
1994). La fosfolipasa A, es una enzima comiinmente encontrada en el veneno de las
familias Hydrophidae, Elapidae, Viperidae y Crotalidae. Es una enzima
extremadamente estable, y ha sido aislada de una variedad de venenos como los de
serpientes, abejas y escorpiones, también del pancreas de mamiferos. Del veneno de
Bothrops asper fue aislada una fosfolipasa A, basica, miotoxica y con actividad
anticoagulante, es una fosfolipasa diferente de las que ya han sido aisladas y es
conocida como miotoxina I. Parece ser la primera fosfolipasa miotdxica secuenciada

que pierde la neurotoxicidad presinaptica (Barraviera, 1994).
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Las fosfolipasas atacan los fosfolipidos constituyentes de las membranas
celulares, conduciendo a la lisis celular. Este efecto se fundamenta en los
componentes: Aspartato 49, enzimaticamente activo y Lisina 49, enzimdaticamente
inactiva, conocidas como las miotoxinas botrdpicas. La crotamina y las miotoxinas
tienen afinidad por los canales de Na' dependientes de voltaje (Campbell y Lamar,

2004).

Algunas serpientes Viperidae contienen enzimas de tipo hemorraginas tales
como: batroxobina de Bothrops asper, B. marajoensis y B. moojeni; reptilasa de B.
atrox y mutasa de Lachesis muta (Kamiguti y col, 1991. Revisado en Rodriguez-
Acosta, 1998).

Los venenos usualmente contienen mas de un tipo de proteasas, por lo menos
cinco tipos diferentes han sido observados electroforéticamente. El veneno de la sub-
familia Crotalinae posee una fuerte actividad proteolitica. Estas enzimas han sido
identificadas como serino o metaloproteasas. Estudios comparativos de las
propiedades inmunologicas de las metaloproteasas (factores hemorragicos y
proteasas), aisladas de los venenos de Bothrops jararaca, B. nuewiedi y B. mojen,
mostraron que los factores hemorragicos contienen determinantes comunes, mientras
que las proteasas son inmunoldgicamente distintas. Los anti-sueros especificos contra
los factores hemorragicos fueron capaces de neutralizar tanto la actividad
hemorragica de homodlogos como la actividad de otros factores hemorragicos

(Barraviera, 1994).

Otra actividad reconocida del veneno de las serpientes es la denominada
“trombin-like” o “tipo trombina”. Estas enzimas se encuentran presentes en los
venenos de las serpientes de los géneros Agkistrodon, Trimeresurus, Crotalus y
Bothrops. Las enzimas aisladas de los venenos de las serpientes que poseen actividad

tipo trombina poseen la capacidad de actuar sobre la molécula de fibrinogeno



24

encontrada en sangre humana, transformandola directamente en fibrina (Barraviera,

1994).

2.3 Neurotoxinas

Las neurotoxinas son componentes cldsicos del veneno, que afectan
particularmente la union neuromuscular y producen una paralisis flaccida. Sin
embargo, no todas las neurotoxinas tienen el mismo sitio ni modo de accién o

producen similares efectos clinicos (Rodriguez-Acosta, 1995).

De acuerdo al sitio de accion pueden ser neurotoxinas presindpticas de la
unidon neuromuscular, que afectan el axon terminal, por un mecanismo no entendido
totalmente. Producen ruptura de vesiculas sindpticas, dafio al axon terminal y cese de
la descarga de acetilcolina, bloqueando completamente la transmision neuromuscular.
Esto causa paralisis flaccida de los musculos afectados. Sin embargo, el proceso no es
instantdneo. Inicialmente causa una descarga de acetilcolina, con algunas
contracciones musculares, raramente notadas clinicamente, antes de pasar a destruir
vesiculas y bloquear la descarga de este neurotransmisor. Estas neurotoxinas han sido
descritas en serpientes americanas, como Crotalus spp (crotoxina, crotamina),
Micrurus spp (alpha y beta-neurotoxina) y Lachesis spp. Ademas en serpientes de
otras dareas geograficas como los eldpidos en Australia (notexina, taipoxina,
textilotoxina y B-bungarotoxina). Todas ellas probablemente relacionadas a la familia
de las fosfolipasas, aunque altamente evolucionadas y algunas veces con multiples

componentes (Rodriguez-Acosta, 1995).

La primera neurotoxina de serpiente que alguna vez se aislo fue la crotoxina,

proveniente del veneno del Crotalus durissus terrificus. La crotoxina consiste en un
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componente B basico (fosfolipasa) de 12 kDa, y uno dacido, componente A

(crotapotina) de 10 kDa (Campbell y Lamar, 2004).

Estas toxinas tienen una accion trifasica, donde inicialmente hacen inhibicion,
luego facilitacion y finalmente, bloqueo de la liberacion de acetilcolina (Marlas y

Bon, 1982. Revisado en Campbell y Lamar, 2004).

Las proteinas y los péptidos bioldgicamente activos de los venenos de
serpientes interaccionan con componentes del sistema hemostatico humano,

afectando la coagulacién sanguinea, las células endoteliales y a las plaquetas

(Markland, 1998).



CAPITULO I11: MARCO METODOLOGICO

3.1 Tipo de Investigacion

La investigacion fue de tipo comparativa-investigativa. En el presente trabajo se
determinaron la DL-50 y manifestaciones clinicas del veneno de especies Bothrops
venezuelensis y Bothrops colombiensis en los modelos muridos NMRI y BALBc por via
intraperitoneal para una hora de observacién y se compararon con las previamente

establecidas en el modelo murido C57b1/6.

3.2 Variables
Independientes: - Los modelos mridos NMRI y BALBc.

- Los venenos de las especies Bothrops venezuelensis y
Bothrops

colombiensis.

Dependientes: La susceptibilidad de cada uno de los modelos muridos al

veneno de ambas especies de serpientes.
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3.3 Materiales

— Veneno de las especies Bothrops venezuelensis y Bothrops colombiensis
preparado en forma de “pool” con cinco ejemplares de B. colombiensis (1
macho y 4 hembras) y sicte ejemplares de B. venezuelensis (3 machos y 4
hembras), todos adultos.

— Ratones albinos de las cepas muridas NMRI y BALBc.

— Incubadora Biocasa®, modelo INCOX.116.

— Cristaleria de laboratorio (microjeringas de 50 microlitros de capacidad, vasos
de precipitado, tubos de ensayo, micropipetas graduadas de volumen variable,
jeringas de 10 y 20 cc, piceta plastica, microgoteros, tubos Eppendorf®).

— Liofilizador Labconco®, modelo Freezone 4.5.

— Balanza analitica Sartorius®, modelo Handy.

— Balanza digital Denver Instrument®, modelo XS-310.D.

— Cloroformo.

— Centrifuga.

— Solucion fisiolédgica.

— Bafio de maria.

— Papel Parafilm®.

— Refrigerador marca Whirpool de -20°C.

— Gancho para serpientes.
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3.4 Procedimiento
1.- Extraccion del veneno.

El ordefio del veneno de cada uno de los ejemplares de mapanare, se realiz
en el serpentario de la Universidad de Oriente, Nicleo de Anzoategui. Las serpientes
fueron extraidas de su terrario con un gancho en forma de “S” en la punta. Luego se
procedid 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 tomo un vaso de precipitado de 50 ml de capacidad,
previamente cubierto con un plastico (Parafilm®) adherido al vaso. Se acercé la
cabeza de la serpiente para que ésta muerda al plastico naturalmente, mientras que se
le realizaban suaves masajes sobre las glandulas productoras de veneno, las cuales,
se encuentran en la parte postero-lateral de la cabeza, para asi dejar en el recipiente
una pequefia cantidad de veneno. Posteriormente el veneno extraido fue colocado en
tubos de ensayo y refrigerado a -20°C para su uso. El tratamiento inicial consisti6 en
desecarlo al frio (Liofilizador Labconco®) y antes de su utilizacién fue pesado en una
balanza analitica (Sartorius®), reconstituido en solucion salina (0,9%) a una
concentracion de 10 mg/ml y almacenado en tubos Eppendorf® de 1,5 ml de

capacidad.

2.- Determinacion de la dosis letal.

La dosis letal 50 medida como la potencia de una sustancia toxica, se define
como aquella cantidad de veneno necesaria para causar la muerte a la mitad de los
ratones inyectados con el veneno. Esta se determind por el método secuencial de
aumentar y disminuir la dosis de Dixon y Mood (1948) modificado por Sevcik,

(1987). El veneno fue inyectado por via intraperitoneal (VIP) con una microjeringa de
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50 microlitros (Hamilton®) en ratones NMRI y BALBc hembra, previamente
pesados en balanza digital (Denver Instrument®, modelo XS-310.D). Para el inicio
del experimento, al primer raton se le administré una dosis inicial X;= log”’ X
escogida arbitrariamente y se observo la respuesta en un tiempo definido de

observacion (una hora).

Si el primer ratén respondidé con la muerte, el segundo recibié una dosis
calculada como X,=log™ (X — d) donde d es un factor arbitrario constante (d=0,05).
Si por el contrario el primer raton sobrevive, al segundo murido se le administra una
dosis calculada como X,=log™ (X + d). Se continfio con el experimento hasta
encontrar el primer fendmeno vida — muerte o muerte — vida que represent6 el punto
de inflexidn, a partir del cual, se inici6 la corrida vélida para el experimento. La dosis
siguiente de cada animal fue el anti-log de Xm — d si el animal “m” murid 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 secuencia similar a +0+0+0+ * 6
0+0+0+0*, donde (+) indica muerte, (0) indica sobrevivencia y (*), la dosis que
deberd ser administrada al siguiente raton definido como “punto final”. La corrida

valida se considero completa al obtener cuatro ciclos de muerte — no muerte.

Para el calculo de la dosis letal 50, segun 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, consecuencia del efecto de la toxicidad aguda
experimental inducida por la inyeccion intraperitoneal del veneno de los ejemplares
de Bothrops venezuelensis y Bothrops colombiensis en ratones NMRI y BALBc, se
observaron durante una hora de experimentacioén y se registraron cronologicamente
en un formato preexistente (Anexo N° 1). También se usé un raton control al cual se

le administraron 50 microlitros de solucion fisiologica.
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3.- Procesamiento de los datos.

a.- Se utilizo el programa Microsoft® Excel 2003 para automatizar los

calculos y elaborar la grafica de la DL-50.

b.- Todos los datos experimentales fueron procesados por métodos

estadisticos no paramétricos o de libre distribucion.

— Se calcularon las medianas segin Hodges y Lehman y sus limites de
confianza al 95% usando para el procesamiento de los datos el método
estadistico no paramétrico del programa V-8.2 (Sevcik, 1987) Laboratorio de
Neurofarmacologia Celular, Centro de Biofisica y Bioquimica, IVIC,
Miranda.

— Las diferencias entre los calculos de la DL-50 de ambas especies fueron
probadas por la técnica de andlisis de varianza de Kruskall-Wallis. Se
considero un nivel de significancia p<0,05.

— Se calculd el Indice de Variabilidad (IV) segin la formula IV = Limite

superior — Limite inferior / Mediana X 100.



CAPITULO IV: ANALISIS Y PRESENTACION DE
RESULTADOS

4.1 RESULTADOS

Para el calculo de la Dosis Letal Cincuenta (DL-50) del veneno de los
ejemplares adultos de Bothrops colombiensis y Bothrops venezuelensis, se emplearon
un total de 31 ratones de la cepa BALBc y 29 de la cepa NMRI, con un peso
comprendido entre 15 —27 gy 14 — 37 g respectivamente.

En la tabla 1, se muestran los datos para el célculo de DL-50 del veneno de B.
colombiensis, ejemplares adultos en el modelo mirido BALBc para 60 minutos de
observacion, donde el raton N° 1 representa la corrida no vélida y el raton N° 2
representa el primer punto de inflexién e inicia la corrida valida. En este experimento

fueron necesarios 15 ratones con un peso promedio de 22,40 g por unidad de ratén.
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Datos para el calculo de DL-50 del veneno de B. colombiensis, BALBc, ¢, VIP, 60 min.

Ratén Peso Dosis Dosis Dosis Total Volumen Muerte

(n) 9) (Anti-log)  (ug g7 (H9) (W) (minutos)
Corrida No Valida

1 23,4 1,25 17,78 416,05 26,00 0
Corrida Vélida

2 21,12 1,30 19,95 421,34 26,3 t: 31’

3 19,42 1,25 17,78 345,28 21,58 0

4 23,09 1,30 19,95 460,64 28,79 t:45’

5 22,36 1,25 17,78 397,56 24,8 t: 50’

6 22,30 1,20 15,85 353,45 22,00 0

7 19,9 1,25 17,78 353,82 22,11 0

8 19,75 1,30 19,95 394,01 24,62 t: 43’

9 25,6 1,25 17,78 455,16 28,44 t: 32

10 26,9 1,20 15,85 426,36 26,64 0

11 21,2 1,25 17,78 376,93 23,55 0

12 25,96 1,30 19,95 517,90 32,36 t: 41’

13 20,25 1,25 17,78 360,04 22,50 0

14 22,56 1,30 19,95 450,07 28,12 t: 46’

15 22,3 1,25 17,78 396,49 24,78 ®

Total 6125,10 382,59
+: muerte 0: no muerte ® : punto final

Control: 20,50 g de peso corporal; inyectado VIP con 50 pl de solucion fisiologica.
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En el grafico 1, se muestra la representacion de los datos validos para el
calculo de la DL-50 del veneno de ejemplares adultos de B. colombiensis, en el
modelo murido BALBc. Se utilizaron 15 ratones con pesos comprendidos entre 19,4
y 26,9 g. A partir del primer punto de inflexion (raton N° 2, a una dosis de veneno de
19,95 pg'g™) se inicia la corrida valida, los siguientes cuatro (4) ciclos se toman
como referencia para el calculo de los resultados a expresarse como la mediana y sus
limites de confianza al 95%. La DL-50, VIP, 60 minutos, fue de 17,90 mg'Kg'1 de
ratén, con limites de confianza entre 17,78 y 18,86 mgKg™ de raton; representados
en la tabla 1 entre el Log™" de 1,25 y 1,30. La cantidad total de veneno de B.
colombiensis utilizada fue de 6125,10 pg (6,125 mg) correspondiendo 416,05 pg para
la corrida no valida y 5709,05 pg para la corrida valida. Igualmente se pudo

determinar el Indice de Variabilidad (IV) el cual fue de 6,03%.
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DL-50, VIP, 60 min = 17,90 (17,78 - 18,86) mg'Kg'l de raton.

Grafico 1.
Determinacion de la DL-50 del veneno de B. colombiensis, BALBc, ¢, VIP, 60 min.
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La tabla 2, muestra los datos para el célculo de DL-50 del veneno de

ejemplares adultos de B. colombiensis, en el modelo mirido NMRI para 60 minutos

de observacion. Se utilizaron 16 ratones con pesos promedio de 23,9 g por unidad de

raton. El raton nimero 4 representa el primer punto de inflexion y a partir de €l se

inicia la corrida valida.

Tabla 2. Datos para el calculo de DL-50 del veneno de B. colombiensis, NMRI, @, VIP, 60

min.

Ratén Peso Dosis Dosis Dosis Total Volumen Muerte

(n) (2 (Anti-log) (ngg’) (ng) (uD) (minutos)
Corrida No Valida

1 18,32 1,35 22,39 410,18 20,30 t:40°

2 26,15 1,30 19,95 521,69 25,82 143

3 26,04 1,25 17,78 462,99 22,92 T:47
Corrida Valida

4 26,7 1,20 15,85 423,19 20,95 0

5 21,18 1,25 17,78 376,58 18,64 t:25°

6 19,9 1,20 15,85 267,86 13,26 0

7 242 1,25 17,78 430,27 21,30 t:34°

8 17,70 1,20 15,85 280,54 13,88 0

9 14,15 1,25 17,78 251,58 12,45 0

10 25,82 1,30 19,95 515,10 25,50 t:59°

11 22,16 1,25 17,78 394,00 19,50 F:41°

12 24,1 1,20 15,85 381,98 18,90 t:44°

13 29,3 1,15 14,13 414,00 20,49 0

14 29,75 1,20 15,85 471,53 23,34 t:49°

15 37,1 1,15 14,13 524,22 25,95 0

16 21,3 1,20 15,85 337,60 16,71 ®

Total 6463,31 319,91
T: muerte 0: no muerte  ®: punto final

Control: 21,35 g de peso corporal; inyectado VIP con 50 pl de solucion fisiologica.
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El grafico 2, muestra la representacion de los datos para el calculo de la DL-
50 del veneno de ejemplares adultos de B. colombiensis, en el modelo mtrido NMRI.
Se utilizaron 16 ratones con pesos comprendidos entre 14,15 y 29,75 g. El primer
punto de inflexion (ratén N° 4) muestra el inicio de la corrida valida (dosis de veneno
de 15,85 nug'g™"), los siguientes cuatro (4) ciclos se toman como referencia para el
calculo de los resultados a expresarse como la mediana y sus limites de confianza al
95%. La DL-50, VIP, 60 minutos, fue de 16,82 mg'Kg'1 de raton, con limites de
confianza entre 15,85 y 17,04 mgKg™" de raton; representados en la tabla 2 entre el
Log™ de 1,20 y 1,25. La cantidad de veneno utilizada para la corrida no valida fue de
1394,86 ng y para la corrida valida 5068,45 ng teniendo como total la cantidad de
6463,31 ng (6,463 mg). E1 IV fue de 7,07%.
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DL-50, VIP, 60 min = 16,82 (15,85 - 17,04) mg‘Kg'1 de raton.
Grafico 2. Determinacion de la DL-50 del veneno de B. colombiensis, NMRI, ¢, VIP, 60

min.
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Al comparar las DL-50 obtenidas del veneno de ejemplares adultos de B.
colombiensis, sobre las cepas de los modelos muridos BALBc y NMRI, empleando la
técnica de analisis de varianza de Kruskall — Wallis, se encontré diferencias
significativas en la sensibilidad al veneno de ambos ratones (KW = 6,25; p =

0,00288); siendo la cepa NMRI mas sensible a este veneno. Grafico 3.
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Grafico 3.

Comparacion de la DL-50 del veneno de B. colombiensis en los modelos muridos BALBc

y NMRL
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La tabla 3, muestra los datos para el calculo de DL-50 del veneno de ejemplares
adultos de B. venezuelensis, en el modelo murido BALBc¢ para 60 minutos de
observacion. A partir del raton numero 4, que representa el primer punto de inflexion
se inicia la corrida valida. Para este experimento fueron necesarios 18 ejemplares con

pesos comprendidos entre 15,5 y 22,5 g.

Tabla 3.
Datos para el célculo de DL-50 del veneno de B. venezuelensis, BALBc, ¢, VIP, 60 min.

Ratdn Peso Dosis Dosis Dosis Total Volumen Muerte

(n) ©) (Anti-log) (g g™) (h9) (k) (minutos)
Corrida No Vélida

1 20,66 1 10 206,6 9,06 0

2 19,04 1,05 11,22 213,62 9,36 0

3 15,5 1,10 12,58 194,99 8,55 0
Corrida Vélida

4 19,3 1,15 14,13 272,7 11,96 t: 39’

5 21 1,10 12,58 264,2 11,58 0

6 19,56 1,15 14,13 276,4 12,12 0

7 18,2 1,20 15,85 288,47 12,65 t:37°

8 19,3 1,15 14,13 276,00 12,10 0

9 19,37 1,20 15,85 307,00 13,43 0

10 22,25 1,25 17,78 395,60 17,35 t:40°

11 21,40 1,20 15,85 339,19 14,87 t: 24’

12 21,9 1,15 14,13 309,44 13,57 0

13 17 1,20 15,85 269,45 11,81 0

14 18,6 1,25 17,78 330,70 14,50 t: 60’

15 21,4 1,20 15,85 339,19 14,87 t: 54

16 22,25 1,15 14,13 314,39 13,78 0

17 19,8 1,20 15,85 313,83 13,76 t:45

18 21,5 1,15 14,13 303,79 13,32 ®

Total 5215,56 228,64
+: muerte 0: no muerte  ®: punto final

Control: 20,16 g de peso corporal; inyectado VIP con 50 pl de solucion fisiologica.
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El grafico 4, muestra la representacion de los datos para el calculo de la DL-
50 del veneno de ejemplares adultos de B. venezuelensis, en el modelo murido
BALBc. A partir del primer punto de inflexion (raton N° 4, a una dosis de veneno de
14,13 pg'g") se inicia la corrida vélida, los siguientes cuatro (4) ciclos se toman
como referencia para el calculo de los resultados a expresarse como la mediana y sus
limites de confianza al 95%. La DL-50, VIP, 60 minutos, fue de 14,99 mgKg'1 de
ratén, con limites de confianza entre 14,22 y 15,85 mgKg™ de raton; representados
en la tabla 3 entre el Log™ de 1,15 y 1,20. Se utilizé un total de veneno de 5215,56 pg
(5,215 mg) correspondiendo 4600,35 pg a la corrida valida y 615,21 pg a la corrida
no valida. E1 TV fue de 10,87%.
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DL-50, VIP, 60 min = 14,99 (14,22 - 15,85) rngKg'1 de raton.

Grafico 4.
Determinacion de la DL-50 del veneno de B. venezuelensis, BALBc, ¢, VIP, 60 min.
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En la tabla 4, se muestran los datos para el calculo de DL-50 del veneno de
ejemplares adultos de B. venezuelensis, en el modelo mtrido NMRI para 60 minutos
de observacion. El raton ntimero 2 representa el primer punto de inflexion para la
corrida valida. Se utiliz6 un total de 16 ratones con pesos promedio de 30,91 g de

raton.

Tabla 4.
Datos para el célculo de DL-50 del veneno de B. venezuelensis, NMRI, @, VIP, 60 min.

Ratdn Peso Dosis Dosis Dosis Total Volumen Muerte

(n) ) (Anti-log) (Mg g™ (kg) (1) (minutos)
Corrida No Valida

1 31,71 1,25 17,78 563,80 24,72 0
Corrida Valida

2 21,35 1,30 19,95 425,93 18,68 t:40°

3 30 1,25 17,78 533,4 23,39 0

4 29,6 1,30 19,95 590,52 25,9 t:55’

5 29,60 1,25 17,78 526,28 23,08 t: 16’

6 30,6 1,20 15,85 485,01 21,27 t: 28

7 37,6 1,15 14,13 531,29 23,30 0

8 31,4 1,20 15,85 497,70 21,82 0

9 25,7 1,25 17,78 456,95 20,04 t:12’

10 30,6 1,20 15,85 485,01 21,27 0

11 29 1,25 17,78 515,62 22,61 t: 50°

12 35,6 1,20 15,85 564,26 24,75 t: 57

13 36,45 1,15 14,13 515,03 22,58 t:18’

14 37,6 1,10 12,58 473,00 20,74 0

15 26,37 1,15 14,13 372,60 16,34 t: 53

16 31,5 1,10 12,58 396,27 17,38 ®

Total 7932,67 347,87
F: muerte 0: no muerte  ®: punto final

Control: 26,20 g de peso corporal; inyectado VIP con 50 pl de solucion fisioldgica.
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En el grafico 5, se muestra la representacion de los datos para el calculo de la
DL-50 del veneno de ejemplares adultos de B. venezuelensis, en el modelo murido
NMRI. En el primer punto de inflexion (raton N° 2, a una dosis de veneno de 19,95
ng'g”) se inicia la corrida valida, los siguientes cuatro (4) ciclos se toman como
referencia para el célculo de los resultados a expresarse como la mediana y sus
limites de confianza al 95%. La DL-50, VIP, 60 minutos, fue de 15,96 mg'Kg'1 de
ratén, con limites de confianza entre 14,99 y 17,04 mgKg™ de raton; representados
en la tabla 4 entre el Log” de 1,15 y 1,25. La cantidad de veneno utilizada para la
corrida no valida fue de 563,80 png y para la valida de 7368,87 pg para un total de
7932,67 ng (7,93 mg). E1 1V fue de 12,84%.

Punto de
25 T s R
20 4
(@]
é 15 4
IS >( )
2 A Muerte
é 10
® No muerte
51 X Punto final
O ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Raton (n)

DL-50, VIP, 60 min = 15,96 (14,99 - 17,04) mg‘Kg'1 de raton.
Grafico 5.
Determinacion de la DL-50 del veneno de B. venezuelensis, NMRI, @, VIP, 60 min.
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Observando de forma yuxtapuesta, en el grafico 6, se comparan las DL-50
obtenidas del veneno de ejemplares adultos de B. venezuelensis, sobre las cepas de los
modelos miridos BALBc y NMRI. El andlisis de varianza de KW = 1,21 indica que

no hubo diferencias significativas (p > 0,05) en la sensibilidad al veneno de ambas

cepas de raton.

25 Punto~de
20 1
o A
¥ 154 A‘/‘ \( ——BALBC
: ./'N NMRI
@
8 10 A T A Muerte
= Punto de ® No muerte
5 Tt (X Punto final
O ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Ratén (n)
Grafico 6.

Comparacion de la DL-50 del veneno de B. venezuelensis en los modelos muridos

BALBc y NMRI.
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La tabla 5, muestra la frecuencia de muerte inducida por la administracion del
veneno de B. colombiensis, en ratones BALBc seglin la dosis. Se observa que a la
dosis de 19,95 mg/kg, todos los ratones (5) fallecieron antes de los 60 min
correspondientes, mientras que a la dosis de 17,78 mg/kg 2 murieron antes de los 60
min (33,3%). Cuando se utilizo la dosis de 15,85 mg/kg todos los ratones

sobrevivieron.

Tabla 5. Frecuencia de muerte inducida por el veneno de B. colombiensis, BALBc, segin la

dosis administrada por VIP.

Dosis (Ug ‘g de ratén)

Raton (n) 15,85 17,78 19,95
Corrida No Vélida

1 - 0 -
Corrida Valida

2 - - t: 31’
3 - 0 -

4 - - t:31°
5 - 1 50° -

6 0 - -

7 - 0 -

8 - - 1143’
9 - 132

10 0 - -

11 - 0 -

12 - - t: 41
13 - 0 -

14 - - t: 46’
Punto Final

15 - ® .
Datos validos: 0 2 5
N=7[1]

Frecuencia de muerte: 33,33 100

1: Tiempo de muerte en minutos  0: Sobrevivencia ®: Siguiente animal
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La tabla 6, muestra la frecuencia de muerte inducida por la administracion del
veneno de B. colombiensis, en ratones NMRI. Con la dosis de 19,95 mg/kg, todos los
ratones (1) fallecieron antes de los 60 min. Con 17,78 mg/kg fueron inyectados 4
ratones de los cuales 3 murieron antes de los 60 min (75%) y 1 sobrevivio (25%); con
la dosis de 15,85 mg/kg 3 sobrevivieron (60%) y 2 murieron (40%) y con la dosis de
14,13 mg/kg ambos sobrevivieron (100%).

Tabla 6. Frecuencia de muerte inducida por el veneno de B. colombiensis, NMRI, segun la

dosis administrada por VIP.

Dosis (g ‘g™de raton)

Raton (n) 14,13 15,85 17,78 19,95 22,39
Corrida No Valida
1 - - - - t: 40°
2 - - - 143 -
3 - - 147 - -
Corrida Valida
4 0 - - -
5 - T:25° - -
6 - 0 - - -
7 - 134 - -
8 0 - - -
9 - 0 - -
10 - - - +:59° -
11 - - 141 - -
12 - T 44° - - -
13 0 - - - -
14 - 1 49° - - -
15 0 - - - -
Punto Final
16 - ® - - -
Datos validos:
N=6[t] 0 2 3 1 0
Frecuencia de muerte:

40 75 100 -

1: Tiempo de muerte en minutos  0: Sobrevivencia ®: Siguiente animal
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En la tabla 7, se muestra la frecuencia de muerte en 60 minutos, VIP, del
veneno de B. venezuelensis, en ratones BALBc. Con la dosis de 17,78 mg/kg, todos
los ratones (2) fallecieron antes de los 60 min correspondientes, con 15,85 mg/kg 4
murieron antes de los 60 min (80%) y 1 sobrevivid (20%); con 14,13 mg/kg fueron
inyectados 5 ratones de los cuales 4 sobrevivieron (80%) y 1 muri6 (20%) antes de
los 60 min. El ratoén inyectado con la dosis de 12,58 mg/kg sobrevivi6 al efecto toxico

del veneno.

Tabla 7. Frecuencia de muerte inducida por el veneno de B. venezuelensis, BALBc, segun la

dosis administrada por VIP.

Dosis (Hg ‘g™ de raton)

Raton (n) 10 11,22 12,58 14,13 15,85 17,78
Corrida No Vélida

1 0 - - - - -

2 - 0 - - - -

3 - - 0 - -
Corrida Valida

4 - - - 1397 - -

5 - - 0 - - -

6 - - - 0 - -

7 - - - - t:37 -

8 - - - 0 - -

9 - - - - 0 .

10 - - - - - t: 40°
11 - - - - 24 -

12 - - - 0 - -

13 - - - - 0 -
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14 - - - - - t: 60’
15 - - - - 1547 -

16 - - - 0 - -

17 - - - - t:45° -
Punto Final

18 ®

Datos validos:

N=7[t] 0 0 0 1 4 2

Frecuencia de muerte:
- - - 20 80 100

1: Tiempo de muerte en minutos  0: Sobrevivencia ®: Siguiente animal

En la tabla 8, se muestra la frecuencia de muerte inducida por la
administracion del veneno de B. venezuelensis en ratones NMRI. Con la dosis de
19,95 mg/kg, todos los ratones (2) fallecieron antes de los 60 min. Con 17,78 mg/kg
fueron inyectados 4 ratones de los cuales 3 (75%) murieron; con la dosis de 15,85
mg/kg 2 sobrevivieron (50%) y 2 murieron (50%). Con 14,13 mg/kg 2 fallecieron
(66,6%) y 1 sobrevivid (33,3%) y finalmente con la dosis de 12,58 mg/kg se inyecto

un raton, el cual sobrevivio.
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Tabla 8. Frecuencia de muerte inducida por el veneno de B. venezuelensis, NMRI, segun la

dosis administrada por VIP.

Dosis (ug ‘g de ratén)

Ratén (n) 12,58 14,13 15,85 17,78 19,95
Corrida No Vélida
1 - - - 0 -
Corrida Vélida
2 - - - - t: 40’
3 - - - 0 -
4 - - - - t: 55’
5 - - - 116’ -
6 - - 1128 - -
7 - 0 - - -
8 - - 0 - -
9 - - - 12’ -
10 - - 0 - -
11 - - - :50° -
12 - - 157 - -
13 - 18’ - - -
14 0 - - - -
15 - F:53° - - -
Punto Final
16 ® - - - -
Datos validos:
N=09 [] 0 2 2 3 2
Frecuencia de muerte:
- 66,6 50 75 100

1: Tiempo de muerte en minutos  0: Sobrevivencia ®: Siguiente animal
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En la tabla 9 se presentan los efectos toxicos provocados por la administracion del
veneno de B. colombiensis, en ambos modelos muridos (BALBc y NMRI)
observados en una hora de experimentacion. Los signos como hipoactividad,
taquipnea y postracion se observaron en todos los animales (100%). Estos en BALBc¢
aparecieron en un tiempo promedio de 12; 5,57; y 20,78 min y para NMRI con un
tiempo de 16,67; 2,67 y 41,5 min respectivamente. Con menos frecuencia se
presentaron signos como ataxia del tren posterior, mioclonias y otros trastornos de la
respiracion (bradipnea, polipnea). No hubo diferencias importantes en la frecuencia

de aparicion de los signos clinicos entre ambas cepas de raton.

Tabla 9. Signos de toxicidad observados en ratones BALBc y NMRI por la

administracion del veneno de B. colombiensis, VIP, 60 min.

BALBc NMRI
Signos Clinicos Tiempo % Tiempo %

(minutos) Aparicion (minutos) | Aparicion
Hipoactividad 12 100 16,67 100
Taquipnea 5,57 100 2,67 100
Postracion 20,78 100 41,5 100
Ataxia tren posterior 28 14,28 14,92 80
Mioclonias 9,4 35,71 35,4 66,67
Periodos de Apnea 41,63 57,14 37,33 20
Otros Trastornos | 40,28 50 37,6 66,67
Respiratorios
Convulsion - - 30 6,67
Muerte 41,14 50 42,44 60

Tiempo (minutos): tiempo promedio de aparicion.
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En la tabla 10 se presentan los efectos toxicos provocados por la administracion del

veneno de B. venezuelensis, en ambos modelos muridos (BALBc y NMRI)

observados en una hora de experimentacion. Los signos como hipoactividad,

taquipnea y postracion se observaron en todos los animales (100%). Estos en BALBc

aparecieron en un tiempo estimado de 9,35; 3,05; y 32,63 min y para NMRI con un

tiempo de 9,4; 4,13; y 38,66 min respectivamente. Con menor frecuencia se

presentaron signos como ataxia del tren posterior, mioclonias y otros trastornos de la

respiracion (bradipnea, polipnea). En forma similar a lo ocurrido con el veneno de B.

colombiensis, las manifestaciones clinicas fueron similares en ambas cepas.

Tabla 10. Signos de toxicidad observados en ratones BALBc y NMRI por la administracion

del veneno de B. venezuelensis, VIP, 60 min.

BALBc NMRI
Signos Clinicos Tiempo % Tiempo %

(minutos) Aparicion | (minutos) | Aparicion
Hipoactividad 9,35 100 9,4 100
Taquipnea 3,05 100 4,13 100
Postracion 32,63 100 38,66 100
Ataxia tren posterior 18,6 82,35 19,88 60
Mioclonias 27,56 52,94 25,14 46,67
Periodos de Apnea 38,42 41,18 40,4 33,33
Otros Trastornos Respiratorios | 30,75 94,11 30,13 53,33
Convulsion 29 5,88 15 6,66
Muerte 43,42 41,17 36,56 60

Tiempo (minutos): tiempo promedio de aparicion.
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En la tabla 11 se observa la comparacion del gasto de veneno y ratones asi
como la variabilidad de los experimentos entre ambas especies de mapanares y entre
ambos modelos muridos. El numero de ratones utilizado para cada experimento fue
similar. Por otro lado, el Indice de Variabilidad (IV) y el gasto de veneno fue
levemente mayor, para ambos venenos, con la cepa NMRI, aun y cuando el total de
veneno B. colombiensis utilizado en dichos ratones fue menor que con BALBec,
demostrandose asi que estos ratones no resultan ser los mas adecuados para estos

experimentos.

Tabla 11.
Gasto biologico y variabilidad de los experimentos en el calculo de la DL-50 de B.

colombiensis y B. venezuelensis en los modelos muridos BALBc y NMRI.

BALBc NMRI
Serpiente Raton | Dosis Total | IV (%) | Raton | Dosis Total | IV (%)
(n) (H9) (n) (H9)
B. colombiensis | 13 5312,56 6,03 12 4730,85 7,07
B. venezuelensis | 14 4296,56 10,87 14 6972,6 12,84
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4.2 DISCUSION

Las diferentes especies del género Bothrops (Viperidae: Crotalinae) son
responsables de la mayoria de los envenenamientos por mordeduras de serpientes
venenosas en Latinoamérica (Costa Cardoso y Fan, 1995; Russell y col, 1997; Alves
Araujo y col, 2003). En la actualidad en la Argentina se comunican a las autoridades
sanitarias alrededor 10 000 accidentes anuales por animales venenosos -ponzofiosos
(Segre y col, 2000; Garcia, 2003). El 70% de estos accidentes son producidos por
serpientes y de éstos, mas del 95% son causados por especies del género Bothrops
(Garcia, 2003). En Brasil las mordeduras por Bothrops representan cerca del 90% de
los casos de mordeduras por serpientes venenosas (Alves Araujo y col, 2003) y en
Centroamérica también las Bothrops son responsables de la mayoria de los accidentes

(Rojas y col, 1997; Russell y col, 1997; Sasa y Vazquez, 2003).

Venezuela es uno de los paises tropicales en los que el envenenamiento
ofidico es un problema de salud ptblica, en donde las serpientes del género Bothrops
son las responsables de la mayoria de los accidentes ofidicos alcanzando un 80% total
de los casos registrados, caracterizandose por producir efectos sistémicos con
importantes alteraciones de la coagulacion sanguinea debido a los distintos

componentes del veneno (Grand y col, 2004).

Los venenos de las serpientes poseen una composicion variable, existiendo
diferencias importantes en las actividades enzimaticas y en los efectos locales y
sistémicos no solo entre distintas especies de la misma familia, sino también

diferencias intraespecie entre ejemplares de distintas zonas geograficas (Pirela y col,

2006).
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Los venenos botropicos son una mezcla compleja de elementos enzimaticos y
no enzimaticos, con actividades procoagulantes, hemorragicas y miotoxicas, que
actiian sobre el espectro amplio de o6rganos y tejidos, causando cuadros graves de
necrosis tisular, trastornos de la coagulacion y dafio endotelial vascular (Rodriguez-

Acosta y col, 2003).

En diversos paises se han realizado estudios sobre la variabilidad de los
venenos de diferentes especies de serpientes. Se han encontrado diferencias en todos
los niveles taxonémicos, siendo de mayor importancia la variabilidad intraespecifica

(Saldarriaga y col, 2000).

Una forma inicial de caracterizar el veneno y de evaluar las diferencias tanto
en su composicion como en su efecto toxico, es determinar, la Dosis Letal Cincuenta
(DL-50). Este indice indica la cantidad requerida de una droga o toxina que es capaz
de producir la muerte en el cincuenta por cierto de una poblacion de animales
experimentales (Ross, 1996). Su determinacion es esencial para la estandarizacion de

venenos y antivenenos de origen natural (Sevcik, 1987).

Se ha demostrado que la DL-50 de venenos botropicos varia conforme la via
de inyeccion, el animal experimental, género y especie de la serpiente y con la region

geografica que habitan (Furnaletto y col, 1973 y Siles Villarroel, 1997).

Es por ello que este estudio se basé en la determinacion y comparacion de las
DL-50 del veneno de las especies Bothrops colombiensis y Bothrops venezuelensis,
ejemplares adultos, capturados en diferentes regiones de Venezuela, en los modelos
muridos NMRI y BALBc, demostrandose que el veneno de los ejemplares adultos de
B. colombiensis poseen una letalidad similar entre los modelos muridos en estudio
(DL-50 de 17,90 mgKg"' de raton BALBc y DL-50 de 16,82 mgKg"' de raton

NMRI); igual resultado fue arrojado por el veneno de los ejemplares adultos de B.
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venezuelensis (DL-50 de 14,99 mgKg" de raton BALBc y DL-50 de 15,96 mgKg™
de raton NMRI).

Contrariamente Marufak y col, (2005) encontraron diferencias significativas
entre la potencia letal de B. jararacussu de Argentina, la cual es de elevada toxicidad
por la letalidad manifestada (DL-50 = 43,52 pg/ratdon) respecto al veneno de
serpientes pertenecientes al mismo género y especie que habitan en Brasil (Sdnchez y

col, 1992; Perrone y col, 1989) (Tabla 12).

Tabla 12. Actividad letal de venenos de serpientes de Brasil y Argentina.
ESPECIE DL-50 (pg/raton)
B. jararacussu* 74.7

Minas Gerais (Brasil)

B. jararacussu* 78.25
Sao Paulo (Brasil)
B. jararacussu** 116.28

Region de Itaipa (Brasil)

B. jararacussu 43.52

Argentina

* Sanchez y col, 1992.

** Perrone y col, 1989.

Por otra parte, Roodt y col, (2004) determinaron la DL-50 para B. cotiara, la
cual fue de 51 pg/ratébn, manteniéndose dentro de los valores de aquellas
comunicadas para los venenos de las otras especies de este género en la Argentina,
que oscilan entre 18 y 73 pg (Roodt, 2002) y para las de los venenos de otras especies

de Bothrops de Sudamérica que oscilan entre 38 y 230 pg (Sanchez y col, 1992).
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En nuestro pais, Pirela y col, (2006) demostraron que ¢l veneno de Crotalus
durissus cumanensis de la localidad de Porshoure, de la Guajira venezolana, presenta
una DL-50 de 0,210 mg/Kg, mientras que Montilla (1999), reporta un valor de 0,789
mg/Kg, de un pool de veneno obtenido de serpientes de cascabel de distintas zonas
del Estado Zulia. Por otro lado Saravia y col, (2002) determinaron un valor de DL-50
de 0,176 mg/Kg, con Crotalus durissus cumanensis de la Villa del Rosario, Estado
Zulia, lo que confirma que la composicion de los venenos suele presentar variaciones,
no so6lo entre individuos de la misma especie, sino también entre individuos de la
misma subespecie de distintas zonas geograficas (Pirela de Salas y col, 2006). Sin
embargo, estos resultados no pueden compararse con los nuestros ya que el tiempo de

observacion fue de 48 horas.

Estableciendo comparaciones de la DL-50 obtenida por Bejarano y Astudillo
(2008) y por Blanco y Rojas (2005) para los venenos de B. colombiensis y B.
venezuelensis respectivamente, cuyos valores fueron de DL-50 = 16,82 mg/Kg"' de
raton para B. colombiensis y DL-50 = 15,84 mg/Kg™' de raton para B. venezuelensis,
ambos estudios realizados en ratones C57bl/6, inyectados por VIP y para 60 min de
observacion, con las obtenidas en el presente estudio para ambas especies, pero
calculadas en dos modelos muridos diferentes, hasta ahora muy poco empleados en
este tipo de investigaciones, como lo son los modelos BALBc y NMRI, se puede
demostrar que no hay variaciones significativas entre las mencionadas DL-50, lo que
nos indica que los tres modelos muridos presentan igual sensibilidad al efecto toxico

del veneno de las especies en estudio (Figura 7 y 8).
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Gréfico 7. Comparaciéon de la DL-50 del veneno de B. colombiensis en los modelos

muridos BALBc, NMRI y C57bl/6.
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Grafico 8. Comparacion de la DL-50 del veneno de B. venezuelensis en los modelos

muridos BALBc, NMRI y C57bl/6.
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En oposicién a estos resultados, en lo que respecta a la sensibilidad del efecto
toxico del veneno en las distintas cepas de raton, se encuentra un estudio realizado
por Hurtado, Montafio y Rodriguez, (2008), quienes demostraron que los ratones
C57bl/6 son mas sensibles al efecto toxico del veneno de un escorpion de la especie
Tityus nororientalis (Scorpiones; Buthidae) donde la DL-50 fue de 8,43 ug x g de
raton, dosis mucho menor que la obtenida en ratones hembra NMRI (DL-50 = 28,18
ng x g’ de ratén) y este menor que la obtenida en los ratones BALBc (DL-50 = 40,07
ug x g de raton), ambos resultados obtenidos en el mismo estudio. Esto demuestra
que la variabilidad en la susceptibilidad de los ratones a un tipo de veneno puede no

ser igual cuando se estudian venenos de otros grupos zooldgicos.

Las mordeduras de los vipéridos producen en Centro y Norteamérica cuadros
predominantemente histotoxicos y hemotoxicos, causando extensas lesiones locales
(que pueden conducir a la amputacion de miembros) y hemorragias incoercibles por
diferentes mecanismos que actian sobre el sistema hemostatico. Estos efectos,
conjuntamente a fendmenos hipotensivos provocados por mecanismos directos
(hemorragias) e indirectos (activacion del sistema calicreina - bradiquinina, péptidos
hipotensores) pueden conducir a la muerte (Roodt y col, 2005). El mecanismo de
accion predominante del veneno Bothropico es coagulante, anticoagulante vy

proteolitico (Charry, 2006).

Investigaciones efectuadas en varios paises con el veneno del género Bothrops
(Gutiérrez y col, 1980; Rodriguez-Acosta y col, 1993) han demostrado que causa un
efecto local caracterizado por dolor, edema, equimosis, flictenas hemorragicas y

necrosis del tejido muscular.

Los signos clinicos fueron observados durante 60 minutos, posterior a la
inyeccion por via intraperitoneal del veneno de ambas especies. Presentdindose para

ambos modelos muridos, con mayor frecuencia (100% de los ratones) y en tiempo de
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aparicion temprano (3 — 17 minutos) los signos de taquipnea e hipoactividad, hechos
que se pueden adjudicar al dolor local como principal manifestacion clinica que
aparece en este tipo de envenenamientos, y debido a que la inyeccion del veneno se
hizo a nivel abdominal, el dolor generado en esta area es el causante de estas
manifestaciones. De igual forma se presentd en el 100% de los ratones la
manifestacion de postracion, pero con un tiempo de aparicion mas tardio (21 - 41
minutos). Resultados similares fueron obtenidos por Astudillo y Bejarano (2008)
Blanco y Rojas (2005) para los venenos de B. colombiensis y B. venezuelensis

respectivamente.

Otras manifestaciones clinicas que se encontraron con mayor frecuencia para
ambos modelos muridos, fueron alteraciones respiratorias que luego de periodos
prolongados de taquipnea evolucionaron a respiraciones lentas superficiales y
entrecortadas y periodos de apnea (50 — 95 % de ratones), asi como ataxia del tren
posterior (80% de los ratones), y mioclonias (36 — 67 % de ratones), signos
sugestivos de afeccion a nivel neuroldgico. Sin embargo, Rodriguez-Acosta y col,
(2003) revelaron la leve accidon del veneno sobre las estructuras encefalicas, lo que
llevo a considerar la importancia de la barrera hematoencefalica como elemento de
proteccion para la difusion del veneno desde el espacio vascular hacia el tejido
nervioso propiamente dicho, por lo que estos signos aparentemente neurolégicos, con
seguridad son debidos a la isquemia y las hemorragias mas que a algin efecto

neurologico.

La muerte se produjo en mas del 50% para ambos modelos muridos, en un
tiempo promedio de 40 minutos. La causa de la muerte probablemente se deba a los
trastornos hemorragicos y de la coagulabilidad, que como se ha mencionado son las

principales actividades toxicas y mas importantes de estos venenos.
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Al estudiar la variabilidad del efecto de estos venenos (B. colombiensis y B.
venezuelensis) en los modelos muridos estudiados pudimos demostrar que no existe
una diferencia en la susceptibilidad de estos ratones al efecto del veneno de las dos
especies de mapanares estudiadas. Con respecto al gasto de material bioldgico
(niumero de ratones y total de veneno utilizado), en este trabajo de investigacion, se
pudo demostrar que para ambas cepas de ratén el nimero de animales utilizados fue
similar (12 ratones NMRI para B. colombiensis y 14 para B. venezuelensis, y 13
ratones BALBc para B. colombiensis y 14 ratones para B. venezuelensis). Los
experimentos realizados en los ratones BALBc fueron los que tuvieron un consumo
de veneno menor (5312,56 ug de veneno B. colombiensis y 4296,56 pg de veneno B.
venezuelensis) en comparacion con la cepa de raton NMRI (4730,85 pg de veneno B.

colombiensis y 6972,6 ug de veneno B. venezuelensis).

Comparando estos resultados con los obtenidos por Astudillo y Bejarano (2008) y
Blanco y Rojas (2005) (tabla 13), observamos que la cepa de ratéon C57bl/6 tuvo un
gasto de material bioldgico parecido expresado con una utilizacion de numeros
similares de roedores pero un consumo de veneno de serpiente mucho menor. La
variabilidad de los experimentos con esa cepa de raton fue mucho menor con el

veneno de B. colombiensis, pero también similar con el de B. venezuelensis.
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Tabla 13. Gasto bioldgico y variabilidad de los experimentos en el calculo de la
DL-50 de B. colombiensis y B. venezuelensis en el modelo murido C57bl/6.

C57bl/6
Serpiente Raton (n) | Dosis Total (ug) 1V (%)
B. colombiensis* 9 3335,78 5
B. venezuelensis** | 12 4066,69 14

* Astudillo y Bejarano (2008)
** Blanco y Rojas (2005)

Es importante mencionar que hasta donde es conocido por los autores no hay
un trabajo realizado en nuestro pais o en el extranjero donde se compare la
susceptibilidad al veneno de serpientes de las distintas cepas de raton que fueron

estudiadas en esta investigacion.



CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

1 La Dosis Letal Cincuenta de B. colombiensis para los modelos muridos
NMRI y BALBc es de 16,82 mg/Kg y 17,90 mg/kg, respectivamente.

2 La Dosis Letal Cincuenta de B. venezuelensis para los modelos muridos
NMRI y BALBc es de 15,96 mg/Kg y 14,99 mg/kg, respectivamente.

3 No se evidenci6 diferencia significativa sobre la sensibilidad al veneno de B.

colombiensis y B. venezuelensis en ambas cepas de raton.

4 Los indices de variabilidad son similares en las dos cepas de raton, asi como

también lo es el numero de roedores utilizados.

5 El consumo de veneno es algo mayor cuando se usan ratones NMRI en

comparacion con BALBc y C57bl/6 (estudiados previamente).

6 Los principales signos clinicos que se evidenciaron en ambas cepas de ratoén
por la administraciéon del veneno VIP fueron taquipnea, hipoactividad y

postracion.

7 No se observo diferencia importante al comparar el costo-beneficio del uso de
los modelos muaridos (NMRI; BALBc y C57bl/6), sin embargo, considerando
el gasto total de veneno, continua siendo conveniente el uso de la cepa

C57bl/6 para investigaciones de esta indole.
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5.2 RECOMENDACIONES

1 Promover la realizacion de nuevas investigaciones con los modelos muridos
NMRI y BALBc, debido a que no se cuenta con una fuente disponible, amplia

y de facil acceso.

2 Incentivar la utilizacion del método de Dixon y Mood (1948) modificado
(Sevcik, 1987), en proximas investigaciones para el calculo de la DL-50, ya
que utiliza una menor cantidad de animales de experimentacion, tiempo y

veneno, por lo que es un modelo practico para la experimentacion.

3 Precisar comparativamente la DL-50 del veneno de estas serpientes a través
de otros factores que podrian hacerla cambiar, ejemplo: sexo, zona geografica,

edad, época del afio.

4 Evaluar en nuevas investigaciones, a estas cepas de raton (NMRI, BALBc y
C57bl/6) con distintos venenos, no so6lo de serpientes si no de otros grupos

taxondmicos.

5 Mantener el uso de ratones C57bl/6, para el estudio de los venenos de

serpientes, como se ha venido haciendo en los laboratorios de CICS.
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Anexo 1. Formato para la recoleccion de datos del calculo de la DL-50.

Anexo 2. Bothrops colombiensis.



Anexo 3. Bothrops venezuelensis.



Anexo 4. Extraccion del veneno de la serpiente.



Anexo 5. Extraccién del veneno de la serpiente.
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