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RESUMEN

Dosis letal 50 del veneno de Crotalus durissus cumanensis y Crotalus durissus

vegrandis (Serpentes, Viperidae) en los modelos muridos NMRIy BALB'c

Autores: Fuenmayor R. Ysandra, Salazar G. Marifrancy, Kiriakos Demetrio. “Dosis
letal 50 del veneno de Crotalus durissus cumanensis y Crotalus durissus vegrandis
(Serpentes, Viperidae) en los modelos muridos NMRI y BALB ¢”. Universidad de

Oriente, Nucleo de Anzoategui.

Se estudid la DLsy del veneno Crotalus durissus cumanensis y Crotalus durissus
vegrandis en los modelos miridos NMRI y BALB ¢ via intraperitoneal para una hora
de observacion y se compar6 las DLsy y las manifestaciones clinicas con las ya
previamente establecidas en el modelo C57bl/6, obteniendo como resultado que las
DLsy del veneno de ambos ejemplares es menor en el C57bl/6 en comparacion con
NMRI y BALB’c, demostrando asi su mayor sensibilidad al veneno. Se determin6
una resistencia mayor del modelo mirido BALB’c al veneno de Crotalus durissus
cumanensis mientras que para Crotalus durissus vegrandis, el mas resistente fue
NMRI. Las manifestaciones clinicas y la variabilidad de los experimentos no muestra
mayores diferencias, pero, la cepa C57bl/6 fue la que requirid6 menos gasto de
material bioldgico (veneno y ratones) para ambos venenos. Se concluye que el

modelo murido ideal para estudios de venenos de cascabel es el C57bl/6.

XV



INTRODUCCION

El accidente ofidico representa un importante problema de salud publica en las
zonas tropicales y subtropicales del mundo. Las estadisticas de la Organizacion
Mundial de la Salud revelan que cada afio mueren en el planeta entre 40 y 50 mil
personas, victimas del envenenamiento provocado por la mordedura de serpientes
venenosas, a pesar de los recursos terapéuticos de la medicina actual. Sin embargo, se
estima que en todo el mundo cada afio mas de 2,5 millones de personas son mordidas
por serpientes venenosas resultando en alrededor de 120 mil muertes en las regiones
tropicales de Asia, Africa y América Latina, afectando con mayor frecuencia a la
poblacion de trabajadores rurales, sobre todo a campesinos jovenes que se encuentran
en plena edad reproductiva (Pirela y col, 2006). Cosa que justifica aun mas el
rechazo, racional e irracional, que muchos experimentan frente a los ofidios (Lancini,

1986).

Los ofidios o serpientes son animales que pertenecen al filo de los Cordados,
es decir, que poseen cuerda 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 corazén con tres cavidades,
respiracion pulmonar y temperatura corporal variable (poiquilotermos) y se les ha
incluido dentro del orden de los Escamosos y suborden Serpentes porque tienen el

cuerpo totalmente cubierto de escamas epidérmicas (Pérez Ramos y col, 2000).

Se agrupan en 19 familias de las cuales s6lo dos son peligrosas para el
humano (Viperidae y Elapidae). No obstante desde el punto de vista médico, es de

interés agrupar las serpientes de acuerdo a su peligrosidad tomando en cuenta su tipo
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de denticion: aglifas (sin colmillos de inyeccion); opistoglifas (un par de colmillos
acanalados y fijos situados en la parte trasera del maxilar); proteroglifas (un par de
colmillos fijos acanalados o huecos, situados en la parte delantera del maxilar) y las
solenoglifas (un par de colmillos de inyeccién de veneno, méviles, huecos, situados
en la parte delantera del maxilar). Los Elapidos son proteroglifos y los Vipéridos son

solenoglifos (Pérez Ramos y col, 2000).

Las serpientes venenosas de Venezuela pertenecen a varios géneros: Bothrops,
Bothriechis, Bothriopsis, Porthidium, Crotalus, Lachesis y Micrurus. Los seis
primeros corresponden a la familia Viperidae y Micrurus a la Elapidae (Campbell y

Lamar, 2004).

En la Viperidae se incluye a la subfamilia Crotalinae, la cual, estd
representada por serpientes de colores opacos que poseen como caracteristica comun
un 6rgano termoreceptor o foseta loreal que corresponde a un orificio situado entre
las narinas y el ojo de la serpiente popularmente conocidas con el nombre de “cuatro

narices” (Rodriguez Acosta, 1998).

Las serpientes estan distribuidas por casi todo el globo terrestre, desde la linea
ecuatorial hasta los circulos polares, aumentando notablemente en las regiones
tropicales. En Venezuela se conocen hasta el presente 142 especies y subespecies de
serpientes y no hay region natural del pais donde no estén representadas aunque sea
por unas pocas, sin embargo, los ofidios son escasos en las zonas muy aridas

(xerofilas) de las Peninsulas de Paraguana, la Guajira, etc. En cambio abundan en las
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grandes selvas humedas y calidas de Guayana, Zulia y el territorio Amazonas

(Lancini, 1986).

La distribucion geografica de las serpientes se encuentra relacionada con su
comportamiento bioecologico. Asi las de los géneros Bothrops y Lachesis se ubican
en regiones humedas del piso tropical y subtropical, piedemonte, margenes de los rios
y quebradas; son especies agresivas y provocan accidentes graves. Las Crotalus y
Micrurus se encuentran preferiblemente en las sabanas, piedemontes y regiones
xerdfilas. En ese orden de ideas, la subfamilia de serpientes venenosas de mayor
importancia y distribucion en Venezuela es la Crotalinae entre ellos el género
Crotalus llamado cominmente “cascabel” (Campbell y Lamar, 2004). Se distinguen
por tener la cabeza pequefia y acorazonada. El cuerpo es robusto y triangular. La cola
es muy corta, gruesa y siempre terminada en anillos huecos, corneos y engastados
entre si, que producen un ruido peculiar cuando el animal la agita. Estos anillos estan
formados por una sustancia similar a las ufas llamada queratina y se forman con el
resto de cada muda de la capa epidérmica de la piel del reptil. Estas serpientes tienen
habitos nocturnos o vespertinos y prefieren vivir en las zonas bajas célidas. Se

extienden desde Canadé hasta el norte de Argentina (Lancini y Kornacker, 1989).

En Venezuela se conocen hasta el presente cinco subespecies: Crotalus
durissus cumanensis descrita por Linneo en 1758, C. durissus vegrandis descrita por
Klauber en 1941, C. durissus ruruima descrita por Hoge en 1965 (revisado por
Lancini, 1986), C. durissus pifanorum (Sandner-Montilla, 1980) y C. durissus

maricelae (Garcia Pérez, 1995).
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Tres de estas especies (Crotalus durissus cumanensis, C. durissus vegrandis, C.
durissus pifanorum) son endémicas de sabanas aluviales ubicadas al norte del rio
Orinoco; mientras que C. durissus ruruima habita en la regiéon del Roraima y C.
durissus maricelae en el bolson xero6filo de Lagunillas Estado Mérida (Garcia Pérez,

1995).

Por otra parte, las serpientes desde su nacimiento estan preparadas para
procurar su alimento. Gracias a su diversidad morfologica y fisiologica han podido
adaptarse a una diversidad de comunidades vegetales que presenta la geografia y es
por ello que existe una gran variedad de tamafios y colores, con patrones y habitos
definidos en cada caso. Sus colores varian pasando por el gris, café, rosa o
amarillento, con destellos café o negro. El tamafo que puede alcanzar estd
relacionado directamente con las condiciones climaticas y varia desde 23 cm al
nacimiento hasta los 2,13 m en las especies mas voluminosas, siendo las hembras mas
grandes que los machos. Normalmente son organismos solitarios pero cuando llega la
época de la reproduccion o apareamiento pueden agruparse hasta diez cascabeles,
llevando a cabo periodos largos de comportamiento precopulatorio. Las crias se
desarrollan dentro del oviducto de la madre durante un periodo de gestacion que,

dependiendo de las especies, va desde 35 hasta 108 dias (Pérez Ramos y col, 2000).

Los venenos, son secreciones viscosas, blanco-amarillentas de gran
complejidad quimica que pueden poseer de 10 a 15 enzimas, 3 a 12 proteinas no
enzimaticas y varios polipéptidos asi como otras sustancias. Las proteinas y péptidos
representan cerca del 90 — 95 % del peso seco del veneno, otros componentes son los
cationes metalicos, carbohidratos, nucledsidos, aminas bidgenas y tienen bajos

niveles de aminoacidos y lipidos libres. El sodio es el cation mas importante del
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veneno. El zinc y el calcio estdn presentes en muchas metaloproteinasas encontradas
en estos venenos. Los carbohidratos estdn presentes principalmente en la forma de

glucoproteinas (Markland, 1998).

El veneno de las diferentes especies y aun de la misma especie varia segln la
edad de la especie de la serpiente, la localidad geografica, la época del afio y otros

factores (Toro y col, 1983).

Por otra parte, en lo que respecta a la neurotoxicidad del veneno de serpientes,
mayormente descrita en crotalidos, sabemos que en condiciones naturales las
neurotoxinas no son capaces de penetrar la barrera hematoencefalica, sin embargo,
bajo profundas alteraciones, ellas pueden alcanzar el sistema nervioso central y

causar cuadros patologicos hasta ahora mal descritos (Barraviera, 1994).



CAPITULO I: EL PROBLEMA

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las neurotoxinas son los componentes cldsicos del veneno crotédlico, que
afectan principalmente la uniéon neuromuscular y producen pardlisis flacida. Sin
embargo, no todas las neurotoxinas tienen el mismo sitio ni modo de acciéon o
producen efectos clinicos similares. De acuerdo con el sitio de accion las
neurotoxinas se clasifican en presindpticas y postsinapticas. Con respecto a las
presinapticas, afectan el axon terminal por un mecanismo no bien determinado,
produciendo paralisis flacida de los musculos afectados. De forma experimental se ha
comprobado que este proceso dura una hora aproximadamente, pero clinicamente,
debido al tiempo adicional tomado para que la neurotoxina sea absorbida y alcance la
circulacion, salga de nuevo al compartimiento extravascular y localice la union
neuromotora, puede durar de 30 minutos a varias horas. La aparicion de paralisis
flacida presinaptica es improbable en menos de una o dos horas posteriores a la
mordedura de la serpiente. Debido a que las neurotoxinas presindpticas causan dafio
al axon terminal, éstas son poco sensibles a la terapia con antiveneno. En cuanto a las
neurotoxinas postinapticas, ellas pueden actuar tan pronto como alcanzan la placa
neuromotora y pueden causar paralisis mas rapido que las presinapticas, pero como se
hallan expuestas en la superficie celular, en el compartimiento extracelular, son
accesibles a los antivenenos y de esta forma puede revertirse su efecto (Rodriguez

Acosta, 1998).

En lo que respecta a las actividades hemorragicas y proteoliticas de las

serpientes suramericanas ellas existen casi exclusivamente en venenos botropicos y
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lachésicos, sin embargo en los ultimos afios se han comenzado a describir estas

actividades en algunas especies de crotalos venezolanos (Rodriguez Acosta y col,

1995).

En atencidén a lo expuesto, los Crotalidae poseen una fuerte actividad de
enzimas proteoliticas que han sido identificadas como metaloproteasas, que son de
dos tipos: las de alta especificidad por su sustrato que inducen hemorragias y de

amplia actividad que no inducen hemorragia (Barraviera, 1994).

Clinicamente, los efectos causados por envenenamiento por serpientes se
clasifican en sistémicos y locales (Gallazi y col, 2002). 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;

desarrollandose rapidamente después del envenenamiento (Gutiérrez y col, 2000).

El cuadro clinico manifestado resulta de la combinacion de los diferentes
efectos producidos por los componentes proteicos presentes en el veneno. Los efectos
toxicos de las mordeduras de las serpientes de cascabel son debidos a las proteinas
presentes en el veneno. Algunas de ellas causan dafio considerable a nivel local como

edema, formacion de ampollas, hemorragias y necrosis tisular (Bogarin y col, 1999)

Dentro de este marco es importante destacar que en el Estado Anzoategui

segin datos proporcionados por SALUDANZ se reportaron 509 casos de
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envenenamiento ofidico desde el afio 2005 hasta la semana epidemiologica nimero
22 del afio 2007. En el Estado Anzoategui la causa mas comun de estos accidentes

son las cascabeles (Kiriakos, 1993).

Crotalus durissus cumanensis tiene por localidad tipica en nuestro pais a
Cumana, estado Sucre y se distribuye en gran parte del pais representando a la
serpiente tipica de cascabel en Venezuela. Por otro lado, Crotalus durissus vegrandis
tiene por localidad tipica las sabanas de Uracoa, Distrito Sotillo (Estado Monagas); es
endémica exclusivamente del sur de los Estados Monagas y Anzoategui y es una de

las serpientes venenosas mas interesantes de nuestro pais (Lancini, 1986).

Es importante destacar que diversas investigaciones han sido efectuadas con
relacion al célculo de la dosis letal 50 (DLsg) del veneno de estas especies inyectados
por via intraperitoneal, en la Universidad de Oriente, Nucleo Anzoategui, (Baldi y
Chalhoub, 2007; Valerio, 2007; Acosta, Cayamo y Graziani, 2008) utilizando el
modelo muarido C57bl/6. Estos ratones son homocigotos por lo que la variabilidad de
los experimentos deberia ser menor, sin embargo, son relativamente costosos y
dificiles de adquirir. Por este motivo, hemos planteado la necesidad de probar otras
cepas de raton que puedan resultar mas faciles de mantener y adquirir, escogiendo las
cepas NMRI y BALB'c con el fin de responder las siguientes interrogantes. ;Cual de
estas cepas es mas sensible al efecto toxico del veneno de cascabeles? ;Cual sera la
variabilidad experimental con estas cepas de raton? ;Qué cepa sera la mas apropiada

para continuar con los estudios de venenos de serpientes en nuestro laboratorio?
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la DLsy del veneno Crotalus durissus cumanensis y Crotalus durissus
vegrandis en los modelos muridos NMRI y BALB'c y comparar la DLsy y las
manifestaciones clinicas con las ya previamente establecidas en el modelo murido

C57vl/6.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Calcular la DLsy del veneno Crotalus durissus cumanensis y Crotalus
durissus vegrandis en los modelos muridos NMRI y BALB’c por via

intraperitoneal para una hora de observacion.

2. Comparar las DLsy y las manifestaciones clinicas del veneno Crotalus
durissus cumanensis y Crotalus durissus vegrandis en estos modelos muridos

con la previamente establecida en C57bl/6.

3. Comparar la variabilidad en los resultados de los experimentos de DLsy

establecidas en estos tres modelos muridos.

4. Determinar cual de los modelos muridos (NMRI, BALB’c, C57BL6) es el

mas apropiado para seguir realizando estos estudios.
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1.3 JUSTIFICACION

Este trabajo tiene como finalidad comparar la DLsy de dos especies de
cascabeles (Crotalus durissus cumanensis y Crotalus durissus vegrandis) en los
modelos muridos: BALB'c y NMRI con la cepa comunmente usada en nuestro
laboratorio C57bl6, ya que ofrecen mayor facilidad en cuanto a su reproduccion,
crianza y manutencion, y asi, poder determinar cudl modelo murido es el mas
apropiado para seguir realizando este tipo de investigaciones, que son de mucha
importancia tomando en cuenta que el envenenamiento ofidico es un problema de
salud publica en la mayoria de los paises tropicales, entre ellos Venezuela, debido a

las condiciones bioclimaticas que presenta.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Accidente Ofidico

El accidente ofidico representa un importante problema de salud publica en las
zonas tropicales y subtropicales del mundo. Las estadisticas de la Organizacion
Mundial de la Salud revelan que cada afio mueren en el planeta entre 40 y 50 mil
personas, victimas del envenenamiento provocado por la mordedura de serpientes
venenosas, a pesar de los recursos terapéuticos de la medicina actual. Sin embargo, se
estima que en todo el mundo cada afio mas de 2,5 millones de personas son mordidas
por serpientes venenosas resultando en alrededor de 120 mil muertes en las regiones
tropicales de Asia, Africa y América Latina, afectando con mayor frecuencia a la
poblacion de trabajadores rurales, sobre todo a campesinos jovenes que se encuentran
en plena edad reproductiva (Pirela y col, 2006). Cosa que justifica aun mas el
rechazo, racional e irracional, que muchos experimentan frente a los ofidios (Lancini,

1986).

Los ofidios o serpientes son animales que pertenecen al filo de los Cordados,
es decir, que poseen cuerda 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 corazén con tres cavidades,
respiracion pulmonar y temperatura corporal variable (poiquilotermos) y se les ha
incluido dentro del orden de los Escamosos y suborden Serpentes porque tienen el

cuerpo totalmente cubierto de escamas epidérmicas (Pérez Ramos y col, 2000).
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Se agrupan en 19 familias de las cuales s6lo dos son peligrosas para el
humano (Viperidae y Elapidae). No obstante desde el punto de vista médico, es de
interés agrupar las serpientes de acuerdo a su peligrosidad tomando en cuenta su tipo
de denticion: aglifas (sin colmillos de inyeccion); opistoglifas (un par de colmillos
acanalados y fijos situados en la parte trasera del maxilar); proteroglifas (un par de
colmillos fijos acanalados o huecos, situados en la parte delantera del maxilar) y las
solenoglifas (un par de colmillos de inyeccidon de veneno, moéviles, huecos, situados
en la parte delantera del maxilar). Los Elapidos son proteroglifos y los Vipéridos son

solenoglifos (Pérez Ramos y col, 2000).

Las serpientes venenosas de Venezuela pertenecen a varios géneros: Bothrops,
Bothriechis, Bothriopsis, Porthidium, Crotalus, Lachesis y Micrurus. Los seis

primeros corresponden a la familia Viperidae y Micrurus a la Elapidae (Campbell y

Lamar, 2004).

2.2 Viperidae

En la Viperidae se incluye a la subfamilia Crotalinae, la cual, estd
representada por serpientes de colores opacos que poseen como caracteristica comun
un organo termoreceptor o foseta loreal que corresponde a un orificio situado entre
las narinas y el ojo de la serpiente popularmente conocidas con el nombre de “cuatro

narices” (Rodriguez Acosta, 1998).
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Las serpientes estan distribuidas por casi todo el globo terrestre, desde la linea
ecuatorial hasta los circulos polares, aumentando notablemente en las regiones
tropicales. En Venezuela se conocen hasta el presente 142 especies y subespecies de
serpientes y no hay region natural del pais donde no estén representadas aunque sea
por unas pocas, sin embargo, los ofidios son escasos en las zonas muy aridas
(xerofilas) de las Peninsulas de Paraguana, la Guajira, etc. En cambio abundan en las
grandes selvas humedas y célidas de Guayana, Zulia y el territorio Amazonas

(Lancini, 1986).

La distribucion geografica de las serpientes se encuentra relacionada con su
comportamiento bioecologico. Asi las de los géneros Bothrops y Lachesis se ubican
en regiones humedas del piso tropical y subtropical, piedemonte, margenes de los rios
y quebradas; son especies agresivas y provocan accidentes graves. Las Crotalus y
Micrurus se encuentran preferiblemente en las sabanas, piedemontes y regiones
xerofilas. En ese orden de ideas, la subfamilia de serpientes venenosas de mayor
importancia y distribucion en Venezuela es la Crotalinae entre ellos el género
Crotalus llamado cominmente “cascabel” (Campbell y Lamar, 2004). Se distinguen
por tener la cabeza pequefia y acorazonada. El cuerpo es robusto y triangular. La cola
es muy corta, gruesa y siempre terminada en anillos huecos, corneos y engastados
entre si, que producen un ruido peculiar cuando el animal la agita. Estos anillos estan
formados por una sustancia similar a las ufias llamada queratina y se forman con el
resto de cada muda de la capa epidérmica de la piel del reptil. Estas serpientes tienen
habitos nocturnos o vespertinos y prefieren vivir en las zonas bajas calidas. Se

extienden desde Canad4 hasta el norte de Argentina (Lancini y Kornacker, 1989).
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En Venezuela se conocen hasta el presente cinco subespecies: Crotalus
durissus cumanensis descrita por Linneo en 1758, C. durissus vegrandis descrita por
Klauber en 1941, C. durissus ruruima descrita por Hoge en 1965 (revisado por
Lancini, 1986), C. durissus pifanorum (Sandner-Montilla, 1980) y C. durissus

maricelae (Garcia Pérez, 1995).

Tres de estas especies (Crotalus durissus cumanensis, C. durissus vegrandis,
C. durissus pifanorum) son endémicas de sabanas aluviales ubicadas al norte del rio
Orinoco; mientras que C. durissus ruruima habita en la region del Roraima y C.
durissus maricelae en el bolson xer6filo de Lagunillas Estado Mérida (Garcia Pérez,

1995).

Por otra parte, las serpientes desde su nacimiento estan preparadas para
procurar su alimento. Gracias a su diversidad morfoldgica y fisiologica han podido
adaptarse a una diversidad de comunidades vegetales que presenta la geografia y es
por ello que existe una gran variedad de tamafios y colores, con patrones y habitos
definidos en cada caso. Sus colores varian pasando por el gris, café, rosa o
amarillento, con destellos café o negro. El tamafio que puede alcanzar estd
relacionado directamente con las condiciones climdticas y varia desde 23 cm al
nacimiento hasta los 2,13 m en las especies mas voluminosas, siendo las hembras mas
grandes que los machos. Normalmente son organismos solitarios pero cuando llega la
época de la reproduccion o apareamiento pueden agruparse hasta diez cascabeles,
llevando a cabo periodos largos de comportamiento precopulatorio. Las crias se
desarrollan dentro del oviducto de la madre durante un periodo de gestacion que,

dependiendo de las especies, va desde 35 hasta 108 dias (Pérez Ramos y col, 2000).



30

2.3 Venenos

Los venenos, son secreciones viscosas, blanco-amarillentas de gran
complejidad quimica que pueden poseer de 10 a 15 enzimas, 3 a 12 proteinas no
enzimaticas y varios polipéptidos asi como otras sustancias. Las proteinas y péptidos
representan cerca del 90 — 95 % del peso seco del veneno, otros componentes son los
cationes metalicos, carbohidratos, nucledsidos, aminas bidgenas y tienen bajos
niveles de aminoacidos y lipidos libres. El sodio es el cation mas importante del
veneno. El zinc y el calcio estdn presentes en muchas metaloproteinasas encontradas
en estos venenos. Los carbohidratos estdn presentes principalmente en la forma de

glucoproteinas (Markland, 1998).

El veneno de las diferentes especies y atin de la misma especie varia segln la
edad de la especie de la serpiente, la localidad geografica, la época del ano y otros

factores (Toro y col, 1983).

Por otra parte, en lo que respecta a la neurotoxicidad del veneno de serpientes,
mayormente descrita en crotalidos, sabemos que en condiciones naturales las
neurotoxinas no son capaces de penetrar la barrera hematoencefilica, sin embargo,
bajo profundas alteraciones, ellas pueden alcanzar el sistema nervioso central y

causar cuadros patolégicos hasta ahora mal descritos (Barraviera, 1994).



CAPITULO IlI: MARCO METODOLOGICO

3.1 TIPO DE INVESTIGACION

La investigacion de tipo investigativa-comparativa. En el presente trabajo se
determinaran las DLsy y manifestaciones clinicas del veneno de las especies Crotalus
durissus cumanensis 'y Crotalus durissus vegrandis en los modelos muridos NMRI y
BALB’c por via intraperitoneal para una hora de observacion y se compararan con las

previamente hechas en el modelo murido C57bll/6.

3.2 VARIABLES

Independientes: Ejemplares miridos NMRI y BALB c.
Veneno de Crotalus durissus vegrandis
Veneno de Crotalus durissus cumanensis

Dependientes: Susceptibilidad de cada cepa de los ejemplares muridos a estudiar al

veneno de Crotalus durissus cumanensis 'y Crotalus durissus vegrandis
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3.3 MATERIALES

Veneno de Crotalus durissus cumanensis
Veneno de Crotalus durissus vegrandis
Ratones cepa BALB'c

Ratones cepa NMRI

Cristaleria de laboratorio (Microjeringas de 50 microlitros de capacidad, vasos
de precipitado, tubos de ensayo, micropipetas graduadas de volumen variado,

jeringas de 10 y 20 cc, piceta plastica, microgoteros, tubos Eppendorf®)
Liofilizador Labconco®

Balanza analitica Sartorius®, modelo Handy

Balanza digital Denver Instrument®, modelo XS-310.

Cloroformo

Solucion fisioldgica

Papel Parafilm®

Refrigerador marca Whirpool de -20 °C

Gancho para serpiente
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3.4 PROCEDIMIENTO

3.4.1 Extraccion del veneno

El ordefio de cada uno de los ejemplares de cascabel, se realiz6 en el
serpentario de la Universidad de Oriente, Nlcleo de Anzoategui. Los crotalidos se
extrajeron de su terrario con un gancho en forma de "S” en la punta. Luego se
procedi6 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 imposibilitdo que
la culebra gire y muerda. Se tomo6 un vaso de precipitado de 50 ml de capacidad,
previamente cubierto con un pléstico (Parafilm®) adherido al vaso. Se le acerco la
cabeza de la serpiente para que esta mordiera el plastico naturalmente mientras que se
le realizardn suaves masajes sobre las glandulas productoras de veneno, las cuales se
encuentran en la parte postero-lateral de la cabeza, dejandose asi en el recipiente una
pequena cantidad de veneno. Posteriormente el tratamiento inicial consistidé en
desecarlo al frio (Liofilizador Labconco®) y antes de su utilizacion 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.

3.4.2 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 de las cascabeles, la cual se determind por el
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método secuencial de aumentar y disminuir la dosis de Dixon y Mood (1948)
modificado por Sevcik, (1987). El veneno se inyectdé con microjeringa de 50
microlitros (Hamilton®) utilizando la via intraperitoneal (VIP) en ratones BALB'c y
NMRI, previamente pesados en una balanza digital (Denver Instrument®, modelo
XS-310.D). Para iniciar el experimento, al primer raton se le administrd6 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 responde con la muerte, el segundo recibe una dosis
calculada como X; = anti-log (X — d) donde d fue un factor arbitrario constante (d =
0,05). Si por el contrario el ratén sobrevivid, al segundo murido se le administré una
dosis calculada como X’; = anti-log (X + d). Se continud con el experimento hasta
encontrar el primer fendmeno vida — muerte o muerte — vida que fue el punto de
inflexion a partir del cual se comenzo6 la corrida valida para el experimento. La dosis
de cada siguiente animal es el anti-/og de Xm — d si el animal “m” murié con la dosis
anti-log Xm o bien, anti-log Xm + d, si el animal “m” sobrevivid a la dosis anti-/og
Xm. El muestreo se detuvo al obtener una secuencia similar a +0+0+0+ * ¢ 0+0+0+0
* donde positivo (+) indica muerte, cero (0) indica sobrevivencia y asterisco (*), la
dosis que se administré al siguiente raton definido como punto final. La corrida

valida se considerd completa al obtener tres ciclos de muerte — no muerte.

Para el célculo de la DLs), segiin la mediana y sus limites de confianza, se

tomo en cuenta las dosis de la corrida valida mas la del punto final.
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Las manisfetaciones clinicas, consecuencia del efecto de la toxicidad aguda
experimental inducida por la inyeccidon intraperitoneal de veneno de ejemplares
Crotalus durissus cumanensis 'y Crotalus durissus vegrandis en los modelos muridos
NMRI y BALB'c se observardn durante una hora de experimentacion y se registraron
cronologicamente en un formato preexistente (anexo 1). También se usé un raton

control al cual se le administré 50 microlitros de solucion fisioldgica.

3.4.3 Procesamiento de los Datos

Se utilizé el programa Microsoft® Excel 2007 para automatizar los calculos y

elaborar la grafica de la DLsy.

Todos los datos experimentales se procesaron por métodos estadisticos no

paramétricos o de libre distribucion.

Se calcularon las medianas segin Hodges y Lehmann 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 DLso de veneno de Crotalus durissus
cumanensis y Crotalus durissus vegrandris en los modelos miridos BALB'c y NMRI
fuerén probados por la técnica de andlisis de varianza de Kruskall-Wallis. Se tomo un

nivel de significancia p<0,05.

LE—LI

Se calculé el indice de variabilidad (I.V) segtn la férmula: x100; donde

m

LS y LI representaron el limite superior e inferior respectivamente de los valores

donde se encontrd la DLsp, y m represento6 la DLsy.



CAPITULO IV: ANALISIS Y PRESENTACION DE
RESULTADOS

4.1 RESULTADOS

En la tabla 1 se presenta los datos necesarios para el célculo de la DLs del
veneno de Crotalusdurissus vegrandis, en ratones hembra, BALB’c, observados

durante 60 minutos.

El total de ratones BALB'c, para la determinacion de la DLsy fue de n = 12,
con un peso promedio de 21,46 g. El punto de inflexion (fendmeno muerte no-
muerte o no-muerte muerte) se ubicé en R, A partir de este punto se considerd la
corrida secuencial valida para la determinacion de la DLsy y de los efectos de

toxicidad aguda experimental del veneno de esta especie (Tabla 1).

La corrida valida, para calcular la DLsg, fue desde R; hasta Rj; + R;3 (punto
final) [n = 12]; y, para evaluar los signos de toxicidad aguda experimental
desde R, hasta R, [n = 11]. La cantidad de veneno utilizado fue de 4000,08 ng (4,00
mg) (Tabla 1).

La DLsy para 60 minutos de observacion, del veneno de Crotalus durissus
vegrandis, administrado por via intraperitoneal en ratones hembra BALB’c, se
presenta en la grafica 1, donde se puede observar una mediana de 15,85 (14,99-15,96)

mg/kg de raton y un indice de variabilidad de 6,12%.
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La frecuencia de muerte causada por la administracion del veneno en ratones
se presenta en la tabla 2. Para este veneno la mayor frecuencia de muerte 66,7% (n =
4) ocurri6 con la dosis B (15,85 pgxg™). Con la dosis C (17,78 pgxg™) la frecuencia
fue 33,3 % (n = 2). Cuando se administré la dosis A (14,13 pgxg™") todos los ratones

sobrevivieron.

En la tabla 3 se presentan los datos necesarios para el calculo de la DLsy del
veneno de Crotalus durissus vegrandis, en ratones hembra, NMRI, observados

durante 60 minutos.

El total de ratones NMRI, para la determinacion de la DLsy fue de n =18 con
un peso promedio de 30,78 g. El punto de inflexion (fendmeno muerte no-muerte o
no-muerte muerte) se ubicé en R4 A partir de este punto se consider6d la corrida
secuencial valida para la determinacion de la DLsoy de los efectos de toxicidad aguda

experimental del veneno de esta especie (Tabla 3).

La corrida valida, para calcular la DLs, fue desde R4 hasta R;s + Rj9 (punto
final) [n = 16]; y, para evaluar los signos de toxicidad aguda experimental desde R4
hasta Rjg [n = 15]. La cantidad de veneno utilizado fue de 9799,59 pug (9,8 mg)
(Tabla 3).

La DLsy para 60 minutos de observacion, del veneno de Crotalus durissus

vegrandis, administrado por via intraperitoneal en ratones hembra NMRI, se presenta
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en la grafica 2, donde se puede observar una mediana de 17,90 (17,04 -18,87) mg/kg
de ratéon y un indice de variabilidad de 10,22%.

La frecuencia de muerte causada por la administracion del veneno en ratones
se presenta en la tabla 4. Para este veneno la mayor frecuencia de muerte 50% (n = 4)
ocurri con la dosis D (19,95 pgxg™). Con las dosis B (15,85 pgxg™) fue de 25% (n
= 2), con las dosis C (17,78 pgxg') y E (22,39 pgxg'), las frecuencias fueron
12,5% (n = 1) para cada uno. Cuando se administr6 la dosis A (14,13 pgxg™) todos

los ratones sobrevivieron.

Al comparar las DLs, obtenidas del veneno de Crotalus durissus vegrandis,
sobre las cepas de los modelos miridos BALB ¢ y NMRI hembras, administrado por
VIP para 60 minutos de observacion, las flechas indican el punto de inflexion;
empleando la técnica de andlisis de varianza de Kruskall — Wallis, se encontrd una
diferencia altamente significativa sobre la sensibilidad al veneno de ambos modelos
muridos (KW = 6,75; p = 0,00250). De forma grafica podemos observar esta

comparacion de manera yuxtapuesta en la grafica 3.

Se compararon algunos resultados de las cepas NMRI y BALB'c, obtenidos
en este trabajo, con los logrados por Valerio (2007) en ratones hembra, homocigotos,

C57vl/6.

La grafica 4 compara las DLsy del veneno de Crotalus durissus vegrandis

logradas en los tres modelos muridos. Los resultados indican que la DLsg, del veneno
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de esta especie, fue significativamente menor en ratones C57bl/6 (DLsy VIP, 60
minutos = 12,58 (11,90 -13,35) mg/kg de raton); que el obtenido en ratones BALB'c
(DLso VIP, 60 minutos = 15,85 (14,99-15,96) mg/kg de raton); y este, menor que el
calculado en los NMRI (DLsy VIP, 60 minutos = 17,90 (17,04 -18,87) mg/kg de
raton). Con relacion al indice de variabilidad (I.V) este fue menor en ratones BALB ¢

(6,12%) que en NMRI (10,22%) o C57bl/6 (11,52%).

Los efectos toxicos provocados por la administracién del veneno de Crotalus
durissus vegrandis, en ambos modelos muridos (BALB'c y NMRI hembra)
observados en 1 hora de experimentacion se presentan en la tabla 5, donde
manifestaciones clinicas como hipoactividad, taquipnea, cianosis y defecacion
pastosa son los que mas se observaron con frecuencias que varian entre 66,7 y 100%,
con un promedio de tiempo estimado entre 9 y 35 minutos. Otras manifestaciones
clinicas observadas con menor frecuencia, en ambos modelos muridos fueron, apnea,

espasmos y postracion.

En la tabla 6 se presenta los datos necesarios para el calculo de la DLs, del
veneno de Crotalus durissus cumanensis, en ratones hembra, BALB ¢, observados

durante 60 minutos.

El total de ratones BALB c, para la determinacién de la DLsy fue de n = 17,
con un peso promedio de 18,60 g. EIl punto de inflexion (fendmeno muerte no-
muerte o no-muerte muerte) se ubicé en Ry A partir de este punto se considerd la
corrida secuencial valida para la determinacion de la DLsy y de los efectos de

toxicidad aguda experimental del veneno de esta especie (Tabla 6).
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La corrida valida, para calcular la DLsg, fue desde R; hasta R;7 + R;g (punto
final) [n = 17]; y, para evaluar los signos de toxicidad aguda experimental
desde R; hasta R;7 [n = 16]. La cantidad de veneno utilizado fue de 8076,20 pg (8,1
mg) (Tabla 6).

La DLsy para 60 minutos de observacion, del veneno de Crotalus durissus
cumanensis, administrado por via intraperitoneal en ratones hembra BALB’c, se
presenta en la grafica 5, donde se puede observar una mediana de 25,29 (24,07-26,65)
mg/kg de raton y un indice de variabilidad de 10,20%.

La frecuencia de muerte causada por la administracion del veneno en ratones
se presenta en la tabla 7. Para este veneno la mayor frecuencia de muerte 37,5% (n =
3) ocurri6 con la dosis D (28,18 pgxg™). Con la dosis E (31,62 pgxg™”) la frecuencia
fue de 25% (n=2) y con las dosis A (19,95 pgxg?), B (22,39 pgxg") y C (25,15
ngxg’ fue de 12,5% (n = 1) para cada uno.

En la tabla 8 se presenta los datos necesarios para el calculo de la DLsy del
veneno de Crotalus durissus cumanensis, en ratones hembra, NMRI, observados

durante 60 minutos.

El total de ratones NMRI, para la determinacion de la DLsy fue de n =12, con
un peso promedio de 34,06 g. El punto de inflexion (fendmeno muerte no-muerte o

no-muerte muerte) se ubicé en R, A partir de este punto se consider6d la corrida
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secuencial valida para la determinacion de la DLsgy de los efectos de toxicidad aguda

experimental del veneno de esta especie (Tabla 8).

La corrida valida, para calcular la DLsg, fue desde R; hasta Rj; + R;3 (punto
final) [n = 12]; y, para evaluar los signos de toxicidad aguda experimental
desde R; hasta Rj, [n = 11]. La cantidad de veneno utilizado fue de 4584,37 ug (4,6
mg) (Tabla 8).

La DLsy para 60 minutos de observacion, del veneno de Crotalus durissus
cumanensis, administrado por via intraperitoneal en ratones hembra NMRI, se
presenta en la grafica 6, donde se puede observar una mediana de 11,22 (10,61-11,90)

mg/kg de raton y un indice de variabilidad de 11,5%.

La frecuencia de muerte causada por la administracion del veneno en ratones
se presenta en la tabla 9. Para este veneno la mayor frecuencia de muerte 50% (n =
3)  ocurri6 con la dosis By C (11,22 pgxg™) y (12,58 pgxg") respectivamente.

Cuando se administr6 la dosis A (10 pgxg™) todos los ratones sobrevivieron.

Al comparar las DLs, obtenidas del veneno de Crotalus durissus cumanensis,
sobre las cepas de los modelos muridos BALB ¢ y NMRI hembras, administrado por
VIP para 60 minutos de observacion, las flechas indican el punto de inflexion;
empleando la técnica de andlisis de varianza de Kruskall — Wallis, se evidencian

diferencias altamente significativas sobre la sensibilidad al veneno de ambos ratones
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(KW = 20,4; p = 0,000001). De forma grafica podemos observar esta comparacion

de manera yuxtapuesta en la grafica 7.

Se compararon algunos resultados de las cepas NMRI y BALB’c, obtenidos
en este trabajo, con los logrados por Baldi y Chalhoud (2007) en ratones hembra,
homocigotos, C57bl/6.

La gréfica 8 compara las DLsy del veneno de Crotalus durissus cumanensis
logradas en los tres modelos muridos. Los resultados indican que la DLs, del veneno
de esta especie, fue significativamente menor en ratones C57bl/6 DLsy VIP, 60
minutos = 10,6 (10,0-11,2) mg/kg de ratén]; y en ratones NMRI [DLsy VIP, 60
minutos = 11,22 (10,61-11,90) mg/kg de ratén]; que el conseguido en los BALB'c
[DLso VIP, 60 minutos = 25,29 (24,07-26,65) mg/kg de raton]. Es decir, para el
veneno de Crotalus durissus cumanensis los ratones BALB ¢ son los mas resistentes,
mientras que C57bl/6 y NMRI no muestran diferencias de sensibilidad. Con relacion
al indice de variabilidad este fue menor en ratones BALB ¢ (10,20%) que en C57bl/6
(11,32%) 6 NMRI (11,5%).

Los efectos toxicos provocados por la administracion del veneno de Crotalus
durissus cumanensis, en ambos modelos muridos (BALB'c y NMRI hembras)
observados en 1 hora de experimentacion se presentan en la tabla 10, donde
manifestaciones clinicas como hipoactividad, taquipnea, cianosis y defecacion
pastosa son los que mas se observaron con frecuencias que varian entre 62,5 y 100%,
con un promedio de tiempo estimado entre 5 y 12 minutos; resaltando la taquipnea

que se presentd en todos los ratones de ambos modelos muridos estudiados. Otras
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manifestaciones clinicas que se observaron con menor frecuencia en ambos modelos

muridos fueron mioclonias, apnea, postracion y ataxia del tren posterior.

El veneno de Crotalus durissus vegrandis resultd mas variable el modelo
murido C57bl/6 y también presentd un gasto menor de veneno, no asi presento el
menor nimero de ratones usados. Con respecto al veneno de Crotalus durissus
cumanensis resultd mas variable el modelo mirido NMRI, pero este no representa

menos gasto de material biologico. (Tabla 11).

Como puede verse en la tabla 11 los ratones BALB’c muestran una
variabilidad menor que NMRI en los experimentos, pero en lo que respecta al gasto
de material bioldgico resultados son variables; se usé aproximadamente el mismo
nimero de ratones NMRI y BALB’c, pero los ratones NMRI consumieron mas
veneno de Crotalus durissus vegrandis que los BALB ¢, mientras que con el veneno

de Crotalus durissus cumanensis fue exactamente lo contrario.

Al comparar con lo previamente establecido en ratones C57bl/6 en nuestro
laboratorio vemos que en promedio estos dan una variabilidad similar pero se

requiere un uso relativamente menor de ratones y mucho menos veneno.
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Tabla 1. Datos para el calculo de La Dosis Letal (DLsg) del veneno de Crotalus

durissus vegrandis en ratones BALB ¢ (), administrado por VIP para 60 minutos de

observacion.
Ratén Peso Dosis Dosis Dosis Total Muerte
() (€3] (Anti —log) (ng.g") (ng) (min)
Corrida No Valida
1 20,6 A: 1,15 14,13 291,078 0
SUB - TOTAL 291,078
Corrida Valida
2 25,05 B: 1,20 15,85 397,04 T:34
3 24,75 A: 1,15 14,13 349,51 0
4 23,80 B: 1,20 15,85 377,23 0
5 15,78 C: 1,25 17,78 280,5 T:54
6 19,00 B: 1,20 15,85 301,15 0
7 20,52 C: 1,25 17,78 364,84 T:42
8 19,70 B: 1,20 15,85 312,24 T:30
9 23,20 A: 1,15 14,13 327,81 0
10 26,00 B: 1,20 15,85 412,10 T:57
11 20,20 A: 1,15 14,13 285,43 0
12 19,00 B: 1,20 15,85 301,15 1:40
13 A: 1,15 ®
X 2146 X 157 X 3709 X 4
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Ratones validos: R2—R12+R13 T: Muerte

A: Anti—log 1,15=14,13 ®: Punto Final
B: Anti —log 1,20 = 15,85 X : Promedio
C: Anti —log 1,25 =17,78 >.: Sumatoria
20
18
16 -»>
a 14 T =
3 -
: 12
Z
=)
10
8

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Nitmero de Raton

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

BALB’c (?), administrado por VIP para 60 minutos de observacion.
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Ratones hembra, del modelo murido BALB'c, con pesos entre 15,78 y 26,00 fueron
inyectados VIP con el veneno de Crotalus durissus vegrandis. Los animales fueron
observados por 60 minutos. La flecha indica el punto de inflexién e inicio de los
datos validos para el célculo de la DLsy. El resultado se presenta como la mediana y

sus limites para un 95% de confianza (entre paréntesis):
BALB’c (DLsp VIP, 60 minutos) = 15,85 (14,99-15,96) mg/kg de raton

Indice de Variabilidad = 6,12%
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Tabla 2. Frecuencia de muerte inducida por el veneno de Crotalus durissus vegrandis

en el modelo miirido BALB ¢ (?) segun la dosis administrada por VIP.

Anti-Log dosis (mg-kg de raton)

N° de raton 14,13 15,85 17,78
Dosis A Dosis B Dosis C
Corrida no valida

1 0 - -
Corrida valida

2 - 1:34 -

3 0 - -

4 - 0 -

5 - - T:54

6 - 0 -

7 _ - +:42

8 - +:30 -

9 0 - -

10 - +:57 -

11 0 - -

12 - +:40 -
Punto final

13 -



Datos validos n=6 [7] 0 4

Frecuencia de muerte

B 66,7
[+1=100%

48

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

®iIndica punto final
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Tabla 3.Datos para el calculo de La Dosis Letal (DLsg) del veneno de Crotalus

durissus vegrandis en ratones NMRI (9), administrado por VIP para 60 minutos de

18 32,5 D: 1,30 19,95 648,37 +:30
19 C: 1,25 ®
X 3078 X 17,93 Y, 8644,05 ¥ 43
Raton Peso Dosis Dosis Dosis Total Muerte
() © (Anti —log) (ng.g"h (ng) (min)
Corrida No Valida
1 26,2 A: 1,15 14,13 370,21 0
2 27 B: 1,20 15,85 427,95 0
3 20,1 C: 1,25 17,78 357,38 0
SUB - TOTAL 1155,54
Corrida Valida
4 21,27 D: 1,30 19,95 424,34 1:55
5 23,45 C: 1,25 17,78 416,95 0
6 36,40 D: 1,30 19,95 726,18 0
7 40,9 E: 1,35 22,39 915,75 t:45
8 34,2 D: 1,30 19,95 682,29 +:30
9 30,4 C: 1,25 17,78 540,51 1:60
10 28,99 B: 1,20 15,85 458,06 +:44
11 32,2 A: 1,15 14,13 454,98 0
12 35,95 B: 1,20 15,85 569,80 +:50
13 34,45 A: 1,15 14,13 486,78 0
14 32,1 B: 1,20 15,85 508,79 0
15 32,1 C 1,25 17,78 570,74 0
16 31,3 D 1,30 19,95 624,43 T:28
17 34,65 C 1,25 17,78 616,08 0
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observacion.

Ratones validos: R4— Ris+R19 T: Muerte

A: Anti—log 1,15=14,13 ®: Punto Final
B: Anti —log 1,20 = 15,85 X: Promedio
C: Anti —log 1,25 =17,78 > Sumatoria

D: Anti —log 1,30 = 19,95

E: Anti —log 1,35 =22,39

24
22
20

18 T 2

16

(ng.gh

Dosis

14

12

10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19

Nitmero de Raton

Grafica 2. Dosis Letal (DLsyp) del veneno de Crotalus durissus vegrandis ratones

NMRI (9),

administrado por VIP para 60 minutos de observacion.
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Ratones hembra, del modelo marido NMRI, con pesos entre 20,1 y 40,90 fueron
inyectados VIP con el veneno de Crotalus durissus vegrandis. Los animales fueron
observados por 60 minutos. La flecha indica el 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 para un 95% de confianza (entre paréntesis):
NMRI (DLsg VIP, 60 minutos) = 17,90 (17,04 -18,87) mg/kg de raton

Indice de Variabilidad = 10,22%
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Tabla 4. Frecuencia de muerte inducida por el veneno de Crotalus durissus vegrandis

en el modelo murido NMRI (9) segun la dosis administrada por VIP.

Anti-Log dosis (mg-kg de raton)

N° de raton 14,13 15,85 17,78 19,95 12,39

Dosis A Dosis B Dosis C Dosis D Dosis E

Corrida no valida

Corrida valida

7 - - - - 1:45

10 - T:44 - ; ;



16 - - -
17 - - 0
18 - - -
Punto final
19 - -
Datos validos n=38
- 2 1
[1]
Frecuencia de
- 25 12,5

muerte [1]=100%

28

130

50

53

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

®Indica punto final
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Grafica 3. Comparacion de las Dosis Letales (DLsg) del veneno de Crotalus durissus

vegrandis en ratones BALB'c y NMRI (), administrado por VIP para 60 minutos de

observacion.
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Ratones hembra, de los modelos muridos BALB'c y NMRI, fueron inyectados VIP
con el veneno de Crotalus durissus vegrandis. Los animales fueron observados por
60 minutos. Las flechas indican los puntos de inflexion e inicio de los datos validos
para el calculo de la DLs. El resultado se presenta como la mediana y sus limites

para un 95% de confianza (entre paréntesis):
BALB’c (DLsg VIP, 60 minutos) = 15,85 (14,99-15,96) mg/kg de raton. 1.V =6,12%

NMRI (DLsy VIP, 60 minutos) = 17,90 (17,04 -18,87) mg/kg de raton. .V =10,22%
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Grafica 4. Comparacion de las Dosis Letales (DLsg) del veneno de Crotalus durissus

vegrandis en ratones BALB’c, NMRI y C57bl/6 (?), administrado por VIP para 60

minutos de observacion.
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Ratones hembra, de los modelos muridos BALB’c, NMRI y C57bl/6, fueron
inyectados VIP con el veneno de Crotalus durissus vegrandis. Los animales fueron
observados por 60 minutos. Las flechas indican los puntos de inflexion e inicio de los
datos validos para el célculo de la DLsy. El resultado se presenta como la mediana y

sus limites para un 95% de confianza (entre paréntesis):
BALB’c (DLso VIP, 60 minutos) = 15,85 (14,99-15,96) mg/kg de raton. .V =6,12%
NMRI (DLs VIP, 60 minutos) = 17,90 (17,04 -18,87) mg/kgde raton. L.V =10,22%

C57bl/6 (DLsy VIP, 60 minutos) = 12,58 (11,90 -13,35) mg/kg de raton. L.V =
11,52%
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Tabla 5. Manifestaciones clinicas de toxicidad observadas en ratones NMRI y
BALB’c (?) en 60 minutos de observacion inducidos por la administracion VIP del

veneno de Crotalus durissus vegrandis.

o - o T . .
Manifestaciones N° de ratones Aparicion en % A de tiempo en minutos
clinicas
NMRI BALB'c NMRI BALB’c NMRI BALB'c

Hipoactividad 11 11 77,3 100 17 12
Defecacion pastosa 10 10 66,7 90,9 15 14
Cianosis 11 9 73,3 81,8 23 24
Postracion 2 6 13,3 54,6 35 32
Taquipnea 14 9 93,3 81,8 12 9
Hipopnea - 7 - 63,6 - 32
Apnea 8 3 53,3 27,3 43 36
Mioclonias 3 5 20 45,5 38 25
Ataxia del trén

) 9 2 60 18,2 22 26
posterior
Paresia - 8 - 72,7 - 31
Convulsion - - - - - -
Espasmos 3 1 20 9,1 43 30
Paralisis (en

3 - 20 - 24 -

extension)

Muerte 8 6 53,3 54,6 43 43
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18 C: 1,40 ®
Raton Peso 18,60 Dosis Posigs 51 gogr;sﬁ%gl IAuerte 5
(n) (8) (Anti —log) (ng.g") (ng) (min)
Corrida No Valida
1 15,79 B: 1,35 22,39 353,54 t:43
SUB - TOTAL 353,54
Corrida Valida

2 19,34 A 1,30 19,95 385,83 0

3 17,80 B: 1,35 22,39 398,50 T :45
4 19,80 A 1,30 19,95 395,01 0

5 18,24 A 1,35 22,38 408,21 0

6 20,18 C: 1,40 25,12 506,92 0

7 20,53 D: 145 28,18 578,54 0

8 17,40 E: 1,50 31,62 550,19 t:55
9 17,30 D: 145 28,18 487,51 t:35
10 19,10 C: 140 25,12 479,79 0

11 22,50 D: 145 28,18 634,05 0

12 18,00 E: 1,50 31,62 569,16 T:55
13 20,70 D: 145 28,18 583,33 t:29
14 16,20 C: 140 25,12 406,90 0

15 16,46 D: 1,45 28,18 463,80 T :44
16 17,85 C: 140 25,12 448,39 t:58
17 19,05 B: 1,35 22,39 426,53 0



60



61

Tabla 6. Datos para el calculo de La Dosis Letal (DLsg) del veneno de Crotalus
durissus cumanensis en ratones BALB ¢ (9), administrado por VIP para 60 minutos

de observacion.
Ratones validos: R2—R17+R18 C: Anti —log 1,40 =25,12 : Muerte > : Sumatoria

A: Anti —log 1,30 = 19,95 D: Anti —log 145 = ®&: Punto Final
28,18

B: Anti —log 1,35 = 22,39 E: Anti —log 1,50 =31,62 X: Promedio

35
33
31
29
27
25 &

Dosis (ug .g™

23
21
19

17 ?

1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Nitmero de Raton

Grafica 5. Dosis Letal (DLsg) del veneno de Crotalus durissus cumanensis en ratones

BALB’c (?), administrado por VIP para 60 minutos de observacion.
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Ratones hembra, del modelo murido BALB'c, con pesos entre 15,79 y 22,50 fueron
inyectados VIP con el veneno de Crotalus durissus cumanensis. Los animales fueron
observados por 60 minutos. La flecha indica el punto de inflexion e inicio de los
datos validos para el céalculo de la DLso. El resultado se presenta como la mediana y

sus limites para un 95% de confianza (entre paréntesis):
BALB’c (DLsp VIP, 60 minutos) = 25,29 (24,07-26,65) mg/kg de raton

Indice de Variabilidad = 10,20%
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Tabla 7. Frecuencia de muerte inducida por el veneno de Crotalus durissus

cumanensis en el modelo mirido BALB ¢ (%) seglin la dosis administrada por VIP.

Anti-Log dosis (mg-kg de raton)

N°deraton 19,95 22,39 25,12 28,18 31,62

Dosis A Dosis B Dosis C Dosis D Dosis E

Corrida no valida

Corrida valida -

3 - +:45 ; ] ]



12 -
13 -
14 -
15 -

16 -

18 -

Datos

validos n=8 1

[+]

Frecuencia
de muerte 12,5
[T]=100%

Punto

12,5

final

12,5

+:29

T:44

37,5

1:55

25

64

t= Indica tiempo de muerte en minutos.

0: Indica sobrevivencia.

®iIndica punto final
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Tabla 8. Datos para el calculo de La Dosis Letal (DLsg) del veneno de Crotalus

Raton Peso Dosis Dosis Dosis Muerte
) ¥ Total ]
(n) (@ (Anti-log)  (ng.g) (min)
(ng)

durissus cumanensis en ratones NMRI ({), administrado por VIP para 60 minutos de

observacion.
Corrida No Valida
1 29,55 B: 1,05 11,22 331,55 0
SUB - TOTAL 331,55
Corrida Valida
2 32,38 C: 1,10 12,58 407,34 T:52
3 35,68 B: 1,05 11,22 400,33 T:53
4 37,80 A: 1,00 10,00 378,00 0
5 33,90 B: 1,05 11,22 380,35 T:44
6 38,25 A: 1,00 10,00 382,50 0
7 35,50 B: 1,05 11,22 398,31 T:58
8 34,5 A: 1,00 10,00 345,00 0
9 31,80 B: 1,05 11,22 356,79 0

10 32,6 C: 1,10 12,58 410,10 0



11 34,00 B: 1,05 11,22 381,48 0
12 32,80 C: 1,10 12,58 412,62 T:56
13 B: 1,05 ®

7 34,06 I 11,25 Y 4552,82 X :53

Ratones validos: R2—R12+R13
A: Anti —log 1,00 = 10,00
B: Anti —log 1,05 =11,22

C: Anti —log 1,10 = 12,25

+: Muerte
®: Punto Final
X: Promedio

> : Sumatoria

66
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Niamero de Raton NMRT

Grafica 6. Dosis Letal (DLs) del veneno de Crotalus durissus cumanensis en ratones

NMRI (?), administrado por VIP para 60 minutos de observacion.

Ratones hembra, del modelo murido NMRI, con pesos entre 29,55 y 38,25 fueron
inyectados VIP con el veneno de Crotalus durissus cumanensis. Los animales fueron
observados por 60 minutos. La flecha indica el punto de inflexién e inicio de los
datos validos para el célculo de la DLso. El resultado se presenta como la mediana y

sus limites para un 95% de confianza (entre paréntesis):
NMRI (DLs VIP, 60 minutos) = 11,22 (10,61-11,90) mg/kg de ratén

Indice de Variabilidad = 11,5%
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Tabla 9. Frecuencia de muerte inducida por el veneno de Crotalus durissus

cumanensis en el modelo mirido NMRI (%) segtn la dosis administrada por VIP.

Anti-Log dosis (mg-kg de raton)

N° de raton 10 11,22 12,58

Dosis A Dosis B Dosis C

Corrida no valida

Corrida valida

2 - - 1:52
3 - +:53 -
4 0 i ]
5 - +:58 -
6 0 - -
7 - 1:58 -
8 0 - -
9 - 0 -

10 - - 745



11 - 0

12 - -
Punto final

13 -

Datos validos n=6 0 3

[1]

Frecuencia de

muerte [7]=100%

T:56

50

69

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

®iIndica punto final
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Grafica 7. Comparacion de las Dosis Letales (DLsg) del veneno de Crotalus durissus
cumanensis en ratones BALB'c y NMRI (@), administrado por VIP para 60 minutos

de observacion.

Ratones hembra, de los modelos muridos BALB'c y NMRI, fueron inyectados VIP
con el veneno de Crotalus durissus vegrandis. Los animales fueron observados por
60 minutos. Las flechas indican los puntos de inflexion e inicio de los datos validos
para el calculo de la DLsy. El resultado se presenta como la mediana y sus limites

para un 95% de confianza (entre paréntesis):
BALB’c (DLsy VIP, 60 minutos) = 25,29 (24,07-26,65) mg/kg de ratéon. L.V = 10,20%

NMRI (DLs, VIP, 60 minutos) = 11,22 (10,61-11,90) mg/kg de raton. LV = 11,49%
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Grafica 8. Comparacion de las Dosis Letales (DLsg) del veneno de Crotalus durissus
cumanensis en ratones BALB’c, NMRI y C57bl/6 (?), administrado por VIP para 60

minutos de observacion.

Ratones hembra, de los modelos muridos BALB'c, NMRI y C57bl/6, fueron
inyectados VIP con el veneno de Crotalus durissus vegrandis. Los animales fueron
observados por 60 minutos. Las flechas indican el punto de inflexion e inicio de los
datos validos para el célculo de la DLs. El resultado se presenta como la mediana y

sus limites para un 95% de confianza (entre paréntesis):

BALB’c (DLsp VIP, 60 minutos) = 25,29 (24,07-26,65) mg/kg de raton. 1.V = 10,20%



NMRI (DLs, VIP, 60 minutos) = 11,22 (10,61-11,90) mg/kg de ratén. LV = 11,5%

C57b1/6 (DLsy VIP, 60 minutos) = 10,6 (10,0-11,2) mg/kg de ratén. LV = 11,32%

72
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Tabla 10. Manifestaciones clinicas de toxicidad observadas en ratones NMRI y
BALB’c (?) en 60 minutos de observacion inducidos por la administracion VIP del

veneno de Crotalus durissus cumanensis.

Manifestaciones N° de ratones Aparicién en % X de tiempo en minutos
clinicas

NMRI BALB'c NMRI BALB'c NMRI BALB'c
Hipoactividad 11 10 100 62,5 12 10
Defecacion

7 13 63,6 81,3 14 13
pastosa
Cianosis 11 14 100 87,5 25 24
Postracion 3 5 27,3 31,3 38 27
Taquipnea 11 16 100 100 5 12
Hipopnea 1 13 9,1 81,3 32 36
Apnea 5 3 45,5 18,8 49 41
Mioclonias 3 5 27,3 31,3 14 23
Atéaxia del trén

) 3 72,7 18,8 35 12

posterior
Paresia - 9 - 56,3 - 12
Convulsion 1 1 6,7 9,1 26 17
Espasmos - - - - - -
Paralisis (en

5 - 45,5 - 41 -
extension)

Muerte 6 8 54,6 50 54 48
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Tabla 11.Comparacién de la variabilidad del veneno de Crotalus durissus vegrandis y

Crotalus durissus cumanensis en los tres modelos muridos y gasto de material

bioldgico.

BALB'c NMRI C57bl/6
Serpiente

n° ng LV% n° ug LV% n° png LV%
Cd.

11 3709 6,12 15 8644,1 10,22 13 2957,5 11,52 +
vegrandis
Cd.

16 7722,7 10,2 11 4252,8 11,49 9 2285,5 11,32 =

cumanensis

> 27 11432 - 26 12897 - 22 5243 -

n°= Numero de ratones.

ug= Dosis total del veneno que se gasto.
1.V= Indice de variabilidad.

+= Valerio, M (2007).

* = Baldi, P y Chalhoud, Y (2007).
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4.2 DISCUSION

En el mundo existen mas de 3000 especies de serpientes, de las cuales el 10%
son venenosas y responsables de las mordeduras en humanos, causando
aproximadamente 3 millones de accidentes por afio, con mas de 150.000 muertes,
hecho de gran importancia en los tropicos, donde la poblacién més afectada es la del
area rural (White, 2000) y por lo tanto de mayor interés epidemiolégico por ser
responsables del 90-95% de los envenenamientos son las serpientes de la familia
Viperidae (Otero, 2006). Es por eso que la caracterizacion de los venenos de
vipéridos es necesario para el entendimiento de los procesos fisiopatoldgicos que se
producen ante su mordedura (Roodt y col, 2005). Adicionalmente es importante
estudiar la composicion quimica y la accion toxica de un veneno, ya que permite
acercarse al conocimiento de su fisiologia y fisiopatologia, y ofrecer una guia en el
tratamiento apropiado contra el envenenamiento causado por el mismo (Malaga y col,

2000).

Los venenos de las serpientes poseen una composicion variable, existiendo
diferencias importantes en las actividades enzimaticas y en los efectos locales y
sistémicos no soOlo entre distintas especies de la misma familia, sino también
diferencias intraespecie entre ejemplares de distintas zonas geograficas (Pirela de

Salas y col, 2006).

Una forma inicial de caracterizar el veneno de estos crotalidos es determinar
la Dosis Letal Cincuenta (DLs). Este indice indica la cantidad requerida de una droga

0 toxina que es capaz de producir la muerte en el cincuenta por cierto de una
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poblacion de animales experimentales (Ross, 1996). Su determinacion es esencial

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

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 taxondmicos, siendo de mayor importancia la variabilidad intraespecifica
(Saldarriaga y col, 2000). De igual forma, la DLsy de venenos varia conforme la via
de inyeccion, el animal experimental, género y especie de la serpiente y con la region

geografica que habitan (Furnaleto y col, 1973).

Este estudio se bas6 en la determinaciéon y comparacion de las DLsy del
veneno de las especies Crotalus durissus vegrandis y Crotalus durissus cumanensis,
en los modelos muridos NMRI y BALB'c, para compararlos con los ya previamente
establecidos en el modelo murido C57bl/6. La DLs, fue estimada por el método de

Dixon y Mood (1948), modificado por Sevcik (1987).

Los resultados indicaron que la DLsy, del veneno de Crotalus durissus
vegrandis, fue significativamente menor en ratones C57bl/6; que el obtenido en
ratones BALB'C; y éste, menor que el conseguido en los NMRI (Figura 4),
demostrando una mayor sensibilidad de C57bl/6 al efecto toxico del veneno de esta
especie. Con el veneno de Crotalus durissus cumanensis por su parte la DLs, fue
significativamente menor en ratones C57bl/6; y en los NMRI; que el conseguido en
los BALB'c (Figura 8). Esto se corresponde con los resultados obtenidos por
Hurtado, Montafio y Rodriguez (2008) con el en veneno de un escorpion de la especie

Tityus nororientalis donde la DLsy fue menor en ratones C57bl/6 (DLsy = 8,43 pg x g’



77

! de raton) que el obtenido en ratones hembra NMRI (DLs, = 28,18 pg x g de raton);
y éste, menor que el obtenido en los BALB'c (DLsy = 40,07 pug x g de raton);
demostrando una mayor sensibilidad de C57bl/6 al efecto toxico del veneno de la
especie en estudio. En Venezuela no existe hasta donde nosotros conocemos otros

trabajos para comparar cepas de ratones con venenos de serpientes.

En estudios realizados en crotalos venezolanos como: Pirela de Salas y col
(2006), que demostraron que el veneno de Crotalus durissus cumanensis presenta
una DLsy de 0,210 mg/Kg, en la localidad de Porshoure, de la Guajira venezolana,
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 DLsy de 0,176 mg/Kg, con Crotalus
durissus cumanensis de la Villa del Rosario, Estado Zulia y Hernandez y col (2005)
concluyeron que el veneno total de la serpiente de cascabel Crotalus durissus
cumanensis, procedente de la localidad de Caruachi, Estado Bolivar, present6 una
DLsy de 0,140 mg/Kg de peso. Estos fueron calculados en ratones albinos BALB ¢
pero para 24 o 48 horas de observacion por lo que no pueden compararse con nuestra

investigacion.

Como ya se explico, las principales manifestaciones clinicas causadas por la
mordedura de serpientes y en especial de las cascabeles son generalmente atribuidas a
los efectos neurotoxicos de su veneno, la miotoxicidad sistémica (ocasionada
fundamentalmente por fosfolipasas A;) y a los efectos sobre la hemostasia (Saravia y

col 2002).
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Las manifestaciones clinicas mas frecuentes y de mas temprana aparicion en
las 2 especies estudiadas y en ambos modelos muridos fueron taquipnea e
hipoactividad, esto hace pensar que no se deben al efecto neurotoxico, ya que muchos
autores refieren dolor local como la primera manifestacion que aparece en los
envenenamientos crotalicos (Mondolfi, 1966; Pifano 1975 y Lancini 1986) Los
modelos muridos utilizados en esta investigacion fueron inyectados por via
intraperitoneal por lo que el dolor provocado a nivel abdominal puede ser el causante
de estas manifestaciones. La aparicion precoz de estas manifestaciones se
correlaciona con los resultados obtenidos por Astudillo y Bejarano (2008), Baldi y

Chalhoud (2007), Valerio (2007) y Acosta, Cayamo y Graziani (2008).

Otra manifestacion de frecuente aparicion fue la defecacion pastosa que se
presentd entre un 66,7 y 90,9% en los modelos muridos inyectados con los venenos
de ambas especies estudiadas; lo que se correlaciona con el resultado de Valerio

(2007) quien obtuvo 46,2%.

Otros signos clinicos evidentemente neurologicos fueron las mioclonias que se
presentaron con una frecuencia que vario de 20 a 45% en ambas especies estudiadas,
esto se relaciona con los obtenidos por Valerio (2007) donde aparecieron con una
frecuencia aproximada de 61%, al contrario de los obtenidos por Acosta, Cayamo y
Graziani (2008) donde la frecuencia de aparicion fue de 100%. Esto posiblemente se
explica por la presencia de neurototoxinas y mas especificamente por la crotoxina en
el veneno de crotalos. Esta neurotoxina presinaptica debe alcanzar la  union
neuromotora, unirse a la membrana del axén terminal, causar una descarga de

acetilcolina para producir mioclonias y fasciculaciones (Santoro y col 1997).
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Las convulsiones no fueron observadas en los modelos muridos inyectados
con el veneno de Crotalus durissus vegrandis y si se presentd en los que fueron
inyectados con el veneno de Crotalus durissus cumanensis con una frecuencia que
varid de 6,67 a 9,09% esto puede tener relacion con la presencia de convulxina; otra
neurotoxina que produce convulsiones y esta presente en muchas especies de cascabel
(Varanda y Soares 1994). Esto guarda cierta relacion con los resultados obtenidos por
Baldi y Chalhoud (2007) en Crotalus durissus cumanensis y por Acosta, Cayamo y
Graziani (2008) en Crotalus durissus pifanorun donde obtuvieron frecuencias altas de

aparicion (52,9 y 63,6% respectivamente).

Otras manifestaciones clinicas observadas son hipopnea, apnea y cianosis, esta
ultima se presentd con mucha frecuencia en ambas especies entre (100 y 87%) esto se
cree que es debido al efecto paralizante del veneno sobre la musculatura respiratoria,

todas aparecieron después de veinte minutos de experimentacion.

La muerte se present6 con una frecuencia de mas de 50% en ambas especies
estudiadas, esto se debe al método de subir y bajar la dosis de veneno lo que hace que

todos los ratones de la corrida valida estén cercanos a la DLs,

En forma general las manifestaciones que se presentaron con mayor
frecuencia posterior a la administracion del veneno de las dos especies estudiadas
fueron hipoactividad, taquipnea, cianosis y defecacion pastosa, esto se relaciona con
los resultados obtenidos por Hernandez y col (2005) donde las principales

manifestaciones fueron las propias de un veneno neurotoxico.
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Con respecto al consumo de material bioldgico, el modelo murido C57bl/6 presentd
un menor gasto de veneno y de ratones en ambas especies estudiadas, esto se
relaciona con el trabajo de Hurtado, Montafio y Rodriguez (2008) realizado con la
especie Tityus nororientalis, donde tomando en cuenta la corrida no valida + valida,
fue significativamente menor para C57bl/6 (2,7 mg) que para NMRI (12,0 mg) o
BALB’c (13,6 mg).



CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

1. La toxicidad experimental aguda, cuando se estudi6 el veneno de estas

cascabeles, es dependiente de cada modelo murido estudiado.

2. La DLsj del veneno de ambas especies fue menor en el C57bl/6, es decir, que

esta cepa es la mas sensible al veneno de las cascabeles.

3. Para el veneno de Crotalus durissus cumanensis el raton mas resistente fue

BALB’c mientras que para Crotalus durissus vegrandis fue NMRI.

4. Las manifestaciones clinicas que mas se observaron después de la
administracion de ambos venenos de cascabel fueron hipoactividad,
taquipnea, cianosis y defecacion pastosa con frecuencias de aparicion, que no

son relevantes entre las dos cepas de raton estudiadas.

5. Con respecto al veneno de ambas cascabeles, el gasto de material biologico,

en cuanto al namero de ratones fue menor en C57bl/6.
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6. En la especie Crotalus durissus vegrandis el gasto de veneno fue mayor para

la cepa NMRI, mientras que para Crotalus durissus cumanensis, lo fue la cepa

BALB'c.

7. Enrelacion a Crotalus durissus vegrandis se observo mayor variabilidad en la
cepa C57bl/6 y menor en BALB c. Pero, con el veneno de Crotalus durissus

cumanensis resulté mas variable la cepa NMRI y menos variable BALB c.
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5.2 RECOMENDACIONES

El presente trabajo después de comparar tres modelos muridos en dos sub-
especies de Crotalus durissus, sugiere a la cepa C57bl/6 como un excelente modelo
funcional para evaluar la toxicidad aguda experimental, causada por los venenos de
Crotalus durissus vegrandis y Crotalus durissus cumanensis. Recomendacion similar
fue propuesta por Hurtado, Montaio y Rodriguez (2008) para el estudio de venenos
de algunos escorpiones. Aunque la cepa C57bl/6 presenta mayor variabilidad en la
DLsy con relacion a BALB'c y NMRI; la primera es mas 1til por su sensibilidad lo
cual implica un menor consumo de veneno para la determinacion de la DLsy,
motivado a ello y con la finalidad de disminuir el gasto de veneno y modelos muridos
se propone que el método de Dixon y Mood (1948) modificado por Sevcik (1987)
sea utilizado en las proximas investigaciones para el calculo de la DLsy ya que
también disminuye el tiempo de experimentacion, por lo que resulta un método

practico para realizar estas investigaciones.
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Anexo n° 2

Figura n° 1. Extrancion del veneno de serpiente Solenoglifa.
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Figura n° 2. Ejemplar de Crotalus durissus cumanensis.
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Figura n° 3. Ejemplar de Crotalus durissus vegrandis.
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