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Resumen

Bothrops colombiensis es una de las serpientes responsable del 85% de los accidentes
ofidicos reportados anualmente. Induce un cuadro clinico caracterizado por edema,
necrosis, coagulopatias y hemorragias locales y sistémicas, sin embargo las
alteraciones sistémicas desarrolladas por este veneno no han sido puntualmente
evaluadas, por lo que se planted caracterizar el veneno total de Bothrops colombiensis
y sus fracciones obtenidas por exclusion molecular, por la evaluacion de: 1) sus
actividades letal, edematizante, coagulante, desfibrinante, hemorrégica, necrosante y
fosfolipasa A, (PLA;), 2) su compromiso fisiopatoldégico sobre érganos vitales en
ratones y 3) la alteracion de los marcadores séricos CPK, AST, ALT, BUN,
creatinina, glicemia y amilasa. Para la caracterizacion toxinologica se emplearon los
métodos in vivo recomendados por la OMS, utilizando ratones blancos. En la
determinacion de las actividades coagulante y PLA;, se emplearon los métodos de
Furukawa (1977) y de De Hass modificado por Yang and King (1980),
respectivamente. Los efectos fisiopatoldgicos en rifion, higado, corazon, pulmon,
pancreas y musculo esquelético y las variaciones en marcadores de lesion tisular en
ratones tratados con dosis Unica del veneno y las fracciones, se evaluaron en muestras
recolectadas a diferentes lapsos post inoculacién por via IM, empleando técnicas de
microscopia de luz y espectrofotométricas. Los resultados obtenidos, mostraron que
el veneno indujo un perfil toxinoldgico similar al de otras especies botropicas. Se
obtuvieron tres fracciones viables FI, FIl y FIll, todas indujeron actividad
hemorrdgica y edematizante, la FI y la FII mostraron actividad desfibrinante,
coagulante y un severo cuadro neurotoxico, nunca antes descrito en esta especie y
solo la FIII presentd actividad PLA,. Los estudios histopatologicos mostraron que el
veneno desarrollé lesiones en musculo esquelético, corazon y rifidn, con incrementos
de AST, ALT, CPK, BUN y amilasa. La FI y la FII indujeron lesiones en masculo
esquelético, corazdn y pancreas, con incrementos de CPK, AST, ALT y BUN, en
cuanto a los marcadores pancreaticos la FI incremento la amilasa y la Fll la glicemia.
La FIII indujo lesiones en corazon y pancreas, de acuerdo a la histopatologia e
incrementos de CPK, AST, ALT y amilasa. Evidenciando una serie de alteraciones
fisiopatoldgicas en diversos organos vitales, que reflejan el compromiso sistémico de
los constituyentes presentes en el veneno evaluado y sugieren la necesidad de una
oportuna y efectiva intervencién médica.

Xiii



CAPITULO |

INTRODUCCION

En Venezuela existe una herpetofauna abundante, ampliamente distribuida en todos
los ambientes del pais, la cual incluye un elevado nimero de serpientes que abarcan
ocho familias, entre estas Anomalepididae, Leptotyphlopidae, Typhlopidae, Aniliidae,
Boidae, Colubridae, Elapidae o Micruridae y Viperidae o Crotalidae, con
aproximadamente ciento cincuenta especies de las cuales soOlo veinticinco son

venenosas. (Navarrete, 2002; Lion y col., 2004).

Desde el punto de vista médico, las especies de mayor interés son aquellas
pertenecientes a las familias Elapidae o Micruridae y Viperidae o Crotalidae, las
cuales agrupan las serpientes venenosas responsables de los 7000 accidentes
reportados anualmente en nuestro pais, siendo las principales especies implicadas
Bothrops atrox, Bothrops colombiensis, Bothrops venezuelensis y Crotalus durissus

(Gutiérrez, 2011).

La familia Elapidae o Micruridae, agrupa las conocidas serpientes de coral de las
cuales se reconocen unas once especies en Venezuela, en el envenenamiento por
mordedura de estas serpientes se desarrolla un cuadro caracterizado por la afectacion
a nivel del sistema nervioso de la victima, lo cual implica el desarrollo de facies
miasténicas con ptosis palpebral bilateral, oftalmoplejia, paralisis velopalatina,

paralisis de los musculos respiratorios y pardlisis flacida de los miembros; la



gravedad de este cuadro clinico explica por qué las corales venenosas son
reconocidas como una de las especies mas peligrosas, pero afortunadamente la
mayoria de ellas son serpientes poco agresivas y huidizas por lo que los accidentes
provocados por esta especie son muy raros. Se considera que representan alrededor
del 0,5 % de los accidentes ofidicos reportados y obedecen basicamente a incidentes
donde las victimas fueron mordidas al manipular la serpiente jugando con ella, por

considerarla inofensiva (Rodriguez-Acosta y cols, 1995).

En cuanto a la familia Viperidae o Crotalidae, en nuestro pais se describen los
géneros Lachesis, Crotalus y Bothrops (cuaimas, cascabeles y mapanares
respectivamente). Aungue recientemente este ultimo género, fue dividido de acuerdo
a una nueva nomenclatura que lo separa en cuatro géneros que incluyen Porthidium,
Bothriechis, Bothriopsis y Bothrops. (Rodriguez-Acosta y col., 1995; Lion y col.,
2004; http//.serpientesdevenezuela.ucv.ve), los cuales incluyen especimenes cuyos
venenos son reconocidos como mucho menos toxicos que los de las serpientes de
coral, por carecer aparentemente de efecto neurotoxico; sin embargo, es importante
considerar que la cantidad de veneno inoculado por mordida es mucho mayor (Tabla
1), ademas de ser en la mayoria de los casos serpientes muy agresivas (Lancini,
1986), aspectos que le confieren importancia médica a los accidentes causados por

estos venenos.


http://www.serpientesdevenezuela.ucv.ve/

Tabla 1

Cantidad de veneno que son capaces de inocular las

principales serpientes venenosas de Venezuela.
ESPECIE CANTIDAD DE VENENO (mg)
Minimo Media Méaximo

Micrurus isozonus 5 10 20-25
Crotalus durissus cumanensis 25 100 178
Crotalus vegrandis 5 7 20
Bothrops colombiensis 25 107 680
Bothrops atrox 20 150 360
Lachesis muta muta - 450 760

Tomado de Lancini, A. 1986

Con base en la actividad de los venenos de las especies de la familia Viperidae o
Crotalidae, se considera a las serpientes del género Crotalus (cascabeles) como las
mas peligrosas, ya que estas inducen un complicado cuadro clinico caracterizado por
una fase neurologica predominante que implica facies miasténicas con ptosis
palpebral bilateral, oftalmoplejia, paralisis velopalatina y de los musculos
respiratorios que puede llevar a la muerte por asfixia y es responsable de una elevada
mortalidad en las victimas de este accidente. Esto ha sido resaltado en estudios
epidemiologicos realizados en Brasil y Venezuela, los cuales sefialan una elevada
mortalidad por la mordedura de estas serpientes, la cual alcanza cerca de un 72 % sin
tratamiento y alrededor del 10 % aln con dosificacion de suero antiofidico
polivalente; sin embargo los accidentes por estas serpientes no son tan frecuentes. En
Venezuela, la incidencia de accidentes por este género es de aproximadamente el 15
% de los casos reportados, lo cual se ha atribuido a que son especies poco agresivas

que al ser molestadas denotan su presencia con un ruido caracteristico emitido por un




apéndice corneo (cascabel) ubicado en la punta de la cola de las serpientes (Lancini,

1986; Rodriguez-Acosta y col., 1995).

En nuestro pais el mayor nimero de accidentes es causado por serpientes del antiguo
género Bothrops, de hecho diferentes estudios epidemiolégicos refieren una
incidencia de alrededor del 80 % de los casos reportados (Colimodio y Aguilar, 1993;
Rodriguez-Acosta y col., 1995; Rengifo, 2002; Caraballo y col., 2004; Lién y col.,
2004), lo que se ha relacionado a la gran agresividad de estas serpientes y su muy
amplia distribucion geogréfica, la cual incluye como zonas endémicas las areas
tropicales y subtropicales principalmente aquellas representadas por bosques
himedos del piso tropical y subtropical, piedemontes, margenes de rios y quebradas

(Rodriguez-Acosta y col., 1995; Rengifo, 2002).

Dentro de este género diferentes investigadores sefialan como una de las serpientes
predominantes en nuestro pais a Bothrops colombiensis, especie que cuenta con una
muy amplia distribucion en el territorio nacional, abarcando todo el oriente, centro,
occidente y algunas regiones del sur del pais, desde el nivel del mar hasta unos 2.500
metros de altura (Lancini, 1986; Rodriguez-Acosta y col., 2003; Lién y col., 2004).

(Figura 1).

Bothrops colombiensis es conocida popularmente en Venezuela como macagua,
guayacan o mapanare, esta serpiente fue descrita por Lancini (1986) como una

especie sumamente agresiva y rapida en el ataque, la que puede alcanzar a medir



Figura 1

Distribucion geografica de la especie Bothrops colombiensis en Venezuela
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hasta 1,80 metros de longitud. Esta especie presenta basicamente habitos nocturnos, se
alimenta principalmente de roedores y se caracteriza, como todas las serpientes de la
familia Viperidae, por: a) presentar un Organo termo receptor o foseta loreal que
corresponde a un orificio situado entre las narinas y el ojo de la serpiente por lo que son
conocidas popularmente como cuatro narices, b) por su imponente denticion solenoglifa
(figura 2) constituida por dos colmillos retractiles e inoculadores de veneno localizados en
la parte anterior del maxilar superior y c) por sus colores opacos, en el caso de los Bothrops
estas presentan un fondo de coloracion variable que puede ser pardo negruzco o gris claro
en la parte superior de la cabeza, mientras que el cuerpo y la cola presenta una coloracion
oscura y brillante con 17 a 23 dibujos triangulares dorso-laterales en forma de sierra o
trapezoidales (figura 3), con una banda negra detras de los 0jos que no se ensancha mucho,
el vientre es de color cremoso y poco 0 muy manchado de gris o negruzco. En el caso de
los ejemplares juveniles las coloraciones son de un tono mas claro que los adultos con la

punta de la cola amarilla o anaranjada clara.

Figura 2
Algunas caracteristicas primarias de las serpientes del género Bothrops

(A) Foseta termorreceptora loreal de una Bothrops
(B) Créneo de serpiente venenosa solenoglifa.
Tomado de www.une.edu.ve/salud/mapanare
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Esta serpiente ha sido repetidamente citada como una de las especies venenosas mas
peligrosa que habita en Venezuela, ya que sumado a su agresividad, imponente tamafio e
importante distribucién en zonas pobladas del territorio nacional, posee un poderoso
veneno hemotoxico y necrosante que aunque es menos potente que el de los géneros
Micrurus y Crotalus puede causar la muerte o dejar secuelas graves e incluso permanentes
en la victima, si estos accidentes no son efectiva y oportunamente tratados (Lancini, 1986;

Rodriguez-Acosta y col., 1995; Rengifo, 2002).

Figura 3
Bothrops colombiensis
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COMPOSICION Y TOXICIDAD DE LOS VENENOS BOTROPICOS

Los venenos de serpientes son agentes altamente toxicos, los cuales se han descrito como
secreciones viscosas blancas, amarillas, incoloras o anaranjadas producidas por glandulas
exocrinas modificadas, localizadas a los lados de la cabeza de algunas serpientes. Estas
secreciones son inoculadas a las victimas por medio de un aparato especializado, que
comprende un par de colmillos modificados los cuales permiten la inyeccién del veneno

bajo la presion en los tejidos (Rosenfeld, 1971; Chippaux and Goyffon, 1998).

La composicion de estos venenos es muy compleja, con base en numerosos estudios
experimentales se ha establecido que la mayoria del veneno crudo estd compuesto
basicamente de proteinas, las cuales representan alrededor de 90-95 % del peso seco del
veneno, mientras que el 5 a 10 % restante corresponde a una mezcla heterogénea de

compuestos organicos e inorganicos que incluyen:

1) Compuestos organicos como carbohidratos (principalmente bajo la forma de
glicoproteinas), nucledsidos, aminas bidgenas, niveles muy bajo de amino &acidos
libres y lipidos (fosfolipidos) y péptidos como las conocidas desintegrinas a las que

se les reconoce actividad biologica. (Rosenfeld, 1971)

2) Compuestos inorganicos constituidos basicamente por cationes metélicos como
calcio, cobre, hierro, potasio, magnesio, manganeso, sodio, fésforo, cobalto y zinc.
No todos estos metales son hallados en cada tipo de veneno, ademas de que la

cantidad de cada metal varia con la especie evaluada. Su rol biol6gico no se ha
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dilucidado completamente, sin embargo se ha propuesto que alguno de estos son
importantes para la estabilizacion de la estructura de las proteinas del veneno,
ademas de estar involucrados en el mecanismo de catalisis de ciertas reacciones
enzimaticas (como el calcio requerido para la actividad biolégica de algunas
enzimas tipo fosfolipasas A, o el zinc para algunas metaloproteasas) (Rosenfeld,

1971; Bjarnason and Fox, 1988-1989).

Las fracciones proteicas de los venenos son consideradas fisipatologicamente mas
importantes que las no proteicas, ya que la primera presenta una gran variedad de
actividades enzimaticas que hace los venenos bioldgicamente activos y cuya funcion
principal en dichas secreciones es matar o inmovilizar a la presa que le servira de alimento,
ademas de asistir en la digestion de la misma, ya que estos animales no mastican su comida,
sino que por el contrario la ingieren en una sola pieza y por supuesto son también
reconocidas por ejercer, en algunos casos, un rol importante en la autodefensa de las

serpientes (Tu, 1977; Chippaux y col., 1991).

Entre las diversas actividades enzimaticas presentes en la fraccion proteica de los venenos
botropicos se ha descrito la presencia de fosfolipasas A,, fosfodiesterasas, fosfatasas,
fosfomonoesterasas, exonucleasas, L amino &cido oxidasas, enzimas proteoliticas de las
serinas proteinasas y clase metaloproteinasas, arginina esterasas, 5  nucleotidasas,
hialuronidasas y NAD nucleotidasas, en su mayoria enzimas hidroliticas con la notable
excepcion de la L amino acido oxidasa la cual causa la desaminacion oxidativa de amino
acidos (Scannone and Grillo, 1979; Ruiz y col., 1993; Markland, 1998a; lIzidoro y col.,

2006). No todas estas enzimas estan presentes en todos los venenos, esto ha sido
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establecido en numerosas evaluaciones experimentales, las cuales sugieren diferencias en la
composicion de los venenos tanto en concentracion como en la constitucion bioquimica de

sus diversos constituyentes. (Chippaux and Goyffon, 1998).

Esto se evidencia en una de las evaluaciones desarrollada por Jiménez-Porras en la década
de los afios 60, la cual se considera uno de los trabajos pioneros en el area de la variabilidad
geografica, relacionada especificamente a los venenos botropicos de Costa Rica. En este
estudio se observd por medio de técnicas electroforéticas, la existencia de marcadas
diferencias en la composicion de los venenos de diferentes poblaciones de Bothrops atrox
(hoy Bothrops asper) y Bothrops munnifer (hoy Atropoides nummifer). Adicionalmente en
el caso especifico de Bothrops atrox el autor reporto relevantes consistencias en los perfiles
electroforéticos de los venenos dentro de una misma area geogréafica, asi como importantes
variaciones en los modelos electroforéticos en los venenos de dicha especie al ampliar su
distribucién geografica, variaciones que incluso le permitian identificar la zona de captura o
de localizacion geogréafica de las serpientes evaluadas (Jiménez —Porras, 1964; Chippaux y

col.,, 1991).

En nuestro pais diversas evaluaciones experimentales, también han evidenciado estas
variaciones en la composicion de los venenos de acuerdo a la localizacién geogréfica de la
especie, entre estas Vargas y cols. (1996) reportaron importantes variaciones en los perfiles
electroforéticos, asi como en diferentes actividades toxicas y enzimaticas, de venenos de
ejemplares de la especie Bothrops atrox recolectados en las localidades de Puerto

Ayacucho (Edo. Amazonas) y El Pauji (Edo. Bolivar).

10



A estas importantes variaciones poblacionales, se suma una interesante variacion
ontogénica en la bioquimica y la farmacologia de los venenos, a este respecto se acumulan
una gran variedad de ejemplos en la literatura cientifica, entre estos Meier y col. (1986)
estudiaron las variaciones individuales y edad dependientes en los venenos de 23
especimenes de B. atrox de la localidad de Maranhdo en Brasil, reportando una
disminucién edad dependiente en el total de bandas proteicas, concluyendo que estas
diferencias individuales en la composicién de los venenos es una caracteristica inherente de

los mismos como una consecuencia de las edad de las serpientes.

Estas diferencias en la composicion de los venenos, obviamente dependiendo de su
magnitud e implicaciones bioquimicas, puede tener repercusiones en el cuadro
fisiopatologico que puede presentarse en la victima del envenenamiento ofidico, entre los
ejemplos mas llamativos se puede citar el de la cascabel centroamericana Crotalus durissus
durissus cuyos ejemplares recién nacidos tienen un veneno con fuertes acciones
neurotdxicas, similares al veneno de la subespecie suramericana, en tanto los ejemplares
adultos presentan un veneno de accion local y hemorragica, sin neurotoxicidad evidente
(Gutierrez, 2002). Estos aspectos también se han resaltado en el caso de diferentes venenos
botrépicos, entre estos se ha descrito que personas mordidas por especimenes jovenes de B.
jararaca desarrollan incoagulabilidad sanguinea maéas frecuentemente que aquellos
individuos mordidos por especimenes adultos. En nuestro pais especialistas del Hospital
Dr. Leopoldo Manrique Terrero (Hospital de Coche), tras la evaluacién de numerosos
accidentes botropicos, refieren que los venenos de las serpientes recién nacidas y juveniles
(por debajo de los 40 cm. de longitud) tienen poca actividad proteolitica, sélo

evidenciandose en el sitio de la inoculacién discretos signos locales (sélo edema y eritema
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periférico). (Rengifo, 2002). Sin embargo, a pesar de estas importantes variaciones,
consecuencia principalmente de las diferencias en la composicion de los venenos y otros
factores como profundidad de la mordida, cantidad de veneno inoculado, condiciones de
salud de la victima, tipo de primeros auxilios recibidos y sitio anatémico de la mordedura,
se ha reportado que la secuencia de sintomas tras el envenenamiento es muy similar para la
mayoria de los pacientes envenenados por serpientes del género Bothrops. (Badillo y col.,

1989; Gutiérrez y col., 1996; Rengifo, 2002)

Caracteristicas del envenenamiento botrépico

La mordedura por cualquiera de las serpientes de este género produce un complejo cuadro
clinico, en estos casos la primera manifestacion en evidenciarse en la victima es un dolor
intenso y pulsatil, en el sitio de la mordedura el cual ha sido comparado con una sensacion
de quemadura. Paralelamente entre 5-15 minutos posteriores al envenenamiento se
comienza a evidenciar un edema con cianosis, el cual progresa con rapidez por la
extremidad afectada durante las primeras tres horas. Luego de este tiempo hay
manifestaciones de peso local en los miembros, con imposibilidad de movilizarlos por
artralgia o dolor en las articulaciones. En la regién donde penetraron los colmillos en la piel
(impronta), durante la fase inicial, hay sangramiento que se detiene espontaneamente, pero
a partir de los treinta minutos se alteran los mecanismos de coagulacién apareciendo
hemorragia en forma de goteo continuo o finos hilos de sangre por los orificios de la
impronta, en casos graves puede haber sangramiento espontaneo por las encias, mucosa
nasal y digestiva con hematemesis y en casos donde no se ha recibido tratamiento en tres o

cuatro horas o cuando el contenido de veneno es alto pueden aparecer flictenas de tamario
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variable, primero en la zona de la mordedura y luego en el resto de la extremidad (sobre
todo en los pliegues de flexion) y linfodenitis o cordones enrojecidos que recorren
longitudinalmente al miembro afectado, lo cual empeora el cuadro doloroso siendo de
dificil manejo con analgésicos corrientes. Adicionalmente las flictenas pueden romperse
con facilidad si se manipulan, dejando al descubierto zonas extensas de piel que facilmente
se infectan. Los diferentes mecanismos que alteran las funciones normales progresan y
aparecen equimosis a cierta distancia de la region mordida, necrosis y manifestaciones de
intoxicacion general que implican alteraciones de la funcion renal, hepatica y elevacion de
la temperatura. La muerte puede ocurrir entre uno y doce dias por hemorragia intravascular
diseminada, hemorragia cerebral o por insuficiencia renal aguda. (Badillo y col., 1989;

Rengifo, 2002).

Este cuadro puede ser particularmente agravado en casos donde al paciente se le aplique un
torniquete por encima de la mordedura, lo cual crea mayor éxtasis sanguineo empeorando
el edema y la necrosis, asi como con el uso de sustancias irritantes sobre el lugar de la
mordedura como gasolina o kerosén entre otros, los que agravan la lesion inicial,
generalmente complicandola con infecciones secundarias, produciendo Ulceras que pueden
llegar a musculos y tendones, dejando una herida de dificil cicatrizacién, resultando en
deformidad por lo que muchas veces es necesario recurrir a la amputacion del miembro

(Rengifo, 2002).

Como se evidencia, el accidente botropico se caracteriza por el desarrollo de dafios locales
rapidos y prominentes que incluyen: hemorragia, edema y necrosis; seguidos de

alteraciones sistémicas entre las que se encuentran: hemorragias, coagulopatias, choque
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cardiovascular e insuficiencia renal aguda (Rodriguez-Acosta y col., 2000; Gutiérrez,
2002), los cuales son una consecuencia del efecto aditivo o sinergista del complejo coctel

con actividad bioldgica presente en los venenos.

HEMORRAGIA

La hemorragia es una de los efectos mas comunes del envenenamiento por serpientes de la
familia Viperidae, la cual se define como el escape continuo de plasma y células rojas de
los vasos sanguineos hacia los tejidos circundantes como una consecuencia de la
permeabilidad capilar alterada. En el caso de los venenos botropicos esta alteracion
fisiopatologica es producida por la accién de una variedad de enzimas presentes en estos
venenos, las cuales son conocidas como factores, principios hemorragicos o hemorraginas.
Este grupo consiste casi completamente de metaloproteinasas dependientes de zinc, cuyo
tamafo o peso molecular varia entre 20 y 100 kilo daltons (kDa), las cuales son reconocidas
como miembros de la subfamilia M12 de metaloproteinasas, también conocidas como

Reprolisinas y se clasifican con base en su masa molecular en tres grupos que incluyen:

e Clase PI: la cual abarca las hemorraginas pequefias, con peso molecular (PM) de 20
a 30 kDa y que se caracterizan por presentar unicamente el dominio catalitico
metaloproteinasa, el cual presenta una secuencia responsable de la unién al i6n zinc.
Estas metaloproteinasas son consideradas factores debilmente hemorragicos, los
cuales presentan adicionalmente actividad fibrinolitica/fibrinogenolitica, actividad
enzimatica que puede potenciar el desarrollo de hemorragias mediado por estos

Venenos.
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Clase PII: este grupo incluye las enzimas de tamafio medio, las cuales tienen un PM
entre 30 y 50 kDa y presentan dos dominios, el metaloproteinasa mencionado
anteriormente y un dominio tipo desintegrina. Este Gltimo dominio de manera
general, le confiere a las metaloproteinasas la capacidad de reconocer receptores de
la familia de las integrinas en las membranas de las plaquetas y de otros tipos
celulares, afectando en consecuencia la agregaciéon plaquetaria y la adhesiéon de
otras células a sustratos de la matriz celular. Se ha propuesto que la presencia de
este dominio adicional es el responsable de la mayor actividad hemorragica que
caracteriza a estas metaloproteinasas cuando se les compara con la clase PI. En la
mayoria de los casos estas sufren proteo6lisis, para producir las desintegrinas no
enzimaticas, las cuales presentan fuerte actividad inhibitoria de la agregacion

plaquetaria.

Clase PIII: esta clase incluye metaloproteinasas que son frecuentemente reconocidas
como las mas potentes toxinas hemorragicas de los venenos botropicos, entre éstas
se puede mencionar la Jararhagina aislada de B. jararaca (Brasil), la cual presenta
adicionalmente actividad fibrinogenolitica. Estas enzimas presentan un PM de 50 a
100 kDa y tienen ademas de los dos dominios mencionados anteriormente, un tercer
dominio rico en cisteina el cual se ha correlacionado con la mayor expresion de la
actividad hemorragica de estas proteinas. Diferentes evaluaciones han evidenciado
un rol funcional a este dominio rico en cisteina, el cual se fundamenta en la
interaccion de dicho dominio con el receptor de colageno af; localizado en la
superficie de las plaquetas, el blogueo del factor de von Willebrand, aspectos que

interfieren con los mecanismos hemostaticos. Ademas de constituir un anclaje para
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la enzima al coldgeno tipo IV en la matriz extracelular, permitiendo en
consecuencia la ruptura localizada del coladgeno, es decir que este dominio permite
dirigir la proteinasa a componentes especificos de la matriz extracelular para
posteriormente dar lugar al clivaje proteolitico. Esta Gltima clase es sub-dividida
con base en sus distintas modificaciones post-translacionales en tres subclases P-
Illa/b, P-llic y P-Illd, esta ultima sub-clase ahora agrupa las anteriormente
reconocida Clase PIV, las cual incluia las toxinas hemorragicas menos toxicas, con
un PM entre 80 y 100 kDa, las cuales se caracterizan por la presencia en sus
moléculas de los dominios metaloproteinasa, el tipo desintegrina, el rico en cisterna
y el dominio lectina. (Bjarnason and Fox, 1988-89; Gutiérrez and Rucavado, 2000;
Petrestski y col., 2000b; Gutiérrez, 2002; Isla y col., 2003; Serrano y col., 2006;

Mouray col., 2008; Kang y col., 2011).

El efecto de estas enzimas sobre los vasos sanguineos ha sido extensivamente estudiado a
nivel ultraestructural, sin embargo el mecanismo de accion implicado no esta totalmente
dilucidado. En estos diferentes estudios se ha observado gque estas enzimas son capaces de
hidrolizar algunas proteinas como fibronectina, colageno tipo IV, nidégeno, laminina y
proteoglican, componentes estructurales de la membrana basal y de la matriz extracelular
que rodea las células endoteliales de los vasos capilares y las vénulas. A consecuencia de
esta hidrdlisis las células endoteliales se ven afectadas, desarrollando una serie de vesiculas
y reduciendo su grosor, hasta el punto en que su integridad se interrumpe y se producen
rupturas a través de las cuales se produce la extravasacion. (Gutiérrez y Chaves, 1980;
Baramova y col., 1989; Kamiguti y col., 1996; Moura y col., 2008). A la par de esta

hipdtesis de hemorragia por rexis, también se ha propuesto que algunos venenos como el de
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B. jararaca pueden inducir hemorragia por diapédesis, al inducir la apertura de las uniones
intercelulares de las células endoteliales como consecuencia de una fuerte reaccion
inflamatoria, especificamente se ha sefialado que mediadores inflamatorios liberados por la
accion del veneno se unen a sus receptores, principalmente localizados en vénulas, lo cual
puede inducir la contraccion de las células endoteliales de las vénulas y la ampliacion de las
uniones intercelulares, con el consecuente escape pasivo de plasma Yy eritrocitos
(Berjanason and Fox, 1988-89; Baramova y col., 1989; Gutiérrez and Recuvado, 2000;

Gutiérrez, 2002).

Importancia clinica de la hemorragia

La consecuencia de la accion de estas complejas proteinas son las hemorragias locales y
sistémicas como hemoptisis y gingivorragia, entre otras comdnmente observadas en el
accidente botropico severo (Gutiérrez, 1996). Este sangrado es uno de los sintomas mas
severos que se presentan durante un cuadro de ofidismo, pudiendo ser tan grave en algunos
casos que podria contribuir al deterioro de érganos esenciales como pulmén, rifion, corazén
o cerebro, lo cual podrian llevar hasta la muerte a la victima del accidente ofidico (Isla y

col., 2003).

Cuando se inicia una pérdida aguda de sangre, el sistema cardiovascular se auto-regula
rapidamente, para mantener la presion sanguinea y preservar el flujo sanguineo a érganos
vitales, aunque obviamente la respuesta del organismo a esta situacién depende de la
cantidad de sangre perdida. El significativo ajuste cardiovascular, comienza a ocurrir
cuando la pérdida de sangre excede alrededor de un 5 % (250 ml), inicialmente se produce

la disminucion del retorno venoso y una reduccién de la estimulacién de los receptores de
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baja presion, lo que resulta en vaso constriccidn cutdnea, muscular y de los vasos
esplénicos, cambios que ocurren si hay cualquier variacion significativa en la presion
sanguinea o en el pulso. Sin embargo si la pérdida de sangre continua, la falla en la
produccion cardiaca y la actividad de los nervios simpéticos se hace mas intensa, la rata
cardiaca continia aumentando y la vasoconstriccion periférica se incrementa, desviando la
sangre por completo de la piel, masculos y visceras hacia el cerebro y el corazén (Pocock
and Richards, 1999; Guyton y Hall, 2001). En este momento, cuando la circulacion falla en
proveer una adecuada perfusion a los tejidos se instala el shock circulatorio o
hipovolémico, lo que se traduce en una escasa liberacion de oxigeno y otros nutrientes para
las células tisulares e incluso el propio sistema cardiovascular (la musculatura cardiaca, las
paredes de los vasos sanguineos y el sistema vasomotor entre otros), los cuales comienzan a
deteriorarse. Adicionalmente el metabolismo tisular continla, a pesar del bajo flujo
sanguineo, por lo que grandes cantidades de acido tanto carbonico como lactico se siguen
vertiendo en los vasos sanguineos, aumentando enormemente la acidez local de la sangre.
Este acido ademas de otros productos del deterioro procedentes de los tejidos isquémicos,
produce la aglutinacion local de la sangre, lo que da lugar a diminutos codgulos sanguineos,
creando pequefios tapones en los vasos. Incluso si los vasos no se taponan, la tendencia de
las células a pegarse entre si hace mas dificil el flujo sanguineo a través de la
microvascularizacién. Después de horas de esta condicién de hipoxia capilar y falta de
otros nutrientes, la permeabilidad de los capilares aumenta gradualmente y empiezan a
escapar a los tejidos grandes cantidades de liquido, esto disminuye obviamente ain mas el
volumen sanguineo con el consiguiente descenso adicional del gasto cardiaco agravando el

shock. (Guyton y Hall, 2001). A medida que el shock se agrava, muchos signos de
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deterioro celular generalizado aparecen en la mayor parte de los tejidos corporales, entre los

se pueden citar:

1. EI transporte activo de sodio y potasio a través de las membranas celulares esta
enormemente disminuido, en consecuencia el sodio y el cloruro se acumulan en las
células y el potasio se pierde de las mismas, por lo que las células comienzan a

hincharse.

2. La actividad mitocondrial de las células hepaticas, al igual que en otros muchos

tejidos del cuerpo, esta intensamente deprimida.

3. Los lisosomas de las células empiezan a romperse en extensas areas de tejido, con la

liberacion intracelular de hidrolasas que causan un deterioro intracelular adicional.

Todos estos efectos contribuyen a un deterioro ain mayor de muchos 6rganos del cuerpo,
entre los que figuran especialmente: 1) el higado, con disminucion de muchas funciones
metabolicas y de detoxificacion; 2) los pulmones con desarrollo final de edema pulmonar y
una escasa capacidad para oxigenar la sangre; 3) el corazdn, disminuyendo adn mas la
contractilidad cardiaca y 4) los rifiones con lesiones especialmente en el epitelio de los
tubulos renales, llevando a una insuficiencia renal aguda y en ocasiones a la muerte por
uremia, aspectos que representan los mas tipicos sintomas del envenenamiento botrépico

severo (Ferreira y col., 1992a; Guyton y Hall, 2001).
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Esto refleja la importancia clinica de las hemorraginas en los accidentes botrépicos y
evidencian la necesidad de que la neutralizacién de estas toxinas por la terapia antiofidica
disponible debe ser temprana y efectiva, de manera de prevenir el desarrollo de
complicaciones sistémicas, que agravan las condiciones de la victima de un accidente

botrépico. (Anai y col., 2002; Sanchez y col., 2003).

INCOAGULABILIDAD SANGUINEA

El sistema de coagulacidén sanguineo comprende principalmente de factores de coagulacion,
designados como Factores | a XIII (no hay factor VI). La mayoria de estos factores de
coagulacion se encuentran de forma inactiva en la circulacion con la excepcion del Factor
Il (factor tejido). La exposicion de la sangre a la pared de un vaso dafiado dispara
inmediatamente la activacion de los factores de coagulacion y las plaquetas, por un
mecanismo que consiste de diferentes etapas de reacciones, las cuales involucran la
conversion de factores inactivos en serina proteinasas activas por una proteolisis limitada.
La mayoria de estas reacciones requiere del ion calcio (factor IV) y probablemente tienen

lugar sobre los fosfolipidos en la superficie de las plaquetas.

La activacion del sistema de coagulacién de la sangre guia a la conversion del Factor X
inactivo a Factor X activado (Xa), lo cual conlleva a la protedlisis del Factor 1l
(protrombina) y la formacion de trombina, una serina proteinasa que al final de su estado de
activacion convierte el Factor | (fibrindgeno) en un coagulo sélido de fibrina, con la ayuda
de la accién de las plaquetas. (Markland, 1998a). En el caso de las plaquetas, éstas

constituyen fragmentos citoplasmaticos de megacariocitos, cuyas membranas poseen
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diversas glicoproteinas que cumplen funcion de receptor para diferentes agonistas. Entre
estos receptores se pueden citar: la glicoproteina la, que es hallada en un complejo con la
glicoproteina Ila (complejo gpla/lla) y tiene funciones como receptor de colageno; la
glicoproteina Ib que se encuentra acomplejada con otra glicoproteina la 1X (gplb/1X),
constituyendo el receptor del Factor de von Willebrand; la glicoproteina Ilb un
heterodimero calcio dependiente acomplejada con la glicoproteina Illa, formando el
complejo gpllb/llla el cual funciona como receptor de fibrindgeno, fibronectina y factor de
von Willebrand sobre plaquetas estimuladas; y la glicoproteina IV que es un receptor de
colédgeno. Cuando las plaquetas encuentran una lesion en la pared de un vaso, ellas cambian
su forma de discos a esferas con proyecciones o pseudopodos radiantes que sobresalen de
su superficie. Estos pseudopodos promueven el contacto con el sitio de la lesion y la
subsiguiente extension de las plaquetas completa su adhesion. Posteriormente el receptor
gplb/IX se une al Factor de von Willebrand en la matriz extracelular, esta union provee un
soporte entre el subendotelio y las plaquetas. En esta etapa el fibrindgeno se une al receptor
gplib/llla después de la estimulacion por ADP y provee la unién interplaguetas,
favoreciendo tras su activacion a fibrina la formacion de una red de fibrina con multiples
entrecruzamientos que contribuyen a fortalecer el coagulo. (Kamiguti and Sano-Martins,
1995; Guyton y Hall, 2001). La formacion de este coagulo detiene la tendencia
hemorragica y secundariamente dispara la conversién del plasminégeno a plasmina, enzima

que es responsable por la remocion del coagulo de fibrina. (Figura 4). (Markland, 1998a).

Este complejo mecanismo fisioldgico puede ser significativamente afectado por diferentes
constituyentes presentes en muchos de los venenos de la familia Viperidae y especialmente

en los venenos del género Bothrops, en los cuales se ha reportado la presencia de
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constituyentes que actdan a diferentes niveles de la cascada de coagulacion (figura 4),
aunque se debe destacar que no todos los venenos de este género originan coagulopatias, ya
que algunos de ellos entre los que se han citado B. lateralis o B. nasutus, se ha reportado
que no afectan los tiempos de coagulacion. (Kamiguti and Sano-Martins, 1995; Gutiérrez y

col., 1996).

El efecto de los venenos que alteran el mecanismo hemostéatico en la victima del accidente
botropico va a depender de la dosis de veneno que haya sido inoculada por la serpiente, si
la dosis del veneno es muy alta, el efecto de los diferentes factores procoagulantes que
presenta el veneno puede inducir un sindrome de coagulacion intravascular diseminada
(CID), el cual es capaz de llevar al paciente a una muerte rapida, mientras que con dosis
méas pequefias como las inyectadas a nivel subcutaneo a las victimas humanas durante
accidentes leves, se produce una accion continua sobre el fibrindgeno, lo que conlleva a que
la sangre sea débilmente coagulable o incoagulable por niveles muy bajos o ausentes de

fibrindgeno (Badillo y col., 1989).

Varios grupos de investigacion han contribuido a establecer los mecanismos responsables
de estas alteraciones y han sefialado que el sindrome hemostatico observado en el accidente
botropico es causado por componentes del veneno que pueden agruparse en diferentes
categorias dependiendo de su accion sobre el mecanismo hemostatico, entre estos se
pueden citar: las enzimas coagulantes del fibrinbgeno (factor 1), los activadores de
protrombina (factor Il), los activadores del factor X y el factor VIII, entre otros que pueden
actuar como procoagulantes. Pero similarmente también se han descrito constituyentes que

pueden mediar un efecto anticoagulante como los activadores del plasmindgeno y los
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componentes fibrinoliticos. (Tu, 1977; Kamiguti and Sano-Martins, 1995; Markland,

1998a; Gutiérrez, 2002).

Enzimas Coagulantes del fibrindgeno

Los componentes del veneno que median la conversion del fibrinbgeno (molécula
compuesta por tres cadenas peptidicas: a, p y y) a fibrina, son llamados enzimas tipo
trombina (Gutiérrez, 2002). Estas han sido descritas no solo en venenos del género
Bothrops sino también en los venenos de los géneros Crotalus y Lachesis. Dichas enzimas
difieren de la trombina en diferentes aspectos, uno de ellos es que la mayoria de ellas
atacan solamente el extremo N-terminal de la cadena Aa del fibrinogeno (Arg®®-Gly*"),
originando un incremento en el fibrinopéptido A, mientras que la trombina produce
fibrinopéptido A y B, ya que también corta la cadena BB del fibrinogeno (Arg**-Gly™),
exponiendo dos sitios de polimerizacion, dos nuevos N terminal para las cadenas o y B del
monomero de fibrina, los cuales tienen un sitio complementario para polimerizacion los
cuales estan localizados en el C-terminal de las cadenas o y B del mondémero de fibrina
respectivamente. Esto resulta en la asociacion lateral de los monémeros, y dado que las
enzimas tipo trombina de estos venenos no clivan la cadena B del fibrindgeno, al monémero
de fibrina formado le falta un sitio de polimerizacion en el extremo N-terminal de la cadena
B, lo que produce en consecuencia un monoémero de fibrina poco estable e incapacitado
para polimerizar adecuadamente y formar coagulos (Rodriguez-Acosta y col., 1995;
Markland, 1998a, b). Por otra parte estas enzimas tipo trombina de los venenos no activan
el factor XIII u otros factores de coagulacion, ni causan la agregacion de las plaquetas, a

diferencia de la trombina. (Markland, 1998a).
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Figura 4

Puntos de interferencia de diversos constituyentes de

los venenos botrdpicos en el sistema hemostatico.
Tomado y modificado Markland, F. 1998a
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El texto en rojo sefiala los constituyentes de los venenos botrdpicos que acttan
en el sistema hemostéatico y el sitio de su interferencia
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Estas enzimas tipo trombina han sido descritas y purificadas de los venenos de B. jararaca,
B. atrox, B. insularis, B. asper y B. colombiensis, procedentes del Instituto Butantan en
Brasil, entre otros (Tabla 11) y han sido descritas como serina proteinasas con un peso
molecular en un rango entre 30.000 y 45.000 daltons; las cuales presentan actividad
esterasica con pequefios sustratos (ésteres basicos) tales como benzoil-L-arginina etil éster.
Estas enzimas son ampliamente empleadas en laboratorios para la deteccién de fibrindgeno
en muestras de sangre heparinizadas (Gabrijelcic y col., 1982; Kamiguti and Sano-Martins,

1995; Markland, 19983, b Petretski y col., 2000a).

Activadores del factor X.

La activacion del factor X de la coagulacion por venenos del género Bothrops fue reportada
por primera vez hace mas de 40 afos. Esta actividad de acuerdo a Kamiguti y Sano-Martins
(1995), no estéa presente en los venenos de los géneros Crotalus o Lachesis, mientras que en
el caso de los venenos botrépicos su presencia fue establecida en estudios como el de
Nahas y col. (1979) quienes sefialaron su presencia en 21 diferentes especies botrdpicas de

26 diferentes especies estudiadas (tabla 2).

Enzimas con estas caracteristicas han sido aisladas y caracterizadas de diferentes especies
botropicas entre las que se pueden citar B. jararaca, B. erythromelas y B. atrox (de este
altimo se han aislado 2 factores con estas caracteristicas) (Tu, 1977; Kamiguti and Sano-
Martins, 1995; Markland, 1998a). Siendo caracterizadas como enzimas tipo
metaloproteinasas, las cuales presentan un peso molecular en un rango de 70.000 a 90.000

daltons, son inactivas sobre sustratos sintéticos, protrombina o fibrindgeno, pareciendo
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actuar especificamente sobre el factor X y presentan un mecanismo de accion que es similar

al catalizado por las enzimas proteoliticas de la via de la coagulacién sanguinea, el cual

implica especificamente el clivaje de la cadena del factor X entre la Arg

5L 116> con la

correspondiente formacion del factor Xa (Hofmann and Bond, 1987; Markland, 1998a).

Tabla 2

Actividad Coagulante Especifica de Diferentes Venenos Botropicos.

Especie
Botrdpica

Enzima tipo
Trombina

Activador del
factor X

Activador de
Protrombina

B. alternatus

+

B. atrox

B. atrox asper

B. bilineatus bilineatus

B. brazili

+ |+ |+ ]+

B. castelnaudi

B. colombiensis

B. cotiara

+|+

B. erythromelas

B. fonsecai

B. insularis

B. itapetiningae

B. jararaca

B. jararacussu

B. marajoensis

B. megaera

B. moojeni

B. neuwiedi

B. neuwiedi diporus

B. neuwiedi mattogrossensi

B. neuwiedi pauloensis

B. neuwiedi pubescens

B. neuwiedi urutu

B. pirajai

B. pradoi

|| F ||| ||| ][]+

|+ |||+

B. venezuelensis

+

+

I I I I o I I O I

(+) Presente. () Ausente. Tomado y modificado de Nahas y col., 1979
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Activadores de Protrombina

Nahas y col. (1979) refieren que solo los venenos botropicos Sur Americanos son capaces
de convertir protrombina a trombina. Este grupo de investigadores report6 la presencia de
esta actividad, en 21 especimenes del género Bothrops tras la evaluacion de 26 diferentes
especimenes (tabla 2), en un sistema que incluia protrombina, fosfolipidos, calcio y veneno,
evaluando el producto final de la reaccibn en base al tiempo de coagulacion del
fibrindgeno. En esta evaluacion, estas enzimas se caracterizaron por ser independientes del
factor V de coagulacion y presentar cuatro diferentes grados de activacion incluyendo:
activadores fuertes (B. venezuelensis), medios (B. jararaca), débiles (B. jararacussu) y no
activadores (B. atrox). Curiosamente en este estudio se considerd el veneno de la especie B.
atrox (Brasil) como un no activador de protrombina, sin embargo varios afios después
Hofmann and Bond (1987) purificaron y caracterizaron un activador de protrombina del
veneno de esta importante especie Sur Americana, constituyendo quizas una consecuencia

de la variabilidad intraespecie en la composicion de los venenos.

Enzimas activadoras de protrombina han sido purificadas de diferentes venenos entre los
que se incluyen B. atrox, B. asper, B. neuwiedi y B. erythromelas y han sido descritas como
metaloproteinasas de una sola cadena, con un peso molecular en un rango de 50.000 a
90.000 daltons, su mecanismo de accion se considera independiente de los factores no
enzimaticos del complejo protrombina y se ha reportado que es similar al de los venenos de
Oxyuramus santellatus y Echis carinatus, el cual implica la hidrdlisis del enlace peptidico
Arg®?*-11e* en la molécula de protrombina, generando el intermediario meizotrombina, el

cual es convertido a trombina por autocatélisis (Hofmann and Bond, 1987; Rosing and
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Tans, 1991; Kamiguti y col., 1995; Markland, 1998a; Loria y col., 2003). Mientras que bajo
condiciones fisioldgicas, la protrombina es activada por la accidn proteolitica del factor Xa,
en presencia del factor Va, fosfolipidos y calcio en un proceso de dos pasos, un primer paso
que involucra la formacion de un intermediaria pretrombina 2 o meizotrombina, por la
hidrélisis del enlace peptidico Arg®’®-Thr?”* para generar la molécula de trombina activa

(Kamiguti and Sano-Martins, 1995).

A través de los activadores de protrombina, los venenos botrépicos pueden promover de
forma indirecta la activacion de otros factores de coagulacion, ya que la formacion de
trombina es un paso critico en este sistema, el cual no solo inicia la formacion de trombina,
sino que tambiéen activa los factores V, VIII, Xl y las plaguetas, potenciando el efecto del

veneno sobre el sistema hemostatico (Figura, 4) (Braund y col., 2000).

Activacion del Factor VIII

El factor VIII de la coagulacion es la reconocida proteina plasmatica que es disminuida o
ausente en la hemofilia. Esta es aislada como una mezcla de heterodimeros que contiene
una cadena pesada de tamario variable y una cadena ligera comun. La trombina cataliza la
activacion de este factor en una reaccion que es asociada con el clivaje de ambos tipos de

cadena. (Eubanks y col., 1989).

La presencia de enzimas tipo serina proteinasas capaces de activar el factor VIII se ha
descrito en diferentes venenos del género Bothrops como B. jararacussu, B. jararaca, B.

atrox, B. cotiara, B. alternatus, B. medusa, B. neuwiedi y B. nummifer (Eubanks y col.,
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1989; Stocker, 1994) y han sido aisladas y purificadas de diferentes venenos como B.
jararacussu y B. atrox, estas enzimas se caracterizaron como proteinas con un peso
molecular de 33.000 y 36.000 daltons respectivamente. (Kirbi y col., 1979; Eubanks y col.,
1989). En el caso de la enzima aislada de B. jararacussu, se ha sefialado que esta serina
proteinasa cataliza el clivaje tipo trombina de la cadena pesada del factor VIII, pero no
afecta la cadena ligera (Stocker, 1994). Mientras que en el caso de la enzima aislada de B.
atrox, llamada Trombocitina, se ha reportado que media un incremento en la actividad
procoagulante de este factor y presenta una variedad de actividades que interfieren con el
proceso hemostatico como la agregacion plaquetaria, la activacion del factor XI11, una baja
actividad coagulante del fibrinbgeno, la activacion del factor V y el clivaje de la
protrombina, con liberacion de productos similares a los producidos por trombina. (Kirby y
col., 1979; Niewiarowski y col., 1979; Markland, 1998a). Enzimas tipo Trombocitina han
sido reportadas en otros venenos botropicos como B. neuwiedi, B. cotiara, B. alternatus, B.

medusa, B moojeni, B. nummifer y B. jararacussu (Kamiguti and Sano-Martins, 1995).

Inhibidores de las plaquetas.

Los venenos de serpientes presentan constituyentes que pueden inhibir la funcion de las
plaquetas por diferentes mecanismos. Ente los compuestos mas comunmente reportados
encontramos las llamadas desintegrinas, aunque esta actividad inhibitoria también ha sido
relacionada con otros constituyentes de los venenos como las enzimas tipo fosfolipasas A,

(PLA,) o las 5" nucleotidasas, entre otras. (Kamiguti and Sano-Martins, 1995).
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Desintegrinas: son una familia de pequefios polipéptidos no enzimaticos, ricos en disulfuro
y se considera son sintetizados como parte de algunas metaloproteinasas en estos venenos,
siendo posteriormente liberadas como consecuencia de protedlisis. (Gutiérrez, 2002). Las
desintegrinas son inhibidores especificos de integrinas de las subfamilias f1 y 3 y como es
reconocido, los miembros de estas subfamilias funcionan como receptores, expresados en la
superficie de las plaquetas y otros tipos celulares como fibroblastos y células endoteliales,
para ligandos tipo colageno, fibrindgeno, fibronectina o laminina. (Rucinski y col., 1990;
Markland, 1998a). La alta afinidad de las desintegrinas por estos receptores,
particularmente por el receptor de fibrindgeno (gpllib/llla) en las plaquetas, conlleva a que
estos péptidos actlen como antagonistas del receptor de fibrindgeno, interfiriendo en
consecuencia con la agregacion plaquetaria inducida por agonistas como ADP, trombina,

colageno, acido araquiddnico o epinefrina (Markland, 1998a).

Las desintegrinas han sido descritas en diferentes venenos botropicos como B. atrox, B.
jararaca, B. jararacusso, B. cotiara y B. colombiensis, entre otros (Kamiguti and Sano-
Martins, 1995; Sanchez y col., 2009). En la mayoria de los casos, se han reportado como
péptidos de alrededor de 70 amino acidos, cuya secuencia de analisis revela una sola
cadena polipeptidica rica en cisteina y que presenta una secuencia arginina-glicina-acido
aspartico (RGD), cercana al carbonilo terminal, la cual constituye su sitio de
reconocimiento celular (Rouslahti and Pierschbacher, 1987; Rucinski y col., 1990; Teng

and Huang, 1991).

5 nucleotidasas: estas enzimas causan la degradacién del ADP (adenosin-difosfato), un

inductor de la agregacion plaquetaria liberado de los granulos de las plaquetas por varios
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agonistas. La presencia de estas enzimas fue demostrada en diferentes venenos incluyendo
el veneno de B. atrox, y fueron caracterizadas como una fosfomonoesterasas altamente
especificas, las cuales se encuentran frecuentemente asociadas a una fosfatasa alcalina

(Heredia y col., 1982).

Fosfolipasas A,. otro mecanismo de inhibicion de la agregacion plaquetaria por venenos de
serpientes es via PLA;, estas enzimas se encuentran ampliamente distribuidas en estos
venenos, sin embargo aunque los venenos botropicos poseen actividad PLA,, se ha
reportado que no todas estas enzimas pueden inhibir la agregacion plaquetaria. (Kamiguti
and Sano-Martins, 1995). Al respecto, se ha sefialado que la inhibicion de la agregacion
plaquetaria por estas enzimas se relaciona con su capacidad para inhibir la formacion del
complejo protrombina, compuesto de los factores Va, Xa, ion calcio y fosfolipidos,
precisamente por la degradacion de los fosfolipidos involucrados en la formacion de dicho
complejo, el cual transforma la protrombina en trombina y promueve la activacion de la

cascada de coagulacion (Manjunatha, 2005).

Enzimas Fibrinoliticas

Los venenos de serpiente también poseen enzimas capaces de hidrolizar la red de fibrina
que conforma los trombos (Gutiérrez, 2002). Los estudios que sugieren la presencia de
estas enzimas en los venenos datan de los afios 1700-1800 y corresponden a sencillas
observaciones, como las desarrolladas por Mitchell and Robert en el afio 1800 (Markland,
1991) quienes observaron que cuando un animal moria rapidamente después del

envenenamiento, su sangre se observaba coagulada, pero cuando la muerte era retardada su
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sangre era incoagulable. Adicionalmente en casos en los que la sangre de animales era
rapidamente mezclada con veneno y mantenida en reposo a temperatura ambiente después
de la formacién del coagulo, éste se observaba disuelto completamente tras las primeras 24
horas, sugiriendo asi los autores la presencia de actividad fibrinolitica en los venenos de los
géneros Crotalus y Sistrurus. Estos estudios fueron extendidos posteriormente a diferentes
venenos incluyendo el género Bothrops, con la obtencion de resultados similares. (Devi y

col., 1972; Markland, 1991)

Se ha propuesto, que la presencia de estas enzimas en los venenos de serpientes tiene por
objeto prevenir la coagulacion de la sangre en el animal envenenado Y asi facilitar que otros
componentes del veneno puedan difundir rapidamente por la sangre, permitiendo

inmovilizar rapida y efectivamente a la presa. (Markland, 1991).

Enzimas con estas caracteristicas han sido aisladas de venenos de diferentes géneros como
Crotalus, Agkistrodon y Bothrops y han sido descritas como metaloproteinasas
dependientes de zinc, completamente desprovistas de actividad arginina esterasa, con un
peso molecular entre los 20.000 y 34.000 daltons, las cuales aparentemente degradan las
cadenas o y B de la fibrina e incluso del fibrindgeno. (Markland, 1991). Por otra parte,
también se ha observado que enzimas presentes en los venenos de B. asper, B jararaca y B
moojeni, entre otros, deben su efecto fibrinolitico a la activacion del plasmindgeno a
plasmina o fibrinolisina, enzima proteoliticamente similar a la tripsina. (Markland, 1998b;
Guyton y Hall, 2001). Mientras que Sugiki y col. (1995) sugieren que en el caso particular
del veneno de B. jararaca, existen ciertas metaloproteinasas que median la disociacién del

complejo activador del plasmindgeno tipo tisular/inhibidor del activador del plasmindgeno
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tipo 1 (tPA/tPAI-1), lo que incrementa la actividad del tPA y adicionalmente pueden
inactivar el inhibidor de plasmina o,-P1, interfiriendo con la regulacion fisiolégica del
sistema fibrinolitico. La plasmina formada como consecuencia de estos eventos digiere,
como es reconocido, las fibras de fibrina, asi como otros coagulantes proteicos como el
fibrindgeno, el factor V, el factor VIII, la protrombina y el factor XII. Por tanto esta
generacion de plasmina ademés de contribuir a la lisis prematura del tapon hemostético
digiere muchos de los factores de coagulacién, lo que provoca en consecuencia la
hipocoagulabilidad de la sangre, agravando el cuadro de hemorragia sistémica
frecuentemente observado en estos accidentes ofidicos. (Sugiki y col., 1995; Guyton y Hall,

2001).

Como se evidencia, los venenos botropicos afectan la coagulacion de una manera compleja,
ejerciendo una accion continua sobre el fibrindgeno, con la formacién de una fibrina con
una polimerizacion inestable y con una mayor susceptibilidad de ser hidrolizada por el
sistema fisiologico, lo que conduce a que la sangre sea débilmente coagulable o
incoagulable. Obviamente estas alteraciones en la coagulacion inducida por los venenos
botrépicos, a pesar de no ser consideradas letales por si mismas para la victima, pueden
contribuir a agravar el cuadro de sangrado local y/o sistémico que iniciaron las toxinas
hemorragicas al lesionar los vasos, manteniéndose en consecuencia hemorragias profusas e
indetenibles que pueden agravar la condicion clinica de la victima de un accidente
botrépico, con las consecuencias citadas anteriormente. (Rosenfeld y col., 1959; Braund y

col., 2000; Rengifo, 2002).
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EDEMA

El edema se define como el incremento clinicamente manifiesto en el volumen del liquido
intersticial, el cual puede aumentar en varios litros antes de que el proceso sea evidente, por
lo que es frecuente que antes de que su aparicion sea manifiesta se produzca un aumento de
varios kilogramos de peso. Este particular efecto constituye el aspecto mas comin en el
envenenamiento por serpientes de la familia Viperidae. (Gutiérrez y col., 1996; Braunwald,
1998), el cual de acuerdo a reportes epidemioldgicos estd usualmente presente hasta en un

100 % de las victimas de estos accidentes (Badillo y col., 1989).

Este efecto se inicia entre los 5 a 15 minutos posteriores al accidente ofidico y se acompafia
de un proceso inflamatorio caracterizado por dolor, calor, rubor e impotencia funcional.

(Haad, 1980/1981; Rodriguez-Acosta y col., 2000; Rengifo, 2002; Theakston y col., 2003).

De manera general el edema inducido por las serpientes del género Bothrops, es
dependiente del sinergismo entre mediadores que incrementan la permeabilidad vascular y
aquellos que interfieren con el flujo sanguineo. (Gutiérrez and Lomonte, 1989; Lobo y col.,
2000). Entre los constituyentes que causan alteraciones en el flujo sanguineo estan las
toxinas hemorrégicas, las cuales como se mencioné anteriormente, son capaces de lesionar
por diferentes mecanismos la microvasculatura e incluso las arterias induciendo la
extravasacion (Acosta y col.,, 1998). En relaciébn a los mediadores que alteran la
permeabilidad vascular, diversos estudios experimentales sugieren la participacion de
constituyentes en los venenos que por un mecanismo indirecto inducen la liberacién de

mediadores pro-inflamatorios a partir de precursores enddgenos como los mastocitos,

34



kinindgenos y los fosfolipidos. Entre estos constituyentes se ha descrito la presencia de: 1)
enzimas tipo PLA,, las cuales al hidrolizar los fosfolipidos de las membranas celulares
median la liberacion de acido araquidonico, iniciando la via que conlleva a la sintesis de
prostaglandinas; ademéas de mediar la degranulacion de mastocitos con la consecuente
liberacion de histamina (Landucci y col., 1998) y 2) las proteasas que actlan sobre el

kinindgeno en el plasma induciendo la liberacion de kininas (Gutiérrez y col., 1996).

La contribucién de estos diversos mediadores (fosfolipidos, histamina, kininas) al edema
por venenos botropicos ha sido revisada en evaluaciones farmacoldgicas del edema en
roedores, entre estos estudios se puede citar el desarrollado por Barbosa y col. (2003)
quienes caracterizaron el edema desarrollado por la serpiente venenosa B. insularis, para lo
cual pre-trataron ratones con antagonistas de los receptores de histamina H1, serotonina
5HT2 y 5HT1/5HT2, inhibidores de las enzimas 6xido nitrico sintasa, ciclooxigenasa y
PLA,; reportando una disminucion significativa del edema con la mayoria de los
tratamientos, exceptuando el antagonista de serotonina 5SHT1/5HT2 quienes no tuvieron
efecto significativo en el bloqueo del desarrollo del edema, lo que llevé a los autores a
sugerir que el edema inducido por B. insularis es mediado por histamina, 6xido nitrico y

metabolitos de &cido araquidonico formados por la via de la ciclooxigenasa 1y 2.

Resultados similares fueron obtenidos por Chaves y col. (1995), al evaluar el edema
inducido por el veneno de B. asper en ratones empleando: el agente quelante EDTA,
inhibidores de las enzimas ciclooxigenasa y PLA,, y antagonistas de los receptores de
histamina H1 y H2; refiriendo en este caso una efectiva reduccion del edema bajo sus

condiciones experimentales para casi todos los tratamientos aplicados, con la excepcion de
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los antagonistas de los receptores de histamina H1 y H2, concluyendo que el edema
desarrollado en ratones por este veneno es mediado, al menos parcialmente, por la actividad
PLA; y productos eicosanoides. Resaltando que en contraste a lo descrito en otros venenos
de serpientes y toxinas, la histamina parece no jugar un rol en el edema inducido por dicho
veneno, lo cual podria reflejar nuevamente una consecuencia de la variabilidad interespecie

en los venenos.

Obviamente el edema media graves implicaciones clinicas a la victima de estos accidentes,
ya que la acumulacion de grandes volimenes de fluido puede resultar en la elevacion de la
presion intersticial de algunos compartimientos musculares, lo cual puede llevar a un
sindrome compartimental. (Gutiérrez and Lomonte, 1989), lo que implica una reduccion de
la perfusion capilar por debajo del nivel necesario para la viabilidad tisular, con un obvio
compromiso en el tejido muscular y nervioso, por reduccion del aporte de oxigeno y
nutrientes a los tejidos, el cual podria evolucionar hasta a una necrosis local secundaria a la
hipoxia, si la condicion se mantiene, lo que légicamente podria dejar secuelas permanentes
en las victimas de un accidente botropico (Gutiérrez and Lomonte, 1995; Salinas y Ledn,

2007).

NECROSIS

El proceso de necrosis 0 muerte celular, caracterizada por la tumefaccién de los organelos
celulares y la lisis de las membranas, es una consecuencia comin en los envenenamientos
moderados y severos por especies del género Bothrops (Gutiérrez y Bolafios, 1980). En

casos donde la necrosis no es efectivamente neutralizada por el antiveneno, este efecto
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redunda en una pérdida importante del tejido muscular, alteracion que va acompafiada de la
destruccion concomitante de tendones y cartilagos; lo que combinado con una deficiente
regeneracion, principalmente debida a las lesiones en la microvasculatura, puede dejar
secuelas permanentes en la victima, como una posible disfuncién o la pérdida completa de

la region corporal afectada (Gutiérrez, 2002; Huatuco y col., 2004).

Diversos grupos de investigacion, principalmente de Costa Rica y Brasil, han desarrollado
diversas evaluaciones dirigidas a la identificacion del tipo de toxinas responsables de estos
efectos y de sus mecanismos de accion. Estas evaluaciones llegaron a conclusiones

importantes entre las que tenemos:

1. La magnitud de la necrosis varia para cada veneno botrdpico, si bien todos ellos los
provocan, condicion atribuida a la variabilidad inter e intra especie de los venenos

de serpientes. (Gutierrez, 2002).

2. De las diversas miotoxinas que se han aislado de los venenos de serpientes de la
familia Viperidae, especialmente del género Bothrops, se ha encontrado que todas
ellas son de naturaleza basica y que constituyen un grupo de proteinas estructural y
antigénicamente relacionadas con las fosfolipasas, las cuales son enzimas de
naturaleza acida pero gue no producen dafio al musculo esquelético (Huatuco y col.,
2004). Se considera que estas miotoxinas tienen una accién directa sobre las células
musculares, especificamente lesionan sus membranas plasmaticas y originan una
entrada masiva de calcio al citoplasma, este incremento en la concentracion de

calcio intracelular es el responsable de la activacion de una serie de eventos
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degenerativos como la disminucién de las reservas de energia, la activacion de
enzimas hidroliticas y la generacion de radicales libres, lo cual lleva a la
degradacion oxidativa e hidrolitica de macromoléculas y membranas, causando asi
una falla completa en el mantenimientos de las funciones y estructuras celulares.
(Gutiérrez y col, 1996; Gregus and Klaassen, 2001). EIl sitio de union de estas
miotoxinas a la membrana plasmatica no se ha establecido claramente, aunque se ha
propuesto la existencia de dos tipos de union que incluyen fosfolipidos negativos
presentes en las membranas de muchos tipos celulares y receptores proteicos

presentes en células musculares. (Gutiérrez, 2002).

Por ultimo los estudios de secuencia de estas enzimas han permitido describir dos
tipos de miotoxinas, reconocidas como fosfolipasas D49 y fosfolipasas K49, las
cuales presentan respectivamente un aspartato en el residuo 49 o una lisina en dicha
posicion. Estas diferencias tienen implicaciones drasticas en la actividad catalitica,
ya que el aspartato en el residuo 49 juega un papel central en la capacidad de estas
proteinas de unir el ion calcio, requisito indispensable para la actividad catalitica,
por lo que su sustitucién por lisina tiene en consecuencia una incapacidad de la
molécula para ligar calcio y por lo tanto la pérdida de la actividad enzimatica. Sin
embargo, este grupo de lisina 49 pese a ser inactivas enzimaticamente posee una
fuerte accion miotoxica, lo que evidencia que la actividad de hidrolisis de
fosfolipidos no es estrictamente necesaria para lesionar la integridad de las
membranas plasmaticas de las fibras musculares evidenciando que otras regiones
moleculares diferentes al sitio catalitico son las responsables de este efecto.

(Toyama y col., 2001; Gutiérrez, 2002; Huatuco y col., 2004).
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4. Ademas de la accion directa de las miotoxinas, la necrosis observada en estos
accidentes ofidicos se ha relacionado a la isquemia local que se desarrolla en el
musculo esquelético, originada por la fuerte compresion de los tejidos como
consecuencia del edema y por las lesiones oclusivas de las arterias de la region
afectada, asi como la accién proteolitica de los venenos sobre la vasculatura
(Gutiérrez and Lomonte, 1989), aunque la suma de estos efectos edema y
hemorragia son considerados de menor relevancia. Esto se evidenci6 en los estudios
de Lomonte y col. (1987) quienes observaron que la incubacion de veneno crudo
con anticuerpos policlonales de conejo y caballo, obtenidos para cuatro miotoxinas,
neutralizd aproximadamente el 75% del efecto miotoxico inducido por el veneno,
sugiriendo que este grupo de toxinas son responsables por la mayor parte del dafio

muscular inducido por el veneno.

INSUFICIENCIA RENAL

La insuficiencia renal es considerada una de las complicaciones clinicas mas graves en el
accidente provocado por serpientes venenosas, constituyendo incluso la principal causa de
muerte en estos casos, aungue en el accidente botropico ésta es menos frecuentemente

observada. (Rodriguez-Acosta y col., 1995; Aline y col., 1999).

Su mecanismo fisiopatoldgico no estd completamente dilucidado, aunque se supone que
influye la interaccion de varios factores como los efectos isquémicos producidos por la
coagulacion intravascular diseminada (CID), la hipotension sistémica y la mioglobinuria,

asi como la hipoxia por la liberacién local de componentes vasoactivos, mecanismos que
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varian segun el envenenamiento se produzca por Elapidos, Crotalus o especies de Bothrops
y aun entre las diferentes especies botropicas. (Badillo y col., 1989; Gutiérrez, 2003;

Koscinczuk y col., 2003; Koscinczuk y col., 2007).

Por otra parte, tampoco se descarta la posible accion directa de toxinas en las células
renales, particularmente en los tabulos, ya que la marcada excrecion renal de los venenos
de serpientes y la elevada capacidad de los tabulos para la concentracién de sustancias en la
orina, conlleva a que la concentracion tubular pueda alcanzar entre 10 a 20 veces la
concentracion sérica de los venenos. (Koscinczuk y col., 2007). Ademas de diferentes
evidencias de efecto directo, como observaciones con el veneno de B. moojeni el cual
presenta un efecto citotoxico directo sobre las células MDCK (Madin-Darby canine kidney)
una linea de células epiteliales tubulares y estudios con organo aislado, los cuales sefialan
que diversas enzimas tipo fosfolipasas A,, procedentes de abejas o de venenos de
serpientes, son directamente toxicas al tubulo proximal de roedores. (Castro y col., 2004).
Sugiriendo que este aspecto podria ser el responsables de la necrosis tubular aguda o la
glomerulonefritis que desencadenan en falla renal aguda en las victimas del accidente

botrépico. (Aline y col., 1999, Koscincznk y col., 2007).

Como se evidencia, estos venenos constituyen una mezcla extremadamente compleja de
sustancias activas, cuyos efectos aditivos y posiblemente sinergistas son los responsables
del desarrollo del efecto fisiopatoldgico que caracteriza los accidentes botrépicos, cuyas
graves consecuencias y rapido desarrollo implican la necesidad de una pronta y eficiente

intervencién médica. (Ferreira y col., 1992b; Camey y col., 2002).
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ANTIVENENO

La entrada masiva al organismo de la victima, de la compleja mezcla de toxinas que
constituyen los venenos de serpientes, no le permiten al sistema inmune de un individuo
desarrollar una respuesta rapida y protectora, por lo que se ha recurrido desde hace mas de
100 afios a la inmunizacién pasiva, representada por el suero antiofidico o antiveneno
(Gutiérrez y col., 1996). Este antiveneneno constituye actualmente el Gnico recurso
terapéutico cientificamente validado para el manejo de los envenenamientos ofidicos, los
cuales estan constituidos por una suspension de anticuerpos especificos capaces de
neutralizar los diferentes constituyentes del veneno. (Quintini, 1957), su gran impacto se
refleja en la marcada mejoria en el pronostico de las mordeduras de serpientes; lo cual se
aprecia en el descenso de la mortalidad desde un 20-25 % a comienzos del siglo XX hasta
un 0,6 y un 0,1 % en Brasil y USA respectivamente, a finales del mismo siglo. (Otero,

2008).

En Venezuela para el tratamiento de los accidentes por mordedura de serpiente se dispone
de un suero antiofidico polivalente, ademas de dos antivenenos especificos un antibotrépico
y un anticrotalico los cuales son elaborados por el Centro de Biotecnologia de la Facultad

de Farmacia de la Universidad Central de VVenezuela. (www.serpientesdevenezuela.ucv.ve).

El proceso de elaboracion de un antiveneno se inicia con la extraccion manual del veneno
de las serpientes, el cual se lleva a un proceso de desecacidn, ya sea en frio (liofilizacién) o
por evaporacion a 4 °C y al vacio, para eliminar el agua de la solucion. Los cristales

obtenidos se disuelven y la solucién resultante se inyecta previa determinacion de la DLsp a
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animales, siendo los equinos la especie animal mas utilizada por su facilidad de manejo y
los grandes volimenes de sangria que permiten obtener (Rojas, 2003). Cada animal se
somete a un esquema de inmunizacién que dura aproximadamente tres a cuatro meses,
tiempo durante el cual se inyectan dosis subletales y crecientes del veneno. Al final de
dicho esquema de inmunizacidn, se realizan sangrias de prueba a cada animal con el fin de
determinar el titulo de anticuerpos neutralizantes, si el titulo es satisfactorio se realizan
sangrias de produccion en recipientes estériles y empleando un anticoagulante a base de
citrato. Posteriormente y ya en la planta de produccion se da inicio al proceso de
purificacion de las globulinas equinas, siendo el primer paso separar los globulos rojos del
plasma; los cuales se retornaran al animal para evitarle estados de anemia, mientras que el
plasma se sometera a diferentes procesos quimicos para purificar las inmunoglobulinas,
como precipitacién con sulfato de amonio y pepsinizacion para obtener finalmente los
fragmentos Fab de las inmunoglobulinas de caballo que van a conformar el suero
antiofidico. El suero asi obtenido es luego ajustado a una potencia neutralizante estandar,
esterilizado mediante filtracion y envasado asépticamente en ampollas. (Rojas, 2003;
www.serpientesdevenezuela.ucv.ve). El antiveneno asi obtenido es sometido
posteriormente a un proceso de control de calidad, el cual implica el desarrollo de una serie
de evaluaciones que se pueden dividir en tres grupos: (Gutiérrez y col., 1996). 1) las
pruebas fisicas donde se observan las caracteristicas organolépticas del producto como
color y presencia de particulas, entre otras, 2) las pruebas quimicas que incluyen
determinacion de proteinas totales, albimina, electroforésis, pH, cloruro de sodio y fenol y
las pruebas biol6gicas que implican evaluaciones de esterilidad, pirdgenos, inocuidad y el
reconocido andlisis de potencia, empleado ampliamente como la Unica prueba de rutina

para evaluar la capacidad neutralizante del antiveneno (Gutiérrez y col., 1981). Esta

42


http://www.serpientesdevenezuela.ucv.ve/

determinacion de potencia se traduce como la dosis efectiva de antiveneno que puede
proteger del efecto letal del veneno al 50 % de la poblacion de ratones (DEsp) y es
considerada la via méas efectiva para analizar la eficacia del antiveneno (Sénchez y col.,
2003). Sin embargo, el hecho de que existen variaciones importantes en las caracteristicas
bioquimicas y farmacoldgicas de venenos de ejemplares de una misma especie
provenientes de regiones geograficas diferentes, plantea la necesidad de investigar si este
antiveneno es realmente eficaz en la neutralizacion de las diferentes actividades toxicas de
los venenos de serpientes (Rojas y col., 1987), ya que la actividad neutralizante de un
antiveneno contra un veneno en particular, depende de la composicion antigénica de los
venenos incluidos en la mezcla inoculada a los caballos. (Otero y col., 1995). Lo que es
particularmente relevante, ya que generalmente los productores de veneno cuentan con
serpientes venenosas criadas en cautiverio, las cuales provienen de unos pocos especimenes
de una sola localidad, por lo que probablemente estas contengan solamente una fraccion del
namero total de antigenos presentes en la especie, lo que conduce al desarrollo de un
antiveneno que puede ser menos efectivo contra el veneno de otras especies o incluso de la
misma especie pero de diferentes localidades geograficas a las incluidas en la produccién
del suero (Fry y col., 2003). Esto se ha observado en diferentes evaluaciones
experimentales, entre estos Rojas y col. (2005) reportaron que un antiveneno especifico
(antibotropico: B. atrox, B. brazili, B. barnetti y B. pictus) empleado clinicamente en Peru y
que es altamente efectivo en la neutralizacion de las actividades letal, hemorrégica,
miotdxica, coagulante, desfibrinante y edematizantes de B. atrox y B. pictus; fall6 en
neutralizar las actividades coagulantes de B. barnetti y edematizante de B. brazili, en

estudios con preincubacion de veneno-antiveneno.

43



Lopez y col. (2004), en la evaluacion de la neutralizacion de las actividades letal,
hemorragica y coagulante de las mapanares venezolanas B. colombiensis, B. venezuelensis,
B. atrox (Edo. Bolivar) y Porthidium lansbergii humani por los antivenenos comerciales
producidos en Costa Rica y Venezuela, refieren que aunque ambos antivenenos
neutralizaron eficazmente la actividad letal de B. atrox, no fueron efectivos en la

neutralizacion de la actividad hemorragica de este mismo veneno.

Y mas recientemente Duque y Scannone (2006) observaron que el antiveneno polivalente
venezolano aunque altamente efectivo en la neutralizacion de las actividades letal,
hemorragica, desfibrinante y coagulante del veneno de B. atrox (Edo Amazonas), solo fue
parcialmente efectivo en la neutralizacion de sus actividades edematizante y hemolitica
indirecta, en ensayos que implicaron la incubacion de veneno-antiveneno previo a la

aplicacion del tratamiento a ratones.

Esta menor capacidad neutralizante de los antivenenos como se sefialé anteriormente, se ha
relacionado principalmente a la baja cantidad de anticuerpos capaces de neutralizar las
toxinas responsables (Ferreira y col., 1992b), lo que aunado a que usualmente en victimas
humanas el antiveneno se administra varias horas después de ocurrida la mordedura, hace
evidente el desarrollo de importantes complicaciones en el tratamiento del accidente ofidico
que sugieren que en tales casos las secuelas seran practicamente inevitables. (Gutiérrez y

Bolafios, 1980).

Adicionalmente cuando se habla de antivenenos también es importante destacar la

extensiva neutralizacion cruzada entre diversos venenos botrépicos y antivenenos
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producidos en varios paises de América Latina. Como la sefialada por L6pez y col. (2004),
quienes refieren que el antiveneno polivalente empleado en Costa Rica fue completamente
efectivo para neutralizar los efectos letal, hemorragico y coagulante del veneno de B.
colombiensis (Venezuela), mientras que en el caso de B. atrox (Edo. Bolivar, Venezuela),
este antiveneno es efectivo sélo en la neutralizacion de los efectos letal y procoagulante, lo
que sugiere importantes similitudes inmunolégicas entre toxinas relevantes en venenos
botropicos de diferentes paises y soporta la propuesta de diferentes investigadores de que
algunos antivenenos son efectivos contra venenos heterdlogos de otros paises y que podrian
ser utiles en situaciones en las cuales la produccion local de antiveneno no esté disponible;
sin embargo su capacidad neutralizante debe ser evaluada antes de su aplicacion clinica.

(Rojas y col., 2005).

Como se evidencia, la elevada complejidad de los venenos de serpientes la cual radica no
s6lo en su composicion quimica sino en la variedad y magnitud de los efectos desarrollados
por sus constituyentes con actividades biologicas o toxicas, la cual es ademas profundizada
por la variabilidad interespecifica e intraespecifica en la composicion quimica y actividades
farmacoldgicas de los venenos (Bogarin y col., 1999), también conlleva importantes
implicaciones préacticas en el disefio, produccién y control del Unico tratamiento especifico
para estos casos: los antivenenos (Otero y col., 1995), aspectos que obligan a que las
poblaciones con una abundante herpetofauna venenosa, como Venezuela, deban realizar
esfuerzos no sélo para identificar sus serpientes de importancia médica, sino por
caracterizar ampliamente sus venenos de manera de ampliar y profundizar los
conocimientos sobre los factores implicados en la morbilidad y mortalidad en los

accidentes ocasionados con estas especies, lo que obviamente podria repercutir en la
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optimizacion de los cuidados clinicos de las victimas del accidente ofidico vy

fundamentalmente en elevar la efectividad de la terapia antiofidica.

En el caso de la optimizacion de los antivenenos, los expertos han tratado de solucionar esa
menor neutralizacidén observada usualmente contra los efectos locales desarrollados por los
venenos, por una via que implica el enriquecimiento de los indculos con proteinas/toxinas o
incluso fracciones representativas antigénicamente, ampliando su efectividad al reducir el
efecto de dilucion del titulo de los antivenenos, aspecto atribuido a la presencia en los
indculos de veneno crudo de constituyentes fuertemente antigénicos pero de escaso 0
ningan compromiso toxicologico o fisiopatologico. (Gutiérrez y col., 1985) Este proceso de
enriquecimiento del indculo podria representar a futuro una valiosa herramienta para el
mejoramiento de la terapia antiofidica y aunque si bien es cierto que es un proceso que para
ser puesto en préactica se requiere de enormes esfuerzos institucionales, entre sus primeros
pasos esta precisamente el conocer el alcance fisiopatologico de los venenos, sus diferentes
fracciones, como se distribuyen los constituyentes con actividades toxicas o biologicas en
ellas, hasta caracterizar incluso de forma particular las proteinas o constituyentes con
importancia clinica presentes en los mismos. Evaluaciones que adicionalmente podrian
repercutir en la optimizacion de los cuidados clinicos de las victimas del accidente ofidico,
ya que podrian revelar aspectos fisiopatoldgicos importantes que contribuyan al diagnéstico

e incluso el pronostico del accidente ofidico.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar las principales actividades toxicas del veneno total de la serpiente venezolana
Bothrops colombiensis de Paracotos (Edo. Miranda) y sus fracciones, obtenidas por
exclusion molecular y evaluar su compromiso en el efecto fisiopatolégico ocasionado en
diferentes 6rganos blanco como masculo, pulmdn, higado, rifidén, corazén y pancreas en

ratones

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudio toxinoldgico y clinico del veneno total de Bothrops colombiensis

(Paracotos)

a. Determinar la toxicidad aguda (letalidad) del veneno total de Bothrops
colombiensis.

b. Determinar la actividad edematizante del veneno total de Bothrops colombiensis.

c. Determinar la actividad necrosante del veneno total de Bothrops colombiensis.

d. Determinar la actividad desfibrinante del veneno total de Bothrops colombiensis.

e. Determinar de la actividad hemorragica del veneno total de Bothrops colombiensis.

f. Determinar la actividad coagulante in vitro sobre plasma humano del veneno total
de Bothrops colombiensis.

g. Determinar la actividad tipo fosfolipasa A, del veneno total de Bothrops

colombiensis.
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Determinar los niveles de los marcadores hepaticos alanina aminotransferasa (ALT)
y aspartato amino transferasa (AST) en suero de ratones tratados con veneno total
de Bothrops colombiensis, a diferentes tiempos.

Determinar los niveles de los marcadores de funcién renal: urea (BUN) y creatinina
en suero de ratones tratados con veneno total de Bothrops colombiensis a diferentes
tiempos.

Determinar los niveles de glicemia y amilasa en suero de ratones tratados con
veneno total de Bothrops colombiensis a diferentes tiempos.

Describir el perfil de proteinas del veneno total de Bothrops colombiensis con la
ayuda de técnicas de electroforesis en gel.

Describir los dafios tisulares que. produce el veneno total de Bothrops colombiensis
en diferentes 6rganos blanco: rifidn, pulmén, corazdn, pancreas, musculo e higado,
empleando técnicas histopatologicas.

Fraccionar el veneno total de Bothrops colombiensis por cromatografia de

exclusion molecular.

Estudio toxindlogico y clinico de las fracciones liofilizadas del veneno total de

Bothrops colombiensis.

Determinar la toxicidad aguda (letalidad) inducida por las fracciones del veneno total
de Bothrops colombiensis.
Determinar la actividad edematizante de las fracciones del veneno total de Bothrops

colombiensis.
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Determinar la actividad necrosante de las fracciones del veneno total de Bothrops
colombiensis.

Determinar la actividad desfibrinante de las fracciones del veneno total de Bothrops
colombiensis.

Determinar de la actividad hemorragica de las fracciones del veneno total de
Bothrops colombiensis.

Determinar la actividad coagulante in vitro sobre plasma humano de las fracciones
del veneno total de Bothrops colombiensis.

. Determinar la actividad tipo fosfolipasa A, de las fracciones del veneno total de
Bothrops colombiensis.

Determinar los niveles de los marcadores hepaticos alanina aminotransferasa (ALT)
y aspartato amino transferasa (AST) en suero de ratones tratados con las fracciones
del veneno total de Bothrops colombiensis, a diferentes tiempos.

. Determinar los niveles de los marcadores de funcion renal: urea (BUN) y creatinina
en suero de ratones tratados con las fracciones del veneno total de Bothrops
colombiensis a diferentes tiempos.

Determinar los niveles de glicemia y amilasa en suero de ratones tratados con las
fracciones del veneno total de Bothrops colombiensis a diferentes tiempos.

Describir el perfil de proteinas de las diferentes fracciones obtenidas para el veneno
total de Bothrops colombiensis con la ayuda de técnicas de electroforesis en gel.
Describir los dafios tisulares que. produce el veneno total de Bothrops colombiensis
en diferentes érganos blanco: rifién, pulmén, corazdn, pancreas, musculo e higado,

empleando técnicas histopatoldgicas.
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CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Animales

Se utilizaron ratones blancos sin distincion de sexo, cepa INH, con un peso entre 18 y 30 g,
provenientes del Bioterio del Instituto Nacional de Higiene Rafael Rangel, los cuales
fueron mantenidos en jaulas de acero inoxidable, con suministro de agua y alimento

(Ratarina®) a voluntad, hasta el momento de las evaluaciones.

Veneno

Para todas las evaluaciones se utilizd el veneno cristalizado de especimenes de B.
colombiensis, recolectadas en la region de Paracotos en el estado Miranda (figura 5), el cual
fue suministrado por el Laboratorio de Investigaciones de la Facultad de Farmacia de la
Universidad Central de Venezuela. Dicho veneno se mantuvo almacenado a 4° C sobre

CaCl, y al vacio hasta el momento de las diferentes evaluaciones planteadas.

Fracciones Liofilizadas

Estas fueron obtenidas por la liofilizacion de las fracciones del veneno total de Bothrops
colombiensis obtenidas por cromatografia de exclusion molecular en Sephadex® G-100.
Los li6filos obtenidos se mantuvieron congelados a —20°C hasta el momento de su

evaluacion.
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Figura 5

Mapa del Estado Miranda
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La zona en blanco representa el Estado Miranda. En el ovalo rojo se sefiala la zona de
procedencia de los ejemplares de B. colombiensis disponibles para este estudio.

Tomado de www.a-venezuela.com/.../viales/mirandav.html
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METODOLOGIA

Fraccionamiento del veneno

El fraccionamiento del veneno se realizé por cromatografia de exclusion molecular. Para
esto se empled una columna de fraccionamiento de 2,5 cm de didmetro por 100 cm de
longitud, la cual se ubicd en un cuarto frio a 8 °C, se empac6 con Sephadex G-100
(Pharmacia®, Upsala, Suecia), se equilibrd con acetato de amonio 0,2 N la cual constituyé

la fase mavil y se ajusto para la obtencion de un flujo de 8 ml/hora.

A través de dicha columna se eluyeron de forma individual 6 soluciones de 250 mg del
veneno/ 5 ml de acetato de amonio 0,2 N, previamente centrifugadas a 3000 rpm por 10
minutos, para eliminar los restos insolubles. Los eluatos obtenidos, se retomaron en tubos
de ensayo de 30 ml con la ayuda de un colector automatico (Wilson Linear Fractionator®,
Middleton, Wisconsin), programado para un cambio de tubo cada 30 min. Finalmente, a las
fracciones obtenidos se les determind su absorbancia a una longitud de onda de 280 nm en
un espectrofotometro UV-VIS (Beakman Coulter®), se registré el perfil de elucion, se
delimitaron los picos de interés y las fracciones correspondientes a cada uno de los picos

obtenidos se recolectaron y liofilizaron (Liofilizador LABCONCO®)

Determinacion de letalitad (dosis letal cincuenta)

Dosis seriadas del veneno entre 0,79 y 12,63 mg/Kg, asi como de las fracciones liofilizadas
en un rango de 1,05 a 2,11 mg/Kg disueltas en solucion de cloruro de sodio (NaCl) al
0,85%, se administraron por la via intraperitoneal en un volumen de inyeccion de 0,2 ml a

grupos de 4 ratones por dosis. Posteriormente a las 24 y 48 horas post-tratamiento se
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registrd el nimero de animales vivos y muertos. Los resultados obtenidos se expresaron
como dosis letal cincuenta (DLsg), definida como la menor cantidad de veneno o fraccion
capaz de causar la muerte al cincuenta por ciento de la poblacién animal inoculada y se

estimo de acuerdo al método de Spearman-Karber (WHO, 1981).

Determinacion de la actividad hemorragica.

Dosis seriadas del veneno entre 150 y 1120 ug/ml; asi como de las las fracciones
liofilizadas en un rango de 7,5 a 2360 pg/ml disueltas en NaCl al 0,85%, se administraron
por la via intradérmica, en la region abdominal en un volumen de inyeccion de 0,1 ml a
grupos de 4 ratones por dosis. Como control negativo, un grupo adicional de 4 ratones se
inoculé con 0,1 ml del vehiculo. Dos horas después de la aplicacion del tratamiento, los
animales se sacrificaron, se removid la piel de la region abdominal, se midi6 el area de la

lesion hemorragica en la cara interna de la piel y se determind el didmetro de la lesion

desarrollada empleando la siguiente ecuacion D = 2 /arnea . Los resultados obtenidos se

expresaron como dosis hemorragica minima (DHM), la cual se define como la cantidad de
veneno que induce un area hemorragica de 10 mm de diametro dos horas después de la

inoculacion del veneno (Gutiérrez, 1985).

Determinacion de la actividad edematizante.

Dosis seriadas del veneno entre 8 y 160 ug/ml; asi como de las fracciones liofilizadas en un
rango de 2,40 a 960 ug/ml disueltas en NaCl al 0,85%, se administraron en la almohadilla
plantar de la extremidad posterior derecha, en un volumen de inyeccion de 0,05 ml, a
grupos de 4 ratones por dosis a evaluar. La almohadilla plantar de la extremidad izquierda
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se inyectd con el vehiculo y fue usada como control. Posteriormente, una hora después de
la aplicacion del tratamiento, los animales se sacrificaron y se seccionaron las 2
extremidades posteriores, las cuales fueron pesadas en balanza analitica. El edema se
estimd en términos porcentuales, como el aumento de peso de la extremidad derecha con
relacion a la extremidad izquierda, finalmente los resultados se expresaron como dosis
edematizante minima (DEM) definida como la cantidad de veneno que produce un edema

de un 30 % después de una hora de exposicion (Yamakawa y col., 1976).

Determinacion de la actividad necrosante.

La actividad necrosante del veneno se determinGd por medio de la cuantificacion de la
enzima creatina fosfoquinasa (Gutiérrez y col., 1981). Para esto, una dosis de 40 ug/0,1 mi
del veneno de Bothrops colombiensis disuelto en solucion salina al 0,85 %, se administro
por la via intramuscular, en un volumen de inyeccion de 0,1 ml a 11 grupos de 12 ratones
asignados al azar. Posteriormente a intervalos de 1, 3, 6, 15, 24 48, 72, 96, 120, 144 y 168
horas de la aplicacion del tratamiento, el grupo de animales correspondiente fue anestesiado
con éter y se recolecté una muestra de sangre de cada uno de los animales tratados, a través
del plexo axilar Las muestras se depositaron en tubos eppendorf limpios y secos por grupo
de tratamiento, estos se centrifugararon a 3000 rpm por 10 min. y se recolectd el suero, en
el que se cuantifico la actividad de la enzima creatina fosfoquinasa (CPK), para lo que fue
utilizado un kit diagndstico de Stanbio Labotarory® (Procedimiento N°. 2910. Ver anexos).
Los controles se constituyeron por dos grupos adicionales de 12 ratones, de los cuales un
grupo fue inoculado con 0,1 ml del vehiculo (control del vehiculo), mientras que al segundo
grupo no se le aplicé tratamiento alguno (control sano). Los resultados fueron expresados

como actividad enzimatica (U/L), definida como la cantidad de enzima la cual oxida un
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pmol/L de NADP por minuto y se evalud el desarrollo del efecto necrosante en funcion del

tiempo.

Para el estudio de las fracciones se emplearon: 100 pg/0,1 ml de la FI, 50 ug/0,1 ml de la

FIl y 80 pg/0,1 ml de la FIII.

Determinacion de la actividad desfibrinante.

Dosis seriadas del veneno entre 5,5 y 25,5 pug/ml; asi como de las fracciones liofilizadas en
un rango de 3,75 a 120 pg/ml disueltas en NaCl al 0,85%, se administraron por la via
intravenosa, en un volumen de inyeccion de 0,2 ml a grupos de 4 ratones por dosis. Como
control negativo, un grupo adicional de 4 ratones se inoculé con 0,2 ml del vehiculo. Una
hora después de la aplicacion del tratamiento y bajo anestesia con éter, se tomo una muestra
de sangre del plexo axilar de cada uno de los ratones tratados y se coloco en tubos de
ensayo de plastico. Dos horas después de la recoleccion de las muestras, se evalud la
coagulacion de las mismas y se determiné la dosis desfibrinante minima (DDM), la cual se
define como la cantidad de veneno capaz de inducir la incoagulabilidad de la sangre en

todos los animales inoculados (Theakston and Reid, 1983).

Determinacién de la actividad coagulante.

Dosis seriadas del veneno entre 0,5 y 32 ug/0,1 ml; asi como de las fracciones liofilizadas
en un rango de 0,1 a 100 ug/0,1 ml disueltas en NaCl al 0,85% se adicionaron a 0,1 ml de
plasma humano citratado (Fibrindgeno 389 mg %), pre-incubado a 37°C con 0,1 ml de

buffer tris HCL 0,01 M pH 7,3 en NaCl 0,15 M, posteriormente la mezcla se incub6 por 1
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min. a 37°C, se le adicion6 0,1 ml de CaCl, 0,05 M y se determind el tiempo de
coagulacién del plasma con la ayuda de un cronémetro. Los resultados fueron expresados
como dosis coagulante minima (DCM), la cual corresponde a la cantidad de veneno que
induce la coagulacion del plasma en la menor unidad de tiempo posible. Todas las
evaluaciones se realizaron por triplicado, incluyendo un control negativo, en el cual los 0,1
ml del veneno fueron sustituidos por 0,1 ml de solucion de NaCl al 0,85 % (Furukawa and

Hayaslei, 1977).

Determinacion de la actividad fosfolipasa A..

La actividad PLA; se determind por el método titulométrico descrito por De Haas y
modificado por Yang and King (1980), en el cual una emulsion acuosa de yema de huevo
es usada como sustrato. Para esto una yema de huevo fue homogenizada con 300 ml de
agua destilada y suplementada con 2,7 mM de deoxicolato de sodio y 20 mM de CaCl,.
Posteriormente a alicuotas de 10 ml del sustrato pre-incubado a 25 °C y alcalinizado a un
pH 8 con NaOH 0,01 M, se le adicion6 10 pL de soluciones con dosis del veneno entre 0,5
y 5 mg/ml; asi como de las fracciones liofilizadas en un rango entre 0,4 a 20 mg/ml
disueltas en solucion de NaCl al 0,85%. Finalmente con la ayuda de un autotitulador
(Radiometer Analytical® TIM 840), se titulé con NaOH 0,01 M el &cido graso liberado por
la accion del veneno sobre los fosfolipidos de la yema de huevo. Los resultados fueron
expresados como actividad enzimatica, cuya unidad es definida como la liberaciéon de 1

pequiv/min. de acido graso.
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Determinacion de la actividad de la enzima alanina aminotransferasa (ALT/SGPT).

Una dosis de 40 pg/0,1 ml del veneno de Bothrops colombiensis disuelta en NaCl al 0,85 %
fue administrada por la via intramuscular, en un volumen de inyeccién de 0,1 ml a 11
grupos de 12 ratones asignados al azar. Posteriormente a intervalos de 1, 3, 6, 15, 24 48, 72,
96, 120, 144 y 168 horas de la aplicacion del tratamiento, el grupo de animales
correspondiente fue anestesiado con éter y se recolectd una muestra de sangre de cada uno
de los animales, a través del plexo axilar. Las muestras recolectadas fueron depositadas en
tubos eppendorf limpios y secos por grupo de tratamiento, finalmente estos se centrifugaron
a 3000 rpm por 10 min. y se recolecto el suero, donde se cuantificd la actividad de la
enzima ALT/SGPT utilizando un kit de diagndstico in vitro Stanbio Laboratory®
(Procedimiento N° 2930. Ver anexos). Los controles incluidos, estuvieron constituidos por
dos grupos adicionales de 12 ratones, de los cuales un grupo se inoculé con 0,1 ml del
vehiculo (control del vehiculo) mientras que al segundo grupo no se le aplico tratamiento
alguno (control sano). Los resultados se expresaron como actividad enzimatica en U/L
(cantidad de enzima que produce un nmol/L de NADH por minuto) y se describieron sus

variaciones en funcién del tiempo.

Para el estudio de las fracciones se emplearon: 100 ug/0,1 ml de la FI, 50 ug/0,1 ml de la

FIl y 80 ug/0,1 mil de la FIII.
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Determinaciéon de la actividad de la enzima aspartato amino transferasa
(AST/SGOT).

Una dosis de 40 ug/0,1 ml del veneno de Bothrops colombiensis disuelta en NaCl al 0,85 %
fue administrado por la via intramuscular, en un volumen de inyeccion de 0,1 ml a 11
grupos de 12 ratones asignados al azar. Posteriormente a intervalos de 1, 3, 6, 15, 24 48, 72,
96, 120, 144 y 168 horas de la aplicacion del tratamiento, el grupo de animales
correspondiente fue anestesiado con éter y se colectd una muestra de sangre de cada uno de
los animales, a traves del plexo axilar. Las muestras recolectadas se depositaron en tubos
eppendorf limpios y secos por grupo de tratamiento, se centrifugaron a 3000 rpm durante
10 min. y recolecto el suero, donde se cuantificé la actividad de la enzima AST/SGOT
utilizando un kit de diagnostico in vitro de Stanbio Laboratory® (Procedimiento N° 2920.
Ver anexos). Los controles incluidos fueron constituidos por dos grupos adicionales de 12
ratones, de los cuales un grupo se inoculd con 0,1 ml del vehiculo (control del vehiculo)
mientras que al segundo no se le aplico tratamiento alguno (control sano). Los resultados se
expresaron como actividad enzimatica en U/L (cantidad de enzima que produce un nmol/L

de NADH por minuto) y se describieron sus posibles variaciones en funcién del tiempo.

Para el estudio de las fracciones se emplearon: 100 ug/0,1 ml de la FI, 50 ug/0,1 ml de la

FIl y 80 ug/0,1 mil de la FIII.

Determinacién de creatinina en suero de ratones
Una dosis de 40 pg/0,1 ml del veneno de Bothrops colombiensis disuelta en NaCl al 0,85 %

fue administrado por la via intramuscular, en un volumen de inyecciéon de 0,1 ml a 11
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grupos de 12 ratones asignados al azar. Posteriormente a intervalos de 1, 3, 6, 15, 24 48, 72,
96, 120, 144 y 168 horas de la aplicacion del tratamiento, el grupo de animales
correspondiente se anestesid con éter y se colectdé una muestra de sangre de cada uno de los
animales, a través del plexo axilar. Las muestras se recolectaron en tubos eppendorf limpios
y secos por grupo de tratamiento, posteriormente por centrifugacién a 3000 rpm se
recolecté el suero, donde se cuantificaron los niveles de creatinina empleando un kit de
diagndstico in vitro de Stanbio Laboratory® (Procedimiento N° 0420. Ver anexos). Los
controles incluidos, estuvieron constituidos por dos grupos adicionales de 12 ratones, de los
cuales un grupo se inoculd con 0,1 ml del vehiculo (control del vehiculo) mientras que al
segundo no se le aplico tratamiento alguno (control sano). Los resultados fueron expresados

en mg/dl. y se describieron sus posibles variaciones en funcion del tiempo.

Para el estudio de las fracciones se emplearon: 100 ug/0,1 ml de la FI, 50 ug/0,1 ml de la

FIl y 80 ug/0,1 ml de la FIII.

Determinacion de urea (BUN) en suero de ratones

Una dosis de 40 ug/0,1 ml del veneno de Bothrops colombiensis disuelta en NaCl al 0,85 %
fue administrada por la via intramuscular, en un volumen de inyeccion de 0,1 ml a 11
grupos de 12 ratones asignados al azar. Posteriormente a intervalos de 1, 3, 6, 15, 24 48, 72,
96, 120, 144 y 168 horas de la aplicacion del tratamiento, el grupo de animales
correspondiente se anestesié con éter y se colectd una muestra de sangre de cada uno de los
animales, a través del plexo axilar. Las muestras fueron recolectadas en tubos eppendorf
limpios y secos por grupo de tratamiento, posteriormente tras su centrifugacién a 3000 rpm

durante 10 min. se recolectd el suero y se cuantificaron los niveles de urea, empleando el
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kit de diagndstico in vitro de Stanbio Laboratory® (Procedimiento N° 2020. Ver anexo).
Los controles incluidos estuvieron constituidos por dos grupos adicionales de 12 ratones, de
los cuales un grupo se inocul6 con 0,1 ml del vehiculo (control del vehiculo) mientras que
al segundo no se le aplic6 tratamiento alguno (control sano). Los resultados se expresaron

en mg/dl. y se describieron sus posibles variaciones en funcion del tiempo.

Para el estudio de las fracciones se emplearon: 100 ug/0,1 ml de la FI, 50 ug/0,1 ml de la

FIl y 80 pg/0,1 ml de la FIII.

Determinacion de glicemia en suero de ratones.

Una dosis de 40 pg/0,1 ml del veneno de B. colombiensis disuelta en NaCl al 0,85 % se
administro por la via intramuscular, en un volumen de inyeccion de 0,1 ml a 11 grupos de
12 ratones asignados al azar. Posteriormente a intervalos de 1, 3, 6, 15, 24 48, 72, 96, 120,
144 y 168 horas de la aplicacion del tratamiento, el grupo de animales correspondiente se
anestesio con éter y se colectdé una muestra de sangre a cada uno de los animales, a traves
del plexo axilar. Las muestras fueron colectadas en tubos eppendorf limpios y secos por
grupo de tratamiento, los cuales se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min. y se recolecto
el suero, donde se cuantificaron los niveles de glucosa empleando un kit de diagndstico in
vitro de Stanbio Laboratory® (Procedimiento N° 1070. Ver anexos). Los controles
incluidos estuvieron constituidos por dos grupos adicionales de 12 ratones, de los cuales un
grupo se inoculé con 0,1 ml del vehiculo (control del vehiculo) mientras que al segundo no

se le aplicé tratamiento alguno (control sano). Los resultados se expresaron como
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concentracion en unidades de mg/dl y se describieron sus posibles variaciones en funcion

del tiempo.

Para el estudio de las fracciones se emplearon: 100 pg/0,1 ml de la FI, 50 ug/0,1 ml de la

FIl y 80 pg/0,1 ml de la FIII.

Determinacion de amilasa en suero de ratones.

Una dosis de 40 ug/0,1 ml del veneno de B. colombiensis disuelta en NaCl al 0,85 % fue
administrada por la via intramuscular, en un volumen de inyeccion de 0,1 mla 11 grupos de
12 ratones asignados al azar. Posteriormente a intervalos de 1, 3, 6, 15, 24 48, 72, 96, 120,
144 y 168 horas de la aplicacion del tratamiento, el grupo de animales correspondiente se
anestesio con éter y se recolectd una muestra de sangre de cada uno de los animales
tratados, a través del plexo axilar. Las muestras se recolectaron en tubos eppendorf limpios
y secos por grupo de tratamiento, se centrifugaron a 3000 rpm durante y se separo el suero,
donde se cuantifico los niveles de amilasa empleando un kit de diagndstico in vitro de
Stanbio Laboratory® (Procedimiento N° 2970. Ver anexo). Los controles incluidos
estuvieron constituidos por dos grupos adicionales de 12 ratones, de los cuales un grupo se
inocul6 con 0,1 ml del vehiculo (control del vehiculo) mientras que al segundo no se le
aplicd tratamiento alguno (control sano). Los resultados se expresaron como actividad

enzimatica en U/L y se describieron sus posibles variaciones en funcién del tiempo.

Para el estudio de las fracciones se emplearon: 100 ug/0,1 ml de la FI, 50 ug/0,1 ml de la

FIl'y 80 ug/0,1 ml de la FIII.
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Electroforesis

La electroforesis del veneno total y de sus fracciones liofilizadas se realizd en geles de
poliacrilamida, en condiciones no reducidas, de acuerdo a lo descrito por Laemmli (1970).
Para esto se empled una matriz discontinua de poliacrilamida formada por dos geles de
distinta densidad. Un gel de concentracion al 4,5 % y un gel de separacion al 12,5 %. Las
muestras de veneno total y las fracciones se diluyeron en el buffer de disolucién,
constituido por sodio dodecil sulfato (SDS), glicerol, buffer Tris pH 6,8 y azul de
bromofenol. Luego de la corrida los geles se colorearon con azul de Coomasie y se
decoloraron por inmersion en una mezcla de metanol: acido acético: agua destilada.
(25:7:68) Como referencia se empled una mezcla estandar de pesos moleculares de amplio
rango (BIO-RAD®, Prestained SDS-PAGE, Catalog 161-03-18, Control 310006442), para

estimar los pesos de las bandas obtenidas.

Evaluacion Histologica

Una dosis de 40 ug/0,1 ml del veneno de Bothrops colombiensis disuelta en NaCl al 0,85%
se administrd por la via intramuscular, en un volumen de inyeccion de 0,1 ml a 11 grupos
de 3 ratones asignados al azar. Posteriormente a intervalos de 1, 3, 6, 15, 24 48, 72, 96, 120,
144 y 168 horas de la aplicacion del tratamiento, el grupo de animales correspondiente se
anestesio con éter y se tomo biopsia de los siguientes 6rganos: pulmdn, rifidn, higado,
musculo esquelético, pancreas y corazdn. Las muestras de tejido recolectadas fueron fijadas
de inmediato con un medio constituido por PBS con 10 % de formaldehido y fueron
inmediatamente remitidas al Departamento de Patologia del Instituto Nacional de Higiene
Rafael Rangel para su evaluacién histopatolégica. Los controles incluidos estuvieron

constituidos por dos grupos adicionales de 3 ratones, de los cuales un grupo se inocul6 con
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0,1 ml del vehiculo (control del vehiculo) mientras que al segundo no se le aplico

tratamiento alguno (control sano).

Para el estudio de las fracciones se emplearon: 100 pg/0,1 ml de la FI, 50 ug/0,1 ml de la

FIl y 80 pg/0,1 ml de la FIII.

Analisis de los datos.

En la caracterizacion toxinologica y clinica del veneno total y las diferentes fracciones

evaluadas, los datos se expresaron como la media + la desviacion estandar de al menos 3

evaluaciones independientes.

La comparacion de promedios se realizd por analisis de varianza de una via (ANAVA),

utilizando el programa estadistico STATISTIX® versién 1,0 (1996), considerando valores

con diferencia estadisticamente significativa con un a de 0,05.
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CAPITULO 11
RESULTADOS
Estudio toxinoldgico y clinico del veneno total de
Bothrops colombiensis (Paracotos-Edo. Miranda).
Caracterizacion toxinolégica
Durante el estudio toxinoldgico del veneno total de la serpiente Bothrops colombiensis de
la region de Paracotos en el estado Miranda, se observO que este es capaz de inducir en
roedores actividad letal, hemorragica, desfibrinante y edematizante. De igual forma, el
veneno exhibio in vitro actividad coagulante sobre plasma humano y actividad tipo
fosfolipasa A, En la tabla 3 se resumen los resultados obtenidos para las diferentes

actividades evaluadas.

Tabla 3

Caracterizacion toxicoldgica del veneno total de Bothrops colombiensis
de Paracotos-Edo. Miranda

Actividad evaluada Dosis obtenida
DLso (mg/kg) 4,92 +0,16
DHM (pg/raton) 34,62 + 6,25
DEM (pg/raton) 0,62 = 0,04
DDM (ug/ratdn) 3,5
DCM (ug) 0,5
Actividad Fosfolipasa (U) 56,82 + 2,65

Dlso. dosis letal cincuenta (Intraperitoneal). DHM: dosis hemorragica minima. DEM: dosis edematizante
minima. DDM: dosis desfibrinante minima. DCM: dosis coagulante minima. U: unidades

Actividad letal: la letalidad inducida por la administracion intraperitoneal del veneno total

de Bothrops colombiensis exhibié una relacion dosis dependiente, se observé un
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incremento de la letalidad al aumentar la dosis administrada. Se obtuvo una DLsg de 4,92 +

0,16 mg/kg (n=3) bajo las condiciones de este estudio.

En la estimacion de esta actividad, se evaluaron dosis del veneno entre los 0,79-12,63
mg/Kg y se observé que con dosis iguales o inferiores a los 3,16 mg/Kg no hay signos
clinicos de intoxicacion en los animales tratados, mientras que con dosis equivalentes a los
6,32 mg/Kg se evidencié agarrotamiento de trenes y paralisis flacida de tren posterior y a
dosis tan altas como 12,63 mg/Kg se observd en el grupo correspondiente de individuos
dificultad de desplazamiento en tren posterior y anterior, exostalmo, convulsiones tonico

clénicas y opistétono.

Actividad hemorragica: en la evaluacion de la actividad hemorragica se observaron
lesiones no muy bien definidas en la piel de los ratones tratados, las cuales presentaron un
aspecto similar a petequias (aspecto moteado). Dichas lesiones no incrementaron su
intensidad de forma dosis dependiente, a diferencia del diametro de las mismas el cual si
increment6 de manera directamente proporcional a la dosis de veneno evaluada (Gréafica 1).
Adicionalmente se observd que con dosis superiores a los 44 ug, el 25% de los animales
tratados, desarrollé necrosis adicional a la lesidn hemorragica, lesion que se incremento en
intensidad y numero de animales afectados de forma directamente proporcional al
incremento de la dosis de veneno evaluada. Se obtuvo una DHM de 34,62 + 6,25 pg/raton
(n=3). Mientras que en los animales tratados con solucion de NaCl al 0,85 %, no se observé

el desarrollo de lesién hemorréagica.
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Gréfica l

Determinacion de la dosis hemorrégica minima del veneno total de
Bothrops colombiensis de Paracotos (Edo. Miranda).
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Actividad edematizante: el edema inducido por el veneno de Bothrops colombiensis
presentd una relacién dosis dependiente, observandose un incremento del porcentaje de
edema que fue directamente proporcional a la dosis de veneno evaluada (Gréafica 2). En
algunos de los animales tratados, se observd que el edema se extendio mas alla de la
almohadilla plantar, comprometiendo toda la extremidad implicada, efecto que se manifesto
con dosis tan bajas como 0,5 ug de veneno y que se hizo evidente en un mayor nimero de
animales con el incremento de la dosis de veneno evaluada. También es de destacar, que en
los animales tratados no se observo el desarrollo de hemorragia en la zona de aplicacién del

tratamiento, al comparar con su respectivo control (figura 6).
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Gréfica 2

Determinacion de la actividad edematizante del venemo total de
Bothrops colombiensis de Paracotos (Edo. Miranda)
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Figura 6

Actividad edematizante del veneno de Bothrops colombiensis
de Paracotos (Edo. Miranda)

Extremidades de roedores tratadas con dosis de veneno total de A: 0,25 pg
B: 1ug y C: 2 ug. A la izquierda control (solucion NaCl 0,85%) y derecha veneno total

Actividad necrosante: en la evaluacion de la actividad necrosante, medida por medio de la
determinacion de los niveles de la enzima CPK en suero de ratones tratados con 40 ug de
veneno, se observé que los valores de actividad de dicha enzima comenzaron a

incrementarse, con relacion a los controles del experimento a las tres horas pos-tratamiento,
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alcanzando su méxima expresion a las seis horas de exposicidn al veneno. A las siguientes
quince horas, se observo una importante reduccion de este marcador en el suero de los
roedores tratados, la cual alcanzd niveles de actividad comparables a los obtenidos para los
controles del experimento a las siguientes 24 horas post exposicion, niveles que se
observaron sin diferencia estadisticamente significativa hasta las ciento veinte horas de la
aplicacion del tratamiento. Finalmente a las ciento cuarenta y cuatro horas post-tratamiento,
se observd un marcado incremento en los niveles de CPK seguida con una disminucién
importante a las siguientes ciento sesenta y ocho horas post-tratamiento, pero que no
alcanzé a los niveles normales para CPK (controles sano/vehiculo) obtenidos de acuerdo a

las condiciones de este estudio. (Gréafica 3)

Gréafica 3

Evaluacion de la actividad necrosante del veneno total de Bothrops
colombiensis de Paracotos (Edo. Miranda)
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* Valores sin diferencia estadisticamente significativa de los controles (a: 0,05).
CS: ratones sin tratamiento. CV: ratones tratados con 0,1 ml de solucién NaCl 0,85 %

Actividad desfibrinante: la tabla 4 reGne los resultados obtenidos para dicha actividad,

donde se evidencia una dosis desfibrinante minima de 3,5 pg de veneno (n=3). Se observo
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de manera general una relacion dosis dependiente, con un incremento en el porcentaje de
muestras de sangre incoagulables al aumentar la dosis de veneno evaluada. En el caso de
los ratones tratados con la solucion de NaCl al 0,85 % (vehiculo), no se evidencio
alteraciones en la coagulacion de las muestras de sangre recolectadas, de acuerdo a las

condiciones de este estudio.

Tabla 4

Determinacién de la actividad desfibrinante del veneno total de
Bothrops colombiensis de Paracotos (Edo. Miranda).

Dosis (pg/raton) Porcentaje de Efecto
1,0-2,0 0
2,5 25
3,0 50
3,5 100
40-55 100
Control (Solucién NaCl 0,85 %) 0

Nota: en rojo DDM

Actividad Coagulante: el veneno evaluado mostro efecto pro-coagulante in vitro, de
acuerdo a las condiciones de este estudio, con una relacion dosis dependiente caracterizada
por una reduccion del tiempo necesario para la induccion de la coagulacion del plasma al
aumentar la dosis del veneno evaluado, como se evidencia en la tabla 5. Se obtuvo una

DCM de 0,5 ug de veneno (n=3).
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Actividad tipo Fosfolipasa A;:

El veneno total mostrd actividad tipo fosfolipasa A; in vitro, al ser evaluado contra un

sustrato a base de yema de huevo. Se obtuvo una actividad de 56,82 + 2,65 U/mg (n=5).

Tabla b

Determinacion de la actividad coagulante del veneno total de
Bothrops colombiensis de Paracotos (Edo. Miranda).

Dosis (ug/0,1 ml) Tiempo de coagulacion (seg.)
0,125 119,85+ 12,78
0,25 70,588 + 9,97
0,5 30,32 + 9,69
1 Coagulado sin calcio
Control (Solucién NaCl 0,85 %) 369,35 £ 13,22

Nota: en rojo DCM

Caracterizacion Clinica

Determinacion de la actividad de la enzima aspartato aminotransferasa (AST/SGOT):
en la evaluacion de la actividad de esta enzima se observo un nivel de AST en suero para
los grupos control sano y control salina de 82,8 + 8,13 y 108,13 + 6,46 U/L
respectivamente, los cuales mostraron diferencias estadisticamente significativas entre si
(a: 0,05). Al comparar con este basal el resto de los tratamientos pautados, se observo que
los niveles de AST en suero se incrementaron desde la primera hora post-tratamiento,
alcanzando su maxima actividad a las seis horas (391,47 + 15,21 U/L), con niveles que se
mantuvieron sin diferencia estadisticamente significativa hasta las quince horas post-
tratamiento. A las siguiente veinticuatro horas post exposicion, se observo una importante

reduccion de los niveles de AST en suero, alcanzando incluso los niveles basales (131,58 +
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23,57 U/L), los cuales se mantuvieron sin diferencia estadisticamente significativa hasta las
ciento veinte horas post exposicion al veneno evaluado. A las ciento cuarenta y cuatro
horas post-tratamiento, se observo un ligero incremento en los niveles de AST en suero a
176,47 + 34,16 U/L (1,63 veces el control de vehiculo), el cual se resolvio a las siguientes
ciento sesenta y ocho horas donde se alcanzaron niveles de actividad de AST equivalentes a
121,45 + 16,47 U/L, los cuales no presentaron diferencia estadisticamente significativa del

control vehiculo del experimento (Grafica 4).

Grafica 4

Determinacion de la actividad de la enzima AST/SGOT en suero
de ratones tratados con veneno total de Bothrops colombiensis
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* Valores con diferencia estadisticamente significativa de los controles (a: 0,05)
CS: ratones sin tratamiento. CV: ratones tratados con 0,1 ml de solucion NaCl 0,85 %

Determinacion de la actividad de la enzima alanina aminotransferasa (ALT/SGPT): en
la evaluacion de la actividad de la enzima ALT en suero de ratones observamos un nivel de
dicho marcador para el control sano y control salina de 46,505 £ 6,97 y 43,08 * 4,44 U/L
respectivamente, los cuales no presentaron diferencias estadisticamente significativas entre

si (a: 0,05). Al utilizar este nivel basal como referencia para el resto de los grupos de
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tratamiento, se observé que los niveles de la enzima en los animales tratados comenzaron a
incrementar a la primera hora de aplicacion del tratamiento (Gréfica 5), incremento que se
mantuvo sin diferencia estadisticamente significativa hasta las siguientes tres horas post
evaluacion, alcanzando su méaxima actividad a las seis horas post tratamiento (106,05 +
10,96) niveles que se mantuvieron sin diferencia estadisticamente significativa hasta las
quince horas post exposicion. A las siguientes veinticuatro horas, se observé un comienzo
en la reduccion de la actividad de la enzima, que alcanzé niveles basales a las cuarenta y
ocho horas, concentracion que se mantuvo constante sin diferencia estadisticamente
significativa durante el resto de las evaluaciones pautadas de acuerdo al protocolo de este

estudio (72-96-120-144 y 168 horas post tratamiento).

Gréafica b

Determinacion de la actividad de la enzima ALT/SGPT
en suero de ratones tratados con veneno total de Bothrops colombiensis
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* Valores con diferencia estadisticamente significativa de los controles (o= 0.05).
CS: ratones sin tratamiento. CV: ratones tratados con 0,1 ml de solucién NaCl 0,85 %
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Determinacion de creatinina: en la cuantificacion de los niveles de creatinina en suero de
ratones tratados con 40 pg de veneno total de Bothrops colombiensis, se observo que los
niveles de dicho marcador para los grupos control sano y el control del vehiculo de 0,525 +
0,05 mg/dl y 0,667 £ 0,055 mg/dl respectivamente, los cuales presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre si. Al comparar estos niveles basales con lo obtenido
para los siguientes grupos del protocolo de trabajo, se observo que los niveles de creatinina
sOlo se incrementaron a las setenta y dos y ciento cuarenta y cuatro horas post tratamiento,

alcanzando niveles de 0,76 + 0,058 mg/dl y 0,766 +0,058 mg/dl respectivamente (Gréafica

6).
Grafica 6

Determinacién de creatinina en suero de ratones

tratados con veneno total de Bothrops colombiensis
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+ Valores con diferencia estadisticamente significativa de los controles (o= 0.05).

Determinacion de urea: en la determinacion de los niveles de urea, se observé para los
grupos control sano y control salina niveles de 22,48 + 0,318 y 21,83 £ 1,91 mg/dl

respectivamente, los cuales al ser evaluados no mostraron diferencias estadisticamente
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significativas entre si (a: 0,05). Al comparar este basal, con los niveles de urea detectados
en los siguientes grupos tratados, se observd un incremento en suero de este marcador
desde la primera hora post tratamiento de aproximadamente 1,6 veces los controles del
experimento (35,2 +0,566 mg/dl), nivel que se mantuvo sin diferencia estadisticamente
significativa hasta las seis horas post evaluacion. A las siguientes veinticuatro horas post
tratamiento, se hizo evidente una discreta disminucién de los niveles de urea en los
roedores tratados (30,88 = 2,895 mg/dl), los cuales se mantienen sin diferencia
estadisticamente significativa hasta las ciento cuarenta y cuatro horas post-tratamiento, para
finalmente alcanzar su nivel basal, de acuerdo a las condiciones de este estudio, a las ciento

sesenta y ocho horas siguientes (Grafica 7).

Gréafica 7

Determinacion de urea (BUN) en suero de ratones
tratados con veneno total de Bothrops colombiensis
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CS: ratones sin tratamiento. CV: ratones tratados con 0,1 ml de solucién NaCl 0,85 %

Determinacion de glicemia: en la determinacion de los niveles de glicemia se observo en

los grupos control sano y control salina niveles de 164,17 + 26,38 y 156 + 28,95 mg/dl
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respectivamente, los cuales no muestran diferencias estadisticamente significativas entre si
(a: 0,05). Al comparar este nivel basal con los niveles de glicemia detectados en los
siguientes grupos tratados, no se observaron diferencias estadisticamente significativas con
la excepcion del grupo correspondiente a las noventa y seis y ciento veinte horas, en los
cuales se manifest6 una reduccion (119, 17 + 6,50 mg/dl) y un discreto incremento en los

niveles de glicemia (208,48 + 10,76 mg/dl), respectivamente (Grafica 8).

Grafica 8

Determinacion de glicemia en suero de ratones
tratados con veneno total de Bothrops colombiensis
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+ Valores con diferencia estadisticamente significativa de los controles (a= 0,05).
CS: ratones sin tratamiento. CV: ratones tratados con 0,1 ml de solucién NaCl 0,85 %

Determinacion de amilasa: en la determinacion de los niveles de amilasa se observo en los
grupos control sano y control salina niveles de 2786,2 + 123,26 y 3003,4 + 111,73 U/L
respectivamente, los cuales al ser evaluados no muestran diferencias estadisticamente
significativas entre si (a: 0,05). Al comparar este nivel basal con los niveles de amilasa
detectados en los siguientes grupos tratados de acuerdo al protocolo empleado, se observo

que los niveles de amilasa en suero permanecen constantes y sin diferencia significativa de
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los controles desde la primera hora hasta las quince horas post-tratamiento (a: 0,05). A las
veinticuatro horas post-tratamiento, se hizo evidente un incremento en los niveles de
amilasa en suero (4268 + 733,04 U/L) el cual se observé constante hasta las setenta y dos
horas, mientras que su maxima actividad se presentd en el grupo de ratones evaluados a las
ciento veinte horas post-exposicion (5486,4 + 193,67 U/L). Posteriormente a las ciento
cuarenta y cuatro horas se observd el inicio del descenso de este marcador, alcanzando
finalmente a las ciento sesenta y ocho horas post-tratamiento, niveles basales de actividad

de acuerdo a las condiciones de este estudio (Grafica 9).

Grafica 9

Determinacion de amilasa en suero de ratones
tratados con veneno total de Bothrops colombiensis
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Fraccionamiento del veneno total de Bothrops colombiensis
por cromatografia de exclusion molecular

Perfil de fraccionamiento del veneno: el perfil de elusion obtenido al leer a A de 280 nm,

los eluatos obtenidos tras el desarrollo de un proceso cromatografico por exclusion
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molecular se presenta en la gréfica 10 (n= 6). En esta se observa un perfil caracterizado por
5 picos o fracciones (uno principal y 4 secundarios), los cuales fueron identificados con los

nameros del | al V (Grafica 10).

El pico | o Fraccién | (FI) del veneno de Bothrops colombiensis, una vez liofilizada se
caracteriz6 por ser un liéfilo liviano, con aspecto de algodon y de color amarillo pélido. El
pico Il o Fraccion 11 (FIl), del veneno de Bothrops colombiensis tras su liofilizacion se
obtuvo un sustrato liviano, con aspecto de algodon y de color blanco. El pico 111 o Fraccion
11 (FII), tras su liofilizacion se caracterizO por presentar una apariencia de cristales
amorfos, muy seco, estables a temperatura y presion ambiental y de color marfil, ademas de
ser la fraccion que presentd la mayor concentracion de proteinas, como se evidencia en la
gréfica 10. Mientras que en el caso de los picos IV y V o fracciones IV y V (FIV y FV),
una vez liofilizadas, obtuvo un li6filo que no presentd caracteristicas fisico-quimicas
adecuadas para el trabajo analitico, ya que la FIV se presentd como un residuo que al
alcanzar la temperatura y la presién ambiental se hidrato impidiendo su manipulacion y la
FV se observo como un residuo oleoso, de color ambar, impregnado en el fondo del vial de
liofilizacion impidiendo también su manipulacién para los diversos procedimientos
planteados. Siendo en consecuencia solo viables, en base a sus caracteristicas fisico-
quimicas, para el desarrollo de las diferentes evaluaciones planteadas las Fracciones I, Il y

77



Gréafica 10

Perfil de fraccionamiento del veneno total de
Bothrops colombiensis de Paracotos en Sephadex G-100
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FI: pico o Fraccion I. Fl1: pico o Fraccion Il. FIl1: pico o Fraccion IlI.
FIV: Picos o fraccion IV. FV: Pico o fraccion V.

Electroforesis del veneno total de Bothrops colombiensis y sus fracciones

En la figura 7 se presenta el Perfil electroforético (SDS-PAGE) del veneno total y las
fracciones I, 11 y 11l del veneno de la serpiente Bothrops colombiensis de la regién de
Paracotos (Edo. Miranda). El veneno total en estudio presentd siete bandas proteicas con
pesos moleculares en el rango de 102,26 a 4,58 kDa, la gran mayoria de estas bandas, seis
en total, se encuentran localizadas en el rango de pesos moleculares de 23,52 a 4,58 kDa,
presentando mayor intensidad las localizadas al extremo inferior del rango anteriormente

mencionados.
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Para las fracciones, obtenidas por cromatografia de exclusién molecular, observamos en el
caso de la fraccion I, que ésta se resolvio en veinticuatro (24) bandas proteicas, distribuidas
en un rango de pesos moleculares entre 110,22 a 4,60 kDa con una distribucién que se
podria sefialar como no polarizada a lo largo de dicho rango. Para la fraccion Il se observo
un total de siete fracciones proteicas, distribuidas dentro de un rango de 33,63 a 10,85 kDa.
Finalmente en el caso de la fraccion Il1 tenemos un total de cinco bandas, ubicadas dentro

de un rango de pesos moleculares de 21, 81 a 4,41 kDa.

Al comparar estas diferentes fracciones contra el veneno total, vemos que con la fraccion |
presenta tres bandas en comun; localizadas en el rango de 103,12 a 14,95 kDa. Con la
fraccion Il se evidencio dos bandas en comun, con un peso molecular entre 34,58 a 27,24
kDa. Mientras que con la fraccidn tres observamos tres bandas en comun, todas de bajo

peso molecular y distribuidas en un rango entre 10,01 a 4,41 kDa.
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Figura 7

Perfil electroforético (SDS-PAGE) del veneno total y fracciones de la serpiente
Bothrops colombiensis de la regién de Paracotos (Edo. Miranda)
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Marcadores de peso molecular: Miosina (206,33 kDa). B-galactosidasa
(118,115 kDa). Albumina de suero bovino (97,27 kDa). Ovalbumina (54,84 kDa).
Anhidrasa carbonica (37,65 kDa). Inhibidor de tripsina (29,38 kDa).
Lisosima (17,47 kDa). Aprotinina (6,72 kDa).

VT: veneno total. FI: Fraccion I. FII: Fraccion Il 'y FIII: Fraccion I11.
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Evaluacion histopatoldgica del veneno total de Bothrops colombiensis

Los resultados obtenidos en el estudio histopatoldgico desarrollado por el Departamento de
Patologia del INH-RR se resumen en la tabla 6, en ésta se resumen las lesiones observadas
en una serie de 6rganos extraidos a diferentes intervalos de tiempo, de acuerdo al protocolo
de trabajo, de ratones blancos cepa INH inoculados con 40 g de veneno total de Bothrops
colombiensis. Se observd que para los diferentes grupos de tratamiento establecidos para
este estudio, las lesiones estan restringidas basicamente a rifion, corazén y masculo
esquelético. En el caso de pulmdn y pancreas los expertos reportaron que las lesiones
observadas pudieran atribuirse a patologia espontanea del raton. Con relacion al higado
tampoco hubo resultados concluyentes, ya que los expertos sefialan existe escasa
diferenciacion entre la accion toxica del tratamiento aplicado y la patologia espontanea de
la especie. Mientras que en el caso de los grupos control sano y control de vehiculo, no

hubo reporte de la observacion de lesiones en los diferentes 6rganos evaluados.

Tabla 6

Lesiones inducidas por el veneno total de
Bothrops colombiensis en raton blanco cepa INH.

Tiempo de evaluacion Observacion
(horas)
1 Rifion: tumefaccion turbia difusa (TTD) y necrosis cortical y

yuxtamedular (YM) difusa.

Corazon: necrosis multifocal de fibra cardiaca.

Musculo: fragmentacion de fibra muscular (FM) y degeneracién de
FM focal.

Higado: degeneracion hidropica moderada (DHM) y difusa (DHD).

3 Rifon: TTD.

Corazon: fragmentacion de fibras cardiacas.
Musculo: fragmentacion de FM.

Higado: DHD
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Tabla 6 (continuacion)

Lesiones inducidas por el veneno total de
Bothrops colombiensis en raton blanco cepa INH.

Tiempo de evaluacion
(horas)

Observacion

6

Rifion: TTD y necrosis cortical y YM difusa.
Corazon: Sin lesion microscopica visible (SLMV).
Musculo: fragmentacion de FM.

Higado:DHD.

15

Rifion: TTD.

Corazon: hipercontractibilidad de FM (HFM).

Musculo: HFM.

Higado: DHD. Degeneracion microvacuolar difusa (DMD).

24

Rifon: TTD.

Corazon: ruptura de fibra cardiaca (FC) multifocal.
Musculo: HFM.

Higado: DMD.

48

Rifon: TTD.

Corazon: hipercontractibilidad FC (n= 1).
Musculo: HFM (n= 3).

Higado: degeneracion microvacuolar (DMV).

72

Rifién: TTD.

Corazon: ruptura de FC (RFC).
Musculo: HFM y FMF focal.
Higado: DMV.

96

Rifion: TTD.

Corazon: RFC.

Musculo: HFM y FMF focal.
Higado: DMV

120

Rifion: TTD.

Corazon: SLMV.

Musculo: SLMV.

Higado: DMVD vy generalizada.

144

Rifion: TTD y TT generalizada.

Corazon: hipercontractibilidad FMC.

Musculo: Hipercontractibilidad FMF esquelética (FMFE) e
hipercontractibilidad FME focal (HFMEF).

Higado: DMV.

168

Rifon: TTD.

Corazén: HFMC, Degeneracion microvacuolar toxica (DMVT).
Musculo: HFME y SLMV.

Higado: DMV difusa y generalizada.

Control sano

SLMV

Control salino

SLMV(excepto casos expontaneos no atribuibles al veneno)
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Estudio toxindlogico y clinico de las fracciones liofilizadas
del veneno total de Bothrops colombiensis.

Caracterizacion Toxinoldgica
Los resultados obtenidos durante la caracterizacion toxinologica de las fracciones
resultantes de la cromatografia de exclusion molecular, del veneno de Bothrops

colombiensis de la region de Paracotos en el estado Miranda, se resumen en la tabla 7.

Fraccion |
En la evaluacion de la Fraccion | (FI) se observd que esta indujo en roedores letalidad,
actividad hemorrégica, edematizante y desfibrinante, asi como actividad coagulante in vitro

como se especifica en la tabla 7.

Tabla 7

Caracterizacion toxinoldgica de las Fracciones, obtenidas por cromatografia de
exclusion molecular, del veneno de Bothrops colombiensis de Paracotos-Edo. Miranda

Actividad Dosis

Evaluada Fraccién | Fraccion 11 Fraccion 111
DLsonp (Mg/kg) 12,94 ** 11525+1,41 7,67 +0,475
DHM (ug/ratén) 2,56 +0,072* 7,565 + 1,096 102,54 +18,03
DEM (ug/ratén) 3,07+£0,72 14,69+ 1,17 0,75 + 0,029
DDM (ug/ratén) 9 0,5 NA

DCM (ug) 0,4 0,625 > 100

Actividad Fosfolipasa (U/mg) NA NA 79,47 + 6,33

NA: no presento actividad. * n=2. ** n=1

Actividad Letal: en la determinacion de la letalidad en roedores inducida por la Fl, se

observé una relacién dosis dependiente, con un incremento de la letalidad al aumentar la
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dosis administrada. Se obtuvo una DLsy de 12,94 mg/kg (n=1) bajo las condiciones de este
estudio. Adicionalmente durante la evaluacion de esta actividad se observo que con dosis
de 400 mg/kg los roedores tratados desarrollaron caida del cuerpo y dificultad de

desplazamiento.

Actividad Hemorragica: en la evaluacion de la actividad hemorrégica, se observé una
relacion lineal dosis dependiente (Grafica 11). Con el rango de dosis evaluado de 2-10
pg/raton, las lesiones desarrolladas por dicho tratamiento presentaron un aspecto moteado,
y no se observo el desarrollo de necrosis en la piel de los roedores. Mientras que en los
animales tratados con solucion de NaCl al 0,85 %, no se observo el desarrollo de lesion

hemorrégica. (Figura 8). Se obtuvo una DHM de 2,56 + 0,072 pg/raton (n= 2).

Gréafica 11

Determinacion de la dosis hemorragica minima de la Fraccion |
del veneno de Bothrops colombiensis de Paracotos (Edo. Miranda).
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Figura 8

Aspecto de las lesiones hemorragicas inducidas por la Fraccion |
del veneno de Bothrops colombiensis en ratones cepa INH

Piel de raton tratado con A: Solucion NaCl 0,85%. B: 1,48 ug Fl. C: 2,22 ug FI.
D:3pugFl, E: 6,75 pg Fly F: 10 pg FI.

Actividad desfibrinante: en la determinacion de la actividad desfibrinante se observo, de
manera general una relacion dosis dependiente, con un incremento en el porcentaje de
muestras de sangre incoagulables al aumentar la dosis de veneno evaluada (Tabla 8). Se
obtuvo una dosis desfibrinante minima de 9 pg de veneno (n=3). En el caso de los ratones
tratados con la solucion de NaCl al 0,85 % (vehiculo), no se evidenci6 alteraciones en la

coagulacion de las muestras de sangre recolectadas, de acuerdo a las condiciones de este

estudio.
Tabla 8
Determinacion de la actividad desfibrinante de la Fraccion | del
veneno de Bothrops colombiensis de Paracotos (Edo. Miranda).
Dosis FI (ug/ratén) Porcentaje de efecto
Control (Sol. NaCl 0,85 %) 0
0,75-4 0
6 25
9 100
13,50 100

Nota: en rojo DDM
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Por otra parte, no se puede dejar de mencionar que en dos de los cuatro individuos tratados
con una dosis de 13,50 pg de la FI, se observo un cuadro clinico que implicé aumento de
frecuencia cardiaca, incapacidad de desplazamiento, opistétono, convulsion ténico clénica
persistente y giros sobre si mismo. Dicho cuadro se inicié en un lapso inferior a los 5 min.

de la aplicacion del tratamiento

Actividad edematizante: La FI del veneno de B. colombiensis indujo actividad
edematizante en ratones de acuerdo a las condiciones de este estudio. Durante la evaluacion
de esta actividad, se observo una relacion dosis dependiente como se evidencia en la grafica
12, la cual se caracteriz6 por un incremento del porcentaje de edema inducido al aumentar
la dosis de fraccion evaluada Por otra parte, el edema observado en las extremidades de los
roedores tratados con las dosis méas altas empleadas, correspondientes a 2,5y 4 ug Fl se
acompafio de una ligera lesidbn hemorragica, restringida a la region plantar de dichas

extremidades. Se obtuvo una DEM de 3,07 £ 0,72 ug Fl/ratén (n=3).

Actividad necrosante: la FI del veneno de B. colombiensis, de acuerdo a las condiciones de
este estudio, indujo el desarrollo de necrosis. Dicho efecto se evidencié por el incremento
observado en los niveles de la enzima CPK, en el suero de algunos de los grupos tratados
con 100 ug de FI, al compararlos con los controles del experimento, control sano y control
de vehiculo en los cuales se detectaron niveles de CPK de 933,3 + 87,25 U/L y 1074,9 +
38,33 U/L respectivamente, como se evidencia en la grafica 13. En dicha grafica tenenos
que para los controles del experimento control sano y control del vehiculo, al evaluados

estadisticamente se observo diferencia significativa entre ambos. Al emplear estos niveles
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como referencia basal, observamos un incremento de este marcador de lesion celular a las
veinticuatro horas post-tratamiento alcanzando niveles 1559,7 + 133,669 U/L, los cuales se
mantuvieron estables hasta las cuarenta y ocho horas post-evaluacion (1560,2 + 166,02
U/L), la maxima actividad de esta ezima se alcanz0 a las setenta y dos horas de exposicion
con niveles de 1560,2 + 166,02 U/L, lo cual fue seguido de una marcada reduccién de estos
niveles a las noventa y seis horas post aplicacién del tratamiento, alcanzando niveles sin

diferencia estadisticamente significativa de los controles del experimento (sano y vehiculo).

Grafica 12

Determinacion de la actividad edematizante de la Fraccion | del
veneno de Bothrops colombiensis de Paracotos (Edo. Miranda).
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Asi mismo, es importante mencionar que los animales tratados con 100 ug de la FI por la
via IM, presentaron lesiones con aspecto hemorragico en la extremidad tratada, para los
grupos de experimentacion correspondientes a las 1, 3, 6, 15, 24 y 48 horas, a diferencia de
los individuos que formaron los grupos control sano y principalmente control del vehiculo.

(Figura 9).
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Gréfica 13

Determinacion de la actividad necrosante de la Fraccion | del
veneno de Bothrops colombiensis de Paracotos (Edo. Miranda).

2500

2000

1500

* *
1000
500 :I
O n T T T T T T T T T
(O cv 1 3 6 15 24 48 72 96

Tiempo de toma de muestra post-tratamiento (Horas)

Niveles de CPK en sueri (U/L)

* Valores con diferencia estadisticamente significativa de los controles (o= 0.05).
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Figura 9

Lesiones desarrolladas por la inyeccion IM de 100 pg de la Fraccion | a ratones

A: Extremidades de individuo Control de vehiculo (1zq. Extremidad no tratada. Der. Extremidad
tratada con Sol. NaCl 0,85 %). B: extremidades de individuo expuesto durante 15 horas C:
extremidades de individuo expuesto durante 48 horas D: extremidades de individuo expuesto
durante 72 horas. (Izg. Extremidad no tratada. Der. Extremidad inyectada con FI).

Actividad Coagulante: la FI del veneno de B. colombiensis, present6 actividad coagulante
in vitro sobre plasma humano. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 9, en la
cual se evidencia una relacion lineal dosis dependiente, caracterizada por la disminucion
del tiempo de coagulacion al incrementar la concentracién de la fraccion del veneno

evaluada. Se obtuvo una dosis coagulante minima de 0,4 ug de la FI.
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Tabla 9

Determinacion de la actividad coagulante de la Fraccion | del
veneno de Bothrops colombiensis de Paracotos (Edo. Miranda).

Dosis Evaluada (ug/0,1 mli)

Tiempo de coagulacién Media + ¢ (seg)

0,8 Coagulado sin calcio

0,4 8,74 £2,17

0,2 30,78 + 1,33

0,1 81,16 + 1,63
Control (Sol. NaCl 0,85 %) 463,45 £ 8,93

Nota: en rojo DCM

Actividad tipo Fosfolipasa A;:

La FI del veneno de B. colombiensis no present6d actividad fosfolipasa A,, lo cual se
evidencio por qué no hubo consumo de la solucion de hidréxido de sodio al 0,01 N al
incorporar una dosis de hasta 200 ug/10 ul de la FI al sustrato de yema de huevo empleado

para su valoracion, de acuerdo a las condiciones de este estudio.

Caracterizacion Clinica de la Fraccion | del veneno total de Bothrops colombiensis

Determinacion de la actividad de la enzima aspartato aminotransferasa (AST/SGOT):
La fraccion | del veneno de B. colombiensis indujo incremento de los niveles del marcador
AST en suero de ratones como se presenta en la grafica 14. En ésta se observa para los
grupos control sano y control de vehiculo niveles de 77,3 + 5,846 y 99,175 + 10,97 U/L
respectivamente, los cuales muestran diferencias estadisticamente significativas entre si (o
0,05). Al comparar estos niveles basales, con los niveles de AST detectados en los
diferentes grupos, tratados con 100 pg de fraccion | de acuerdo al protocolo empleado,
observamos que la actividad de la enzima AST en suero se incrementd desde la primera

hora post tratamiento alcanzando valores 122,45 + 7,488 U/L y alcanzd su maxima
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actividad a las tres horas de exposicion con niveles de 142,53 + 22,54U/L, equivalentes a
1,44 veces el control de vehiculo, niveles que se observaron sin diferencia estadisticamente
significativa hasta las 6 horas post exposicion. A las quince horas siguientes los niveles de
AST en los grupos correspondientes se observaron sin diferencia estadisticamente
significativa del control de vehiculo del experimento, niveles que se mantuvieron estables
hasta las 24 horas, para finalmente a las 48 y 72 horas siguientes alcanzar niveles

equivalentes al del grupo control sano.

Grafica 14

Determinacion de la actividad de la enzima AST/SGOT en suero de
ratones tratados con la Fraccion | del veneno de Bothrops colombiensis
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CS: ratones sin tratamiento. CV: ratones tratados con 0,1 ml de solucién NaCl 0,85 %

Determinacion de la actividad de la enzima alanina aminotransferasa (ALT/SGPT): en
la evaluacion de la actividad de la enzima ALT, en suero de ratones tratados con 100 g de

FI, se observd un nivel de actividad de dicho marcador para el control sano y control de
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vehiculo de 41,025 + 5,631 y 47, 25 + 6,264 U/L respectivamente, los cuales no presentan
diferencias estadisticamente significativas entre si (a: 0,05). Al utilizar este nivel basal
como referencia para el resto de los grupos de ratones tratados, con la fraccion | de acuerdo
al protocolo empleado, observamos que los niveles de actividad de esta enzima en suero se
increment6 ligeramente desde la primera hora post-tratamiento, alcanzando niveles
equivalentes a 1,28 veces el control de vehiculo, los cuales se mantuvieron
significativamente estables durante las siguientes tres y seis horas de evaluacion post
tratamiento. Para finalmente alcanzar niveles de actividad enzimatica, sin diferencia
estadisticamente significativa del control de vehiculo y del control sano del experimento a

las quince y cuarenta y ocho horas respectivamente. (Grafica 15)

Gréafica 15

Determinacion de la actividad de la enzima ALT/SGPT en suero de
ratones tratados con la Fraccion | del veneno de Bothrops colombiensis
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91



Determinacion de creatinina: en la cuantificacion de los niveles de creatinina en suero de
ratones tratados con 100 pug de fraccion | del veneno de Bothrops colombiensis, se observé
que los grupos de control sano (0,675 + 0,05 mg/dl) y control del vehiculo (0,675 + 0,05
mg/dl) no presentan diferencias estadisticamente significativas entre si. Al comparar estos
niveles basales con los siguientes grupos del protocolo del trabajo, se observé que no existe
diferencia estadisticamente significativa con los niveles de creatinina en suero detectados

para los diferentes grupos evaluados (a: 0,05). (Grafica 16)

Gréafica 16

Determinacion de creatinina en suero de ratones tratados
con la Fraccién | del veneno de Bothrops colombiensis
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CS: ratones sin tratamiento. CV: ratones tratados con 0,1 ml de solucion NaCl 0,85 %

Determinacion de urea: en la determinacion de los niveles de urea en suero de ratones
tratados con 100 pg de fraccion | del veneno de Bothrops colombiensis, se observo para los
grupos control sano y control de vehiculo niveles de 31,55 + 0,071 y 30,025 + 3,12 mg/dl
respectivamente, los cuales no muestraron diferencias estadisticamente significativas entre

si. Al comparar este nivel basal con los niveles de urea detectados en los siguientes grupos
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del protocolo del trabajo, se observo un ligero incremento a la primera hora post exposicion
a la fraccién en estudio a 38,367 + 2,55 mg/dl, nivel que se mantuvo relativamente estable
(40,80 + 4,073 mg/dl) y sin diferencia estadisticamente significativa hasta las 3 horas post-
exposicion. A partir de las 6 horas de aplicacion del tratamiento se alcanzaron valores sin
diferencia estadisticamente significativa de los controles (sano y vehiculo) del experimento,
los cuales se mantuvieron estables en los siguientes grupos experimentales evaluados, los

cuales son correspondientes a las 15, 24 y 48 horas post-exposion al tratamiento aplicado

(Grafica 17).
Grafica 17
Determinacion de urea (BUN) en suero de ratones tratados
con la Fraccién | del veneno de de Bothrops colombiensis
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Determinacion de glicemia: en la determinacion de los niveles de glicemia en suero de
ratones tratados con 100 pg de fraccion I del veneno de Bothrops colombiensis, se obtuvo

para los grupos control sano y control de vehiculo niveles de 168,53 + 18,68 y 189,55 +
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18,85 mg/dl respectivamente, los cuales no muestran diferencias estadisticamente
significativas entre si. Al comparar estos niveles basales con los siguientes grupos del
protocolo del trabajo, se observo que no existe diferencia estadisticamente significativa con
los niveles de glicemia en suero detectados para los diferentes grupos evaluados (a: 0,05),

como se evidencia en la grafica 18.

Gréfica 18

Determinacién de glicemia en suero de ratones
tratados con la Fraccion | del veneno de Bothrops colombiensis
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CS: ratones sin tratamiento. CV: ratones tratados con 0,1 ml de solucién NaCl 0,85 %

Determinacion de amilasa: en la determinacion de los niveles de amilasa en suero de
ratones tratados con 100 pg de fraccion | del veneno de Bothrops colombiensis, se obtuvo
para los grupos control sano y control de vehiculo niveles de 1898,7 + 286,07 y 1979,93 +
107,43 U/L respectivamente, los cuales no muestran diferencias estadisticamente
significativas entre si (a: 0,05). Al comparar este nivel basal con los niveles de amilasa

detectados en los siguientes grupos tratados de acuerdo al protocolo empleado, se observo
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que los niveles de amilasa en suero comienzan a incrementarse a las tres horas de
exposicion al tratamiento evaluado, alcanzando niveles de aproximadamente 1,5 veces el
control sano y 1,43 veces el control de vehiculo. Dicho niveles se mantuvieron
relativamente estables y sin diferencia estadisticamente significativa entre si (a: 0,05), hasta
las 72 horas post tratamiento, Ultimo grupo de ratones evaluado para el tratamiento aplicado

(Gréfica 19).

Gréfica 19

Determinacién de amilasa en suero de ratones
tratados con la Fraccion | del veneno de Bothrops colombiensis
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Evaluacion histopatoldgica de los efectos inducidos por la Fraccion | del veneno de
Bothrops colombiensis en ratones blancos cepa INH.

Los resultados obtenidos en el estudio histopatolégico se resumen en la tabla 10. En ésta se
presentan las lesiones presentadas en ratones blancos cepa INH tratados con 100 pg de la
Fraccion | del veneno total de Bothrops colombiensis, observamos que para los diferentes

grupos de tratamiento establecidos para este estudio, las lesiones estdn restringidas
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basicamente a pancreas, corazén y musculo esquelético. En el caso de pulmén las

lesiones reportadas se considerd pudieran ser atribuidas a patologia espontanea de los

roedores, mientras que en los casos de el higado y el rifion (especificamente con la

glomerulonefritis) los expertos reportaron que para las lesiones observadas, en dichos

organos, existe escasa diferenciacion entre la accion toxica del tratamiento aplicado y la

patologia espontanea de la especie.

Tabla 10

Lesiones inducidas por la Fraccion | del veneno de
Bothrops colombiensis en ratdn blanco cepa INH.

Tiempo de evaluacion Observacion
(horas)

1 Pancreas: sin lesion microscépicamente visible (SLMV)
Corazon: hipercontractibilidad focal fibras cardiacas. (HFFC)
Musculo: SLMV.
Higado: degeneracion hidrépica difusa (DHD). Degeneracion
macrovascular focal, degeneracion multifocal de hepatocitos,
infiltrado inflamatorio focal.

3 Pancreas: degeneracion multifocal leve de acinos.
Corazon: congestion de vasos sanguineos (CVS), HFC.
Musculo: hipercontractibilidad multifocal de fibras musculares
esqueléticas (HCMFM).
Higado: Degeneracién difusa de hepatocitos (DDH),
degeneracién microvacuolar.

6 Pancreas: degeneracion multifocal leve de acinos, infiltrado
inflamatorio perivascular focal y degeneracion leve de células de
Islotes de Langerhans.
Corazén: CVS, HFC, Fragmentacion fibras cardicas.
Musculo: degeneracidn leve de fibras musculares esqueléticas.
Higado: CVS, degeneracion leve de hepatocitos, degeneracién
microvacuolar.

15 Pancreas: degeneracion multifocal de acinos.

Corazén: hemorragia, CVS e HCFC.

Musculo: degeneracion focal de fibras musculares esqueléticas,
hipercontractibilidad multifocal.

Higado: DHD, degeneracion multifocal de hepatocitos y
degeneracién microvascular difusa.
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Tabla 10 (Continuacion)

Lesiones inducidas por la Fraccién | del veneno de
Bothrops colombiensis en raton blanco cepa INH.

Tiempo de evaluacion Observacion
(horas)
24 Pancreas: degeneracion multifocal leve de acinos, congestion de
capilares y leve infiltrado inflamatorio alrededor de conductos
excretores.

Corazon: HFC.

Musculo: degeneracion focal y multifocal de fibras musculares
esqueléticas. HCMFM.

Higado: DHD, edema sinusoidal periférico, degeneracion
hidrdpica diseminada.

48 Pancreas: degeneracion leve de acinos pancreatico y CVS.
Corazon: Hipercontractibilidad focal de fibras cardiacas.
Musculo: hipercontractibilidad focal y multifocal de fibras
musculares esqueléticas, degeneracion focal de fibras musculares
esqueléticas.

Higado: degeneracion microvacular diseminada, degeneracion
difusa de los hepatocitos, DHD y CVS

72 Pancreas: degeneracion leve de acinos.

Corazon: HCFC focal y difusa.

Musculo: miositis leve, degeneracion difusa y focal de fibras
musculares esqueléticas, hipercontractibilidad diseminada.
Higado: degeneracién microvacular multifocal, degeneracién
focal y multifocal de los hepatocitos, CVS, DHD y degeneracién
microvascular difusa con nicleos activos y cromatina dispersa.

Control Sano Solo lesiones atribuidas a patologia espontanea de la especie.
Control Vehiculo Solo lesiones atribuidas a patologia espontanea de la especie.
Fraccion 11

La FII del veneno de Bothrops colombiensis evaluada de acuerdo a las condiciones de este
estudio exhibi6 letalidad, actividad desfibrinante, hemorragica y necrosante en roedores, asi

como actividad coagulante in vitro sobre plasma humano, como se especifica en la tabla 7.

Actividad Letal: en la determinacién de la letalidad en roedores inducida por la FlI, se

observé una relacién dosis dependiente, con un incremento de la letalidad al aumentar la
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dosis administrada. Se obtuvo una DLsype de 11,52 + 1,41 mg/kg (n= 2) bajo las

condiciones de este estudio.

Durante la evaluacion de esta actividad se empled un rango de dosis de 1,32 a 21,05 mg/kg,
con éstas diferentes dosis evaluadas se observéd una sintomatologia que incluy6, para dosis
de FIlI de 1,32 a 5,26 mg/kg pilo-ereccion y contractura diafragmatica en los ratones
tratados, con dosis de 10,53 mg/kg los ratones tratados presentaron pilo-ereccion,
contractura diafragmatica y paralisis flacida de tren posterior, mientras que con dosis tan
altas como 21,05 mg/kg se observéd en el grupo de individuos tratados aumento de la
frecuencia cardiaca, paralisis flacida de trenes anterior y posterior, incapacidad de

desplazamiento y convulsion tonico clénica con giro sobre su eje.

Actividad Hemorréagica: la FIlI del veneno de Bothrops colombiensis indujo actividad
hemorragica en piel de roedores, de acuerdo a las condiciones de este estudio, se obtuvo
una DHM de 7,565 + 1,096 ug/raton de acuerdo a los datos de la grafica 12. Sin embargo
no se observo una relacion lineal, dosis dependiente, entre las concentraciones de FlI
empleadas y el diametro de la lesion hemorragica desarrollada en la piel de roedores, a
diferencia de la intensidad de la lesion, aspecto que si se increment6 de forma directamente

proporcional al aumento de la concentracién de fraccion evaluada. (Figura, 10).
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Figura 10

Aspecto de las lesiones hemorrégicas inducidas
por la Fraccion Il en ratones cepa INH

A: raton tratado con solucién de NaCl 0,85 %. (Control negativo)
Ratones tratados con FlI: B: 12 pg/raton. C: 24 pg/raton y D: 48 pg/raton.

Actividad desfibrinante: la FIl del veneno de Bothrops colombiensis presenté actividad
desfibrinante en roedores, como se evidencia en la Tabla 11. En el caso de los ratones
tratados con la solucion de NaCl al 0,85 % (vehiculo), no se evidenci6 alteraciones en la
coagulacién de las muestras de sangre recolectadas, de acuerdo a las condiciones de este
estudio y tampoco se observo una relacion lineal entra la dosis de veneno empleadoy el

efecto evaluado. Se obtuvé una DDM de 0,5 pg de FII (Tabla 11).

Tabla 11

Determinacion de la actividad desfibrinante de la Fraccion 11
del veneno de Bothrops colombiensis de Paracotos (Edo. Miranda).

Dosis FII (ug/raton) Porcentaje de efecto
Control (Solucion NaCl 0,85 %) 0
0,25 0
0,5 100
1 100

Nota: en rojo DDM
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Actividad edematizante: La FIl del veneno de Bothrops colombiensis indujo actividad
edematizante en ratones de acuerdo a las condiciones de este estudio. Durante la evaluacion
de dicha actividad se observo una relacion dosis dependiente, como se evidencia en la
grafica 20, la cual se caracterizd por un incremento del porcentaje de edema inducido al
aumentar la dosis de fraccion evaluada. Se obtuvo una DEM de 14,69 + 1,17 ug Fll/raton
(n=3). Adicionalmente el edema desarrollado en roedores por esta fraccion, del veneno de
B. colombiensis, se acompafié por una importante lesion hemorragica en la zona de
aplicacion del tratamiento, lesiobn que se incrementd en intensidad al aumentar la

concentracion de la fraccion evaluada. (Figura 11).

Grafica 20

Determinacion de la actividad edematizante de la Fraccion 11
del veneno de Bothrops colombiensis de Paracotos (Edo. Miranda).
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Figura 11

Aspecto de la region plantar de ratones INH tratados con la Fraccion 11 del
veneno de B. colombiensis para la evaluacion de la actividad edematizante.

Extremidades de ratones tratados con (A) 5, (B) 10, (C) 20, (D) 30y (E) 40 ug de FlI del veneno de B.
colombiensis. (Izg. Extremidad tratada con FIl. Der. Extremidad tratada con Solucion NaCl 0,85%)

Por otra parte, no se puede dejar de mencionar que con dosis de 20, 32, 40 y 48 pg Fll en
algunos de los individuos tratados por la via intraplantar se observo una sintomatologia
caracterizada por rotacién intermitente de los ratones sobre su propio eje, paralisis flacida
de extremidades y aumento de la frecuencia respiratoria, lo cual se observd
aproximadamente a los 5 min. de la aplicacion del tratamiento. Estos individuos en su gran
mayoria sobrevivieron al tiempo pautado por la metodologia para la evaluacion de la
actividad edematizante y para dicho momento, ya no mostraron signos de neurotoxicidad.
Solo un ratén tratado con una dosis de 32 ug/50 ul de FII murié aproximadamente a los 30

min. después de la aplicacion del tratamiento.

Actividad necrosante:

La FII del veneno de Bothrops colombiensis obtenida de acuerdo a las condiciones de este
estudio indujo actividad necrosante en roedores, aspecto que fue evidenciado por el
incremento en los niveles de actividad de la enzima CPK en suero en algunos de los grupos
de animales tratados con 50 ug de la FII, al compararlos con los controles del experimento,
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como se evidencia en la gréfica 21. En dicha grafica observamos para los controles sano y
de vehiculo niveles de actividad de 1128,75 + 64,52 U/L y 10749 + 38,33 U/L
respectivamente, los cuales no mostraron diferencia estadisticamente significativa entre si
(a: 0,05). Al emplear estos niveles como referencia basal contra los siguientes grupos
evaluados, de acuerdo al protocolo de trabajo, observamos un incremento de los niveles de
CPK en suero desde la primera hora de aplicacion del tratamiento, que alcanz6 su maxima
expresion a las tres horas post exposicion, con niveles equivalentes aproximadamente a
1,76 veces el control de vehiculo, los cuales permacieron sin diferencia estadisticamente
significativa hasta las 6 horas. A las 15 horas se comenzé a evidenciar la reduccion de la
actividad de este marcador, alcanzando incluso los niveles basales de este experimento,
niveles que se mantuvieron estables y sin diferencia estadisticamente significativa hasta las

setenta y dos horas de evaluacion post tratamiento.

Gréafica 21

Determinacion de la actividad necrosante de la Fraccion 11 del
veneno de Bothrops colombiensis de Paracotos (Edo. Miranda).
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Asi mismo, es importante mencionar que los animales tratados con 50 pg de la Fl por la via
IM, presentaron lesiones con aspecto hemorrégico en la extremidad tratada, en todos los
grupos de experimentacion planteados de acuerdo a las condiciones de este estudio (1, 3, 6,
15, 24, 48 y 72 horas), a diferencia de los individuos que formaron los grupos control sano
y principalmente control del vehiculo. Lesién hemorrégica que se evidencié muy marcada
en las primeras horas post exposicion (1 y 3 horas) y que disminuy6 en intensidad mas no
en extension de la misma al prolongar el tiempo post-exposicion al tratamiento, como se

evidencia en la figura 12.

Figura 12

Lesiones desarrolladas por la inyeccion IM de 50 ug de la Fraccion 11 a ratones

A: Extremidades de individuo Control de vehiculo (1zg: Extremidad no tratada. Der: Extremidad
tratada con NaCl 0,85 %). B: extremidades de individuo expuesto durante 1 hora al tratamiento
C: extremidades de individuo expuesto durante 3 horas al tratamiento. D: extremidades de
individuo expuesto durante 6 horas al tratamiento. E: extremidades de individuo expuesto durante
48 horas al tratamiento. F: extremidades de individuo expuesto durante 72 horas.

(Izq. Extremidad no tratada. Der. Extremidad inyectada con la FII).

Actividad Coagulante: la FIl del veneno de Bothrops colombiensis, presentd actividad

coagulante in vitro sobre plasma humano, como se evidencia en los resultados obtenidos los
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cuales se resumen en la Tabla 12. En esta se evidencia una relacion relacion lineal dosis
dependiente, caracterizada por la disminucién del tiempo de coagulacion del plasma al
incrementar la concentracion de la fraccién de veneno evaluada. Se obtuvo una dosis

coagulante minima de 0,625 g de FII.

Actividad tipo Fosfolipasa A,: la Fraccién Il del veneno de Bothrops colombienis no
mostro actividad tipo fosfolipasa A, in vitro, lo cual se evidencié por que no hubo consumo
de la solucion de NaOH al 0,01 N al evaluar dosis de hasta 200 pl/10 pl de la Fll, al
sustrato de yema de huevo empleado para su valoracion, de acuerdo a las condiciones de

este estudio.

Tabla 12

Determinacion de la actividad coagulante de la Fraccion 11
del veneno de Bothrops colombiensis de Paracotos (Edo. Miranda).

Dosis evaluada (ug/0,1 mli) Tiempo de coagulacion (Media +o6 ) seg.
2,5 Coagula sin calcio
2 Coagula sin calcio
0,625 9,75+ 1,43
0,5 34,14 + 2,23
0,31 53,07 + 3,31
0,25 69,33 + 6,46
0,156 102,606 + 3,66
0,125 106,01 + 2,58
Control (Sol. NaCl 085 %) 314,71 + 26,77

Nota: en rojo DCM. n: 2 experimentos individuales

Caracterizacion clinica de la Fraccion 11 del veneno de Bothrops colombiensis

Determinacion de la actividad de la enzima aspartato aminotransferasa (AST/SGPT): La

fraccion 11 del veneno de Bothrops colombiensis, indujo incremento de los niveles del
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marcador AST en suero de ratones tratados con 50 pg de la FII como se presenta en la
grafica 22. En ésta se observa para los grupos control sano y control salina niveles de 73,72
+ 882 y 87,4 + 14,29 U/L respectivamente, los cuales no muestran diferencias
estadisticamente significativas entre si (a: 0,05). Al comparar este nivel basal con los
niveles de AST detectados en los grupos tratados con la fraccién Il, de acuerdo al protocolo
empleado, se observé que los niveles de actividad de la enzima AST en suero se
incrementaron ligeramente a partir de la primera hora de exposicion al tratamiento
evaluado, alcanzando valores de aproximadamente 1,52 veces el control de vehiculo, dicho
incremento se mantuvo estable y sin diferencia estadisticamente significativa hasta las
siguientes tres horas evaluadas. A las seis horas post aplicacion del tratamiento, se observo
una disminucion de los niveles de AST en el suero del grupo de animales correspondientes,
alcanzando incluso niveles de actividad enzimética sin diferencia estadisticamente
significativa del control del vehiculo (a: 0,05). A partir de las quince hasta las setenta y dos
horas post-tratamiento, los niveles de AST en los diferentes grupos evaluados presentaron

valores de AST en suero similares a los detectados para el grupo control sano. (Grafica 22).

Determinacion de la actividad de la enzima alanina aminotransferasa (ALT/SGPT): en
la evaluacion de la actividad de la enzima ALT, en el suero de ratones tratados con 50 ug
de la FII, se observd un nivel de actividad de dicho marcador para los control sano y de
vehiculo de 32,525 + 2,15 y 46,9 + 1,95 U/L respectivamente, los cuales presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre si (a: 0,05). Al utilizar estos niveles basales
como referencia para el resto de los grupos de ratones tratados con fraccion Il de acuerdo al

protocolo empleado, se observd que los niveles de actividad de esta enzima en suero se
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incrementd ligeramente a la primera hora de exposicion al tratamiento evaluado. Los
niveles de méaxima actividad enzimética se correspondieron con el grupo estudiado a las
tres horas post-exposicion, alcanzdndose valores de actividad de 65,67 = 4,00 U/L,
aproximadamente 1,4 veces los niveles detectados en el grupo control de vehiculo del
experimento. A las siguientes seis horas de exposicion, se observé una reduccion de los
niveles de ALT en suero para el grupo correspondiente, alcanzando un nivel de 50,60 +
4,78 U/L de actividad enzimatica, el cual no present6 diferencia estadisticamente
significativa del control de vehiculo. En los grupos evaluados correspondientes a las
quince, veinticuatro y cuarenta horas se observo una reduccion continua de los niveles de
actividad del marcador en cuestion en suero, hasta que se alcanzaron niveles sin diferencia

estadisticamente significativa del control sano del experimento. (Gréfica 23).

Gréafica 22

Determinacion de la actividad de la enzima AST/SGOT en suero de ratones
tratados con la Fraccion 11 del veneno de Bothrops colombiensis
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Gréafica 23

Determinacion de la actividad de la enzima ALT/SGPT en suero de ratones
tratados con la Fraccion 11 del veneno de Bothrops colombiensis
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CS: ratones sin tratamiento. CV: ratones tratados con 0,1 ml de solucién NaCl 0,85 %

Determinacion de creatinina: en la cuantificacion de los niveles de creatinina en suero de
ratones tratados con 50 pg de fraccion Il del veneno de Bothrops colombiensis, se
determinaron para los grupos control sano y control del vehiculo niveles de 0,66 + 0,055
mg/dl y 0,65 + 0,057 mg/dl respectivamente, los cuales no presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre si (a: 0,05). Al comparar estos niveles basales con los
siguientes grupos del protocolo del trabajo, se observé que no existe diferencia
estadisticamente significativa con los niveles de creatinina en suero detectados para los

diferentes grupos evaluados (a: 0,05), como se evidencia en la Gréfica 24.
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Gréfica 24

Determinacion de creatinina en suero de ratones
tratados con la Fraccion 11 del veneno de Bothrops colombiensis
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Determinacion de urea: en la determinacion de los niveles de urea en suero de ratones
tratados con 50 pg de fraccion Il del veneno de Bothrops colombiensis se observo para los
grupos control sano y de vehiculo niveles de 34,05 + 0,759 mg/dl y 29,867 + 1,07 mg/dI
respectivamente, los cuales muestran diferencias estadisticamente significativas entre si (a:
0,05). Al comparar estos niveles basales con los niveles de urea detectados en los siguientes
grupos del protocolo del trabajo, se observé a la primera hora post exposicion a la fraccion
en estudio un ligero incremento (39,78 + 3,21 mg/dl), correspondiente a 1,33 veces los
niveles detectados en el grupo control del vehiculo, representando adicionalmente el nivel
de mayor actividad detectado para este experimento. A las tres horas post exposicién al

tratamiento se evidencid una reduccion en dichos niveles los cuales se mantuvieron
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relativamente estables y sin diferencia estadisticamente significativa entre si y con el grupo

control sano hasta las 48 horas post exposicion a la fraccion evaluada. (Gréfica 25).

Gréafica 25

Determinacién de urea (BUN) en suero de ratones
tratados con la Fraccion 11 del veneno de Bothrops colombiensis
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Determinacion de glicemia: en la determinacién de los niveles de glicemia en suero de
ratones tratados con 50 pg de fraccion 11 del veneno de Bothrops colombiensis, se observo
para los grupos control sano y control de vehiculo niveles de 158,075 + 16,10 mg/dl y
158,57 + 14,03 mg/d| respectivamente, los cuales no muestran diferencias estadisticamente
significativas entre si (a: 0,05). Al comparar estos niveles basales con los siguientes grupos
del protocolo del trabajo, se observd un ligero incremento para este marcador, en el grupo
de animales evaluados la primera hora post-exposicion (189,75 + 11,44), dicho incremento
equivale aproximadamente a 1,2 veces los niveles detectados en las muestras recolectadas a

los individuos de los grupos control (sano y vehiculo). Con relacion a los otros grupos
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experimentales evaluados, correspondientes a los lapsos post-exposicion entre tres y setenta
y dos horas, no se observé para estos diferencia estadisticamente significativa con los
niveles de glicemia en suero detectados para los grupos control sano y de vehiculo (o

0,05), como se evidencia en la grafica 26.

Gréafica 26

Determinacién de glicemia en suero de ratones
tratados con la Fracciéon Il del veneno de Bothrops colombiensis
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Determinacion de amilasa: en la determinacion de los niveles de amilasa, observamos en
los grupos control sano y control salina niveles de 2398,4 + 128 y 2413,05 + 529,72 U/L
respectivamente, los cuales no muestran diferencias estadisticamente significativas entre si.
Al comparar este nivel basal con los siguientes grupos del protocolo del trabajo, se observd
que no existe diferencia estadisticamente significativa con los niveles de amilasa en suero,

detectados para los diferentes grupos evaluados. (Grafica 27).
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Gréafica 27

Determinacion de amilasa en suero de ratones tratados
con la Fraccion 11 del veneno de Bothrops colombiensis
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Evaluacion histopatoldgica de los efectos inducidos por la Fraccion 11 del veneno de

Bothrops colombiensis en ratones blancos cepa INH.

Los resultados obtenidos en el estudio histopatologico se presentan en la tabla 13, en ésta se
resumen las lesiones observadas en ratones blancos, cepa INH tratados con 50 pg de la

Fraccion Il del veneno total de Bothrops colombiensis.

Los expertos reportaron que para los diferentes grupos de tratamiento establecidos para este
estudio, las lesiones estan restringidas basicamente a pancreas, corazén y musculo
esquelético. En el caso de pulmoén las lesiones reportadas se consideré pudieran ser
atribuidas a patologia espontanea de los roedores, mientras que en los casos de el higado y
el rifidn los expertos reportaron que para las lesiones observadas, en dichos érganos, existe
escasa diferenciacion entre la accion toxica del tratamiento aplicado y la patologia

espontanea de la especie.
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Tabla 13

Lesiones inducidas por la Fraccién Il del veneno de
Bothrops colombiensis en raton blanco cepa INH.

Tiempo de evaluacion

Observaciones

(horas)
1 Corazon: Congestion de capilares sanguineos. Hipercontractibilidad
multifocal leve de fibras musculares cardiacas. Hemorragia focal entre
fibras cardiacas.
Pancreas: Degeneracion de Islotes de Langerhans. Signos de
pancreatitis.
Musculo: Degeneracion difusa y multifocal leve de fibras musculares
esqueléticas. Miositis multifocal leve. Hipercontractibilidad de fibras
musculares esqueléticas.
Higado: Degeneracion macrovacuolar multifocal. Degeneracion
hidrépica difusa (DHD). Degeneracion microvacuolar multifocal.
3 Corazon: hipercontractibilidad focal y multifocal leve de fibras
musculares cardiacas. Congestion de capilares sanguineos.
Pancreas: infiltrado inflamatorio entre lobulillos pancreatico y
perivascular.
Musculo: Degeneracion multifocal de fibras musculares esqueléticas.
Higado: Degeneracién microvacuolar y macrovacuolar multifocal.
Degeneracidn hidrépica multifocal.
6 Corazon: hipercontractibilidad focal y multifocal de fibras
musculares cardiacas.
Pancreas: SLMV
Musculo: Degeneracion difusa de fibras musculares esqueléticas.
Degeneracién leve de fibras musculares esqueléticas.
Higado: Degeneracion microvacuolar de los hepatocitos. DHD.

15 Corazén: hipercontractibilidad focal de fibras musculares cardiacas.
Congestion de vasos sanguineos.
Pancreas: infiltrado inflamatorio perivascular leve y multifocal.
Musculo: degeneracién leve de fibras musculares esqueléticas.
Higado: degeneracion microvacuolar multifocal. DHD.

24 Corazén: hipercontractibilidad focal leve de fibras musculares
cardiacas.
Pancreas: infiltrado inflamatorio perivascular.
Musculo: Degeneracion difusa y multifocal de fibras musculares
hipercontractibilidad focal de fibras esquelética, hipercontractibilidad
difusa de fibras musculares esqueléticas.
Higado: DHD, degeneracion microvacuolar multifocal.

48 Corazén: Hipercontractibilidad multifocal de fibras musculares

cardiacas.

Pancreas: degeneracion leve de Islotes de Langerhans. Infiltrado
inflamatorio leve perivascular.

Musculo: hipercontractibilidad multifocal de fibras musculares
esqueléticas.

Higado: degeneracion macrovacular multifocal, DHD.
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Tabla 13 (continuacion)

Lesiones inducidas por la Fraccién Il del veneno de
Bothrops colombiensis en raton blanco cepa INH.

Tiempo de evaluacion Observaciones
(horas)
72 Corazon: Infiltrado inflamatorio focal perivascular. Congestion de
capilares.

Pancreas: degeneracion leve de Islotes de Langerhans, infiltrado
inflamatorio perivascular focal y multifocal.

Musculo: miositis leve multifocal.

Higado: degeneracion microvacuolar y macrovacuolar difusa.

Control sano Solo lesiones atribuidas a patologia espontanea de la especie.

Control Vehiculo Solo lesiones atribuidas a patologia espontanea de la especie.

Fraccion 111

Durante la evaluacién de la FlIlI del veneno de Bothrops colombiesis, se observé que ésta
indujo actividad letal, hemorragica y edematizante en roedores, mientras que in vitro
presento actividad tipo fosfolipasa A,, desarrollo una muy ligera actividad coagulante sobre
plasma humano, pero no mostré ninguna actividad desfibrinante, ain en la evaluacion con
dosis equivalentes a 8 veces la DDM obtenida para el veneno total, de acuerdo a las

condiciones de este estudio como se resume en la tabla 7.

Actividad letal: en la evaluacién de la actividad letal inducida por la administracion
intraperitoneal de la FIIl del veneno de Bothrops colombiensis, se observd una relacién
lineal dosis dependiente, caracterizada por un incremento de la letalidad en el grupo de
individuos tratados al aumentar la dosis de FI1I administrada. Se obtuvo una DLsy de 7,67 £

0,475 mg/kg (n=3) bajo las condiciones de este estudio.
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En la estimacion de esta actividad se evaluaron dosis del veneno entre los 1,32-26,32
mg/Kg y se observé que con dosis iguales o inferiores a los 7,89 mg/Kg no se evidenciaron
signos clinicos de toxicidad en los animales tratados, mientras que con dosis equivalentes a
los 11,84 mg/Kg se observd en el grupo de animales correspondientes: pilo-ereccion,
incapacidad de desplazamiento y aumento de frecuencia cardiaca, mientras que a dosis tan
altas como 26,32 mg/Kg los animales tratados presentaron exoftalmo, convulsion ténico-
clénica, incapacidad de desplazamiento, pardlisis flacida de trenes anterior y posterior y

apnea.

Actividad hemorragica: en la evaluacion de la actividad hemorragica se evaluaron dosis de
la FIII del veneno de Bothrops colombiensis entre los 3- 236 pg/raton. Con la
administracion a los ratones de dosis < 12,5 pg/raton no se observo el desarrollo de lesion
hemorrégica, en los animales tratados. Dichas lesiones comenzaron a evidenciarse con
dosis de 24 pg/raton tratandose en este caso de lesiones no muy bien definidas, las cuales
presentaron un aspecto similar a petequias (aspecto moteado). Con dosis entre 24-70
pg/raton, se observd que las lesiones no incrementaron su intensidad de forma dosis
dependiente, a diferencia del diametro de las mismas el cual si incrementd de manera
directamente proporcional a las dosis de veneno evaluadas (Gréafica 28). Mientras que con
dosis superiores a 105 pg, los animales tratados desarrollaron lesiones hemorragicas que
incrementaron en diametro, intensidad y estaban usualmente acompafiadas de necrosis en la
zona evaluada, aspectos que presentaron una relacion directamente proporcional a las dosis
de veneno evaluadas. Se obtuvo una DHM de 102,54 + 18, 03 ug/ratén (n=3). Mientras
que en los animales tratados con solucion de NaCl al 0,85 %, no se observo el desarrollo de

lesion hemorragica. (Figura 13).
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Gréafica 28

Determinacion de la dosis hemorragica minima de la Fraccion 111
del veneno de Bothrops colombiensis de Paracotos (Edo. Miranda).
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Figura 13

Aspecto de las lesiones hemorragicas inducidas
por la Fraccion 111 en ratones cepa INH

A: Control de vehiculo. B: Lesion hemorrégica en raton tratado con 236 pg de FliI
C: Lesion hemorragica en piel de raton tratado con 236 pg de FlII.

Actividad edematizante: la FIl11 del veneno de B. colombiensis de acuerdo a las condiciones
de este estudio, indujo en los ratones tratados el desarrollo de edema plantar. Se emple6 un
rango de dosis comprendido entre los 0,2-2,4 pg FI11/0,05 ml, lo cual nos permitio
evidenciar una relacion lineal dosis dependiente, caracterizada por un incremento en el

porcentaje de edema en las extremidades de los individuos tratados al aumentar la dosis de
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FIIl evaluada, como se puede evidenciar en la grafica 29. Se obtuvo una DEM de 0,75 £

0,029 ug/0,05 ml (n= 3).

Gréafica 29

Determinacion de la dosis edematizante minima de la Fraccion 111
del veneno de Bothrops colombiensis de Paracotos (Edo. Miranda).
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Asi mismo, es importante destacar que en los ratones tratados con dosis iguales 0 mayores a
los 0,8 ug de FlII, se evidencid que el edema se extendié mas alla de la almohadilla plantar
comprometiendo toda la extremidad implicada, aspecto que se observd en todos los
individuos de los grupos correspondientes. Por otra parte, a diferencia de las fracciones | y
I1, la lesion edematizante observada no se acompafio del desarrollo de hemorragia en la

zona de aplicacién del tratamiento.

Actividad necrosante: los resultados obtenidos para la determinacién de los niveles de
CPK en plasma de ratones tratados con 80 ug de FlIl se presentan en la grafica 30. En
dicha grafica se observa para los controles sano y de vehiculo niveles de CPK en suero de

786,68 = 160,10 U/L y 819,43 = 78,88 U/L respectivamente, los cuales no muestran
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diferencia estadisticamente significativa entre si (a: 0,05). Al comparar este nivel basal con
los niveles de CPK detectado en el suero de los siguientes grupos del protocolo de trabajo
se observd que la FIIlI del veneno de Bothrops colombiensis indujo el desarrollo un
dramatico efecto necrosante, el cual se inici6 y alcanz6 su méaxima actividad a las 6 horas
de exposicion al tratamiento evaluado, con niveles equivalentes a ocho veces el nivel
promedio detectado en los ratones sin tratamiento previo (control sano) y aproximadamente
seis veces al comparar con los niveles de actividad de la enzima en los individuos tratados
con solucion de NaCl 0,85 % (control de vehiculo). A las 15 y 24 horas, se aprecio una
marcada disminucion de los niveles de CPK en el suero de los animales tratados, pero
manteniendo aun diferencia estadisticamente significativa de los controles del experimento.
Los niveles basales se alcanzaron sobre las 48 horas post-tratamiento y se mantuvieron sin
diferencia estadisticamente significativa durante las siguientes 72 y 96 horas post

exposicion a la fraccion evaluada.

Actividad Coagulante: en la determinacién de la actividad coagulante sobre plasma
humano, se observd que la FIII del veneno de Bothrops colombiensis desarrollo efecto pro-
coagulante a altas dosis, el cual exhibié una relacion lineal dosis dependiente que se
caracterizo por una reduccion del tiempo necesario para la induccion de la coagulacion del
plasma al aumentar la dosis del veneno evaluado, como se evidencia en la tabla 14. Se

observo que la DCM con la FIIT es > 100 pg (n= 2).
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Grafica 30

Evaluacion de la actividad necrosante de la Fraccion 111 del
veneno de Bothrops colombiensis de Paracotos (Edo. Miranda)
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Tabla 14

Determinacion de la actividad coagulante de la Fraccion 111
del veneno de Bothrops colombiensis de Paracotos (Edo. Miranda).

Dosis Evaluada FII1 (ug/0,1ml) Tiempo de coagulacion (seg.)
100 20,03 £ 2,34
50 43,96 £ 3,97
25 82,69 £2,12
12,5 148,14 + 4,40
Control (Sol. NaCl 0,85 %) 307,05 +4,16
n: 2 ensayos

Actividad tipo Fosfolipasa A;: la fraccion 111 del veneno de Bothrops colombiensis mostrd

actividad tipo fosfolipasa A; in vitro, al ser evaluada contra un sustrato con base en yema de
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huevo de acuerdo a las condiciones de este estudio. Se obtuvo un nivel de actividad para

este tipo de enzimas de 79,47 + 6,33 U/mg (n=4).

Caracterizacion clinica de la Fraccion 111 del veneno de Bothrops colombiensis.

Determinacion de la actividad de la enzima aspartato aminotransferasa (AST/SGOT):
los resultados obtenidos para las variaciones en el tiempo de los niveles de AST en suero de
ratones tratados con 80 g de la FIII se muestran en la grafica 31. En esta se observa para
los controles sano y de vehiculo niveles de AST en suero de 102,47 + 12,33 U/L y 103,78 =
545 U/L respectivamente, los cuales no presentaron diferencia estadisticamente
significativa entre si. Al comparar este nivel basal con los siguientes grupos del protocolo
del trabajo, se observd que los niveles de AST en suero se incrementd drasticamente desde
la primera hora post-tratamiento, alcanzando cifras de 37455 % 69,93 U/L
aproximadamente 3,6 veces los valores detectados en los controles del experimento. Dichos
niveles se mantuvieron relativamente estables hasta las siguientes 3 horas post-exposicion,
a partir de la cual se incrementaron nuevamente los niveles de AST en suero alcanzando su
méaxima actividad a las 6 horas (487,65 + 33,86 U/L). A las 15 horas post-exposicion se
observé el inicio de la reduccion de los niveles de actividad de la enzima AST en el grupo
correspondiente, alcanzando niveles sin diferencia estadisticamente significativa de los
controles a las 48 horas posteriores a la aplicacion del tratamiento, niveles que se
mantuvieron relativamente constantes durante el siguiente lapso post exposicion
correspondiente al rango de 72 a las 168 horas de acuerdo al protocolo del experimento

(Gréfica 31).
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Gréafica 31

Determinacion de la actividad de la enzima AST/SGOT en suero de
ratones tratados con la Fraccion 111 del veneno de Bothrops colombiensis
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Determinacion de la actividad de la enzima alanina aminotransferasa (ALT/SGPT): los
resultados obtenidos para las variaciones en el tiempo de los niveles de AST en suero de
ratones tratados con 80 g de la FIII se muestran en la grafica 32. En esta se observa para
los controles sano y de vehiculo niveles de 48,10 + 6,08 U/L y 51,53 + 3,23 U/L
respectivamente, los cuales no presentaron diferencia estadisticamente significativa entre si
(a: 0,05). Al comparar este nivel basal con los siguientes grupos del protocolo del trabajo,
se observé que los niveles de ALT en suero comenzaron a incrementarse al cabo de las 6
horas post-tratamiento, alcanzando niveles de 68,575 + 8,75 U/L, correspondiente
aproximadamente a 1,43 y 1,33 veces los valores detectados para los controles sano y
vehiculo respectivamente. A las 15 horas post-exposicion a la FIll se observd el maximo
nivel de este marcador en suero con niveles de 82,08 = 4,00 U/L, representando
aproximadamente 1,53 veces el control de vehiculo. A partir de las 48 horas post-

120



exposicion se comenzaron a detectar niveles de actividad enziméatica sin diferencia
estadisticamente significativa de los grupos control sano y salina del experimento,
caracteristica mantenida hasta las 168 horas post-exposicion al tratamiento evaluado.

(Grafica 32).

Gréfica 32

Determinacion de la actividad de la enzima ALT/SGPT en suero de
ratones tratados con la Fraccion 111 del veneno de Bothrops colombiensis
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** Valores sin diferencia estadisticamente significativa del control de vehiculo (a: 0,05)

*** Valores con diferencia estadisticamente significativa (a: 0,05)

CS: ratones sin tratamiento. CV: ratones tratados con 0,1 ml de solucién NaCl 0,85 %
Determinacion de creatinina: en la cuantificacion de los niveles de creatinina en suero de
ratones tratados con 80 pg de la fraccion Ill del veneno de Bothrops colombiensis, de
acuerdo a las condiciones de este estudio, se observé que los grupos control sano (0,60 *
0,0 mg/dl) y control del vehiculo (0,60 + 0,0 mg/dl) no presentaron diferencias

estadisticamente significativas entre si (a: 0,05), como se evidencia en grafica 32. Al

comparar este nivel basal con los siguientes grupos del protocolo del trabajo, se observo un
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ligero incremento en los niveles de creatinina en suero en el grupo evaluado tras 1 hora de
exposicion al tratamiento evaluado (0,675 + 0,05 mg/dl), alcanzando posteriormente su
maxima expresion a las 3 horas post-exposicién con niveles de 0,775 +0,05 mg/dl,
correspondiente aproximadamente a 1,29 veces lo detectado en los grupos control sano y
control de vehiculo. A las 6 horas se observo una reduccién de los niveles de creatinina en
suero, alcanzando cifras sin diferencia estadisticamente significativa de los controles (o
0,05), lo cual se mantuvo sin cambio durante los restantes grupos evaluados,
correspondientes especificamente a individuos con lapsos de toma de muestra post-
exposicion de 15 a 168 horas. Con la excepcién del grupo expuesto por 96 horas, donde la
evaluacion estadistica refleja que existe diferencia estadisticamente significativa de los

controles (Grafica 33).

Gréafica 33

Determinacién de creatinina en suero de ratones tratados
con la Fraccién 111 del veneno de Bothrops colombiensis
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CS: ratones sin tratamiento. CV: ratones tratados con 0,1 ml de solucién NaCl 0,85 %

122



Determinacion de urea: en la cuantificacion de los niveles de urea en suero de ratones
tratados con 80 pg de la fraccion 111 del veneno de Bothrops colombiensis, de acuerdo a las
condiciones de este estudio, se observo para los grupos de control sano y control del
vehiculo niveles de 33,78 + 4,07 mg/dl y 35,54 + 2,70 mg/dl respectivamente, los cuales no
presentan diferencias estadisticamente significativas entre si. Al comparar este nivel basal
con los siguientes grupos del protocolo del trabajo, se observé el incremento en los niveles
de urea en suero desde la primera hora post exposicién al tratamiento evaluado, alcanzando
niveles de 54,17 + 1,31 mg/dl, correspondientes aproximadamente con 1,60 y 1,52 veces lo
detectado en los grupos control sano y control de vehiculo respectivamente, representando
adicionalmente el pico de actividad de este marcador. A las 3 horas post-exposicion, se
observé la disminucidn de los niveles de urea en suero, lo cual se desarrollo paulatinamente
hasta las 15 horas post-exposicion, momento en el cual ya no se observd diferencias
estadisticamente significativas con los controles del experimento (a: 0,05), aspecto que se
mantuvo hasta las 168 horas post-exposicion. Con la excepcion de las 144 horas post
exposicion, momento de evaluacion en el cual se observé un ligero incremento en los
niveles de urea en suero (44,73 £ 2,35 mg/dl) equivalente a 1,26 veces el control del

vehiculo. (Gréfica 34).

Determinacion de glicemia: en la determinacion de los niveles de glicemia se observo para
los grupos control sano y control salina niveles de 160,86 + 14,98 y 163,17 + 14,42 mg/dl
respectivamente, los cuales no muestran diferencias estadisticamente significativas entre si
(a: 0,05). Al comparar este nivel basal con los siguientes grupos del protocolo del trabajo,

de acuerdo a las condiciones de este estudio, se observd que no existe diferencia
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estadisticamente significativa con los niveles de glicemia en suero, detectados para los

diferentes grupos evaluados (a: 0,05), como se presenta en la grafica 35.

Gréfica 34

Determinacion de urea (BUN) en suero de ratones tratados
con la Fraccion 111 del veneno de Bothrops colombiensis
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Gréafica 35

Determinacion de glicemia en suero de ratones tratados
con la Fraccién 111 del veneno de Bothrops colombiensis
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Determinacion de amilasa: en la determinacién de los niveles de amilasa, se observé para
los grupos control sano y control de vehiculo niveles de 2462 + 155,86 U/L y 2255,3 +
214,24 U/L respectivamente, los cuales no mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre si (a: 0,05). Al comparar este nivel basal con los siguientes grupos del
protocolo del trabajo, se observo un incremento de la actividad de la amilasa en suero a las
6 horas post exposicion al tratamiento aplicado, alcanzando niveles de 4311,5 +459,50 U/L
los cuales corresponden aproximadamente a 1,75 y 1,91 veces los niveles detectados en los
grupos control sano y de vehiculo respectivamente. A las 15 horas post exposicion se
observo una reduccion de los niveles de amilasa en suero los cuales alcanzaron incluso los
niveles basales del experimento. Dichos niveles se mantuvieron sin diferencia
estadisticamente significativa de los controles hasta las 168 post exposicion al tratamiento
evaluado, con la notable excepcidn del grupo evaluado tras 72 horas post exposicion a la
FIIl para el cual se evidencidé un incremento a 2957,9 + 292,47 U/L el que corresponde

aproximadamente a 1, 31 veces el control del vehiculo. (Grafica 36)

Gréafica 36

Determinacién de amilasa en suero de ratones tratados
con la Fraccién 111 del veneno de Bothrops colombiensis
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Evaluacion histopatoldgica de los efectos inducidos por la Fraccion 111 del veneno de

Bothrops colombiensis en ratones blancos INH.

Los resultados obtenidos en el estudio histopatoldgico se resumen en la tabla 15, en ésta se

presentan las lesiones presentadas en ratones blancos cepa INH tratados con 80 ug de la

Fraccion 111 del veneno de Bothrops colombiensis, los expertos refieren que dichas lesiones

estuvieron restringidas basicamente a pancreas y corazon. En el caso de pulmon las

lesiones reportadas se consideré pudieran ser atribuidas a patologia espontanea de los

roedores, en los casos de higado y rifién los expertos reportaron que para las lesiones

observadas, existe escasa diferenciacion entre la accion toxica del tratamiento aplicado y la

patologia espontanea de la especie, mientras que el caso del tejido muscular y para todos

los grupos evaluados los expertos reportan la ausencia de lesiones microscopicas visibles.

Tabla 15

Lesiones inducidas por la Fraccion 111 del veneno de
Bothrops colombiensis en raton blanco cepa INH.

Tiempo de evaluacion Observacion
(horas)

1 Corazon: Endocarditis multifocal leve.
Pancreas: Leve infiltrado inflamatorio perivascular multifocal.
Higado: Degeneracion microvacuolar leve. Leve infiltrado
inflamatorio multifocal.

3 Corazén: Hipercontractibilidad focal y multifocal de fibras
musculares cardiacas.
Pancreas: sin lesion microscépicamente visible (SLMV).
Higado: Degeneracion microvacuolar difusa.

6 Corazén: hemorragia entre fibras cardiacas.
Pancreas: SLMV
Higado: Degeneracion microvacuolar difusa. Congestion de las
venas centrolobulillares.

15 Corazon: Hipercontractibilidad de fibras cardiacas.

Pancreas: Degeneracion de Islotes de Langerhans. Focos de
pancreatitis.
Higado: degeneracion hidrépica diseminada.
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Tabla 15 (Continuacion)

Lesiones inducidas por la Fraccion 111 del veneno de
Bothrops colombiensis en raton blanco cepa INH.

Tiempo de evaluacion Observacion
(horas)

24 Corazon: SLMV.
Pancreas: Degeneracion de Islotes de Langerhans, focos de
pancreatitis.
Higado: DHD. Degeneracion hidropica centrolobulillar

48 Corazon: Hemorragia entre fibras cardiacas.
Pancreas: degeneracion leve de Islotes de Langerhans.
Higado: degeneracion hidrépica centrolobulillar, DHD.

72 Corazon: SLMV.
Pancreas: degeneracion leve de Islotes de Langerhans,
pancreatitis multifocal leve.
Higado: Degeneracion microvacuolar difusa. Degeneracion
hidropica centrolobulillar. DHD

144 Corazon: Hipercontractibilidad focal leve de fibras
musculares cardiacas.
Pancreas: degeneracion de Islotes de Langerhans.
Pancreatitis multifocal leve.
Higado: degeneracion hidropica difusa. Degeneracion
microvascular difusa.

168 Corazon: Hipercontractibilidad focal de fibras musculares

cardiacas.
Pancreas: Pancreatitis multifocal leve.
Higado: Degeneracion microvacuolar difusa. DHD.

Control sano

Solo lesiones atribuidas a patologia espontanea de la especie.

Control Vehiculo

Solo lesiones atribuidas a patologia espontanea de la especie.
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CAPITULO IV

DISCUSION

Caracterizacion Toxinoldgica y Clinica del Veneno Total de Bothrops colombiensis
(Paracotos-Edo. Miranda)

De acuerdo a las condiciones de este estudio el veneno total de Bothrops colombiensis de
Paracotos-Edo. Miranda fue capaz de inducir actividad letal, hemorragica, desfibrinante,
edematizante, necrosante, actividad pro-coagulante in vitro sobre plasma humano y ademas
exhibid actividad tipo fosfolipasa A, aspectos que estan en concordancia con lo establecido
para la gran mayoria de las serpientes de este genero (Gutiérrez y Bolafios, 1980; Badillo y
col., 1989; Rodriguez-Acosta y col., 1995; Vargas y col., 1996; Rodriguez-Acosta y col.,
2000; Rengifo, 2002; Camey y col.,, 2002; Lopez y col, 2004). Aunque con obvias
variaciones cuantitativas al comparar los resultados de este estudio con lo reportado en
evaluaciones previas para serpientes de este genero, como se evidencia en la tabla 16, la
cual resume el perfil toxinologico reportado en estudios previos con serpientes botropicas

de diferentes regiones de Ameérica.

Al comparar los resultados obtenidos para la DLsy del veneno total de Bothrops
colombiensis (Paracotos-Edo. Miranda) con la reportada para venenos homdlogos
procedentes del Guapo y Caucagua (Girén y col., 2008. Tabla 16), también en el estado
Miranda (Figura 5), observamos que el veneno objeto de este estudio presenta un mayor
indice de letalidad. Pero si lo comparamos con resultados recientes para un pool general de
veneno de Bothrops colombiensis de la region de Barlovento- Edo. Miranda con una DLsg
de 3,35 = 0,33 mg/kg (n=3) (Comunicacion personal. Laboratorio de Investigaciones-

Facultad de Farmacia-UCV), este ultimo se perfila con una letalidad superior a la del lote
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de veneno empleado en este estudio. Aspectos que pudieran ser una consecuencia de la
variabilidad intra-especie entre venenos de serpientes con procedencia de diferentes
regiones geograficas, ya que ha sido ampliamente soportado que poblaciones de la misma
especie las cuales estan ecolégicamente aisladas o viven en diferentes habitat geograficos
tienen un elevado potencial para variaciones genéticas en la composicién de los venenos,
aunque las diferencias entre especies similares localizadas en zonas geogréaficas estrechas

no han sido bien documentadas (Girén y col., 2008).

Por otra parte, si comparamos nuestros resultados con reportes previos para venenos
botropicos heterdlogos de importancia médica como B. asper (Guatemala, Costa Rica o
Colombia) (Saravia y col., 2001; Saldarriaga y col., 2003), B. jararaca, B. jararucusso
(Bogarin col., 2000; Munis y col., 2000), B. neuwidii (Argentina o Bolivia) (Segura y col.,
2010) o B. atrox (Pto. Ayacucho. Edo. Amazonas) (Duque y Scannone, 2006) observamos
que estos presentan un mayor indice de letalidad que el veneno de B. colombiensis de
Paracotos. A diferencia de B. nummifer (Honduras) (Rojas y col., 1987), B. schlegelii
(Magdalena-Colombia) (Otero y col., 1992), B. Isabelae (Edo. Trujillo, Venezuela) o B.
atrox (Edo. Amazonas, Venezuela) (Rodriguez-Acosta y col., 2010) los cuales presentan un

menor indice de letalidad que el veneno objeto de este estudio. (Tabla 16).

Mientras que si comparamos con los reportes de Otero y col.,, 1992 para B. nasutus
(Colombia), Segura y col., 2010 para B. atrox (Pert y Colombia) o de Rojas y col., 2005
para B. brazili (Per() observamos que estos exhiben una letalidad similar a la detectada por
nosotros para el veneno evaluado. (Tabla 16) y probablemente refleje un efecto sinérgico

similar entre los constituyentes mas toxicos de estos venenos y responsables de esta
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actividad en roedores como los factores hemorragicos y edematizantes los cuales han sido

significativamente relacionados a la letalidad mediada por diferentes venenos botrépicos

(Ferreira 'y col., 1992a).

Tabla 16

Comparacion de las actividades bioldgicas del veneno de
B. colombiensis (Paracotos) con reportes previos para serpientes botropicas.

Especie DLso DHM DEM DDM DCM Fuente
(mg/kg) (ng/raton) (ug/ratén) | (ug/raton) |  (ug)
B. atrox 3,07+0,52 | 528+0,37 | 0,84+0,16 5 oM Duque y
Pto. Ayacucho Scannone 2006
B. colombiensis 11,6 53 NE NE NE
El Guapo Girony col.,
B. colombiensis 5,8 11,6 NE NE NE 2008
Caucagua
B. colombiensis 530+0,1 5,61+0,8 3,49+0,44 4 oM
Barlovento Laboratorio*
B. venezuelensis 458+0,13 | 612+116 | 1,37+0,19 NE oM Investigaciones
(Pool general)
B. Isabelae 59 115+1.2 NE NE oM
Trujillo
B. atrox 4,0 2,704 NE NE oM Rodriguez-
Bolivar-Venezuela Acosta y col.,
B. atrox 8,3 4,2+0,5 NE NE oM 2010
Amazonas
B. asper 3,53 15+01 NE NE NE Saldarriaga y
Colombia (3,16-3,90) col., 2003
B. nasutus 4,32 34+08 NE 4,7+0,4 NE Oteroy col.,
Colombia (3,58-5,21) 1992
B. schlegelii 10,84 20,4 +0,5 NE 75%0,2 NE
Colombia (8,32-14,11)
B. brazili 5,51 3,71+0,41 1,18 NE NE Rojas y col.,
Per( (4,76-6,37) 2005
B. jararaca NE 4,4 0,85 NE NE
Argentina Acosta y col.,
B. jararacusso NE 2,4 1,5 NE NE 1998
Argentina
B. colombiensis 492+0,16 | 34,62+6,25 | 0,62 +0,04 3,5 0,5 Este Estudio
Paracotos

OM: otra metodologia. NE: no evaluado.* Comunicacion personal. Facultad de Farmacia-UCV.
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Tabla 16 (Continuacion)

Comparacion de las actividades bioldgicas del veneno de
B. colombiensis (Paracotos) con reportes previos para serpientes botropicas.

Especie DLso DHM DEM DDM DCM Fuente
(mg/kg) (ng/raton) | (ug/ratéon) | (ug/ratén) | (ug)
B. jararacusso 3,10 1,50 NE NE NE Bogariny
Brasil col., 2000
B. atrox 4,35 1,4 +£0,07 NE 1,7+04 oM
Perd Seguray col.,
B. atrox 4,47 1,4+0,42 NE 2,2+0,01 oM 2010
Colombia
B. neuwidii 3,29 0,56 + 0,04 NE 2,6+0,6 oM
Argentina
B. neuwidii 1,23 70+£19 NE 20+04 oM
Bolivia
B. jararaca 2,28 0,43 NE NE NE Munis y col.,
2000
B. neuwidii NE 1,5 2,05 NE NE
Argentina Acosta y col.,
B. alternatus NE 3,6 4 NE NE 1998
Argentina
B. asper 3,34 11+3 1+0,1 2,5 NE Saraviay
Guatemala (2,62-4,25) col., 2001
B. asper 3,79 0,8 +0,1 1,7+0,1 5 NE Bogariny
Costa Rica (3,35-4,23) col., 1999
B. nummifer 7,53 18 NE NE NE Rojas y col.,
Honduras 1987
B. colombiensis 4,92 £0,16 | 34,62 £ 6,25 | 0,62 + 0,04 3,5 0,5 Este Estudio
Paracotos

OM: otra metodologia. NE: no evaluado.

En la evaluacién de la actividad hemorragica, uno de los efectos mas caracteristicos de los

venenos botrdpicos (Gutiérrez y Bolafios, 1980; Rodriguez-Acosta y col., 1995; Rengifo,

2002, Isla'y col., 2003), observamos que el veneno de B. colombiensis de Paracotos exhibe

una DHM particularmente elevada al comparar con los reportes previos para serpientes de

este género (Tabla 16), sugiriendo una muy escasa actividad hemorragica en comparacion
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con otros venenos botrdpicos, asi como una baja concentraciébn de enzimas tipo
metaloproteinasas en el grupo de proteinas con actividad biologica presentes en el veneno

evaluado.

Varios autores han propuesto que los principales componentes del veneno responsables por
el desarrollo de la actividad hemorragica, son las metaloproteinasas una gran variedad de
enzimas dependientes de zinc, con una masa molecular entre los 15 y 100 kDa., las cuales
presentan un alto grado de similitud a las metaloproteinasas de matriz y cuyo mecanismo
béasico de accion es la disrupcion enzimatica y posiblemente selectiva de constituyentes de
la membrana basal y de la matriz extracelular que rodea las células endoteliales de los
capilares y de los pequefios vasos (Baramova y col., 1989; Kamiguti y col., 1996; Gutiérrez
and Rucavado, 2000; Rodrigues y col., 2001; Anai y col., 2002; Isla y col., 2003;

Rodrigues y col., 2004; Moura y col., 2008; Patifio y col., 2010; Tanjoni y col., 2010).

Adicional al dafio local a los tejidos derivado del mecanismo mencionado anteriormente, se
ha demostrado que estas toxinas provocan la rapida extensién de los componentes del
veneno del area de la inyeccion a la circulacion sistémica, aspecto que puede jugar un rol
clave en la patogenesis de las complicaciones locales y sistémicas resultantes de estos
envenenamientos (Anai y col.,, 2002). Lo que podria implicar una correlacion entre
actividad hemorragica y letalidad de acuerdo a las condiciones experimentales planteadas,
condicién gque ha sido soportada por algunas evaluaciones experimentales (Ferreira y col.,
1992a) y que puede verse reflejada en los resultados previos presentados en la Tabla 16,
donde observamos por ejemplo, que los venenos de B. atrox, B asper (Colombia/Costa

Rica), B jararaca o B jararacussu exhiben una alta actividad hemorragica y elevada
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letalidad o en el caso de los venenos de B. nummifer (Honduras) y B. schlegelii (Colombia)
los cuales exhiben una atipica actividad hemorragica, para un veneno botrépico,
acompafiada de una menor letalidad. Sin embargo en el caso de nuestros resultados para el
veneno de B. colombiensis de Paracotos, esta correlacion no se hace evidente ya que
observamos una DHM muy elevada acompafiada por una DLsg que podria considerarse se
cifie a lo esperado para un veneno botropico, lo que sugiere que para este veneno la
letalidad podria estar relacionada a el efecto sinérgico de otras toxinas presentes en el

veneno evaluado, sin embargo se requieren evaluaciones al respecto.

Por otra parte también se puede resaltar que la DHM obtenida para el veneno objeto de este
estudio es similar a la reportada en estudios previos para algunos venenos del género
Crotalus (Sur Ameéricano) como C. d. terrificus (Colombia) con una DHM de 31,9 + 6,1 g
(Otero y col.,, 1992), venenos reconocidos por su menor actividad hemorragica en

comparacion con los venenos botropicos (Gutiérrez y Chaves, 1980; Otero y col., 1992).

En el caso de la evaluacion de la actividad edematizante, si comparamos los resultados de
nuestro estudio con los publicados en trabajos previos y que se resumen en la tabla 16,
observamos que el veneno de B. colombiensis de Paracotos presenta la menor DEM,
sugiriendo una elevada capacidad de desarrollo de edema en roedores, superando incluso a
los venenos de B. jararaca (0,85 ug) y B. jararacusso (1,5 pg) los cuales fueron sefialados

por Acosta y col., (1998), como venenos muy edematizantes.

La actividad edematizante es otro efecto caracteristico de los venenos botrdpicos, el cual

incluso ha sido reconocido en diversos estudios epidemiol6gicos como presente hasta en el
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100 % de las victimas (Haad, 1980/1981; Badillo y col., 1989; Otero y col., 1996;
Bucaretchi y col., 2001). Numerosas evaluaciones experimentales han permitido sugerir
que en el caso de los venenos botrdpicos el edema es probablemente debido a la accién de
una variedad de sustancias como (a) las proteasas las cuales actian sobre kinindgenos del
plasma liberando kininas (bradiquinina), (b) enzimas tipo fosfolipasas A, que actlan
liberando &cido araquidonico de los fosfolipidos de membranas celulares, iniciando la via
de las prostaglandinas o por medio de la liberacion de histamina y serotonina de mastocitos,
(c) toxinas que actuan directamente sobre las células endoteliales de capilares y vénulas
incrementando su permeabilidad y (d) las toxinas hemorragicas las cuales lesionan la
microvasculatura induciendo extravasacion. (Gutiérrez and Lomonte, 1989; Chaves y col.,
1995; Acosta y col., 1998; Chaves y col., 1998; Landucci y col., 1998; Petretski y col.,
2000a y b; Rodrigues y col., 2001; Kanashiro y col., 2002; Barbosa y col., 2003; Moura y
col., 2008), aspectos que pudieran estar implicados en el desarrollo de la importante

actividad edematizante mediada por el veneno evaluado.

Por otra parte, durante la evalucion de la actividad edematizante observamos para los
diferentes ensayos realizados, que no se evidencio la presencia de hemorragia plantar en el
rango de dosis evaluadas. Este efecto, a diferencia de nuestro estudio, es usualmente
reportado en la evaluacién del edema desarrollado por venenos botrépicos como en el caso
de B. insularis (> 0,25 ug), B. lanceolatus (> 0,5 pg), B. asper (> 5 pg), B. jararaca, B.
jararacusso, B. neuwiedii, B. dipurus, B. alternatus (5 p), y B. atrox (Pto. Ayacucho) (> 0,5
Hg) (Chaves y col., 1995; Acosta y col., 1998; Lobo y col., 2000; Boechat y col., 2001;
Barbosa y col., 2003, Duque y Scannone, 2006), venenos con importantes DHM, a

diferencia de la obtenida por nosotros para B. colombiensis (Paracotos), ademas de que en
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algunos de ellos como B atrox (Brasil) (Petretski y Cols, 2000b) hay evidencias directa de
la participacion de algunas de sus metaloproteinasas en el edema desarrollado por dicha
especie. Lo que nos permite referir que en el caso del veneno evaluado, el efecto
hemorragico no es un elemento esencialmente involucrado en el desarrollo de la actividad
edematizante y dado que ain no hay estudios que permitan sefialar el mecanismo
fisiopatoldgico implicado y que este sefialamiento se hace con base en una sencilla
evaluacion macroscopica, obviamente se hacen necesarios el desarrollo de estudios al
respecto de manera de especificar los mecanismos implicados en la fisiopatologia de este

efecto.

Con relacion a la actividad desfibrinante al comparar nuestros resultados con los
presentados en la tabla 16 para estudios previos, observamos que el veneno de B.
colombiensis de Paracotos exhibe una DDM que sugiere una mayor capacidad desfribinante
en dicho veneno en relacion con las reportadas para B atrox (Pto Ayacucho), B. asper
(Costa Rica), asi como B. nasutus y B. schlegelii (Colombia). Mientras que si comparamos
nuestro resultado contra los reportes de Segura y col. (2010) para venenos de B. atrox (Peru
y Colombia) y B. neuwidii (Bolivia y Argentina) o los de Saravia y col. (2001), para el
veneno de B. asper (Guatemala) observamos que estos presentan una menor DDM,

sugiriendo una menor actividad desfibrinante en el veneno objeto de este estudio.

Los venenos que inducen desfibrinacion in vivo obviamente también pueden promover la
coagulacion in vitro, con respecto a la actividad coagulante encontramos que los estudios
presentados en la tabla 16 en algunos casos no se evalud esta actividad mientras que en

otros se empled una metodologia diferente a la establecida en nuestro protocolo de trabajo,

135



aspecto que limita la comparacién de nuestros resultados, con este grupo de importantes
venenos botropicos. Sin embargo estudios previos del Laboratorio de Investigaciones
(Facultad de Farmacia-UCV) con venenos de Crotalus durissus cumanensis refieren para
especimenes de Margarita, Barquisimeto y Clarines una DCM de 2,5 pg, 5ug y 20 pg
respectivamente, asi como para especimenes de Crotalus pifanorum con DCM de 2,5 pg, lo
que nos permite referir para el veneno objeto de este estudio una muy efectiva DCM,

sugiriendo un veneno potencialmente rico en enzimas procoagulantes.

Estas dos Ultimas actividades son responsables de las coagulopatias observadas en victimas
humanas, las cuales representan una de las manifestaciones clinicas mas frecuentes en los
accidentes botrépicos (Haad, 1980/81; Rodriguez-Acosta y col., 2000; Anai y col., 2002;
Smalligan y col., 2004). Estas alteraciones en los sistemas de coagulacion, son la
consecuencia del efecto conjunto (aditivo y/o sinergista) de una variedad de enzimas
presentes en los venenos botrépicos, como enzimas tipo trombina, activadores de
protrombina o del factor X entre otros, las cuales aceleran el sistema de la cascada de
coagulacion por lo que inducen a la disminucion de la concentracion del fibrindgeno y otros
factores (Giron y col., 2008). En el caso del veneno de B. colombiensis, evaluciones previas
han reportado la presencia de constituyentes con actividad tipo trombina, tipo factor Xa y
fibrinolitica, demostrando asi la versatilidad de estos constituyentes en este veneno

venezolano (Gabrijelcic y col., 1982 y Giron y col., 2008).

En el caso de la actividad tipo PLA, evaluada por la titulacion de los acidos grasos
liberados a partir de los fosfolipidos presentes en la yema de huevo, lo que implica la

evaluacion de la actividad de las enzimas pertenecientes al subgrupo Asp 49, de acuerdo a
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lo mencionado anteriormente. Se puede referir que nuestros resultados son similares a los
obtenidos por venenos de especimenes como B. atrox de las localidades de Pto. Ayacucho o
el Pauji los cuales presentan niveles de actividad de 57 y 55 U, respectivamente (Vargas y
col., 1996) y B. venezuelensis con 54,840 U (Grillo y col., 1994a), datos que sugieren igual
proporcién de enzimas tipo PLA; con actividad catalitica en estos venenos. Mientras que Si
comparamos con su homoldgo B. colombiensis de la region de Barlovento (Edo. Miranda)
con una actividad PLA; de 110,20 U (Grillo y col., 1994c), esto sugiere que el veneno
objeto de este estudio presenta una menor proporcion de enzimas PLA; del subgrupo Asp

49,

Estas enzimas tipo PLA; son hidrolasas esteroliticas, que catalizan la hidrélisis de 3 fosfo-
gliceridos en la posicion 2. Se ha reportado que los venenos de serpientes son ricos en
dichas enzimas y muchos de ellos contienen un gran nimero de isoenzimas como Naja naja
0 Bothrops asper el cual contiene mas de 10 isoenzimas PLA,. Varios cientos de PLA; de
venenos de serpientes han sido aisladas, purificadas y caracterizadas y se ha reportado que
presentan actividad catalitica similar y propiedades de hidrolizar fosfolipidos, ademas de
inducir un amplio espectro de efectos farmacologicos, entre los cuales destacan
neurotoxicidad, cardiotoxicidad, miotoxicidad, hemolisis, bloqueo neuromuscular, edema,
efecto anticoagulante, hipotensor e inhibidor de la agregacion plaquetaria, entre otros
(Manjunatha and Evans, 1989; Chaves y col., 1998; Toyama y col., 2001; Kini, 2003;

Manjunatha, 2005; Angulo and Lomonte, 2009; Leite y col., 2011).

Adicionalmente el veneno de B. colombiensis (Paracotos) indujo actividad necrosante, éste

es otro de los efectos locales que caracteriza los accidentes ocasionados por las serpientes
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de este género. (Gutierrez y Chaves, 1980; Calil y col., 2002; Huatuco y col., 2004;
Gutiérrez, 2011). Dicho efecto fue evidenciado por la cuantificacion de la actividad de la
enzima CPK, marcador que se encuentra en altas concentraciones en el citoplasma de las
celulas musculares (cardiacas y esqueléticas), asi como en cerebro constituyendo diferentes
isoenzimas, las cuales son liberadas al fluido intersticial y a la sangre luego del desarrollo

de una lesion celular (Gutierrez and Lomonte, 1995; Huatuco y col., 2004).

A pesar de la existencia de esas diferentes isoenzimas, su utilidad como marcador de
miotoxicidad se fundamenta en diferentes estudios efectuados con venenos, los cuales han
permitido establecer que mas del 95 % de la elevacion de la CPK en plasma tras la
inyeccion de veneno por la via IM, corresponde a la isoenzima de musculo esquelético.

(Manual de Procedimientos. Instituto Clodomiro Picado, 1998).

Al comparar nuestros resultados con estudios previos para venenos botropicos y sus
miotoxinas aisladas y purificadas se observo que dichas evaluaciones refieren que para la
mayoria de estos venenos el pico en los niveles de CPK esté entre las 1 y 3 horas post-
exposicion (Gutierréz and Lomonte, 1995; Vargas y col., 1996; Kanashiro y col., 2002;
Huatuco y col., 2004; Marufiak y col., 2005; Garcia y col., 2006; Queiroz, 2011) a
diferencia de nuestras observaciones, en las cuales se obtuvo el pico de actividad de CPK a
las 6 horas post-inyeccidn, sugiriendo la posible participacion de mecanismos

fisiopatologicos alternativos.

Por otra parte pudimos verificar que nuestros resultados son similares a los obtenidos en

diferentes estudios realizados con metaloproteasas hemorragicas, como el resefiado por Gay
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y col. (2005) quienes en el estudio del veneno de Bothrops alternatus aislaron una enzima
con una DHM de 1,9 ug la cual induce una mionecrosis con niveles maximos de CPK a las
6 horas, los cuales ya no son diferenciados de sus controles a las siguientes 24 horas. Asi
como en evaluaciones con otras especies de serpientes, como Crotalus durissus cumanensis
(Pool del serpentario de la UCLA) (Noriega y col., 2009) o en el caso de su homologo de
Margarita Edo. Nva. Esparta (Meza y Vargas, 2008), aspectos que nos podrian sugerir una
relevante participacion de la porcion hemorréagica del veneno de Bothrops colombiensis en
la actividad necrosante mediada por este veneno, una menor afinidad de las enzimas tipo
PLA; a las estructuras musculares, una menor biodisponibilidad de las mismas o quizas
diferencias en la potencia y cinética de accion de las miotoxinas presentes en los venenos

de serpientes como refieren Cintra y col. (2010).

Sin embargo en el estudio histologico desde la primera hora post-inyeccion se observaron
lesiones tipo degeneracion focal de fibras musculares y en algunos individuos
fragmentacion. Mientras que al incrementar el tiempo post-exposicion a las 6 horas,
momento en el que se alcanzo el pico en la actividad de la enzima CPK, se evidenci6é un
incremento en el nimero de individuos evaluados con fragmentacion de fibras musculares,
seguido de hipercontractilidad a partir de las 15 horas post-inyeccion. Sin reportes del
desarrollo de lesion hemorragica en algin grupo experimental, lo que nos permite excluir
su participacion en el desarrollo de ese maximo de CPK tardio observado en nuestras
evaluaciones con el veneno de Bothrops colombiensis. Por otra parte, se observé que dichas
observaciones histopaldgicas coinciden, con las alteraciones morfoldgicas reportadas en
estudios previos con venenos botrdpico, miotoxinas e incluso metaloproteasas no

hemorragicas (Clase Pl), aisladas y purificadas de estos venenos, en fibras musculares
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(Gutiérrez and Lomonte, 1995; Calil y col., 2002; Kanashiro y col., 2002; Souza y col.,
2002; Garcia y col., 2006; Baldo y col., 2010). Entre estos, Gutiérrez y col. (1995) refieren
que las lesiones inducidas por miotoxinas en las fibras musculares son focales, periféricas y
con forma de cufia, las cuales son observadas 15 min. después la inyeccidn y son idénticas a
las lesiones delta originalmente descritas en la distrofia muscular de Ducheme, asi como en
la mionecrosis inducida por detergentes, las cuales son areas focales de degeneracion
localizadas en la porcion inferior de la célula donde la membrana plasmética es
descontinuada o perdida, despues de esta alteracion inicial hay hipercontraccion de
miofibrillas con apifiamiento de miofilamentos, lesiones también observadas por otros
agentes miotoxicos de venenos de serpientes tales como cardiotoxinas y PLA; elapidicas.
Maés recientemente, Baldo y col. (2010) tras la evaluacidbn una metaloproteasa no
hemorréagica (Clase PI) aislada del veneno de Bothrops neuwiedi sobre el mdsculo
esquelético de raton (50 pg IM), reportaron tras la primera hora post exposicion
interrupcion en la continuidad de la membrana plasmatica, a las 3 horas desorganizacion de
miofibrillas y a las 6 horas hipercontraccion de miofilamentos y mitocondrias
edematizadas, todo esto sin la deteccidn de eritrocitos en el espacio intersticial confirmando
la ausencia de hemorragia en el musculo esquelético tratado. Adicionalmente en este
mismo estudio, tras descartar la contaminacion de la enzima con miotoxinas PLA;, los
autores evaluaron su efecto sobre las proteinas citoplasmaticas de las células musculares
reportando, con base en técnicas electroforéticas, la hidrélisis minoritaria de actina y
drastica 0 mas selectiva por la miosina. Evidencias experimentales que sugieren que los
componentes de venenos estructuralmente diferentes pueden inducir un modelo similar de
cambios patoldgicos. Aspectos que nos indican que los resultados observados en nuestro

estudio para el parametro clinico CPK, discutido previamente podrian estar relacionados
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basicamente con las lesiones tardias mediadas por enzimas tipo PLA; o incluso

metaloproteasas presentes en el veneno.

Por otra parte en nuestra evaluacion llama la atencion un segun méximo de actividad de
CPK el cual se observo a las 144 horas (6to dia) post-exposicion y que no alcanz6 a las
siguientes 168 horas (7mo dia) niveles comparables a los controles del experimento, lo que
podria sugerir una escasa recuperacion de los miocitos afectados por la accién de los
diferentes constituyentes del veneno. Estos resultados son similares a los obtenidos en
evaluciones con veneno de especimenes de Crotalus durissus cumanensis (Clarines-Edo.
Anzoategui), donde se observé exactamente a las 144 horas post-inyeccion un segundo pico
de actividad para CPK con niveles de aproximadamente 11,5 veces el control del
experimento (Comunicacion Personal, Laboratorio de Investigaciones-Facultad de

Farmacia-UCV).

Estas alteraciones bioquimicas y estructurales han sido principalmente relacionadas con la
accion local de enzimas tipo PLA; presentes en los venenos, por ejemplo en estudios de
neutralizacion selectiva con veneno de B. asper se ha demostrado que la neutralizacion de
las PLA; | y Il (en el veneno crudo) con anticuerpos especificos antimiotoxinas derroga
respectivamente el 79 y el 75 % del dafio muscular inducido en ratones. Mientras que en el
caso de B. jararacussu, el antisuero de ratén contra miotoxinas del veneno, neutralizd
virtualmente todo el efecto miotéxico del veneno crudo, en ensayos con preincubacion,
evaluaciones que sugieren que estas toxinas son las principales responsables por la
mionecrosis en el envenenamiento por estas especie botrdpica (Gutierrez and Lomonte,

1995; Angulo and Lomonte, 2009).
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Estas miotoxinas botropicas con base en su caracterizacion bioquimica y secuenciacion de
aminoécidos se han clasificado dentro del grupo Il A, junto con todas las enzimas de los
venenos crotalidos/viperidos y las PLA, no pancredticas secretadas por mamiferos
(Gutiérrez and Lomonte, 1995; Kanashiro y col., 2002). Adicionalmente estas miotoxinas
son divididas en dos subgrupos llamados el Asp 49 que incluye isoformas que son activas
cataliticamente y el grupo homélogo de PLA; Lys 49 con poca o ninguna actividad
enzimatica, pero con una importante actividad miotéxica (NUfiez y col., 2004; Angulo and
Lomonte, 2009; Leite y col., 2011). La secuencia de eventos a nivel molecular y celular por
el que estas enzimas inducen lesion muscular es completamente desconocido, sin embargo
se ha establecido que las PLA, Asp 49 utilizan su actividad catalitica, dependiente de
calcio, sobre los fosfolipidos de membrana como parte del mecanismo del dafio celular,
mientras que en evaluaciones con PLA; tipo Lys 49, como la miotoxina Il aislada del
veneno de B. asper se ha sugerido la interaccion de la region cationica C-terminal de la
enzima, con motivos anidnicos sobre la membrana blanco con una subsecuente pérdida del
control de su permeabilidad, lo que conduce en ambos casos a una gran entrada de calcio en
las células musculares lo cual conlleva a una cascada de eventos tales como la pérdida de la
funcion mitocondrial, protedlisis general, hipercontraccion miofibrilar y adicionalmente
eventos degenerativos que aln esperan una detallada descripcion (Gutiérrez and Lomonte,

1995; Angulo and Lomonte, 2009; Kini, 2003; Cintra, 2010).
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Carécterizacion Clinica del Veneno Total de Bothrops colombiensis

En lo concerniente a la caracterizacion clinica del veneno total, observamos que en los
ratones tratados con el veneno de Bothrops colombiensis (Paracotos) hubo alteraciones en

marcadores como AST, ALT, urea, amilasa y en menor proporcion creatinina y glicemia.

La ALT y la AST son enzimas miembros de la familia de las transaminasas y son algunas
veces llamadas glutamato piruvato transaminasa (GPT) y glutamato oxalacetato
transaminasa (GOT), respectivamente. La ALT es hallada en grandes cantidades dentro del
citoplasma hepéatico y en menor proporcion en masculo esquelético, rifion, corazon,
pancreas, pulmones, bazo y eritocitos, siendo considerada méas especifica para el higado.
Mientras que la AST se encuentra predominantemente en citoplasma hepatico, en el
musculo del miocardio, esquelético y en el rifidn, mientras que la forma mitocondrial de
esta enzima se encuentra en el higado principalmente, siendo menos sensible y especifica
para el higado (Grafica, 37). Sin embargo los incrementos séricos de ambas enzimas se
considera reflejan dafio hepético activo que puede ser agudo o crénico, convirtiéndose en
marcadores de enfermedad hepatocelular y hay que considerar que no necesariamente la
muerte celular es el gatillo para la liberacion de estas enzimas a la circulacion, su liberacion
también se ha asociado a un incremento en la permeabilidad celular (Ward y Cockayne,
1993; Limdi and Hyde 2003; Quiroz y Bouda, 2007). Con esto en consideracion podemos
referir que nuestros resultados sugieren que el veneno de B. colombiensis podria inducir
lesiones principalmente en tejido hepatico. Observaciones similares en roedores, han sido
reportadas con diferentes venenos botropicos como B. asper (100 pg) (Chaves y col.,

1989), B. jararacussu (25 y 50 pg) (Zeni y col.,, 2007), B. jararaca (ratas, 110 ug)
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(Goncalves y col., 2008) y B. alternatus (ratas, 800 pg) (Teibler y col., 1999). Asi como
con venenos de otros géneros como Crotalus durissus cumanensis para venenos de
serpientes juveniles (Noriega y col., 2010) y adultas (Meza y Vargas, 2008; Noriega y col.,

2009).

Por otra parte, si comparamos entre si los perfiles obtenidos en este estudio para la ALT y
la AST en ambos casos observamos un comportamiento similar con relacion al momento de
inicio, su progreso y el tiempo en el que se alcanzé el maximo nivel de actividad para
ambas enzimas, lo que podria sugerir que estos marcadores en suero podrian tener una
procedencia tisular en comdn. Mientras que si comparamos los incrementos detectados para
los niveles de AST y ALT obviamente con relacion a sus respectivos controles, observamos
que el incremento en los niveles de AST fueron mayores a los de ALT (AST>ALT), lo que
podria sugerir no sélo destruccion celular, sino también lesiones a nivel de las mitocondrias
y en consecuencia liberacion de AST mitocondrial. (Ward and Cockayne, 1993).
Resultados similares fueron reportados por Zeny y col. (2007) en la evaluacién del veneno
de B. jararacussu en ratones, refiriendo los autores posible dafio hepéatico o incluso lesion
en musculo esquelético, asi como por Meza y Vargas (2008) en la evaluacion del veneno de

Crotalus durissus cumanensis (Isla de Margarita-Edo. Nueva Esparta).

Adicionalmente considerando que los niveles de AST pueden también incrementarse
considerablemente en respuesta a un dafio muscular severo (Ward and Cockayne, 1993;
Quiroz y Bouda, 2007) y considerando los picos de actividad para la CPK, para los mismos
grupos de animales evaluados, a las 3 (inicio), 6 (maximo), 15 (caida) y principalmente 144

horas (2do maximo de actividad), pudiéramos referir que este incremento en actividad para
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la AST podria estar también relacionado a las lesiones en musculo esquelético y/o cardiacas
desarrolladas por el veneno de B. colombiensis, lo cual coincide con reportes previos para
diversos venenos botropicos como B. jararacd, B. alternatus, B.neuwiedii y B. asper.
(Chaves y col., 1989; Teibler y col., 1999; Koscinczuc y col., 2007; Goncalves y col.,
2008), asi como con nuestros venenos crotélicos, especificamente Crotalus durissus

cumanensis (Noriega y col., 2009; Noriega y col., 2010).

Grafica 37
Representacion esquematica de la distribucion de AST y ALT en tejidos.
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Fig. 14-8. Tejidos que producen AST y ALT.

Tomado de Ward K and Cockayne S. (1993)

Con relacion a las evaluaciones histopatoldgicas, en tejido hepatico no hubo resultados
concluyentes con relacion a las lesiones reportadas, las cuales correspondieron
especificamente a degeneracion hidropica difusa (1 a 15 horas) y degeneracion
microvacuolar difusa (15 a 168 horas), las cuales constituyen lesiones celulares reversibles

y se considera que no significan un riesgo vital para la célula (Teibler y col., 1999;
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Marufiak y col., 2011). La degeneracion hidropica es una forma intensa de edema celular,
en la cual se observan vacuolas citoplasmaticas, mientras que la degeneracion
microvacuolar implica dafios mas graves en las células, que comprenden la acumulacion de
agua en las mitocondrias, lo cual produce la ruptura de las crestas mitocondriales, con
aumento del tamafio mitocondrial de hasta cinco veces el tamafio normal. Efectos que son
la consecuencia de alteraciones en los procesos de regulacién del volumen celular, es decir
del mecanismo que controla la concentracion de iones en el citoplasma, particularmente del
sodio y que actua en tres niveles: (1) la membrana citoplasmatica, (2) la bomba de sodio de
la membrana citoplasmatica y (3) el aporte de adenosin trifosfato (ATP) (Guyton y Hall,

2006).

Resultados similares fueron reportados por Teibler y col. (1999) y Marufiak y col. (2011)
con veneno de B. alternatus en roedores tratados con 800 pg (ratas) y 20 pg (ratones)
respectivamente, resultados que fueron adicionalmente considerados irrelevantes por los
autores o las observaciones de Acosta y col. (1996) en ratones tratados con 50 pg de
veneno de B. alternatus. Adicionalmente el estudio histopatoldgicos a 2 victimas fatales de
envenenamiento por Crotalus durissus terrificus (Sdo Paulo, Brasil), mostré degeneracion
hidropica y dafio mitocondrial en el higado lesiones que fueron atribuidas a dos
mecanismos el efecto del veneno sobre las mitocondrias hepaticas y/o a los efectos de
citoquinas sobre los hepatocitos (Barraviera, 1995). Estudios previos, que aunados a
nuestros resultados podrian sugerir un leve efecto hepatotoxico del veneno de B.

colombiensis (Paracotos) en roedores.
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Por otra parte diferentes reportes de evaluaciones previas con otros venenos botropicos han
sefialado lesiones mas severas como por ejemplo Chaves y col. (1989) reportaron el
desarrollo de necrosis en tejido hepatico de ratones tratadas con veneno (100 pg) de B.
asper. Mientras que Noriega y col. (2010) en la evaluacion del veneno de la serpiente
Crotalus durissus cumanensis (0,75 mg proteina/Kg peso corporal) reportaron que éste
indujo en higado de ratones ademas de tumefaccion celular severa, necrosis coagulativa
focal. Sin embargo considerando que nuestro protocolo de trabajo contemplé el tratamiento
de los animales con 40 pg de veneno (2,10 mg/Kg) podriamos referir al comparar con el
veneno de B. asper (Chaves y col., 1989) que la severidad de las lesiones observadas
pudieran ser consecuencias de un efecto dosis dependientes, pero con relacion al veneno de
Crotalus durissus cumanensis (Noriega y col., 2010) se podria sugerir que el veneno objeto

de este estudio presenta una hepatotoxicidad relativamente escasa.

Por otra parte, en nuestros resultados llama la atencion que a las 168 horas (7 dias)
posteriores a la aplicacion del tratamiento, los estudios histopatologicos refieren la
persistencia de estas lesiones, lo que podria sugerir la permanencia de los agentes
hepatotdxicos del veneno impidiendo la regeneracion celular propia de dicho proceso
patologico, esto con base en observaciones como las de Reyes y col. (2009) quienes en la
evaluacion del veneno de Bothrops asper (2,1 pg/g peso) en ratas, reportaron la presencia
de concentraciones séricas circulantes en sangre entre 7 y 10 dias post exposicion al

veneno.

En los resultados histopatologicos a nivel de musculo cardiaco los expertos reportaron

necrosis multifocal de fibras cardiacas (1 hora), fragmentacién de fibras cardiacas (3 horas),
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hipercontractibilidad de fibras musculares (3, 15, 48, 144, 168 horas) y ruptura multifocal
de fibras cardiacas (24, 72, 96 horas) reflejando posiblemente la accion de los
constituyentes toxicos del veneno de Bothrops colombiensis sobre la estructura cardiaca y
sugiere la necesidad de estudios al respecto que permitan especificar la fisiopatologia y el

alcance de este veneno bétropico sobre este importante 6rgano blanco.

Son escasas las evaluaciones relacionadas a la cardiotoxicidad de los venenos botrépicos,
sin embargo podemos citar que Chaves y col. (1989) en la evaluacion del veneno de B.
asper en roedores refiere el desarrollo de pocos focos de necrosis a las 3 horas de
exposicion al veneno en musculo cardiaco, lesiones que se evidenciaron progresivas en su
extencion a las siguientes 24 horas post evaluacion. Mientras que Baez y col. (2005)
refieren el desarrollo de necrosis coagulativas de fibras musculares aisladas en el miocardio
de un canino de 6 meses a las 18 horas de un accidente con una serpiente del género
Bothrops (yarara), lesiones que son consideradas podrian ser consecuencia de la accion
sistémica de las enzimas tipo metaloproteasas y las fosfolipasas A, presentes en estos
venenos. Mientras que con modelos experimentales que emplean drgano aislado se ha
reportado por ejemplo que el veneno de B. jararacussu (2,5-10 pg/mL) indujo un aumento
de los niveles de CPK en la solucion de perfusion (Sifuentes y col, 2008), mientras que B.
marajoensis (30 pg/ml) blogued la conduccién eléctrica del corazon y simultaneamente
indujé hipotension y bradicardia, asi como con las PLA;, aisladas del mismo veneno
(Liberato y col, 2010). Alvarez y col. (2010) en la evaluacion de la carditoxicidad del
veneno de B. colombiensis (Edo. Aragua) en un modelo de embrion de pollo in vivo e in
vitro refieren, para la primera hora post exposicién al veneno, cambios en el nivel de oxido-

reduccién, disminucion de la frecuencia cardiaca y alteraciones en la morfologia
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mitocondrial sugiriendo los autores que probablemente el veneno de B.colombiensis
pudiera estar promoviendo la activacion de factores mitocondriales y otras vias

constitutivas de muerte celular

Por otra parte en estudios epidemiol6gicos no se le da relevancia a los posibles efectos
sistémicos de los constituyentes de los venenos botrdpicos sobre el musculo cardiaco, sino
que son usalmente orientados a la evaluacion de los importantes efectos hemostaticos
ocasionados por estos venenos (Maruyama y col., 1990; Kamiguti y col., 1991; Santoro y
col., 2008) los cuales pueden conllevar a los fenomenos de sangrado y exudacion a nivel
local y sistémico que podrian originar un cuadro de hipovolemia que puede evolucionar
hasta un shock cardiogénico, complicacion a veces desarrolladas en el accidente botrépico.
Sin embargo nuestras observaciones y las evidencias reportadas en estudios previos
sugieren que existe actividad del veneno sobre las estructuras cardiacas y evidencia la
necesidad de estudios al respecto, asi como considerar en pacientes mordidos por
especimenes de Bothrops colombiensis, el descartar procesos que afecten gravemente al
corazén, tomando todas las medidas que detecten precozmente, alteraciones del ritmo y de

la funcién cardiaca.

A nivel renal la histopatologia mostrdé tumefaccion turbia difusa (1 a las 168 horas) y
necrosis cortical y yuxtamedular difusa (1 y 6 horas, s6lo 2 individuos), evidenciando el
efecto de los constituyentes del veneno sobre este importante blanco celular. Siendo las
lesiones predominantes la tumefaccion turbia, este tipo de alteracién celular ha sido
reportada en estudios previos con venenos de Bothrops asper de Colombia (500 ug) en
ratas, sin embargo las lesiones estuvieron limitadas exclusivamente a la primera hora post
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exposicion al veneno, observandose en los siguientes lapsos postratamiento (48, 96, 144 y
288 horas) el desarrollo de patologias renales progresivas con el paso del tiempo (Reyes y
col, 2009). Mientras que Marufiak y col. (2011) en la evaluacion del veneno de Bothrops
alternatus recién nacidas (20 pg), en ratones también reportan este tipo de lesion celular
pero en este caso en rifion de individuos expuestos durante 3 y 6 horas al veneno evaluado,
lesiones que desaparecian con un mayor tiempo de exposicion al veneno y que fueron

adicionalmente consideradas como irrelevantes por sus autores.

Estos resultados aunados a nuestras observaciones, derivadas como se menciond
anteriormente del tratamiento de ratones con 40 pg de veneno de Bothrops colombiensis,
nos permiten sugerir que estas diferencias entre dichas evaluaciones podrian ser la
consecuencia de una relacion dosis dependiente e incluso de posible diferencias entre los
diferentes modelos experimentales evaluados, ya que la especificidad de las toxinas
dependera de la distribucion anatémica de sus posibles receptores y sus efectos
farmacoldgicos seran proporcionales a la cantidad de toxina introducida y a la cantidad de

receptores diponibles (Koscinczuck y col., 2011).

Se ha sefiado que los venenos de serpientes son excretados principalmente a nivel renal,
siendo lo rifiones considerados Grganos especialmente vulnerable a sus lesiones tdxicas
puesto que reciben casi una cuarta parte del volumen minuto cardiaco y transportan y
concentran en su parénquima no solo estas toxinas presentes en los venenos, naturalmente
destinadas a la disgestion in vivo de las presas, sino también otros productos de desecho
organico como la hemoglobina o la mioglobina, pudiendo alcanzar en consecuencia niveles

de 10 y hasta 20 veces la concentracién sanguinea (Koscinczuk y col., 2003; Koscinczuk y
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col., 2007; Reyes y col., 2009; Mello y col., 2010), esto podria llevar en consecuencia al
desarrollo de patologias renales que se acenttan con el tiempo de exposicién al veneno e
incluso de acuerdo a los expertos tras la inoculacion de dosis bajas de veneno, que podrian
no producir lesiones aparentemente visibles e inmediatas (Reyes y col., 2009). Por ejemplo
Reyes y col. (2009) en la evaluacion de 500 pg de veneno de B. asper (Colombia) en ratas,
refiere que estudios histopatolégicos evidenciaron para la primera hora glomérulos
congestionados con tumefaccion, después de 48 horas una glomérulonefritis, seguida de un
colapso glomerular a las 96 horas y a las 144 horas glomérulonefritis membranosa y
proliferativa, culminando con la desaparicion de la capsula de Bowman y la estructura total

del glomérulo a las 288 horas post exposicion.

En la etiologia de estas lesiones han sido sefialadas las enzimas proteoliticas y sustancias
vasoactivas que actuarian sobre las células epiteliales tubulares, enzimas procoagulantes
responsables de coagulacion intravascular diseminada, efectos de agentes nefrotdxicos
directos, algunas miotoxinas, asi como lesiones por deposito de algunos pigmentos, efectos
isquemicos por hipotension sistémica, mecanismos que se ha reportado varian entre las
diferentes especies de Bothrops (Boer y col., 1999; Havt y col., 2001; Barbosa y col., 2002;
Koscinczuk y col., 2003; Barbosa y col., 2006; Goncalves y col., 2008; Reyes y col., 2009;
Marufiak y col., 2011). Sin embargo dada la ligera toxidad renal evidenciada por el veneno
objeto de este estudios, se podria referir que muchos de estos factores etiologicos
posiblemente no estén presentes en el veneno de Bothrops colombiensis evaluado o se

encuentren en muy bajas concentraciones en el mismo.
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Con relacion a los individuos que presentaron necrosis cortical (1 ratén) y yuxtamedular
difusa (1 ratén), considerando que todos los individuos fueron tratados de forma
consecutiva con alicuotas procedentes de una misma solucion del veneno y las lesiones
fueron evidenciadas en sélo un individuo, éstas podrian ser consecuencia de alguna
susceptibilidad en particular de estos dos individuos aunado a la presencia del veneno.
Ademas que en las determinaciones de creatinina realizadas para el momento de dichas
observaciones (1 y 6 horas) no se detectaron incrementos estadisticamente significativos de

los niveles de este parametro en el suero evaluado.

Por otra parte, al observar los parametros bioguimicos para todos los grupos evaluados de
acuerdo al protocolo de trabajo, encontramos que no hubo alteracion estadisticamente
significativa en los niveles séricos de creatinina, pero si se detectdé incremento en los
niveles de BUN desde la primera hora post exposicion hasta las siguientes 144 horas, lo
cual podria ser una consecuencia de una reduccion en el indice de filtracién glomerular,
derivado de un flujo sanguineo renal inadecuado, sugiriendo una insuficiencia renal de
causas pre-renales (Aronson and Thier, 1988), reportes similares de uremia pre-renal fueron
hechas en evaluaciones previas con otros venenos botrépicos como B. jararaca (Oliveira y

col., 2007).

La uremia pre-renal se considera una consecuencia de hipovolemia, hipotension, anomalia
cardiaca, lesiones estructurales de las arterias renales o cualquier causa que produzca

hipoperfusion renal (Oliveira y col., 2007). En el caso del veneno objeto de este estudio,
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observamos que tiene una muy escasa actividad hemorrdgica y no hay reportes
histopatoldgicos de lesiones arteriales en los ratones evaluados, pudiendo descartar estas
posibilidades como causales de la situacion descrita anteriormente. Por otra parte vemos
una serie de alteraciones cardiacas importantes, que quizas puedan reducir efectivamente el
gasto cardiaco y adicionalmente reportes previos en venenos de serpientes como Crotalus
durissus cascavella, Bothrops moojeni y B. jararaca entre otros, han atribuido parte de la
fisiopatologia de la falla renal a las alteraciones circulatorias e hipotension ocasionada por
la liberacion de mediadores quimicos enddgenos tales como histamina, bradiquinina,
eicosanoides, oxido nitrico y citoquinas, los cuales podrian afectar el control del flujo
arteriolar glomerular (Havt y col., 2001; Barbosa y col., 2002; Castro y col., 2004;
Koscinczuc y col., 2007; Goncalves y col., 2008). Aspectos que no se pueden descartar y
hasta podrian sugerir la necesidad de estudios al respecto, que permitan establecer en este
veneno botrépico, la presencia de proteinas que medien la produccién de agentes
hipotensores enddgenos y su posible relacién en la uremia pre-renal mediada por este

Veneno.

En la evaluacion histopatoldgica del pancreas los expertos refieren en algunos pocos
individuos (4 ratones correspondientes a las 24, 48, 144 y 168 horas) lesiones no
relacionadas a los efectos del veneno y no hay alteraciones estadisticamente significativa en
los niveles de glicemia de los ratones evaluados, sugiriendo que no hubo afectacion por los
constituyentes toxicos del veneno objeto de este estudio, del componente endocrino del
pancreas. Sin embargo en la determinacion de la amilasa sérica se observo un patron que

implico el incremento sostenido de sus niveles desde las 24 a las 144 horas post
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tratamiento. La amilasa es una metaloenzima dependiente de calcio, la cual pertenece a la
clase de las hidrolasas, sus principales fuentes tisulares son las glandulas salivales y las
células acinares del pancreas, es una enzima que contribuye principalmente a la digestion
del almiddn, el glucdgeno y sus productos de descomposicion. Su significado clinico esta
asociado basicamente con el diagnéstico de pancreatitis, sin embargo se observa
hiperamilasemia en otras patologias como apendicitis aguda, enfermedades de las glandulas
salivales, adenocarcinoma de pulmdn, ovarios o pancreas y transtornos hepaticos y renales
(Ward y Cockayne, 1993). Por otra parte es necesario considerar, que la concentracion de
amilasa en suero refleja el estado regular entre los indices de ingreso y depuracion de la
amilasa de la sangre, asi que la hiperamilasemia puede ser producto tanto de un aumento
del indice de ingreso o de una disminucion de la depuracion metabdlica de amilasa de la
circulacion, proceso mediado a nivel renal (Mcphee, 2000). Entonces en consecuencia a
este Ultimo punto, una pobre funcion renal podria conllevar implicitamente a un incremento
de la amilasa sérica (Ward and Cockayne, 1993), por lo que considerando que nuestros
resultados muestran una hiperuremia posiblemente de causas pre-renales y que no hay
alteraciones fisiopatoldgicas a nivel pancreatico, la hiperamilasemia observada
posiblemente responda a las alteraciones renales derivadas en los roedores tratados con el
veneno de Bothrops colombiensis y refleja la necesidad de evaluaciones al respecto, para

esclarecer la compleja fisiopatologia mediada por este veneno botrépico.

Finalmente, en la evaluacién histopatoldgica del pulmén los expertos refieren la ausencia
de lesiones inducidas por la accién del veneno de Bothrops colombiensis, aspecto que

sugiriere su escasa toxicidad sobre los tejidos pulmonares bajo las condiciones de éste
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estudio, a diferencia de lo reportado en evaluaciones previas con venenos de Bothrops
asper (100 pg por la via IM en ratones) (Chaves y col., 1989) o Bothrops jararacussu (25
Mg por la via IP en ratones) (Zeniy col., 2007), asi como en accidentes fatales en humanos
con Bothrops jararacussu (Benvenuti y col., 2003) en los cuales se ha reportado el
desarrollo de edema, acompafiado de la presencia de células inflamatorias y eritrocitos
intra-alveolares, indicando el compromiso de la funcion alveolar lo cual podria llevar al
colapso generalizado de la estructura pulmonar, efectos relacionados a posibles alteraciones
hemostaticas y a la accion secundaria de las metaloproteasas hemorragicas presentes en los
venenos botropicos (Chaves y col., 1989; Benvenuti y col., 2003; Zeni y col., 2007), grupos
enzimaticos evidenciados en nuestras evaluaciones con el veneno de Bothrops
colombiensis, aunque la expresion de hemorraginas en éste veneno (DHM: 34,62 ug) se
podria considerar notablemente baja en comparacion con otros venenos botrépicos como se
discutié anteriormente y quizas podria ser un factor limitante en el desarrollo de lesiones en

este importante 6rgano blanco.

Fraccionamiento del veneno total de Bothrops colombiensis

En la evalucién del cromatograma obtenido para el veneno de Bothrops colombiensis de
Paracotos, de acuerdo a las condiciones de este estudio, observamos que nuestros resultados
son similares a los obtenidos para un lote general de veneno de Bothrops colombiensis
evaluado previamente por Scannone and Grillo, 1979. Estas similitudes abarcan desde el
namero de picos totales obtenidos durante el proceso cromatogafico, hasta la distribucién o

proporcion de proteinas presentes en cada uno de los picos detectados. Lo que sugiere una
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composicion similar en el contenido general de proteinas, que conforman ambos lotes de
venenos evaluados, al menos en lo que se refiere a las proteinas principales 0 mas
abundantes. Estos picos estarian tedricamente constituidos por proteinas con mas de
150.000 daltons para la Fl, en los picos Fll, FIll y FIV estarian presentes proteinas en un
rango entre 150.000 y 4000 daltons, mientras que en la FV estarian localizados aquellos
constituyentes del veneno con un peso molecular (PM) inferior a los 4000 daltons, esto de
acuerdo al rango de fraccionamiento de la resina empleada (Sephadex® G100,

Pharmacia®).

En cuanto al perfil electroforético, si comparamos nuestros resultados para en veneno total
(siete bandas proteicas con pesos moleculares en el rango de 4,58 a 102,26 kDa) con el
reportado por otros autores para venenos de la misma especie observamos que Lopez y col.
(1999) refieren un total de 13 bandas distribuidas en un rango entre 14,9 y 52 kDa,
Rodriguez y col. (2010) en un estudio comparativo de 3 venenos botrépicos venezolanos
empleando geles de SDS PAGE al 12 %, refieren para venenos de B. colombiensis del
Guapo y Caucagua bandas distribuidas dentro de un rango aproximadamente entre los 15 y
97 kDa, aunque con algunas variaciones entre ellos y en Comunicacién Personal el
Laboratorio de Investigaciones-UCV sefiala para lotes de venenos de especimenes de B.
colombiensis de las regiones Barlovento y Maracay una serie bandas distribuidas 9 y 154
kDa y para veneno de especimenes recolectadas en Tejerias y Valencia refiere una

distribucién de proteinas entre los 9 y 62 kDa.
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Al comparar con venenos de otras especies botropicas, encontramos que Vargas y col.
(1996) refieren para veneno de especimenes de Bothrops atrox de el Pauji-Edo. Bolivar 15
bandas definidas con PM comprendidos entre los 12 y 57 kDa y para especimenes de la
region de Pto. Ayacucho-Edo Amazonas 20 bandas entre los 14 y 98 kDa. Para
especimenes de Bothrops venezuelensis, procedentes de especimenes del Parque Nacional
El Avila, Lopez y col. (1999) refieren un perfil constituido por 12 bandas en un rango entre
los 10 y 61,5 kDa, mientras que Scannone y col. (1994) para un lote general veneno de
Bothrops venezuelensis, refieren un perfil con 17 bandas en un rago de PM entre los 11,5y
76 kDa. Mas recientemente Rodriguez-Acosta y col. (2010) para especimenes de Bothrops
isabelae del Edo. Trujillo, reportaron bandas de proteinas entre los 14 y 100 kDa,
resaltando en todos los casos la presencia de notables diferencias entre el perfil obtenido
para el veneno objeto de este estudio y los reportes previos citados anteriormente,
diferencias que sugieren podriamos estar observando las tipicas variaciones intra e inter
especies en la composicion de los venenos, aspecto ampliamente conocido Yy
frecuentemente reportado en la literatura y que se ha relacionado a la edad/tamafio de los
ejemplares, carga genética de la poblacion, habitos alimenticios y habitat, entre otras
condiciones. (Jiménez—Porras, 1964; Meier, 1986; Chippaux y col, 1991; Furtado y col.,
1991; Ferreira y col., 1992a; Otero y col., 1995; Vargas y col., 1996; Saldarriaga y col.,

2003; Giron y col., 2008; Rodriguez-Acosta y col., 2010).

Por otra parte, si comparamos el perfil electroforético obtenido bajo las condiciones de este
estudio para el veneno total con el de las diferentes fracciones evaluadas, observamos una

serie de resultados que sugieren la digestion de algunas de las proteinas que conforman las
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fracciones obtenidas. Por ejemplo al comparar las bandas obtenidas para el veneno total con
las de la FI, se evidencian para esta ultima un grupo de bandas de bajo y medio PM, las
cuales de acuerdo al rango de fraccionamiento reportado para la resina empleada no
deberian estar presentes en dicha fraccion, asi como la presencia de bandas cruzadas entre
la FIl y la FIII, lo que sugiere que estamos observando productos de degradacién de
algunas proteinas presentes inicialmente en las fracciones. Resultados con observaciones
similares, fueron reportados en evaluciones previas con venenos botrépicos venezolanos
como Bothrops venezuelensis, veneno que al ser evaluado cromatograficamente con
Sephadex® G100 y electroforéticamente con SDS-PAGE, los autores refirieron para su Fl
11 bandas con PM entre los 10 y 71 kDa y para el veneno total 12 bandas distribuidas entre
los 10 y 61,50 kDa. Mientras que un lote general de veneno de Bothrops colombiensis,
evaluado también bajo las condiciones mencionadas anteriormente, se reportd para su Fl 16

bandas en un rango de 14,5a 71 kDa (LOpez y col., 1999).

Para comprobar que las bandas de bajo PM obtenidas para FI y FII; corresponden a
productos de degradacion de algunas proteinas presentes en el veneno total evaluado, se
realiz6 nuevamente el perfil electroforético del veneno total y sus fracciones empleando
inhibidores de proteasas, especificamente EDTA-Na, y Benzamidina a concentraciones de

5 mM y 1 mM respectivamente.

Los resultados obtenidos se presentan en la figura 13, en ésta observamos para el veneno

total incubado con EDTA y Benzamidina la aparicion de una serie de bandas entre los 50 y
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171 kDa, las cuales no se evidenciaron en la corrida inicial del veneno total, resultados
similares han sido obtenidos en el Laboratorio de Investigaciones de la UCV para un lote
general de veneno de esta misma especie (sin incluir ejemplares de Paracotos-Edo.
Miranda) evaluado por electroforesis en dos dimensiones en la presencia y ausencia de
Benzamidina (Comunicacién Personal. Laboratorio de Investigaciones-Facultad de
Farmacia-UCV). Asi como por Lépez y col. (2002), quienes al comparar venenos de
especimenes juveniles y adultos de Bothrops atrox (Manaus) refieren que durante el
analisis SDS-PAGE observaron la desaparicion de bandas de 50 kDa, simultaneo con la
aparicion de una banda proteica de 37 kDa para ambos venenos, aunado a la desaparicion
parcial de bandas de 23 kDa para los venenos de especimenes adultos y juveniles, entre
otras observaciones. Durante este mismo estudio los autores empleando los inhibidores de
proteasas EDTA y PMSF (fenil metil sulfonil fluoruro) refieren que las metaloproteasas del
veneno mediaron la digestion (autoproteolisis) de las proteinas de 50 kDa, originando la

formacién de nuevas bandas de menor masa molecular.

En cuanto a las fracciones, al ser evaluadas en su constitucién proteica con los inhibidores
de proteasas los resultados obtenidos nos permiten sefialar una distribucién de proteinas
para la FI de 41,72 a 172,86 kDa, para la FIl de 31,75 a 51 kDa y para la FIll de 12,5 a 33
kDa, resultados mas acordes con los conceptos de cromatografia de exclusién molecular
(Sephadex® G100, Pharmacia) y que adicionalmente nos confirma la presencia de
metaloproteasas y serina proteasas en el veneno objeto de este estudio capaces de clivar

diferentes proteinas en el veneno (Figura 14).
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Figura 14

Perfil electroforético (SDS-PAGE) del veneno total y fracciones de la serpiente
Bothrops colombiensis empleando inhibidores de proteasas
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Marcadores de Peso Molecular (BIO-RAD®. Catalog # 161-0318): Miosina (211,475 kDa).
B-galactosidasa (118,579 kDa). Albumina de suero bovino (78,995 kDa).
Ovalbumina (53,045 kDa). Anhidrasa carbonica (36,881 kDa).

Inhibidor de tripsina (28,643 kDa). Lisozima (17,809 kDa). Aprotinina (6,435 kDa).

VT: veneno total. EDTA: etilen-di-amino-tetra acetato sodico. Bzd: benzamidina. FI: Fraccion I.
FII: fraccion Il. FIII: fraccion 1.
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Estudio toxindlogico y clinico de las fracciones liofilizadas del
veneno total de Bothrops colombiensis.

Las tres fracciones evaluadas del veneno de Bothrops colombiensis fueron capaces de
inducir letalidad en ratones, de acuerdo a las condiciones de este estudio. Siendo la fraccion
mas letal la FIlI, mientras que la Fl y la FIl desarrollaron un grado de letalidad similar en
ratones. Al comparar la DLsg del VT con la determinada para sus fracciones obtenidas por
cromatografia de exclusién molecular, observamos que el VT present6é una DLsp menor que
la de sus fracciones, sefialando en consecuencia un mayor indice de letalidad en el VT que
para cualquiera de las fracciones evaluadas. Estos resultados nos permiten referir que los
constituyentes mas letales del veneno de Bothrops colombiensis (Paracotos-Edo. Miranda),
de acuerdo a las condiciones de este estudio, podrian ser aquellos presentes en la Flll y
dada la baja toxicidad de las fracciones con relacién al VT, podriamos sugerir que la
toxidad del VT es consecuencia del afecto aditivo y posiblemente sinergista de la gran
gama de proteinas que lo constituye, las cuales podriamos referir con un PM entre los 5,53
a 171 kDa de acuerdo a los perfiles electroforéticos obtenidos. Estos resultados son
similares a los reportados en estudios previos para otros venenos botrdpicos, como
Bothrops venezuelensis en el cual la letalidad inducida por el veneno total en ratones es
superior a la detectada para sus diferentes fracciones evaluadas por la via IP.

(Comunicacion Personal. Laboratorio de Investigaciones-Facultad de Farmacia-UCV).

En el caso de la actividad hemorragica, encontramos que todas las fracciones fueron
capaces de inducir hemorragia en ratones de acuerdo con las condiciones de este estudio,
localizdndose la mayor actividad hemorragica en la FI. Al comparar contra el VT, se
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aprecia que esta fraccion exhibié una DHM equivalente a 13,52 veces el VT, en segindo
nivel estaria la FIl con 4,58 veces el VT, mientras que el caso de la FIll se observé una
muy escasa actividad hemorrégica, con una DHM equivalente a 2 veces la determinada
para el VT, la cual podriamos considerar en parte consecuencia de una posible
contaminacién con la FIl, con base en el perfil electroforético obtenido para estas

fracciones.

Como se ha mencionado anteriormente, la actividad hemorragica en los venenos botropicos
es consecuencia de la accion de las ampliamente documentadas hemorraginas, toxinas
reconocidas como enzimas multifuncionales de elevado PM, el cual se ha observado varia
en un rango entre 20 a 100 kDa (Bjarnason and Fox, 1988-89; Gutiérrez and Lomonte,
1989; Braud y Col., 2000; Petretski y col., 2000b; Rodrigues y col., 2001; Rodrigues y col.,
2004; Patifio y col., 2010), rango en el cual fluctian la gran mayoria de las proteinas que
constituyen las tres fracciones evaluadas, pero obviamente para atribuirles tal actividad se

requieren evaluaciones al respecto.

Por otra parte el perfil de distribucién de las hemorraginas, obtenido en las fracciones
evaluadas es similar al reportado en estudios previos con diferentes venenos botropicos,
como Bothrops venezuelensis (Lopez y col., 1994a, b), Bothrops colombiensis del Guapo y
Caucagua (Giron y col., 2008), Bothrops atrox (Puerto Ayacucho), entre otros, en los
cuales se observo un predominio de hemorraginas en el Pico | o FI (volumen muerto) al

fraccionar estos venenos con Sephadex® G-100 (rango de fraccionamiento 4 a 150 kDa),
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sugiriendo la presencia mayoritaria en estos venenos de hemorraginas de elevado PM, las
cuales podrian corresponderse basicamente con hemorraginas de la Clase PIII, las cual
incluyen las toxinas hemorragicas menos tdxicas, con un PM entre 50 y 100 kDa.
(Bjarnason and Fox, 1988-89; Gutiérrez and Rucavado, 2000; Petrestski y col., 2000b;

Gutiérrez, 2002; Isla y col., 2003; Serrano y col., 2006; Moura y col., 2008).

En la evaluacion de la actividad edematizante observamos que las tres fracciones evaluadas
fueron capaces de inducir edema en roedores, de acuerdo a las condiciones de este estudio.
La fraccion con mayor capacidad edematizante fue la FllI, seguida por la Fl y la FII, sin
embargo ninguna de estas fracciones evidencié una DEM menor a la detectada para el VT,
sugiriendo que este efecto en el veneno objeto de este estudio, es consecuencia del efecto

aditivo y/o sinergista de las diferentes toxinas presentes en las fracciones evaluadas.

Esta participacion de diversas toxinas del veneno en el desarrollo del edema, podria verse
quizas también reflejado en las caracteristicas de las lesiones observadas en las
extremidades de los roedores durante las evaluaciones, por ejemplo el edema inducido por
las FI y FIl se acompafio de lesion hemorragica en el area plantar, mientras que el edema
desarrollado por la FIII no implico el desarrollo de hemorragia, sugiriendo la participacion
de las toxinas hemorragicas, en el edema desarrollado por el veneno de Bothrops
colombiensis, aunque con una participacion posiblemente secundaria en base a la magnitud
del edema mediado por las dos primeras fracciones. Resultados que estan en consenso con
reportes previos, los cuales evidenciaron la participacion de estas toxinas en la patogénesis
del edema mediado por los venenos botrépicos (Chaves y col., 1995; Gutiérrez and

Rucavado, 2000; Petretski y col., 2000b; Gay y col., 2005), por ejemplo Chaves y col.
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(1995) observaron una reduccion significativa del edema inducido por el veneno de
Bothrops asper en ratones, tras la incubacion previa a la inyeccion del veneno a evaluar con
el agente quelante EDTA (Inhibidor de metaloproteasas y fosfolipasas). Asi como en
evidencias mas directas, entre las que se pueden sefialar aquellas presentadas por Gay y col.
(2005), quienes aislaron una hemorragina con un PM de 55 kDa del veneno de Bothrops
alternatus, enzima que exhibié una DEM de 1,3 pg y una DHM de 1,9 pg o por Petretski y
col. (2000) quienes identificaron una hemorragina de la clase P11 en el veneno de Bothrops
atrox, capaz de inducir un proceso edematogénico, efecto que se ha considerado una
consecuencia de su accion directa sobre la microvasculatura induciendo extravasacion,
ademas de un posible efecto indirecto el cual implica la inducion de mediadores enddgenos,
mecanismo sugerido por observaciones que sefialan que estas toxinas pueden inducir la
liberacion de citoquinas inflamatorias cuando se inyectan en tejido muscular y cuando se

incuban con macrofagos in vitro. (Gutiérrez and Rucavado, 2000).

Por otra parte, dentro del amplio grupo de proteinas que constituyen la Fl y la FII, no se
debe descartar la posibilidad de contribucion al edema desarrollado por estas fracciones, de
otras de las multiples proteinas que las constituyen como la L-amino &cido-oxidasa,
flavoenzima responsable del color amarillo de estos venenos la cual cataliza la de-
aminacion oxidativa de un L amino &acido con la produccion de amoniaco y peroxido de
hidrogeno (Nget-Hong and Shin-Yee, 2008). Este tipo de enzima ha sido aislada de
venenos de serpientes como Bothrops pirajai (Brasil) o Bothrops atrox (Peru), entre otros y
luego de caracterizada bioquimica y funcionalmente, se observaron compremetidas en el
desarrollo de edema en ratones, entre otras actividades (Lu and Clemetson, 2005; Izidoro y

col., 2006; Lazo y col., 2007; Nget-Hong and Shin-Yee, 2008). Esta actividad enzimatica
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fue reportada en un lote general del veneno de Bothrops colombiensis evaluado por
Scannone y col. (1979), posteriormente tras el fraccionamiento de este veneno por
cromatografia de exclusion molecular con Sephadex® G100, se reportd distribuida entre
los picos | y 1I, con un maximo de actividad en el pico I (Grillo y col., 1994b, c). Estas
consideraciones, aunadas con el muy limitado conocimiento sobre la fisiopatologia y
tratamiento de este complejo efecto, ademas de la importancia fisiopatologica del edema
desarrollado por los venenos botrépicos sugiere la necesidad del desarrollo de evaluaciones

al repecto.

Con relacion a la FlII, principal fraccion con actividad edematizante y constituidas por
proteinas en rango de PM entre los 12 y 33 kDa, de acuerdo a nuestros resultados concentra
una serie de enzimas muy relevantes para los venenos de serpientes, las enzimas tipo PLA,.
Al comparar este resultado con lo reportado en estudios previos con venenos de esta misma
especie, encontramos que Scannone y col. (1979) para un lote de veneno de Bothrops
colombiensis para el cual se reportd un perfil cromatografico similar al observado en este
estudio tras caracterizar bioquimicamente las fracciones obtenidas, localizaron las enzimas
con actividad tipo PLA; distribuidas en el pico 3, lo cual coincide con lo determinado en el
veneno objeto de este estudio. Asi como en las evaluaciones de Lopez y col. (1996) quienes
al caracterizar el veneno de Bothrops venezuelensis y dos de sus fracciones obtenidas por
exclusion molecular (Sephadex® G100) localizaron la actividad tipo PLA; exclusivamente
en su FII la cual reunio proteinas entre los 11,5 y 34 kDa. Por otra parte el rango de masa
molecular sugerido para las enzimas tipo PLA; del veneno objeto de este estudio, coincide
adicionalmente con reportes previos los que han permitido sefalar que las PLA;

comunmente aisladas de los venenos de serpientes son proteinas con un PM entre los 11 a
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32 kDa (Kanashiro y col., 2002; Huatuco y col., 2004; Angulo and Lomonte, 2009), las
cuales han sido identificadas como las principales enzimas relacionadas con el edema
inducido por los venenos botrépicos (Chaves y col., 1998; Toyama y col., 2001; Kanashiro
y col., 2002; Kini, 2003; Huatuco y col., 2004; Nufiez y col., 2004), efecto mediado por
mecanismos dependientes o independientes de su actividad enzimatica (Chaves y col.,

1998; Kanashiro y col., 2002; Kini, 2003).

Por otra parte, es necesario resaltar que la actividad PLA, evaluada en este estudio y
localizada exclusivamente en la FIIlI corresponde especificamente a las enzimas con
actividad catalitica (Asp 49), quedando silentes en la FI1I de acuerdo a estudios previos con
diferentes venenos botrépico, las PLA, carentes de actividad enzimatica (Lys 49) pero que
igualmente se han reportado capaces de mediar una variedad de efectos fisiopatoldgicos
como edema, necrosis, induccion de citoquinas y degranulacion de mastocitos entre otros
(Gutiéerrez, 2002; Kanashiro y col., 2002; Nufiez y col., 2004; Angulo and Lomonte, 2009),
pudiendo entonces contribuir de forma aditiva o sinergista al edema desarrollado por la
FIII, lo que sugiere la necesidad de realizar estudios al respecto de modo de establecer su
presencia en la FI11 y su compromiso a la fisiopatologia del envenenamiento mediado por el

veneno objeto de este estudio.

En el caso de las enzimas que median alteraciones de los mecanismos hemostaticos,
nuestros resultados sefialan que las enzimas responsables de estos efectos se encuentran
distribuidas en la FI y la FIl. Sugiriendo en consecuencia que estas enzimas pudieran estar
distribuidas en un rango entre los 31 y los 173 kDa. Evidenciandose adicionalmente la

participacion de enzimas que median diferentes vias de accion con base en las variaciones
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observadas para las fracciones evaluadas en sus dosis coagulante y desfibrinante minimas.
En el caso de la actividad desfibrinante observamos que la FIl fue mas efectiva bajo las
condiciones de este estudio, esta presentdé una DDM aproximadamente 18 veces mas
efectiva que la FI, superando incluso al veneno total el cual presenté una DDM 7 veces

menos efectiva que la de dicha fraccién.

Al comparar estos resultados, con los obtenidos en estudios previos para otros venenos
encontramos que en el caso del veneno de Bothrops atrox (Pto. Ayacucho) al evaluar sus
fracciones obtenidas por cromatografia de exclusion molecular (Sephadex® G100), se
reportd que esta actividad estaba restringida a su fraccion I, la cual estuvo constituida por
proteinas de mas de 60 kDa. En el caso del veneno de Bothrops atrox de la localidad del
Pauji, tratado bajo las mismas condiciones, los autores refieren resultados similares, su
fraccion Il tampoco presentd actividad desfibrinante (Comunicacion Personal. Laboratorio
de Investigaciones-Facultad de Farmacia. Universidad Central de Venezuela), resultados
que difieren significativamente de nuestras observaciones con el veneno de Bothrops
colombiensis y que sugieren para este veneno una mayor complejidad en el grupo de
enzimas capaces de alterar los mecanismos hemostaticos en roedores y evidencia la

necesidad de evaluaciones al respecto.

Con relacion a la actividad coagulante sobre plasma humano se observé una muy ligera
diferencia entre la FI y la FIl, encontradose la FI 1,5 veces mas coagulante que la FIl. Pero
ninguna de estas fracciones expresé mayor actividad coagulante que el veneno total, siendo

este Gltimo 3,2 y 5 veces mas potente que FI y FII respectivamente.
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Al comparar nuestros resultados con reportes previos, encontramos que L6opez y col. (1998)
quienes evaluaron un lote de veneno de Bothrops venezuelensis, reportaron la distribucion
de la actividad coagulante en las 2 primeras fracciones obtenidas por fraccionamiento con
Sepahdex® G100, las cuales incluyeron proteinas en un rango entre los 10-71 kDa, sin
embargo ninguna de las fracciones evidencié mayor capacidad pro-coagulante sobre plasma
humano que el veneno total, resultados que estan en concordancia con los observados en

este estudio para el veneno de Bothrops colombiensis (Paracotos).

Mientras que en el caso del veneno de Bothrops atrox de la localidad de Pto. Ayacucho
estudios previos refieren que la actividad coagulante se observo restringida a la FI, también
obtenida por cromatografia de exclusion molecular con Sephadex® G100, refiriendo
adicionalmente los autores que dicha FI mostrd un efecto procoagulante sobre plasma
humano equivalente a su veneno total. Resultados similares fueron observados en la
evaluacion del veneno de especimenes de Bothrops atrox procedente de la region de El
Pauji, en el Edo. Bolivar. (Comunicacion Personal. Laboratorio de
Investigaciones.Universidad Central de Venezuela), aspectos que difieren de lo observado
en este estudio. Estas diferencias podrian ser la consecuencia de las variaciones intraespecie
en la composicién de los venenos de serpientes, aspecto ampliamente soportado en la
literatura (Cavinato y col., 1998; Giron y col., 2008) y que podrian reflejar adicionalmente
una mayor diversidad de enzimas capaces de interferir con la fina regulacion de los
mecanismos hemostaticos, en el veneno de Bothrops colombiesis de Paracotos que en otros
de los venenos botropicos venezolanos. Entre estas enzimas se podria encontrar enzimas
tipo trombina las cuales fueron sefialadas como serino proteasas con una masa molecular

entre los 30 y 45 kDa, activadores de protrombina descritos como enzimas de una sola
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cadena con un peso molecular entre los 50-90 kDa (metaloproteasas con esta actividad se
han aislado de Bothrops atrox), activadores del factor X correspondientes a metaloproteasas
con un rango de peso molecular entre los 70-90 kDa (aisladas de Bothrops atrox),
activadores de plaguetas correspondientes a serino proteasas con masa molecular de
alrededor de 36 kDa o algunas L-amino &cido oxidasas flavoproteinas con una masa
molecular generalmente entre 112-140 kDa, enzimas con actividad fibrinolitica
caracterizadas en algunos casos como metaloproteasas (aisladas de Bothrops jararaca y
Bothrops moojeni) o serino proteasas (aisladas de Bothrops moojeni) con una masa
molecular entre los 20-65 kDa (Hoffmann and Bond, 1987; Rosing and Tang, 1991;
Stocker, 1994; Kamiguti and Sano-Martins, 1995; Markland, 1998b; Petretski y col.,
2000a; Lbpez y col., 2002; Lu and Clementson, 2005; Nget-Hong and Shin-Yee, 2008;
Angulo and Lomonte, 2009), diversidad de enzimas que abarca el rango de proteinas de la
FI y FIl objeto de este estudio y que han sido ampliamente reportadas en venenos de
serpientes sur americanas, sin embargo para su establecimiento se requiere el desarrollo de

evaluaciones al respecto.

Por otra parte, es importante mencionar que durante la evaluacion de estas fracciones (FI y
FIl), se observd un marcado efecto central en los animales tratados, efecto que se
caracterizd por el desarrollo de opistotono, paralisis flacida en trenes anteriores y
posteriores, convulsiones tonico clonicas, exoftalmo y giros de los ratones sobre su propio
eje (giro tipo barril). Sin embargo en el caso de la Fl este cuadro se evidenci6 en algunos
individuos tratados con dicha fraccion por la via IV e IP, pero s6lo a altas dosis (13,5 pug 1V

y 333 ug IP), mientras que con la FIl dicha clinica se hizo evidente en el tratamiento de los
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ratones por las vias IV con 1,5 pg, IM con 100 pg, IP con 400 pg (200 pg paralisis flacida
de tren posterior) e intraplantar con 24 pg. Lo cual sugiere una mayor concentracion de los
constituyentes responsables por tales efectos en la Fll, pudiendo incluso corresponder la
presencia de las mismas en la Fl a alguna posible contaminacion. Por otra parte un cuadro
similar pero limitado a opistétono y convulsiones ténico-clénicas ha sido reportado con
otros venenos botropicos venezolanos como Bothrops venezuelensis, entre otros, actividad
que fue localizada en su FI obtenida por cromatografia de exclusion molecular con la resina

Sephadex® G100 (Lépez y col., 1994a).

Asi mismo no se puede dejar de mencionar que Angulo y col. (2009), refieren que una
enzima denominada “Ficozima” aislada del veneno de Bothrops asper y recientemente
caracterizada como una serino proteasa de 27 kDa, con actividad tipo trombina y que
promueve la defibrinogenacion en ratones, después de la inyeccion intravenosa es capaz
adicionalmente de causar alteraciones neurotdxicas en el comportamiento tales como la
pérdida del reflejo de enderezamiento, opistotono y rotacion intermitente sobre el eje del
cuerpo, caracteristicas que de acuerdo al autor se asemejan a las inducidas por la giroxina,
neurotoxina, caracterizada como una enzima tipo trombina con un peso entre 33-35 kDa,
presente en venenos crotalicos. Observaciones que coinciden con algunos aspectos
reportados en este estudio para la FI y FIl y sugiere la necesidad de realizar estudios al
respecto que promuevan el aislar y caracterizar los constituyentes del veneno de Bothrops
colombiensis de Paracotos responsables de estos efectos neuroldgicos, no tradicionalmente

reconocidos en los venenos botrdpicos.
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Por otra parte, en el caso de la actividad necrosante observamos que las tres fracciones
evaluadas son capaces de incrementar los niveles de CPK en suero de ratones y con tres
perfiles diferentes. Evidenciando que las lesiones desarrolladas por el veneno total y que
indujeron al incremento del marcador de lesion celular CPK, son mediadas por una
diversidad de constituyentes toxicos presentes en el veneno objeto de este estudio, que
pudieran estar distribuidas en un rango entre los 12-173 kDa, actuando en consecuencia de
manera aditiva y/o sinergista. Lo cual coincide con evaluciones previas con otros venenos
botropicos venezolanos y sus fracciones como Bothrops venezuelensis o Bothrops atrox (El
Pauji), en los que se ha observado que fracciones carentes de actividad tipo Fosfolipasa A,
son capaces de mediar incrementos en CPK en suero de roedores (Fernandez y col., 1996;

Lopez y col., 1996).

En el caso de los ratones tratados con la FI objeto de este estudio, tenemos que el
incremento de la CPK en suero, se observé entre las 24 y 72 horas post-tratamiento
sugiriendo un efecto tardio y posiblemente indirecto en el desarrollo de las lesiones
celulares, aspectos que pudieran estar relacionados con la elevada actividad hemorragica,
edematizante y quizas hasta procoagulante presente en dicha fraccidn, aspectos
relacionados al desarrollo de lesidn celular, incluyendo necrosis debida a la isquemia local
desarrollada al comprometer la adecuada perfusion tisular como una consecuencia de la
interruccion de la microvasculatura, la hemorragia, la compresion de los tejidos y/o una
posible coagulacion intravascular (Rodrigues y col., 2001; Gutiérrez, 2002; Gay y col.,

2005; Angulo and Lomonte, 2009; Gutierréz y col., 2009).
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En las evaluaciones con la FII, observamos que los niveles de CPK comenzaron a
incrementarse en la primera hora post tratamiento, manteniéndose elevados hasta las 15
horas post inoculacién, evidenciando un efecto desarrollado a corto plazo, aunque de
magnitud similar al observado en los ratones tratados con la FI. Esta fraccion fue también
carente de actividad tipo fosfolipasa A, sin embargo como la FI también concentra
enzimas con actividades hemorragica, edematizante y procoagulante que pudieran
contribuir a mediar lesién celular como se sefiald anteriormente (Gutiérrez and Rucavado,
2000; Rodrigues y col., 2001; Angulo and Lomonte, 2009; Patifio y col., 2010).
Adicionalmente debemos resaltar que estudios previos han reportado que algunos
componentes hemorragicos podrian inducir actividad miotoxica directa, como ha sido
propuesto para la viriditoxina y la toxina hemorragica b aisladas de los venenos de Crotalus
viridis y Crotalus atrox respectivamente (Gutiérrez and Lomonte, 1989), asi como para la
neuwiedasa o la téxina LHF-II, metaloproteasas de la clase Pl y carentes de actividad
hemorrégica, aisladas de los venenos de Bothrops neuwiedi y Lachesis muta,
respectivamente (Rodrigues y col., 2001; Baldo y col., 2010), aspectos que aunados a
nuestras observaciones sugieren la necesidad de realizar evaluaciones al respecto, de
manera de esclarecer el compromiso de sus constituyentes en la fisiopatologia de la
mionecrosis mediada por este veneno botropicos y principalmente en el caso de aquellas
fracciones que sugieren mediar un efecto directo y no involucran el compromiso de las

toxinas tradicionalmente reconocidas.

En cuanto a la Flll, se observé que ésta indujo un importante incremento en los niveles de

CPK en suero de raton, el cual fue marcadamente superior al mediado por la Fl o FIl y que
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practicamente se limitd a la sexta hora post-exposicion. Este efecto es atribuido en base a
estudios previos, principalmente a las enzimas tipo Fosfolipasa A, presentes en los venenos
botropicos, las cuales sean Asp 49 o Lis 49 afectan directamente la integridad de la
membrana plasmatica de las células musculares lo cual conlleva a la necrosis selectiva del
musculo esquelético (Gutiérrez, 2002; Kanashiro y col., 2002; Kini, 2003; Nufiez y col.,
2004), tipo enzimético localizado exclusivamente en la fraccién Il de acuerdo a las

condiciones de este estudio.

Con relacion a los estudios histopatologicos en tejido muscular de los ratones tratados con
las diferentes fracciones, encontramos que sOlo se reportaron lesiones en las muestras
tomadas a individuos tratados con la Fl y la FIl. En el caso de las muestras procedentes de
ratones a los que se les administro la FllI, los expertos reportaron la ausencia de lesiones
microscopicas en dichos tejidos, lo cual podria coincidir con la determinacion clinica de
CPK en suero. Sin embargo a las 6 horas post tratamiento, donde tenemos niveles de CPK
equivalentes a 8 veces lo detectado para los controles del experimento, tampoco hubo
reportes de lesién en las muestras evaluadas sugiriendo que la accion de las miotoxinas
presentes en la fraccidn, pudo haberse localizado exclusivamente en la extremidad tratada
evidenciando una posible limitada difusion de estas toxinas a zonas distantes del area de
entrada de las mismas al individuo vivo y que ademas presenten menos irrigacion que otros
blancos como musculo cardiaco, quizas por la ausencia en dicha fraccion de enzimas tipo
hialuronidasa o metaloproteasas hemorragicas, las cuales se ha demostrado provocan la

rapida extension de los componentes del veneno del area inyectada a la circulacién
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sistémica, favoreciendo el desarrollo de los efectos toxicos que puedan ser mediados por las

enzimas constituyentes de los venenos (Anai y col., 2002).

En el caso de los ratones tratados con la FI y FlI, los estudios histopatolégicos mostraron
lesiones en tejido muscular lo cual esta de acuerdo con los incrementos en los niveles CPK
detectados para los ratones tratados con ambas fracciones y es ademas consistente con las
lesiones observadas en los individuos tratados con veneno total, las cuales implican para la
FII desde la primera hora y FI a partir de las tres horas post-inyeccion lesiones tipo
degeneracion e hipercontractibilidad de fibras musculares esqueléticas lo cual sugiere el
compromiso de los constituyentes de estas fracciones con dichas lesiones desarrolladas por
el veneno total. Adicionalmente y a diferencia de lo observado con el tratamiento con
veneno total encontramos ausencia de fragmentacion de fibras musculares y el reporte de
miositis (FI a 72 horas y FIl a 1 y 72 horas) por parte de los expertos, lo cual pudiera
sugerir que la fragmentacion de fibras musculares evidenciada con el veneno total pudiera
ser consecuencia de la accidn conjunta de las miotoxinas que constituyen las diferentes

fracciones evaluadas.

Estas observaciones de miotoxicidad (degeneracion e hipercontractibilidad de fibras
musculares esqueléticas), evidenciadas con la FlI y FII, coinciden con reportes de estudios
previos en lo cuales se evalud la actividad miotoxica de metaloproteasas hemorragicas y no
hemorragicas en ratones y donde los autores adicionalmente sefialaron que las alteraciones

observadas son similares a aquellas inducidas por las enzimas PLA; en tejido muscular,
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solo diferenciandose en la intensidad del dafio y el periodo en el cual ellas se hacen
evidentes (Gay y col., 2005; Angulo and Lomonte, 2009), por ejemplo Baldo y col. (2010),
en la evaluacion de las alteraciones ultraestructurales mediadas en ratones por una
metaloproteasa no hemorragica aislada del veneno de Bothrops neuwiedi, refieren el
desarrollo de dichas lesiones a las 6 horas post exposicién. En el caso las metaloproteasas
hemorragicas, estas lesiones tisulares se acompafian obviamente de la presencia de
eritrocitos en el espacio extracelular, como ha sefialado por ejemplo Gay y col. (2005) en la
evaluacion de una hemorragina aislada del veneno de Bothrops alternatus, en la cual los
autores refirieron desde las 3 a las 12 horas post inoculacion la presencia de hemorragia
interfibrilar, de intensidad decreciente en el musculo gastronemio de los ratones tratados la
cual desaparecié completamente a las 24 horas post tratamiento, observaciones que no se
evidenciaron en el tratamiento con las fracciones | y Il bajo las condiciones de este estudio.
Sin embargo al incluir adicionalmente cortes de tejido muscular de las extremidades
tratadas con dichas fracciones, para su evaluacion histopatologica, los expertos reportaron
solo para la FI la presencia de hemorragia entre fibras musculares esqueléticas, en los
lapsos correspondientes de 6 a 24 horas post inoculacion y con intensidad decreciente, lo
que podria sugerir para esta fraccion un mecanismo de miotoxidad mediado posiblemente
por isquemia local resultante de la accion hemorragica de algunos de sus constituyentes. Lo
cual coincide adicionalmente con la aparicion retardada de los efectos histopatologicos e
incrementos en niveles del marcador CPK mediados por la FI en comparacion con la FIl y
sugiere para esta Ultima fraccion una actividad miotoxica mediada posiblemente por un

mecanismo alternativo, evidenciando la necesidad de evaluaciones al respecto.
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Estudio clinico de las fracciones liofilizadas del veneno total de Bothrops colombiensis.

En lo concerniente a la caracterizacion clinica de las fracciones del veneno de Bothrops
colombiensis (Paracotos) de acuerdo a las condiciones de este estudio, observamos de
manera general que las 3 fracciones evaluadas indujeron alteraciones en marcadores de
dafo tisular como AST, ALT y urea. Mientras que la FI y FIlIl mediaron alteraciones en la
amilasa sérica, la FIl afect6 ligeramente los niveles séricos de glicemia y sélo la FII1 indujo
ligeras alteraciones en los niveles creatinina en suero de ratones. Lo cual evidencia una vez
mas, que la accion del veneno total sobre una serie de 6rganos blanco, relacionadas con el
incremento en los marcadores de lesion evaluados es dependiente de la accion conjunta

(aditiva y/o sinergista) de las diferentes actividades toxicas que lo constituyen.

En el caso de las transaminasas AST y ALT, como se menciono anteriormente a pesar de su
amplia distribucion en diferentes tejidos como higado, rifion, muasculo cardiaco y
esquelético (Grafica 37), los incrementos séricos de ambas enzimas se consideran
principalmente un reflejo de enfermedad hepatocelular que puede ser aguda o cronica
(Ward and Cockayne, 1993; Limdi and Hyde, 2003). Durante la evaluacién de la actividad
de estos marcadores de lesién hepatocelular observamos que todas las fracciones fueron
capaces de mediar incremento de los niveles de AST y ALT en suero de los grupos de
trabajo tratados, lo cual nos permite sugerir en consecuencia que las tres fracciones
evaluadas del veneno de Bothrops colombiensis podrian presentar toxinas con un posible
potencial hepatotdxico y dada la diversidad de enzimas presentes en las mismas, las cuales

podrian incluir de acuerdo a evaluaciones previas de Scannone y col. (1979) hialuronidasa,
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enzimas proteoliticas, L amino acido oxidasa, 5 nucleotidasa, fosfatasas, esterasas en la Fl
y la FIl y PLA; en la FIlI, entre otras, podria también implicar que dicha hepatotoxicidad

sea posiblemente mediada por diferentes mecanismos fisiopatologicos.

Al comparar entre si los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad de la enzima

alanina aminotransferasa (ALT/SGPT) para las tres fracciones objeto de este estudio,
observamos tres diferentes perfiles de actividad. En el caso de la Fl y FllI se evidenci6 un
efecto de réapida instalacion (1 hora) con resolucion a corto plazo, a diferencia de la FIlI la
cual indujo un efecto que se desarrollé a largo plazo (6 horas) y se resolvio a las 48 horas
post inoculacion, sugiriendo la posible participacion de diferentes mecanismos de accion,
por parte de las diferentes fracciones evaluadas esto aunado a la diversidad de enzimas o
actividades toxicas presentes en dichas fracciones. Adicionalmente también tenemos
variaciones en funcion de la magnitud de la respuesta observada, siendo ésta mayor con la
FIII, sugiriendo un mayor compromiso de los constituyentes toxicos presentes en esta

fraccion en el desarrollo de lesiones tisulares que medien la liberacion de este marcador.

Mientras que al comparar entre si los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad
de la enzima aspartato aminotransferasa (AST/SGPT) para las tres fracciones objetos de
este estudio, observamos uniformidad en los resultados de AST en suero para los ratones
tratados con la FI y la FIl en lo referente a la magnitud de la respuesta obtenida,
adicionalmente para estas dos fracciones dicho incremento se desarroll6 en las primeras
horas post exposicidn, localizandose especificamente de 1 a 6 horas para la Fl yde 1 a 3

horas para la Fll, sugiriendo la posible participacion de mecanismos de accion similares en
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la secuencia de eventos tdxicos mediados por estas fracciones y que llevaron a los
incrementos observados en el suero de los animales tratados. Mientras que el caso de la
FIII, se observd una respuesta mucho mas intensa y prolongada en el tiempo, la cual abarcé
desde la 1 a las 24 horas post exposicidén, sugiriendo un mayor compromiso de los
constituyentes toxicos presentes en esta Ultima fraccion con el desarrollo de las lesiones
responsables por este incremento de AST en suero para los grupos tratados con dicha
fraccion. Constituyentes que de acuerdo a lo evidenciado en este estudio, se distribuyen en
un rango de masa molecular ente 12-33 kDa y presentan una muy importante actividad tipo

fosfolipasa A, ausente en la Fl y la FII.

Por otra parte, si comparamos entre si los perfiles obtenidos en este estudio para la ALT y
la AST por cada fraccion, observamos un perfil similar en cuanto a su comportamiento el
momento de su inicio, progreso y el tiempo en el que se alcanzaron los niveles basales de
actividad para ambas enzimas, con la excepcion de la FllI, lo cual podria sugerir que estos
marcadores en suero podrian tener una procedencia tisular en comdn. Mientras que si
comparamos los incrementos detectados para los niveles de AST y ALT obviamente con
relacion a sus respectivos controles, observamos que el incremento en los niveles de AST
fueron mayores a los de ALT (AST>ALT) en todas las fracciones evaluadas, lo que podria
sugerir no solo alteraciones en la permeabilidad de las células hepaticas, sino
principalmente lesiones que abarcan las mitocondrias hepaticas donde la AST se encuentra
principalmente distribuida alcanzando hasta un 80 % (Franca y col., 2009), sin descartar

obviamente el desarrollo de posibles lesiones en otros tejidos donde esta enzima se
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encuentra también predominantemente distribuida como corazon, masculo esquelético y

rifdn (Ward and Cockayne, 1983; Franca y col., 2009).

Considerando que la enzima AST puede aumentar también considerablemente en respuesta
al dafio muscular severo, se compar6 la localizacion de los picos de actividad obtenidos
para ésta y CPK en las diferentes fracciones, esto nos permite referir que el incremento
observado para la AST podria estar también relacionado al desarrollo de lesiones
musculares y/o cardiacas para la FIl y en menor proporcion para la FIll. Con la FlI
observamos puntos de coincidencia para la 1 y 6 horas post exposicion, mientras que en el
caso de la FIlI sélo encontramos coincidencia para las 6 horas post tratamiento, a diferencia
de la FI donde no encontramos puntos en comun, sugierendo que la AST detectada en el
suero de algunos de los grupos de animales tratados con la FI y FIIlI podria tener
procedencia diferente al tejido hepatico, como por ejemplo mdsculo (cardiaco y/o
esquelético) o rifion, tejidos donde también se encuentra ampliamente distribuida (Ward

and Cockayne, 1993).

Con relacion a las evaluaciones histopatologicas en tejido hepatico para las fracciones
evaluadas, los expertos no reportaron resultados concluyentes con relacion a las lesiones
reportadas. Estas lesiones correspondieron especificamente a degeneracion hidropica difusa
y microvacuolar, las cuales coinciden con las reportadas para el tratamiento con veneno
total y que se ha referido constituyen lesiones celulares reversibles, que no significan un
riesgo vital para la célula (Teibler y col., 1999; Marufiak y col., 2011). Adicionales a éstas
se refirieron, degeneracion macrovacuolar, degeneracion de hepatocitos (FI, FIl y FlII),

congestion de vasos sanguineos e infiltrado inflamatorio, estas Ultimas sélo evidenciadas en
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individuos tratados con la FI, mientras que en aquellos individuos tratados con la Flll se
observo la congestion de venas centrolobulillares. Este tipo de lesiones, consideradas de
procedencia dudosa por los expertos del INH-RR, también han sido reportadas en estudios
previos con venenos de serpiente, por ejemplo Zeni y col. (2007) en la evaluacion del
veneno de especimenes de Bothrops jararacussu reportardn congestion vascular en venas
centrolobulillares de higado de ratén 4 horas post inyeccion de 25 g de veneno. Mientras
que Franca y col. (2009) en la evaluacion de la hepatotoxicidad del veneno de Crotalus
durissus terrificus, reportaron en ratas tratadas con 200 pg/Kg tras 9 horas post exposicion
una alta densidad de vasos sanguineos congestionados, mientras que con una dosis de 300
Mg/Kg sefialaron adicionalmente la degeneracion de los hepatocitos. A las 12 horas post
exposicion los autores refirieron en ratas tratadas con 200 pg/Kg que la congestion inicial
evoluciond a la degeneracion de hepatocitos, mientras que con altas dosis (300 pg/Kg) los
individuos presentaron un progresivo incremento en sus lesiones hepaticas, implicando una
marcada desorganizacion de hepatocitos con edema y necrosis, siempre en comparacion de
las proporciones de las lesiones (nimero de célulassmm? de tejido) con los controles del
experimento, alteraciones que fueron relacionadas tedricamente con la actividad de enzimas
tipo PLA;,, enzimas tipo trombina que podrian mediar la deposicién de fibrina y el
desarrollo de isquemia y también la activacion de varios tipos celulares como linfocitos,

macrofagos, mastocitos y plaquetas.

Estos reportes, nos permiten sugerir que nuestras observaciones podrian ser el resultado de
la accion de las enzimas del veneno sobre este importante 6rgano blanco, lo que asociado

basicamente a la presencia en el veneno de Bothrops colombiensis de enzimas tipo PLA,,
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enzimas que median alteraciones en la coagulacion entre otras, al perfil dosis
dependendiente observado para las lesiones en estudios previos y la posibilidad de que la
congestion (alteracion hemodinadmica que conlleva al incremento del volumen de sangre en
un érgano o tejido, consecuencia de una variacion en el drenaje venoso) al ser intensa y/o
cronica pueda conducir a necrosis (Franca y col., 2009), refleja la necesidad del desarrollo
de evaluaciones al respecto de manera de esclarecer el compromiso tanto del veneno total y
de las diferentes fracciones evaluadas sobre las alteraciones fisiopatoldgicas evidenciadas

en tejido hepético.

Finalmente, como en el caso del veneno total para las tres fracciones evaluadas observamos
la persistencia de las lesiones en el tiempo, en el caso de la FI y la FIl estas fueron
reportadas hasta las 72 horas (maximo periodo evaluado) y para la FlII las lesiones se
mantuvieron, de acuerdo a los expertos, hasta las 168 horas posteriores a la aplicacion del
tratamiento, lo que podria sugerir la cronicidad de las alteraciones fisiopatoldgicas

implicadas.

En cuanto al masculo cardiaco, de acuerdo a los resultados histopatoldgicos obtenidos, las
tres fracciones evaluadas fueron capaces de mediar el desarrollo de lesiones en dicho
organo blanco, lo cual permite sugerir la presencia de enzimas con posible potencial
cardiotoxico en las diferentes fracciones evaluadas y evidencia la posible accién aditiva y/o
sinergista de diversos constituyentes con actividad enzimatica en el veneno sobre el tejido

cardiaco.

181



Si comparamos el efecto mediado por las fracciones entre si, se observo que la Fl y la FlI
ejercieron un efecto a corto plazo, el cual implico la presencia de lesiones en ratones desde
la primera hora post exposicion, mientras que con la FlIl las lesiones se evidenciaron
después de las 3 horas de exposicion al tratamiento aplicado, aspectos que podrian sugerir
la participacién de mecanismos fisiopatolégicos alternativos en la posible cardiotoxicidad
mediada por las fracciones objeto de este estudio. En cuanto a las lesiones reportadas, estas
implicaron fragmentacion de fibras cardiacas reportada sdélo en aquellos roedores tratados
con la FI e hipercontractibilidad de fibras musculares, efecto comun para las tres fracciones
evaluadas, lesiones que coinciden con lo reportado para el veneno total. Adicionalmente
evidenciamos que en los ratones tratados con las fracciones, no se observd el desarrollo de
necrosis multifocal y ruptura multifocal de fibras cardiacas alteraciones morfologicas
observadas en el tratamiento con el veneno de Bothrops colombiensis, lo cual permite
sugerir que estas lesiones podrian ser consecuencia de la accién conjunta (aditiva y/o

sinergista) de los diferentes constituyentes del veneno sobre la estructura cardiaca.

Adicionalmente y a diferencia del veneno total, también se reportd la presencia de
hemorragia entre fibras cardiacas tras el tratamiento con las tres fracciones evaluadas, asi
como la congestion de vasos sanguineos alteracion hemodindmica observada en el
tratamiento con la FI y la FIl. Efectos que podrian ser la consecuencia de la concentracién
de enzimas alcanzada en cada fraccidn, aunque en el caso de la hemorragia reportada con la
FIII llama la atencion que dicha fraccidn presentd una muy escasa actividad hemorragica en
comparacién con el veneno total, lo cual podria sugerir una mayor sensibilidad de la

vasculatura cardiaca por las hemorraginas presentes en esta fraccion. Finalmente, como en
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el caso del veneno total para las tres fracciones evaluadas se observo la persistencia de las
lesiones en el tiempo, lo que podria sugerir la cronicidad de las alteraciones fisiopatoldgicas

implicadas.

Estudios previos con venenos de serpientes han permitido establecer la toxidad de los
mismos sobre el masculo cardiaco, en base a observaciones de disminucion de presion
arterial, bradicardia, disminucién de la descarga ventricular y el gasto cardiaco (Morales y
col., 1976; Liberato y col., 2010) y en menor cuantia por la observacion de alteraciones
histologicas tras el tratamiento de animales de experimentacion con veneno total
(Hernéndez y col, 2005). Mientras que hay pocas evaluaciones puntuales que verifiquen la
carditoxidad de las diferentes toxinas presentes en los venenos, siendo estas relacionadas a
las enzimas tipo fosfolipasas A,, Entre estas Liberato y col. (2010) en evaluaciones con
veneno de Bothrops marajoensis y una PLA; aislada de dicho veneno, reportaron el
compromiso de ambos sustratos en el desarrollo de efectos cardiovasculares como
hipotension y bradicardia, simultdneamente con el blogueo de la conduccion eléctrica en el
corazon. Tipo enzimatico localizado exclusivamente en la FlIl del veneno de Bothrops
colombiensis (Paracotos), aspecto que aunado a las lesiones en tejido cardiaco reportadas
en roedores tratados con las diferentes fracciones evaluadas, asi como el mantenimiento de
las mismas hasta 7 dias post exposicion al tratamiento, especificamente con la FIlI, sugiere

la necesidad de evaluaciones al respecto.
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A nivel renal los expertos sefialaron para todas las fracciones evaluadas, la observacion de
lesiones que relacionaron al desarrollo de patologia espontanea en los ratones empleados, a
diferencia de lo reportado por INH-RR para el veneno total. Esta complicacion no
evidenciada en los animales empleados en el estudio del veneno, podria estar enmascarando
la manifestacion de la toxicidad de los diversos constituyentes presentes en las fracciones y
sugiere la necesidad de continuar evaluaciones al respecto en otros modelos experimentales

a fin de confirmar estos resultados.

Por otra parte, al observar los pardmetros bioquimicos encontramos que para las fracciones
I y Il no hay alteracion estadisticamente significativa (a: 0,05) en los niveles séricos de
creatinina al comparar con los controles del experimento. S6lo se observo un ligero
incremento en el grupo de roedores tratados con la FIIl a las 1, 3 y 96 horas post
exposicion, alteracion que de acuerdo a los hallazgos histopatologicos no es claramente

indicativo de la actividad del veneno.

Con relacion a los niveles de BUN para las tres fracciones evaluadas, en todos los casos se
observo un incremento de este marcador en el suero de los animales tratados, los cuales se
evidenciaron desde la 1*® hora post exposicion y fueron aparentemente mas pronunciado
con la FIIl. Sin embargo dado los hallazgos histopatolégicos, que refieren la ausencia de
lesiones determinantes a nivel renal que tedricamente justifiguen este incremento del BUN
en comparacion con los controles, que presentaron de acuerdo a los expertos hallazgos

fisopatologicos similares y en el caso de los ratones tratados con la FI y FII no se observé
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alteraciones en los niveles séricos de creatinina, se podria sugerir que el incremento sérico
del BUN en respuesta al tratamiento con las fracciones | y I, podria ser una consecuencia
de una reduccion en el indice de filtracién glomerular aspecto derivado de un flujo
sanguineo renal inadecuado, lo cual podria sugerir una insuficiencia renal de causas pre-
renales. En el caso de los individuos tratados con la Fraccion 111 este incremento del BUN,
podria ser una consecuencia de alguna alteracion glomerular evidenciada por el incremento
sérico de creatinina, sin embargo la evaluacion histopalégica descarta que estas alteraciones
sean consecuencia del tratamiento aplicado y sugiere la necesidad de evaluaciones al
respecto de manera de verificar el compromiso de la FIlI en la alteracién de marcadores de

funcién renal.

La uremia pre-renal, como se sefialo anteriormente se considera una consecuencia de
hipovolemia, hipotensidn, anomalia cardiaca, lesiones estructurales de las arterias renales o
cualquier causa que produzca hipoperfusion renal (Oliveira y col., 2007). En el caso de las
fracciones | y Il, estas fueron responsables de una serie de alteraciones cardiacas
importantes, que quizas podrian comprometer efectivamente el gasto cardiaco, de igual
forma dichas fracciones pudieran contener diversos constituyentes capaces de mediar
alteraciones circulatorias e hipotension, por ejemplo por medio de la liberacion de
mediadores quimicos enddgenos tales como histamina, bradiquinina, eicosanoides, 6xido
nitrico y citoquinas, los cuales podrian afectar el control del flujo arteriolar glomerular
(Havt y col., 2001; Barbosa y col., 2002; Castro y col., 2004; Koscinczuc y col., 2007,
Goncalves y col., 2008) como: a) las metaloproteasas presentes principalmente en nuestras

fracciones | y 1, enzimas de este tipo en otros venenos botropicos como Bothrops atrox, se
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han relacionado con la liberacion de quininas y 6xido nitrico (Barros y col., 1998; Granados
y Aragon, 1998; Gutierrez, 2000), b) quizés la L amino acido oxidasa, enzima reportada por
Scannone y col. (1979) en un lote de veneno de esta especie y posiblemente localizada en
nuestra FI por la coloracion amarillenta de la misma, en el caso de esta enzima aislada de
venenos crotalicos, se ha sefialado que su actividad procoagulante se ha observado inhibida
por inhibidores de la ciclooxigenasa (lzidoro y col., 2006) y entre otras c) la 5" nucleotidasa,
también reportada en un lote de veneno de Bothrops colombiensis por Scannone y col.
(1979), en sus fracciones | y Il, esta enzima hidroliza nucleosidos 5 monofosfatos a
nucleosidos y ortofosfato, habiéndose reportado que los compuestos derivados adenilados
son hipotensores y lesivos para el musculo cardiaco (Heredia y col., 1982). Aspectos que
evidencian la necesidad del desarrollo de estudios al respecto, que permitan establecer en
las fracciones evaluadas la presencia de proteinas que medien la produccion de agentes
hipotensores enddgenos y su posible relacion en la uremia pre-renal sugerida por nuestras

observaciones.

Aunque tampoco se pueden descartar, la presencia de mecanismos alternativos, por ejemplo
el blogueo en la conduccion eléctrica en musculo cardiaco como se ha evidenciado en
evaluaciones con PLA, aisladas del veneno de Bothrops marajoensis en ratas (Liberato y

col., 2010).

En la evaluacion histopatoldgica del pancreas, a diferencia de lo observado para el veneno

total, los expertos reportaron para las tres fracciones evaluadas el desarrollo de importantes
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lesiones sobre este drgano blanco, las cuales estuvieron constituidas basicamente por la
degeneracion leve de Islotes de Langerhans lesion que fue comin para todas las fracciones,
aunque con magnitud y periodo de incidencia variable. El desarrollo de las mismas se
observo de manera temprana en los ratones tratados con la FII, desde la primera hora post-
tramiento, mientras que con la Fl las lesiones se hicieron evidentes desde las seis horas
post-exposicion y en los individuos tratados con la FIII se comenzaron a observar hasta las
quince horas después de la aplicacion del tramiento. Lo que podria sugerir el desarrollo de
mecanismos de toxicidad alternativos entre las diferentes fracciones, una posible via de
toxicidad directa mediada por los constituyentes toxicos presentes en la Fll dado el muy
rapido desarrollo de las lesiones anteriormente mencionadas, asi como una via indirecta
posiblemente mediada por las toxinas presentes en la Fl y la FIII en base al largo plazo de
desarrollo de las alteraciones fisiopatologicas reportadas por los expertos a nivel
pancreatico o quizas por una posible mayor concentracion de constituyentes con capacidad
de mediar toxicidad pancreética en la FIl con relacion a la FI o la FIll, aunque no se debe
descartar la diferencia toxinologica entre dichas fracciones, recordemos por ejemplo que la
FI y la FIl estan exentas de actividad PLA; a diferencia de la FIlI, mientras que nuestras
dos primeras fracciones estan enriquesidas en enzimas con actividad hemorragica (> FI) y
procoagulante (> FII), sin embargo hasta el nivel evaluado no tenemos evidencias que nos
permitan sefialar la relacién de ellas con las lesiones observadas, aspecto aunado a la
carencia de soportes bibliograficos que relacionen las toxinas presentes en venenos
botrépicos con alteraciones histopatoldgicas pancredticas y sugiere la necesidad de

evaluaciones al respecto.
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Por otra parte y adicionalmente a la degeneracion de los Islotes de Langerhans se describid
el desarrollo de pancreatitis, en individuos tratados con la FIII y la FIl, asi como la
degeneracion de acinos atribuida exclusivamente a la FI, lo que nos evidencia la
variabilidad en la susceptibilidad de los componentes endocrinos y exocrinos del pancreas a
los diferentes constituyentes del veneno y sugiere la posibilidad de continuar evaluaciones
al respecto, de manera de especificar los mecanismos fisiopatol6gicos implicados en el

desarrollo de estas alteraciones.

Los Islotes de Langerhans son cumulos celulares bien definidos, que se escuentran
dispersos en toda la extension del pancreas (1-2% del volumen del pancreas) y constituyen
el componente endocrino de dicho glandula, aspecto mediado por la sintesis y secrecién a
la sangre de las hormonas insulina, glucagon y somatostatina, las cuales regulan la
concentracion de glucosa a la sangre (Ross y col., 2005), la disfuncion de este componente
interfiere con la adecuada regulacion de dicho sustrato pudiendo derivar en un trastorno
conocido como diabetes mellitus. Mientras que la pancreatitis aguda es referida como un
sindrome clinico debido a la inflamacion aguda y autodigestion del pancreas y de los
tejidos peripancreaticos, clinicamente se ha relacionado con el escape de enzimas
proteoliticas activadas de los conductos que conducen a lesion tisular, inflamacion e incluso
hasta la necrosis, empleandose en consecuencia los incrementos séricos de las enzimas
amilasa y lipasa, producidas principalmente por las células acinares (componente exocrino
del pancreas, el cual sintetiza y secreta hacia el duodeno enzimas indispensables para la
digestién intestinal), para el diagnéstico de dicha patologia. (Ward and Cockayne, 1993;

Mcphee, 2000; Ross y col., 2005).
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Al observar entonces, los niveles de glicemia y amilasa detectados en el suero de los
ratones tratados con las fracciones evaluadas, encontramos que los niveles de glicemia sdlo
fueron ligeramente incrementados en los individuos tratados con la FIl y exclusivamente en
el grupo expuesto durante una hora a dicha fraccion. Lo que podria sugerir, como se sefialé
anteriormente, un efecto directo de las toxinas presentes en la FIlI sobre las células
insulares, el cual interfiere con los mecanismos que regulan las concentraciones séricas de
glucosa, pero que fue reversible o de répida resolucion. Con relacion a los otros lapsos
post-tratamientos y otras fracciones evaluadas donde no observamos una aparente
correlacion entre histopatologia y niveles de glicemia, podriamos referir que en la mayoria
de los casos la lesion se reportd en una fraccion minoritaria del total de animales tratados
(aproximadamente 1/3 de los ratones con tratamiento) y por otra parte varias de estas
lesiones fueron calificadas como leves, lo que nos permite referir que posiblemente ésta
degeneracion de células insulares sdlo pudo haber afectado un pequefio nUmero de islotes
de manera que no compromete la secrecion endocrina pancreatica al punto de alterar sus

finos mecanismos de regulacion metabdlica.

En cuanto a la determinacion de la amilasa sérica se observé que s6lo la FI y la FllI
indujeron incrementos en los niveles séricos de este marcador. En el caso de la FlI se
observé correspondencia en los lapsos de incidencia y magnitud entre los reportes de
histopatologia, los cuales sefialan degeneraciéon multifocal leve de acinos y los niveles de
amilasa en suero, lesiones que se evidenciaron a partir de las 3 horas post exposicién, se
intensificaron a las 15 horas post tratamiento, seguido de una reduccién pero que no

alcanzé a igualarse a los controles del experimento (sano o vehiculo) aun a las 72 horas de
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la aplicacion de dicha fraccion, correspondencia que podria sugerir que los incrementos
séricos de amilasa detectados en los animales tratados podrian ser dependientes del
tratamiento aplicado, pero obviamente se requiren evaluaciones al respecto. Mientras que
con la FIII, desde el punto de vista histopatolégico no hay reportes de lesiones que
comprometan el componente exocrino del pancreas, sugiriendo que los incrementos séricos
de amilasa detectados en los grupos tratados con esta fraccion no obedecen a cambios
histopatoldgicos en este dérgano derivados del tratamiento aplicado a los ratones y
considerando que la hiperamilasemia pudiera relacionarse con otras patologias como
apendicitis aguda, enfermedades de las glandulas salivales, trastornos hepaticos y renales,
entre otras (Ward and Cockayne, 1993), que la concentracion de amilasa en suero refleja el
estado regular entre los indices de ingreso y depuracion de la amilasa de la sangre (proceso
mediado a nivel renal) (Mcphee, 2000) y que la uremia e incremento de creatinina
manifiestada en los grupos de ratones tratados con la FlIl en el lapso de 1 a 6 horas es
coincidente con la tendencia inicial de incremento y pico principal de amilasa en el suero
detectado en nuestras evaluaciones, podriamos sugerir que la hiperamilasemia observada en
este caso puede ser producto de una disminucion de la depuracion metabdlica de amilasa de
la circulacion, ya que una pobre funcion renal conlleva implicitamente a un incremento de

la amilasa sérica (Ward and Cockayne, 1993).

Finalmente, en la evalucion histopatoldgica de los pulmones tomados de ratones tratados
con la fracciones I, Il y Ill del veneno objeto de éste estudio, los expertos reportaron la
ausencia de lesiones atribuidas a la accion de las toxinas presentes en las diferentes

fracciones evaluadas, aspectos que coinciden con los resultados obtenidos en el estudio del
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veneno total y podriamos considerar confirma la escasa toxicidad sobre las estructuras
pulmonares de los constituyentes con actividad biolégica presentes en el veneno de

Bothrops colombiensis, bajo las condiciones de este estudio.

Como se aprecia con la evaluacion del veneno de Bothrops colombiensis (Paracotos) y sus
fracciones, este veneno es capaz de desarrollar un perfil toxinolégico cualitativamente
similar al descrito para especimenes del género Bothrops, el cual es la consecuencia de la
accion conjunta (aditiva y/o sinergista) de la amplia gama de enzimas y actividades toxicas
que lo constituyen, entre las cuales se encuentran localizadas enzima(s) con un aparente
potencial neurotoxico. Este conjunto enzimatico de acuerdo a este estudio podrian mediar,
de manera general, efectos sistémicos por la afectacion de diversos blancos celulares como
higado, corazén, musculo y pancreas, ademas del desarrollo de posibles complicaciones

renales derivadas de estas fallas sistémicas.

Varios de nuestros resultados fueron coincidentes con estudios previos con otros venenos
de serpientes, como se menciond anteriormente, asi como con observaciones clinicas
realizadas en individuos mordidos por especimenes de Bothrops colombiensis de la region
de Paracotos en el estado Miranda. Este es el caso especifico de un trabajador de la UCV
(asistente de veterinario), mordido en la extremidad inferior derecha cuando se encontraba
en sus labores de campo. Dicho paciente ingresé al Hospital Dr. Leopoldo Manrique
Terrero aproximadamente 2%/, hora post accidente (y tras las administracion de un vial de

10 ml de SAOP), presentando soOlo alteraciones en coagulacion (coagulo friable a los 12
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min.) y se le diagnostic6 envenenamiento botrdpico leve. Las evaluaciones de laboratorio
del paciente aproximadamente a las 6'/, horas post accidente mostraron niveles de glucosa,
urea y creatinina dentro de rango normal (con tendencia al limite superior) y los niveles
séricos de CPK y LDH se encontraron notablemente elevados. Mientras que a las 42 horas
posteriores al accidente, el paciente presentdé una disminucién de los niveles de urea
(51,26%) acompaiiado de un notable incremento de los niveles de glucosa (178%) aunque
no se puede obviar que el paciente desde el ingreso fue mantenido con hidratacion
parenteral constituida por una solucion de NaCl al 0,9% alternada con una solucion al
0,45% NaCL/5% dextrosa. Estas variaciones en los parametros clinicos podrian sugerir,
que éste envenenamiento leve curso con el desarrollo de lesiones a nivel de tejido muscular
y posiblemente hepatico (Ward y Cockayne, 1993), con alteraciones de los mecanismos que
regulan las concentraciones séricas de glucosa, asi como una afectacion renal que
aparentemente no involucro los mecanismo de filtracion glomerular (Guyton y Hall, 2001)
y podriamos referir que refleja varias de las alteraciones bioquimicas observadas en el
transcurso de nuestras evaluaciones y sugiere la necesidad de continuar estudios al
respecto, incluso de caracter clinico de manera de recolectar evidencias que expongan la
posible toxicidad renal, pancreética, hepatica y muscular (cardiaca y esquelética) sugerida
en este estudio, lo cual podria repercutir en la optimizacion de los cuidados clinicos de las
victimas del accidente ofidico, especificamente en el tratamiento de sosten y seguimiento

de los pacientes.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El veneno total de Bothrops colombiensis (Paracotos) presenté un perfil
toxinologico cualitativamente similar al descrito para especimenes del género
Bothrops, caracterizado por el desarrollo de actividad letal, edematizante,
coagulante, desfibrinante, necrosante y hemorragica. Aunque la evaluacion
semicuantitativa de la actividad hemorréagica, mostré una DHM relativamente alta

para un veneno de este genero.

En la caracterizacion de las actividades, el veneno de Bothrops colombiensis
presentd una relacion dosis dependiente, entre el efecto y la concentracion de
veneno evaluado, con la obvia excepcion de la actividad necrosante, que se evaluo

con dosis fija y en funcion del tiempo.

En la caracterizacion clinica del veneno total, éste indujo incrementos en los niveles
séricos de AST, ALT, CPK, BUN vy amilasa. Los estudios histopatologicos

confirmarén el desarrollo de lesiones en musculo esquelético, corazon y rifion.

El fraccionamiento por cromatografia de exclusién molecular (Sephadex® G100) y
la electroforesis en gel, mostraron que el veneno total de Bothrops colombiensis

evaluado esta constituido principalmente por proteinas con un PM entre los 12,50-
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33 kDa (FIII), tiene una proporcién intermedia por proteinas entre los 41,72-172,86

kDa (FI) y minoritariamente por proteinas entre los 31,75-51 kDda (FII).

Las fracciones evaluadas no superaron la letalidad del veneno total, infiriendo la
importancia de la accion conjunta (aditiva y/o sinergista) de la variedad de

constituyentes toxicos presentes en el veneno.

Las fracciones I, Il y Ill evaluadas presentaron actividad hemorragica y
edematizante, las fracciones | y Il fueron las responsables por las actividades
desfibrinante y coagulante in vitro, mientras que sélo la FIII presento actividad tipo
PLA;. Adicionalmente la FI presentd las méas efectivas DHM y DCM, la FlI
presento la mayor capacidad desfibrinante, mientras que la FI11 se caracterizd por su

letalidad y menor DEM.

Las fracciones | y Il indujeron un marcado cuadro neurotéxico en los animales
tratados, caracterizado por opistotono, parélisis flacida en trenes anteriores y
posteriores, convulsiones tonico clonicas y giros sobre su propio eje, efectos nunca
antes descritos en evaluaciones con venenos de especimenes de Bothrops
colombiensis en Venezuela. La importancia de dicho cuadro sugiere la necesidad de
aislar, purificar y caracterizar los constituyentes del veneno objeto de este estudio,

comprometidos con este perfil neurotéxico.
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Las fracciones | y Il evaluadas indujeron incrementos de los marcadores CPK, AST,
ALT y BUN. Los marcadores pancreaticos fueron inversamente afectados la Fl
indujo incrementos de los niveles séricos de amilasa, mientras que la FII medio
incrementos séricos de glicemia en los ratones tratados, sugiriendo el desarrollo de
lesiones en tejido muscular (cardiaco y/o esquelético), hepético, pancreatico
(exocrino/endocrino) y renal. Las evaluaciones histopatologicas posteriores
confirmaron el desarrollo de lesiones en musculo esquelético, corazén y pancreas.

No hay resultados concluyentes con relacion a higado y rifion.

La fraccion 11l evaluada indujo incrementos de los marcadores CPK, AST, ALT,
creatinina, BUN y amilasa en suero, sugiriendo el desarrollo de lesiones en en tejido
muscular (cardiaco y/o esquelético), hepatico y pancreatico. Las evaluaciones
histopatoldgicas posteriores confirmaron el desarrollo de lesiones en corazon y

pancreas. No hay resultados concluyentes con relacién a higado y rifién.

El conjunto de lesiones observadas en blancos celulares como corazén, musculo e
higado tras el tratamiento de los ratones con el veneno evaluado o en pancreas tras
el tratamiento con las fracciones, ademas de las posibles complicaciones renales
derivadas de las lesiones en musculo cardiaco evidenciadas en este estudio, sugieren
la necesidad de continuar evaluaciones al respecto incluso de caracter clinico, de

manera de recolectar evidencias en victimas humanas del accidente ofidico por esta

195



especie, que expongan la posible toxicidad sistémica sugerida por nuestras

observaciones.

La persistencia de hasta una semana de alteraciones en la histopatologia por Ej. en
musculo cardiaco 6 pancreas evidenciadas en evaluaciones con veneno total y la
FIIl, asi como en los marcadores de lesién tisular como CPK, AST vy urea,
indicadores de miotoxicidad y disfuncion renal, evidenciadas en las evaluaciones
con veneno total, sugieren la necesidad de alertar a los profesionales del area de la
salud a fin de que tomen previsiones en la evaluacion y seguimiento de los pacientes
que sufran accidentes por ésta especie. Asi como con el importante hallazgo de
constituyentes con actividad neurotoxica en dos de nuestras fracciones evaluadas,
ya que dada la variabilidad intraespecie en la composicién de los venenos no se
puede descartar que los efectos de estas toxinas pudieran en algun momento

expresarse tras el accidente ofidico.

Dada la importancia de las lesiones sistémicas evidenciadas en este estudio y su
permanencia en el tiempo, es necesario evaluar la capacidad neutralizante del suero
antiofidico comercialmente disponible en nuestro pais, sobre las actividades téxicas
desarrolladas por el veneno total de Bothrops colombiensis (Paracotos) y sus
fracciones, todas ampliamente comprometidas con el cuadro clinico desarrollado

por el veneno evaluado.
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STANBIO
Stanbio AST/SGOT (Liqui-UV®)
Procedimiento No. 2920

Para la determinacion Cinetica cuantitativa de la AST/

SGOT en suero, para procedimientos Manuales o
Automatizados.

Resumen y Principios -

El aspartato de aminotransferasa (AST), es una de varias enzimas que
catalizan el intercambio de grupos amino y oxo entre alfa-amino dcidos y
alfa-oxodcidos. Estd ampliamente distribuida en los tejidos corporales con
major cantidad de AST como el corazon e higado.' Los que estd pero con
menor cantidad de AST son el mésculo esquelético, rifiones, pancreas,
vaso, pulmones y cerebro. E} dafio a estos tejidos de como resultado una
liberacion de la enzima AST a la circulacién general. En el infaarto del
miocardio, la AST séica, puede empezar a incrementarse dentro de las 6
- 8 horas después del ataque, por dos dias y vuelve a la nomalidad para
el cuarto 6 quinto dfa después del infarto.? En enfermedades como
hepatitis, cirrosis y metdstasis en higado, se han entrado también
incrementos en las concentraciones séricas de AST.* Karmen* fue el
primero en reportar un método cinético para medir la actividad de AST en
suero. Subsecuentemente ¢l método ha sido actualizado y optimizado por
Bergmeyer et al.5 El método de Stanbio para medir AST, es similar al
método recomendado por la Federacién Intemacional de Quimica Clinica
Las reacciones enzimaticas presentes en este procedimiento son:

L-Aspartato + 2 Oxo-glutarato —A% L-Glutamato + Oxalacetato

alacetao + NADH +H DS { Mo + NAD®

La AST, cataliza la transferencia del grupo amino entre el L-Aspartato y el
2 Oxo-glutarato. E! Oxaldccetico formado en la primera reaccion, va a
reaccionar con ¢] NADH en presencia de malato deshiddrogenasa (MDH)
para formar NAD. La actividad de AST s determina midiendo el valor
total de oxidacién del NADH a 340nm. La lactato deshidrogenasa se
incluye en el reactivo para convertir al piruvato endogeno de la muestra
a lactato, durante la fase lag anterior a la medicion.

‘Reactivos

Composicion:

Tris, pH 7.5 80 mmol/L
L-Aspartato 240 mmol/L
MDH (mésculo de porcino) 600 UL
LDH (misculo de concjo 600 UL
Composicion:

2-Oxoglutarato 12 mmolL
NADH (Sal Disodio) 0.18 mmol/L

Precauciones: Los reactivos son para uso de diagnostico in vitro.
Precauciones normales en el manejo de los reactivos en el laboratorio
deberan ser seguidas. Los reactivos contienen azide de sodio que puede
ser toxico si se ingiere. El azide de sodio tambien puede reaccionar con el
plomo y cobre de las cafierias formando metales azide altamente explosivos.
Refierase a las hojas de Materiales de seguridad para estar al tanto de la
informacion de seguridad y riesgos.

Preparacion del Reactivo: Los reactivos liquidos de buffer y enzima,
son suministrados ya listos para su uso, Prepare el reactivo con el que
trabajara a razon de de S partes de buffer (RI) y | de enzima (R2) (¢j:

25 mL de buffer y 5 mL de enzima)

Almacenamiento y Estabilidad del Reactivo: El reactivo se mantiene
estable hasta la fecha de expiracion que esta en la etiqueta y cuando se
almacena adecuadamente de 2 a §°C y protegido contra la luz.

Los reactivos deben verse claro y sin color. Desechilo si alguno aparece
turbio o si contiene particulas de materia, El reactivo a utilizar, esta
estable por 4 semanas si s mantiene de 2 a 8°C o 5 dias a temperatura
ambiente ( de 15 a 30°C). El reactivo para trabajar, debera ser
desechado si la absorbancia inicial, leida contra el agua destilada a 340
nm. , esta bajo de 0.800.

Materiales Requeridos Pereo No Incluidos

P capaz de leer ias a 340 nm y | em para
paso de luz * Bafio Maria (37°C) o celdilias de temperatura controlada *
Pipetas capaces de medir exacatamenteTubos de pruebasCronometro

Recoleccion y Preparacion de la Muestra’®'!

Un suero claro y no hemolizado libre de hemolisis, debera ser utilizado.
Siempre que sea posible, los espicimenes deben ser separados y analizados
¢l dia que se recolectan. El suero AST s relativmente estable por un
minimo de 7 dias, i la muestra es refrigerada ( de 2 a §°C). Guarde el suero
en tubos bien tapados.

Interferencia de Substancias: La hemolisis debe ser evitada porque la
concentracion de AST en las células rojas excede 10 veces la del suero,
Ciertas drogas y ofras substancias tambien se conoce que afectan los
valores del AST. Los niveles de Bilirubina arriba de 40mg/dL y los de
trigliceridos hasta 2000 mg/dL, no muestran interferencia en esta
prueba.

Procedimiento Automatizado

Ad : il P

para i estan
solo do con ¢l D de Servicio al Cliente
v

de Stanbio.

Procedimiento Manual

1. Prepare el reactivo de AST con la que va a trabajar de acuerdo a las
intrucciones.

2. Calibre el cero del espectrofotometro a 340 nm con agua destilada.

3, Para cada muestra y control, anada 1.0 mL del reactivo dentro de la
cubeta 0 en un tubo de prueba e incube por 3 minuios a 37°C.

4. Agregue 100uL (0.100 mL) de suero a sus respectivos tubos y mezcle
suavemente.

5. Lea y anote el cambio en la absorbancia cada minuto. Continue
incubando a 37°C y anote los cambios en la absorbancia nuevamente a 2 y
3 minutos. Los valores deberan ser constantes.

6. Determine el promedio de la absorbancia por minuto (A/Min),
multipliquelos por el factor 1746 para obtener resultados en U/L.
NOTA: Si la cubeta no tiene temperatura controlada, incube las muestras
a 37°C entre cada lectura.

Control de calidad: E! control de suero normal Ser-T-Fy® I, Cat. No.
(G427-86 y el control de suero abnormal Ser-T-Fy® Ii, Cat. No. G428-86
son recomendables para para verificar precision y exactitud. Otros
controles comerciales disponibles con valores de AST ensayados por
este metodo son tambien convenientes. La actividad de la AST
determinada en esos materiales, por este procedimiento, debera caer
dentro de los rangos fijados para los controles. Dos niveles de controles
deben ser analizados cada dia que se prucben.

Calibracion: La actividad de la AST, se basa ¢i: “un coeficiente de
extincion micromolar * de NADH a 340 nm ( vea la seccion de
“Resultados”). La guia de calibracion del instrumento por ¢} fabricante,
debe ser seguido para calibrar su analizador.

Resultados

Los valores se derivan en base al “coeficiente de extincion de absorptividad
micromolar” de NADH 340 nm (0.0063). La actividad en unidades por litro
(UIL) de AST/SGOT, es la cantidad de enzima que, produce | nmol/L. de
NADH por minuto.

U/L= AMin/Absorptividad x Volumen total/Voiumen de la muestra
U/L= AA/Min /0.0063 X 1.100 / 0.100

U/L=AA / Min x 1746

Limitaciones
Si el AA/Min. es mayor de .342, diluya una parte de la muestra con 9 partes
de salina isotonica y vuelva a probar. Multiplique los resultados por 10.

Valores Esperados™
El Rango normal (en adultos): 833 UL (37°C)
Este rango unicamente debe servir como guia. Se recomienda que cada

laboratorio establezca sus propios rangos de valores esperados, ya que
existen diferencias entre instrumentos, laboratorios y la poblacion local.

Caracteristicas®

Comparacion: Un grupo de 62 sueros dentro de un rango de actividad
AST de 12 a 463 UIL, fueron probados por el metodo AST descrito y por
un reactivo comercial similar disponible. Al comparar resultados se
produjo un coeficiente de correlacion de 0.993 y la ecuacion de regresion
fue y=0.988x + 0.43. ( Otros estudic: comparativos fueron realizados de
acuerdo con las guias tentativas de la NCCLS, EPY-T.)

Precision: Dentro de una corrida, la precision fue establecida por 20
pruebas en 3 diferentes niveles de sueros de control comerciales. Valores
totales de precision se obtuvieron probando 3 controles comerciales por §
dias seguidos.

Suerof Suero2  Suero3

Media AST (UL) 25 5l 116
Desv. Std (ULL) 08 16 09
CV. (%) 33 3l 08

Suero! Suero2 Suero3

Media AST (UL) 26 ) 115
Desv. Std (UIL) 11 07 08
CV. (%) 44 14 07

Estudios de precision fueron realizados de acuerdo con las guias
tentativas de la NCCLS, EPS-T.

Linealidad: Es lineal a 600 U/L y a 37°C. Llevado a cabo de acuerdo a
las guias EP6-P de la NCCSL.

Sensitividad: Esta basada en la resolucion de un instrumento de
A=0.001, el metodo presentado muestra una sensitividad de 1.75 U/L.

Referencias
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Stanbio ALT/SGPT (Liqui-UV®)
Procedimiento No. 2930

Para la determinacion Cinetica cuantitativa de la ALT/
SGPT en suero, para procedimientos Manuales o
Automatizados.

Resumen y Principios

La enzima alanina aminotransferasa (ALT), es reportada en una amplia
variedad de ejidos. Laprincipal fuente de ALP, es de origen hepticoy su
determinacidn se ha aplicado para el estudio de enfermedades hepaticas.
Niveles séricos elevados se ha-llan en hepatitis, cirrosis e ictericia obstruc-
tiva. En los pacientes que ha suftido infarto del miocardio, los niveles de
ALT estdn solo, ligeramente elevados.'

Los métodos UV para la determinacion de ALT, fueron primeramente
desarrollados por Wroblewski y LaDue en 1956.* El método se basé en la
oxidacién del NADH por medio de la Lactatodeshidrogenasa (LDH). En
1980, la Federacion Internacional de Quimica Clinica (IFCC), recomendd
un procedimiento de referencia parala determinacién de ALT, basado en
elmétodode WroblewskiyLaDue. Elreactivo ALT seajustaalaformulacién
recomendada por los métodos de la IFCC’ y de Bergmeyer',

L-Alanina + 2-Oxoglutarato A—“) Piruvato + L-Glutamato

Piuvato + NADH +H* L2y D.Lactato + NAD' +HO

La Alanina aminotransferasa (ALT), cataliza la transferencia del grupo
amino, desde una Alanina hasta un 2-oxaglutarato, para formar
Glutamato y Piruvato. El Piruvato formado en la primera reaccién, se
reduce a lactato, en presencia de LDH y NADH. La actividad del ALT,
se determind midiendo el valor total de oxidacién del NADH a 340 nm.

Reactivos

Composicidn:

Tris, pH75 100 mmol/L
L-Alanina 500 mmol/L
LDH (mdsculo de concjo 1200 UL
Enzima ALT (R2). Cat. No. 2032

Composicidn: 2
2-Oxoglutarato 15 mmol/L
NADH (Sal Disodio) 0.18 mmol/L

Precauciones: Los reactivos son para uso de diagnostico in vitro.
Precauciones normales en el manejo de los reactivos en el laboratorio
deberan ser seguxdas Los reactivos contienen azide de sodio que puede
ser toxicosise ingiere. EI azlde de sofho rambxen puede maccwnar conel
plomo aferi

Reﬁerayse alas hojas de Materiales de seguridad para estar al tantodela
informacion de seguridad y riesgos.

Preparacion del Reactivo: Los reactivos liquidos de buffer y enzima,
son suministrados ya listos para su uso. Prepare el reactivo con el que
trabajara a razon de de 5 partes de buffer (R1) y 1 de enzima (R2) (¢}
25 mL de buffer y 5 mL de enzima)

Almacenamiento y Estabilidad del Reactivo: El reactivo se mantiene
estable hasta la fecha de expiracion que esta en la etiqueta y cuando se
almacena adecuadamente de 22 8°C y protegido contra la luz.Los
reactivos deben verse claro y sin color. Desechelo si alguno aparece
turbio o si contiene particulas de materia.

El reactivo a utilizar, esta estable por 4 semanas si se mantiene de 2a
8C o5 dias a temperatura ambiente ( de 152 30°C). El reactivo para

trabajar, debera ser desechado si la absorbancia inicial, leida contra el
agua destilada a 340 nm. , esta bajo de 0.800.

Materiales Requeridos Pereo No Incluidos
Espectrofotometro capaz de leer absorbancias a 340 nm y 1 em para
paso de luz * Bario Maria (37°C) o celdillas de temperatura controlada ¢
Pipetas capaces de medir exacatamentes Tubos de prueba*Cronometro

Recolecclon y Preparaclon de la Muestra?5©®

cin. i posible,
Ios especimenes deben ser separados y analizadosel dia quese recolectan.
Guardeel suero en tubos bie.tapados. Cercade 10% del ALT se pierde en
3diasa4’Céenundiaa25C.

Interferencia de Substancias: La hemdlisis debe ser evitada porque la
concentracién de ALT en las células rojas excede 10 veces la del suero.
Ciertas drogas y otras substancias tambien se conoce que afectan los
valores del ALT. Los niveles de Bilirubina arriba de 40mg/dL y los de
trigliceridos hasta 2000 mg/dL, no muestran interferencia en esta
prueba.

Procedimiento Automatizado
Adaptaciones especiales para analizadores automatizados estan
disponibles solo ¢ do con el Dep Je Servicio al Cliente

de Stanbio.

Procedimiento Manual

1, Prepare el reactivo de ALT con la que va a trabajar de acuerdo a las
intrucciones.

2. Calibre el cero del espectrofotometro a 340 nm con agua destilada.

3. Para cada muestra y control, anada 1.0 mL del reactivo dentro de la
cubeta o en un tubo de prueba ¢ incube por 3 minutos a 37°C.

4. Agregue 100pL (0.100 mL) de suero a sus respectivos tubos y mezcle
suavemente.

5.-Lea y anote el cambio en la absorbancia cada minuto. Continue
incubando a37°C y anote los cambios en la absorbancia nuevamentea 2 y
3 minutos. Los valores deberan ser constantes.

6. Determine el promedio de la absorbancia por minuto (A/Min),
multipliquelos por el factor 1746 para obtener resultados en U/L.
NOTA: Sila cubeta no tiene temperatura controlada, incube las muestras
a37'C entre cada lectura.

Control de calidad: EL control de suero normal Ser-T-Fy*1, Cat. No.
(G427-86 y el control de suero abnormal Ser-T-Fy"* I, Cat. No. G428-86
son recomendables para para verificar precision y exactitud. Otros
controles comerciales disponibles con valores de ALT ensayados por
este metodo son tambien convenientes. La actividad de la ALT
determinada en esos materiales, por este procedimiento, debera caer
dentro de los rangos fijados para los controles. Dos niveles de controles
deben ser analizados cada dia que se prueben.

Calibracion: La actividad de la ALT, se basa en “un coeficiente de
extincion micromo'ar “ de NADH a 340 nm ( vea la seccion de
“Resultados”). La guia de calibracion del instrumento por el fabricante,
debe ser seguido para calibrar su analizador.

Resultados

Losval dert hassal Yeoafictonin i Jany foida

micromolar” deNADH 340nm (0.0063). Laactividad en unidades porlitro
(U/L)de ALT/SGFT, es la cantidad de enzima que produce 1 nmol/L de
NADH por minute

U/L=A/Min/Abscrptividad x Volumen total/Volumen de la muestra
U/L=AA/Min /06063 X 1.100 / 0.100

U/L=AA / Min x 1746

Limitaciones
Siel AA/Min. es mayor de 342, diluya una parte e lamuestra con partes
de salina isotonica y vuelva a probar. Multiplique los resultados por 10.

Valores Esperados®
El Rango normal (en adultos): ~ 3-35U/L (37°C)
Este rango unicamente debe servir como guia. Se recomienda que cada

laboraiorio establezca sus propios rangos de valores esperados, ya que
existen diferencias entre instrumentos, laboratorios y la poblacion local.

Caracteristicas

Comparacion: Un grupo de 82 sueros dentro de un rango de actividad
ALTde3a682U/L, fueron probados porel metodo ALT descrito y porun
reactivo fal similar di Al ltados e produjo
un coefciente de correlcion de 0999 y Tn ecuacion de regresion fue
y=0988x + 043, ( Otros estudios cmnp.uamos fueron realizados de
acuerdo con las guias lentativas de la NCCLS, EP9-T.)

Precision: Dentro de una corrida, la preasnon fue establecida por 20
pruebas en 3 diferentes niveles de sueros d iles. Valor&s

fotales de precision se obtuvieron probando 3 control les por 5
dias seguidos.
Durante de una corrida
Suero1 Suero2 Suero3

| Media ALT (U/L) 2 4 102
Desv. Std (U/L) 14 12 10

CV. (%) 62 26 10
Precision Total
Suero1 Suero2 Suero3

Media ALT (U/L) 23 4 9
Desv. Std (U/L} 07 07 09
CV.(%) 31 16 09

Estudios de precision fueron realizados de acuerdo con las guias
tentativas de la NCCLS, EPS-T.

Linealidad: I lineal a 600 U/L y a 37°C. Llevado a cabo de acuerdoa
las guias EP6-P de l]a NCCSL.

Sensitividad: Fsta basada en Iz resolucion de un instrumento de
A=0.001, el metodo presentado muestra una sensitividad de 2.0 U/L.

Referencias
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Stanbio CK; Liqui-UV® (NAC)
Procedure No. 2910

For the Kinetic Quantitative Determination
of Creatine Kinase in Serum

Summary and Principle

Serum creatine kinase (CK) levels have proven valuable in the assess-
ment of cardiac and skeletal muscle discases, including myocardial
infarction and muscular dystrophy'. Determination of creatine kinase
and lactate dehydrogenase isoenzymes provides a definitive diagnosis
of acute myocardial infarction.*

The kinetic procedure presented is a modification of Szasz® of the
Rosalki* technique, which optimizes the reaction by reactivation of CK
activity with N-acetyl-L-cysteine (NAC).

CK specifically catalyzes the transphosphorylation of ADP to ATP.
Through a series of coupled enzymatic reactions, NADPH is produced
atarate directly proportional to the CK activity. The method determines
NADPH absorbance increase per min at 340 nm.

Reagents

Contents:
Imidazole Buffer (pH 6.7) ~ 100.0  mmol/L
NADP 20 mmol/lL
HK (Baker's yeast) 25 KUL
Glucose 200 mmollL
Magnesium Acetate 100 mmol/L
EDTA 20 mmollL

N-acetyleysteine (NAC) 20.0 mmollL

Contents:
Imidazole Buffer (pH 6.7) 100.0  mmol/L
ADP 2.0 mmol/L
AMP 50  mmollL
Diadenosine pentaphosphate  10.0  pmol/L
Creatine phosphate 300 mmol/L
G6P-DH (Baker's yeast) 15 kUL
EDTA 20 mmolL

Precautions: Thereagentsare for"In Vitro Diagnostic Use". Normal precautions
e 3 llowed. Th v

y

dium azide which may betoxicifi diumazid withlead
andeopperpl B e
Data Sheet for any updated risk, hazard or saftey information.
Reagent P E d Buffer liquid lied ready-

fo-use. Prepare Working Reagent in the ratio of 1 part Enzyme Reagentto 4 parts
Buffer Reagent (i.¢., 6 mL Enzyme and 24 mL Buffer.)

d Stability: R b - ARTEr)
their respective labels, when properly stored at 2-8°C and protected from light.
Reagents should appear clear and colorless. Discard if either appers cloudy or
containg particulate matter. The Working Reagent is stable for 3 weeks at 2-8C or2
days at room temperature (15-30°C).

Materials Required But Not Provided

ypable of readings at 340 nmand | em

lightpath
Constant temperature block or bath, 37°C, or temperature controlled
cuvet well

Accurate pipetting devices Testtubes  Interval timer

Specimen Collection and Storage

Clear unhemolyzed serum is the specimen of choice. No special

additives or preservatives are required. Whenever possible speci

mens should be separated and analyzed on the day of collection.

Store serumin stoppered tubes. CK activity in serum is reportedly

stable for threedays at 2-8°C. Addition of sulfhydryl agents pre

serves CK activity during prolonged storage.* ¢ Some control sera,

however, show a considerable decrease in CK activity only a few

hours after reconstitution,

Interfering Substances: Intramuscular injections and strenuous

physical excercise may elevate serum CK. Chloride and sulfate inhibit

CK activity. Bilirubin levels up to 40 mg/dL and triglyceride levels up

t0 2000 mg/dL show no interference in this test.’ Young et al.” have

reviewed drug effects on serum CK levels.

Manual Procedure

1. Prepare CK Working Reagent according to instructions.

2. Zero spectrophotometer at 340 nm with distilled water,

3. For each sample and control, add 1.0 mL Working Reagent to cuvet
or test tube and warm to 37°C for 4 minutgs.

4. Add 0.05 mL (50 uL) sample to its respective tube and mix gently.

5. Read and record absorbance at 2 minutes. Continue incubating at
37°C and record absorbance again at 3 and 4 minutes. Rate should
be constant.

6. Determine th ige absorbance per minute (AA/min), multiply by
factor 3376 for results in U/L.
NOTE: Ifcuvetis not lled, incuby lesat37°C
between readings.

Quality Control: Stanbio Ser-T-Fy® I, Normal Control Serum, Cat.
No. G427-86 and Stanbio Ser-T-Fy® 11, Abnormal Serum, Cat, No.
G428-86 are ded for each run. Other ially available
controls with CK values assayed by this method are also suitable. CK.
activity determined in these materials, by this procedure should fall
within the ranges stated for the controls. Two levels of controls should
be analyzed with each run.

Calibration: CK activity is based on the "micromolar extinction
coefficient” of NADP at 340 nm (see "Results" section). The

i s calibration guidelines should be followed
to calibrate your analyzer. Assaying the CK contents of a control
serum with known CK values can be used to assure instrument
calibration has been performed correctly.

Results

Values are derived based on the "absorptivity micromolar extinction
coefficient” of NADP at 340 nm (0.00622). A unit per liter (U/L) of CK
activity is that amount of enzyme which oxidizes one pmol/L of NADP
per minute.

UL =_AAMin_ x _L0S
0.00622 0.05

U/L=_AAMin_ x _Total Volume
0.00622 Sample Volume

U/L= AA/Min x 3376

Limitations
Ifthe AA/min. is greater than 0.345, dilute | part sample with 9 parts saline and
re-assay. Multiply the results by 10. CK values for neonatal patients have not
been established with this procedure.
Expected Values®
Normal Range: Male: 38- 174 UL (37°C)

Female:  26- 140 U/L (37°C)
The range should serve only asa guideline. Itis recommended that each laboratory
establish its own range of expected values, since differences exist between instru-
ments, laboratories, and local populations.
Performance Characteristic®
Comparison: A group of 77 sera ranging in CK activity from 3 - 700 U/L was
assayed by the described CK method and by a similar commercially available CK
reagent. C i i l lati flicient 0f0.999 and the
regression equation was y = 1.027x - 0.65.
(Comparison studies were performed according to NCCLS Tentative Guideline,
EP9-T).
Precision: Withi isiy blished by 20 assays on three diffe
levels of commercial controls. Total Precision values were obtained by assaying 3
commercial controls for 5 consecutive days.

Within-Run
Serum1 Serum2 Serum3
Mean CK (U/L) 159 20 508
Std. Deviation (U/L) 32 L5 37
C.V. (%) 20 0.7 0.7

Total Precision
Serum1 Serum2 Serum3

Mean CK (UL) 50 157 pri]
Std. Deviation (U/L) L1 16 23
C.V.(%) 21 Lo 10

Precision studies were performed according to NCCLS Tentative Guideline, EPS-T.

Linearity: Linear from | to 1200 U/L at 37°C. Performed according to NCCLS

Guideline EP6-P.
itivity: Basedonani ionofA=0.001

shows a sensitivity of 1.0 U/L.
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Stanbio Urea Nitrogen (BUN) Liqui-UV®
Procedure No. 2020

For the Kinetic Quantitative Determination
of Urea Nitrogen (BUN) in Serum

Summary and Principle

Urea is the principle waste product of protein catabolism. It is synthesized
in the liver from ammonia which is produced as a result of the deamination
of amino acids. Normally, urea nitrogen in the blood comprises only about
45% of the non-protein nitrogen. The importance of urea nitrogen determi-
nation is its value as an indicator of liver and kidney functions. Decreases
in Blood Urea Nitrogen (BUN) are seen with nephritis, acute liver destruc-
tion, amyloidosis and pregnancy.' Increases in BUN are encountered with
acute and chronic nephritis, intestinal and urinary abstruction, uremia,
metallic poisoning, pneumonia, Addison's Disease, peritonitis, surgical
shock and cardiac failure,

The Stanbio BUN procedure is a modification of the method described by
Sampson.' Urea is catalytically converted to ammonium carbonate by the
use of urease. The reaction rate is dependent upon the concentration of the
influence of glutamic dehydrogenase. The rate of this second reaction is
dependent upon the first and can be measured by the rate of conversion of
NADH to NAD by the change of absorbancy at 340 nm,

U .
U+ H NN+
2H0; ay
2-Oxcglutarate + NH,'+ NADH L-Glutamate + NAD" + H,0 y
Reagent
BUN Buffer (R1). Ref. No. 2021
Composition:
Tris, pH 78 120 mmol/L
2-Oxoglutarate 70 mmolL
ADP (monosodium salt) 0.6 mmolL
Urease (Jack Bean) 60000 UL
GLDH (Baker's yeast) 10000 UL
BUN Enzyme (R2). Ref. No. 2022 [
Composition:
NADH (Disodium salt) 0.25 mmol/L

Aqueous solution of urea in addition to trace amounts of stabilizers.
Standard is referenced against NIST material, [

Precautions: The reagents are for "In Vitro Diagnostic Use”, Normal |
precautions exercised in handling laboratory reagents should be followed. |
The reagents contain sodium azide which may be toxic if ingested. Sodium |
azide may also react with lead and copper plumbing to form highly |
explosive metal azides. Refer to Material Safety Data Sheet for any updated !
risk, hazard or safety information. ‘

Reagent Preparation: Buffer and Enzyme liquid reagents are supplied |
ready-to-use. Prepare Working Reagent in the ratio of § parts Buffer (R1) !

to | part Enzyme (R2), (ie., 25 mL Buffer and § mL Enzyme). Before use | .
i W i 250 |

Reagent Storage and Stability: Reagents are stable until the expiration

date on their respective labels, when properly stored at 2-8°C and

protected from light. Reagents should appear clear and colorless. Discard

if either appears cloudy or contains particulate matter. The Working |
Reagent is stable for 4 weeks at 2-8°C or § days al room temperature (13-

25°C). Protect the reagent from direct light. The Working Reagent should

be discarded if the initial absorbance, read against distilled water at 340

nm, is below 1.000.

Material Required But Not Provided

p capable of absorb reading at 340 nm

Constant temperature block or bath, 37°C, or temperature controlled
cuvet

Accurate pipetting devices

Test tubes Interval timer
Specimen Collection and Storage

Non-hemolyzed serum is the specimen of choice. Whenever possible
specimens should be separated and analyzed on the day of collection.
Anticoagulants containing ammonium or fluoride salts must be avoided.!
Urea in serum is stable for up to 24 hours at room temperature (15-25°C),
several days refrigerated at 2-8°C and for at least 2-3 months when frozen
(-20°C). Bilirubin levels up to 40 mg/dL, hemoglobin levels up to 200mg/
dL and triglyceride levels up to 2000 mg/dL show no interference in this
test.*

Interfering Substances: In addition to hemolysis, fluoride at elevated
concentrations and ammonia can cause interferences.’

Manual Procedure

1. Prepare BUN Working Reagent according to instructions.

2. Zero spectrophotometer at 340 nm with distilled water.

3. For each sample and control, add 1.0 mL Working Reagent to cuvet or
test tube and warm to 37°C for 3 minutes.

. Add 10 uL (0.010 mL) serum to its respective tube and mix gently.

. After exactly 30 seconds read and record absorbance (A ).

. At exactly 60 seconds after reading (A,), read and record absorbance
).

7. Calculate change in absorbance (AA) by subtracting (A-A,).

8. Run patients and controls by following steps 4 through 7.

= oo

NOTE: If cuvet is not temperature controlled, incubate samples at 37°C
between readings,

Quality Control: Stanbio Ser-T-Fy® I, Normal Control Serum, Cat. No.
427-86 and Ser-T-Fy® II, Abnormal Control Serum, Cat. No, G428-86 are
recommended for each run, Other commercially available controls with
BUN values assayed by this method are also suitable, BUN activity
determined in these materials, by this procedure should fall within the
ranges stated for the controls, Two levels of controls should be analyzed
with each run.

Calibration: Calibration is required. The instrument manufacturer’s cali-
bration guidelines should be followed to calibrate your analyzer.

Results
Values are derived by comparing the absorbance change(4A) of the
unknown (u) with that of a standard (s) identically treated.

Serum BUN (mg/dL)= _AAu_ x 30
AAs
Where Au and As are the absorbance changes (decrease) of unknown
and standard, respectively, and 30 the concentration of standard (mg/
dL)
Example; AAu = 0,045, AAs = 0,090

Serum BUN (mg/dLy= 0045 x 30=15
0.09%
Limitations
If the BUN value exceeds 140 mg/dL the specimen should be diluted 2-
fold (1+1) with distilled water, the assay repeated and results
multiplied by the dilution factor of 2. BUN values for neoratal patients
have not been established with this procedure,

Expected Values®
Normal Range:  BUN  8-23 mg/dL
Urea  17-49 mgldL

Urea (mg/dL) = BUN (mg/dL) x 2.14
Urea (mmol/L) = Urea(mg/dL) x 0.167

This range should serve only as a guideline, It is ultimately the responsi-
bility of the laboratory to establish its own range of expected values, since
differences exist between instruments, laboratories, and local popula-
tions.

Performance Characteristics*

The following performance characteristics were performed using an Epos 5060
Comparison: A group of 68 sera ranging in BUN values from 11 - 97
mg/dL was assayed by the described BUN method and by a similar
commercially available BUN reagent. Comparison of the results yielded
a correlation coefficient of 0.999 and the regression equation was y =
1.012x - 0.47. (Comparison studies were performed according to NCCLS
Tentative Guideline, EP9-T.)

Precision: Within-run precision was established by 20 assays on three
different levels of commercial serum controls. Total Precision values
were obtained by assaying 3 commercial controls for § consecutive
days.

Within-Run
Serum1 Serum2 Serum3
Mean BUN (mg/dL) 22 4 54

Std. Deviation (mg/dL) 0.6 08 0.6
CV. (%) 26 18 12
Total Precision
Serum1 Serum2 Serum 3

Mean BUN (mg/dL) 15 46 70
Std. Deviation (mg/dL) 0.4 0.6 0.7
CV. (%) 30 12 10

Precision studies were performed according to NCCLS Tentative
Guideline, EPS-T.

Linearity: Linear from 2-140 mg/dL. Performed according to NCCLS
Guidelines EP6-P.

Sensitivity: Based on an instrument resolution of A = 0.001, the method
presented shows a sensitivity of 2.0 mg/dL. Values less than 2.0 mg/dL
should be reported as < 2.0 mg/dL.

References
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Stanbio LiquiColor® Creatinina
Proced. No. 0420

Para la determinacion cinética cuanti-tativa de
Creatinina en suero u orina.

Restimen y Principio

En 1986 Jaffe' describié un’ método para la determinacion de
creatinina, haciendo reaccionar un filtrado libre de proteinas con
dcido pirico en una solucién alcalina. Aunque desde entonces se
han descrito muchos métodos, la reaccién clasica de Jaffe es la mis
usada. Esta reaccion estd sujeta a interferencias a causa de varias
sustancias como proteinas y glucosa ** ¢, Para combatir ésta
d ja, se han d llado algunas modificaci Los
métodos, cinéticos son los mas usados por ser rapidos, sencillos
y sin interferencias. El presente método se basa en una modificacion
de la velocidad de reaccién de Fabinay y Eringshausen.®

Creatinina + dcido pirico complejo
creatinina-picrato
(amarillo-naranja)
La creatinina reacciona con el 4cido pirico en medio alcalino para
formar un complejo de color el cual absorbe a 510 nm. La
velocidad de formacion de color es proporcional a la i

Recoleccion y Preparacion de la Muestra

Suero: Separa rapidamente el suero del codgulo para prevenir la
hemolisis.

Orina: Colecte la orina de 24 horas, mezcle bien y diluya 1:20
(1x19) con agua destilada. Mezcle bien.

Estabilidad de Muestra: La creatinina sérica es estable por 24
horas a 2-8°C y por varios meses a -20°C en recipientes bien
cerrados que eviten la evaporacién y la contaminacién, La muestra
de orina de 24 horas debe conservarse afiadiendo 15 g. de 4cido
bérico. La orina es estable 4-7 dias a temperatura ambiente.

b

Inter : Varias afectan la
exactitud en la determinacion de la creatinna. Ver lista completa
en Young, et al’.

Analizador Automatizado

Parametros:
Longitud de onda
Tipo de reaccio
Direccion de la reacci
Temperatura de reaccion
Relacion muestra/reactivo.
Tiempo de equilibrio
Tiempo de lectura...
Limite de ab: blanco
Cambio de absorbancia alta/min
Valor Estandar.
Valor normal bajo

Valor normal alto 1:5 mg/dL
Linealidad 20 mg/dL
Paso de luz de la celda ... e 1 €M

de creatinina en la muestra.

Reactivos

Solucién acuosa de dcido pirico, 3.6 mmol/L.
inina B:
Hidroxido de sodio en agua 240 mmol/L.

Solucion acuosa de creatinina cloruro de cinc, 5.0 mg/dL.
Precauciones:  Para uso de diagnéstico in vitro.

El hidroxido de sodio debe manejarse con cuidado por ser cdustico.
El dcido picrico es un agente oxidante fuerte. Evite el contacto con
la piel. Limpie cualquier salpicadura, ya que el acido pirico seco
es explosivo.

Preparacion del Reactivo: Mezcle un volimen de dcido pirico
con un volimen de hidroxido de sodio.

Ectahilidad v Al iento del Reacti

Los reactivos ya
mezclados son estables por 30 dias a 15-30°C. El estandar es
estable hasta la fecha de caducidad marcada en la etiqueta,
cuando se conserva a 2-8°C. No utilice los reactivos si estos estan
turbios.

Materiales Requeridos Pero No Incluidos

Esp para leer absorbancias a 510 nm.

Pipetas exactas para medir volimenes de 0.05 mL y 1.0 mL.
Vasos de precipitado para mezclar reactivos (vidrio o plastico).
Tubos de ensaye y/o celdillas para espectrofotometro
Cronémetro

Los pazd antes dos deben nsarse para programar
los analizadores automatizados de Creatinina. Consulte su manual
del i para i i de p i
Procedimiente Manual

. Coloque las celdillas del espectrofotémetro a 37°C.

Lleve a 0 el espectrofotometro con agua a 510 nm.

Pipetee 1.0 mL del reactivo en uso en los tubos de ensayo y
incube a 37°C por 3 minutos.

Transfiera 0.05 mL (50 L) del estandar en un tubo de ensayo,
mezcle e inmediatamente y pase a una celdilla.

. Transcurridos exactamente 20 seg. lea y registre la absorb

W

e

w

Ejemplo: AAu=0.01 AAs=0.05

Creatinina Sérica (mg/dL) /31— x 5= 10
Creatinina en orina (mg/dL) = ﬁ:: x 5 x 20 (factor de dilucion)

Creatinina en orina (mg/L) = Creatinina en orina
(mg/dL x 10)

Creatinina en orina (mg/L/24 hrs)) = Creatinina en orina
(mg/L) X 24 hrs. (mL)
1000

Valores Esperados®
Hombres (Suero) 0.9 - 1.5 mg/dL) (orina) 1000-2000 mg/24 hrs.

Mujeres (Suero) 0.7 - 1.4 mg/dL (orina) 600-1500 mg/24 hrs.
Caracteristicas
Linealidad: Hasta 20 mg/dL.

Correlacion: Muestras de suero y control (n = 38) con valores de
creatinina entre 0.6-25 mg/dL fueron analizados por el método
aqui descrito y por un procedimiento cinético similar. El andlisis

revelé un coefici de lacion (r) de 0.988, con

una ecuacién de regresion y = 0.96 x + 0.046.

Precision: Intraensayo

Media (mg/dL) SD CV%

09 0.08 4.0

8.6 0.09 21
Interensayo

11 0.08 48

84 0.16 26

Referencias

. Jaffe M. Z Physiol Chem 10:391, 1886

DiGiorgio J. in Clinical Chemistry — Principles and Technis, RJ
Henry et al, Eds, Harper & Row, Hagerstown, MD, 1974,

pp. 549-550

Cook JGH, Ann Clin BioChemn 12:219, 1975

Tausky HH, in Standard Methods of Clinical Chemistry Vol 3,
D Seligson, Ed. Academic Press, New York, 1966, p99.

g

=

A).
.Exlaclameme 60 segundos después de la lectura (A), lea y
registre la absorbancia (A,).

Calcule el cambio de absorbancias (AA) restando (A -A,).
Corra las muestras de pacientes y los controles siguiendo los
pasos del 4 al 7.

o

0=

Control de Calidad: Incluya en cada corrida de muestras un
suero control y/o orina conocidos por este método.

Resultados

Los valores resultan de comparar el cambio de absorbancia
(AA) de la muestra problema (u) con el de un estandar (s)
tratado en forma idéntica.

Creatinina Sérica (mg/dL) = Ak

AAs

donde AAu y AAs son los cambios de absorbancia, (incrementos)
de la muestra problema y del estandar respectivamente, y S es la
concentracion del estandar (mg/dL).

> 3

Heil d D, Tiderstrom G. Clin Chem Acta 43:305, 1973.
Fabiny DL, Ertinghausen G. Clin Chem 17:696, 1971.

Young DS et al. Clin Chem 21:286 D, 1975 (Special Issue).
Larsen K. Clin Chem Acta 41:209, 1972.
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Stanbio Glucose LiquiColor®
Procedure No. 1070

For the Quantitative Enzymatic- Colorimetric
Determination of Glucose in Serum, Plasma or CSF

Summary and Principle

Measurement of blood glucose levels was among the first chemi-
cal procedures employed in clinical laboratory medicine.' Glu-
cose oxidase methodology was introduced by Keilin and Hartree?
in 1948. Keston' later reported use of the combined glucose
oxidase-peroxidase reagent, followed by the Teller* addition of a
chromogenic reagent to Keston's procedure. The. Stanbio single
reagent glucose method is based on a technique described by
Trinder et al.}

Glucose is oxidized in the presence of glucose oxidase (GO). The
hydrogen peroxide formed reacts, under the influence of peroxi-
dase (PO), with phenol and 4-aminoantipyrine to form a red-
violet quinone complex. The intensity of the color is proportional
to glucose concentration,

Glucose + 0, +H0 —2°>  Gluconic Acid + H,0,

1,0, + d-aminoantipyrin + Phenol —%5 Quinone Complex

Reagents

g LiquiColor*R {, RefNo. 1071
Contains:

4-aminoantipyrine 02 mmol/L
Glucose Oxidase 150  U/mL
Peroxidase 12 U/mL
Phenol 4.0mmol/L

Non reactive ingredients and preservatives

Glucose in aqueous benzoic acid.
Precautions: For In Vitro Diagnostic Use. Dispose of reagents in

1

Reagent 1.0 1.0 10
; Standard - 0010 -
with local Sample ad - 0.010

Specimen Collection and Preparation

Serum: Remove from clot within 30 minutes of collection in
order to prevent glycolysis.

Plasma: An anticoagul ining fluoride is
but any of the common anticoagulants may be used if plasma is
separated from cells promptly after centrifugation.

CSF: No special preparation is required.

Sample Stability: Glucose in serum/plasma processed in the
manner described is stable for 40 hours at 2-8°C. CSF samples
should be analyzed immediately because of possible bacterial
contamination.

Interfering Substances: False low glucose values can result
from excessive levels of ascorbic acid.’

Aod

Automated Analyzers

Parameters:

Wavelength 500 nm
Reaction Type Endpoi
Reaction Direction I ing
Reaction Temp 371
Sample/Reagent Rati0 ..vvimssmmisssssmssisssssiunecs 1:100
Equilibration Time 3 Seconds
Read Time 4 Seconds
Lag Time 300 Seconds
Blank Absort Limit 0.800
High Absorbance 2.000A
Standard 100 mg/dL
Low Normal 70 mg/dL
High Normal 105 mg/dL
Linearity 400 mg/dL

Above parameters should be employed in programming
automated analyzers for Glucose. Consult your instrument manual
for p ing i ions. Specific | g applicati
for most automated analyzers are available from Stanbio Customer
Service Department.

Manual Procedure
Procedure #1: (Linear to 400 mg/dL)*

1. Pipet into cuvets the following volumes (mL) and mix well:
Reagent | Standard Sample
lank (RB) (S) (V)

Reagent Preparation: R dstandard dy-to-use.
Reagent Storage and Stability: Reagent is stable, when store
at 2-8°C until expiration date on the label. Once opened, contami-
nation must be avoided. Measurement is not influenced by
reagent color changes as long as absorbance of the reagent is

< 0.80 at 500 nm in 1 cm lightpath. Standard is stable until
expiration date on label when stored at 2-30°C. Reagent and
standard should be at room temperature before use.

NOTE: To prevent contamination of Glucose reagent, pour into
a separate vessel a volume slightly in excess of that required.
DO NOT RETURN UNUSED PORTION.

Materials Required But Not Provided
Spectrophotometer capable of reading at 500 nm (492-530 nm)
Accurate pipetting devices

Heating block or water bath, 37°C

Cuvets  Vortex Mixer  Interval Timer

*If linearity is desired to 500 mg/dL, increase reagent volume to
1.5 mL and proceed using 0.010 of sample.

2. Incubate all cuvets at 37°C for 5 minutes.

3. Read S and U vs RB at 500 nm.

Procedure #2: (Linear to 650 mg/dL)

1. Pipet into cuvets the following volumes (mL) and mix well:

Reagent | Standard Sample
Blank (RB) ) ()
Reagent 1.0 1.0 1.0
Standard - 0.005 =
Sample - - 0.005

NOTE: Volumes may be increased if the instrument requires
a volume greater than 1.0 mL.

2. Incubate all cuvets at 37°C for 5 minutes.

3. Read S and U vs RB at 500 nm.

Quality Control: Twa levels of control material with known glucose levels determined
by this method or a hexokinase procedure should be analyzed each day of testing.
Stanbio recommends, Ser-T-Fy* 1, Normal Control and Ser-T-Fy* II, Abnormal Control
be assayed with cach patient run,
Results
Values are derived by the following equations:
Glucose (mg/dL) = _Au_ x 100,
As
where Au and As are the absorbance values of UNKNOWN and
STANDARD, respectively and 100 the concentration of the STAN-
DARD (mg/dL).
Example: Following readings were obtained using 1 cm
cuvets: Au=0.130, As = 0.178
Glucose (mg/dL) = _0.130 x 100 =73
0.178
Glucose (mmol/L) = Glucose (mg/dL) x 0.0556

NOTE: Samples having glucose values greater than 500 mg/dL
are diluted 1:2 (1 + 1) with distilled water, the assay repeated and
results multiplied by the dilution factor 2.
Expected Values®
Normal Range: Serum/Plasma: 70-105mg/dL
CSF:  40-75 mg/dL (2.2-3.9 mmol/L)
It is recommended that each laboratory establish its own range of expected
values, since differences exist between instruments, laboratories, and local
populations.
Performance Characteristics®
Precision: Using a serum containing glucose in the normal range and one
with elevated values, a series of 5 assays were performed on each of 5 days.
Coefficients of variation (CV) were within run of 1.6 and 1,2%, and
between runs 3.0 and 2.0%, respectively.
Correlation: Determination of glucose by the procedure described (y)
and by a hexokinase/UV method (x) on 40 sera (range: 56-582 mg/dL)
showed a correlation coefficient (r) of 0.995 and a regression equation of
y=0.98x - 1.99.
Linearity: When performed as directed, the method is linear as listed for
cach procedure.
References
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Stanbio Alpha-Amylase LiquiColor®
Procedure No. 2970

For the Quantitative Determination of Amylase in
Serum and Urine

Summary and Principle

Alpha-amy.ase is an enzywe found in bacteria and animal tissucs
that catalyzes the hydrolytic cleavage of starch and glycogen.
Serum amylase activity determinations arc of clinical interest in
the diagnosis of pancreatic function.'

The enzymatic procedure presented is based on modifications of
R o

Walleafels, using as substrate p-Nitrophenyl-D

Specimen Collection and Preparation
Unhemolyzed serum is the specimen of choice. Plasma from
heparin tubes may be used. Other anticoagulants, such as Citrate
and EDTA, bind calcium, an ion needed for amylase activity.
Therefore, plasma with any anticoagulant other than heparin
should not be used.

Urine specimens should be adjusted to a pH of 7.0 and kept
refrigerated until assayed.

Sample Stability: Amylase in serum and wrine is reported
stable for one week at room temperature (15-30°C) and for
several months when stored refrigerated and protected against
evaporation and bacterial contamination.!

Interfering Substances: A number of drugs and substances
affect the determination of amylase. Young et al have published
a comprehensive list of such substances.!

(PNPG7) with the terminal glucose blocked to reduce spontancous
degradation of the substrate by glucosidase and glycoamylase.?
The test is performed in a kinetic mode with a very short lag time
and offers much greater stability than previous amylase
methodologies.

Amylase hydrolyzes p-Nitrophenyl D-maltoheptaoside (PNPG7)|
to p-Nitrophenyl-maltotriose (PNPG3) and maltotetraose. |
Glucoamylase hydrolyzes PNPG3 to p-Nitrophenylglycoside |
(PNPGI) and glucose. Then PNPGI is hydrolyzed by glucosidase |
to glicose and p-Nitrophenol, which produces a yellow color. |
The rate of increase ir absorbance is measured at 405 nm and i

JEIpIIoan W Ay y i the cample, 1
Reagent |
lase Li 3

HEPES Buffer, pH 7.1 + 0.1 0.1 molL
Glucosidase (microbial) >6 KUL

Sodium Chloride 62.5 mmol/L
Magnesium Chloride 125 mmol/L
EPS-G7 (PNPGT) >§  mmollL

Precautions: For I Vitro Diagnostic Use.
DO NOT PIPETTE REAGENT BY MOUTH to avoid

Automated Analyzers

Wavelength 405 nm
Reaction Type Kinetic
Reaction Direction Increasing
Reaction Temp 3rC
Sample/Reagent Ratio 1:40
Lag Time 30 Seconds
Read Time 30 Seconds
Factor 4824
Low Normal 25 UL
High Normal 125 UIL
Linearity 2,000 UL
Cuvet Lightpath 1 em

Above parameters should be employed in programming
automated analyzers for Amylase. Consult your instrument
manual for programming instructions.

Manual Procedure
1. For each sample, add 1.0 mL reagent to cuvet or test tube and
prevarm at 37°C for & last 3 mindes

2. Zero spectrophotometer with water at 405 nm,
3. Add 0.025 mL (25 pL) serum to its respective tube and read
§ —

tion with salivary amylase.

Reagent Preparation: Amylase liquid reagents are supplied
ready-to-use.

Reagent Storage and Stability: Reagent is stable until the
expiration date on their respective labels, when properly stored
at 2-8°C and protected from light. Discard reagent if it appears
cloudy or contains particulate matter.

Materials Required But Not Provided
Spectrophotometer capable of absorbance readings at 405 nm
(400420 nm)
Constant temperature block or bath, 37°C, or temp. controlled
cuvet well
Accurate pipetting devices

" Test tubes
Interval timer

Y.

4. Record increase in absorbance at 30 second intervals for 2

5. Determine the mean absorbance difference per minute
(AAbs./min.)

6. Multiply the AAbs./min. by 4824 to obtain the result in U/L.

NOTE: If cuvet is not temperature controlled, incubate samples
at 37°C between readings.

Quality Control: Two levels of control material with known
amylase levels determined by this method should be analyzed
cach day of testing.

Results

Values are derived based on the millimolar absorptivity of
p-Nitrophenol which is 8.5 at 405 nm under the test conditions
described.

IL =
i AAbs./min. x Total volume x 1000 (U/mL to U/L)

Absorptivity x Sample volume x Light path

L= \Absmin x 1025 x 1000
8.5x0.025x 1.0

UL= AAbs./min, x 4824

Expected Values®

Normal Range ~ Serum 25 - 125 UL
Urine 1 - 17 U/Hour

The range should serve only as a guideline. Since the expected
values are affected by age, sex, diet and geographical location,
cach laboratory is strongly urged to establish its own reference for
this procedure.

Performance Characteristics

Comparison: A comparison study was performed between this
method and another manufacturer with the same methodology.
Seventy-six samples, ranging in amylase activity from 34 to 2589
U/L were assayed. The resulting correlation coefficient was 0.999
and the regression equation was Y = 1.01X - 2.1

Precision:
Within Run
Mean S.D. CV.%
40 15 38
364 4.5 112
Run to Run
Moan SD. CV.%
40 13 33
353 10.7 3.0

Linearity: To 2,000 U/L, samples exceeding this value should be
diluted wimmmmm

results multiplied by 2.
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