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Resumen

Se determinaron los cambios séricos de ALT, AST, FA, pro-
movidos por veneno de ejemplares jovenes Crotalus durissus
cumanensis. Ratones Balb/C inoculados con 0,75 mg protei-
nas de veneno/kg via intraperitoneal y controles con ssf. Se
obtuvieron muestras a diferentes intervalos post-inyeccion
(1, 3, 6, 12 y 24 h) determinandose los niveles séricos de:
ALT, AST,y FA, posterior al sacrificio se tomaron muestras
de higado para la valoracién histopatoldgica. Los valores de
ATL, AST y FA se incrementaron significativamente, siendo
mas temprano el aumento de AST (1h) y mas tardio el de la
FA (24). El hallazgo histopatolégico del tejido hepatico reve-
lo tumefaccién celular severa, células de Kuffer activadas y
necrosis coagulativa focal. El incremento de los marcadores
enzimaticos ALT, AST, y FA, paralelo a los dafios histolégicos
encontrados en este estudio, sugieren dafo hepato-biliar,
adicionalmente, los niveles séricos de AST podrian indicar
dano al tejido muscular esquelético y/o cardiaco.

Palabras claves: Crotalus, dafio hepético, Alanina-amino
transfersasa, Aspartato amino-transferasa, fosfatasa alcalina.

Abstract

To determinate the effect of the venom of young Crotalus
durissus cumanensis on levels of ALT, AST and AP, Balb/C
mice were inoculated intraperitoneal with 0,75 mg/Kg of puri-
fied venom. Serum samples were obtained at different post-
injection intervals (1, 3, 6, 12, 24h) and serum levels of ALT,
AST and AP were determined. A significative difference (P
<0,01) was observed in serum levels of ALT at 6h and at 24h
post-venom injection, with a maximum of 587,64 U/L at 24
h, when compared with controls. In addition, AST shows a
significative elevation between 1h and 12h post venom in-
jection, with a maximum level of 2327 U/L at 3 h, while AP
only showed significant differences at 24 h post-venom injec-
tion. These results suggest that the venom of young Crotalus
durissus cumanensis induced liver-biliar injury, with a pos-
sible effect on skeletal muscle and/ or cardiac tissue.

Key words: Crotalus, Liver injury, Alanin-amino transferase,
Aspartate-amino transferase, Alkaline Phosphatase.

Introduccién

El veneno de serpientes contiene proteinas con poderoso
efecto farmacoldgico, clasificadas por su actividad proteoliti-
ca, hemolitica, citotdxica, miotdxica y neurotdxica', las cuales
constituyen del 90 al 95% del peso seco del veneno y son

responsables de sus efectos?. Las serpientes Crotalus duris-
sus cumanensis y Crotalus durissus ruruima son dos sub-
especies de Crotalus en Venezuela3, su veneno contiene una
mezcla compleja de enzimas, toxinas y péptidos, conocidos
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como: crotamina y crotoxina de accién miotdxica, principal-
mente sobre las fibras esqueléticas tipo 1#°6. La crotoxina
(crotapotina y fosfolipasa A,) tiene accion neurotoxica®’s,
giroxina y convulsina producen convulsiones, alteraciones
circulatorias y respiratorias®™®y una enzima parecida a la
trombina que su actividad permanente hace incoagulable la
sangre al agotar al fibrinégeno, con disminucion del contaje
plaquetario'2. Son bien conocidos sus efectos locales y sis-
témicos en animales de experimentacion' 4, Trabajos previos
sugieren dafio hepatico por elevacion de los niveles séricos
de las enzimas: alanina-amino transferasa (ALT), aspartato-
amino transferasa (AST) y fosfatasa alcalina (FA)."5¢17. Se
ha observado que el veneno de ejemplares jovenes de Crota-
lus tienen una alta toxicidad, debido a que contienen niveles
elevados de crotoxina'®'®, sin embargo, poco se conoce so-
bre los dafios hepaticos producidos por ejemplares jovenes.
El objetivo de este estudio fue determinar las modificaciones
en los marcadores enzimaticos hepaticos y el dafo celular
promovido por veneno de ejemplares jévenes de Crotalus
durissus cumanensis.

El estudio se realiz6 con pool de veneno obtenido por ordeno
manual de ejemplares jévenes de Crotalus durissus cuma-
nensis mantenidos en cautiverio individualmente en el Labo-
ratorio de Toxicologia en un terrarium de vidrio de 40cm de
largo x 40cm de ancho x 30cm de alto con tapa de madera y
malla metalica, a una temperatura diurna de 30°C y nocturna
de 24°C, todas las serpientes se alimentan una vez al mes
con ratones cepa MNRI del Bioterio del DCV de la UCLA y
se les administra agua ad libitum. Se utilizaron 50 ratones
ratones Balb/C del Bioterio, del DCV-UCLA divididos en 5
grupos, subdivididos a su vez en: subgrupo experimental de
5 ratones inoculados con veneno via intraperitoneal a dosis
de 0,75 mg de proteinas de veneno/kg de peso en 50ul de
NaCl 0,9%, 5 ratones (subgrupo control) inoculados con 50yl
de NaCl 0,9%. Se realiz6 extraccion de sangre de la vena
caudal, a intervalos de 1, 3, 6, 12, y 24h post-inyeccion. Las
muestras fueron centrifugadas a 800 g por 10 min., deter-
minando los niveles séricos de: alanina-amino transferasa
(ALT), aspartato-aminotransferasa (AST), fosfatasa alcalina
(FA), mediante kit comercial (invelab®), analizadas en Star
Fax (Q Omega IV). Las muestras de higado se obtuvieron a
las 24 horas post inoculacién, el material fue preservado con
formol al 10% preparado en PBS a pH 7,3 y enviado al La-
boratorio de Histopatologia Animal del Decanato de Ciencias
Veterinarias para su montaje, tincién y analisis basados en
técnicas histologicas clasicas, con Hematoxilina-eosina.

Andlisis estadistico: Para determinar la validez estadistica
de los tratamientos, se aplico la prueba t para muestras in-
dependientes, empleando para ello el programa estadistico
SPSS 11,5 para Windows.

Resultado y discusion

El grupo experimental no presenté diferencias significativas
en los niveles séricos de ALT con respecto al grupo control
a la 1h post-inyeccion (grafico 1), sin embargo, present6é un
aumento progresivo y altamente significativo (P<0,01) desde
las 6h hasta las 24h, con un maximo de 587,64 U/L a las 24h,
representando un incremento del 857%. La ALT es una enzi-
ma especifica para determinar dafo del tejido hepatico®, Es-
tudios in vivo que han analizado este topico han encontrado
resultados similares al respecto’®; Noriega y col.' reportan
niveles séricos de ALT inferiores a los encontrados en esta
investigacion en especies de Crotalus durissus cumanensis,
donde se empled la misma dosis de veneno pero de ejempla-
res adultos de Crotalus durissus cumanensis; sin embargo,
también presentan un pico maximo a las 24 horas's, mientras
que otras especies adultas como Bothrops asper y Bothrops
alternatus, empleando dosis de veneno superiores a la uti-
lizada en este estudio, la ALT tiene un pico maximo a las
9h pero con valores inferiores'. Esto pudiera indicar que el
veneno de Crotalus durissus cumanensis de ejemplares jo-
venes es mas toxico para el tejido hepatico que el veneno de
ejemplares adultos, asi como de Bothrops.

El grafico 2 muestra un incremento altamente significativo (P
< 0,01) de la AST del grupo experimental con respecto al
control, desde la 1h hasta las 24h con un valor maximo de
2327 U/L a las 3h representando un aumento del 4.356%.
La enzima AST esta presente como isoenzima citosoélica y
mitocondrial en numerosos tejidos?'. En este estudio, el ve-
neno produjo un aumento en los niveles séricos de AST que
es indicativo junto con ALT de un dafo hepatico, sin embar-
go, la AST puede aumentar también en respuesta a un dafio
muscular severo®. Investigaciones realizadas en la misma
especie pero con ejemplares adultos de Crotalus durissus
cumanensis, indican niveles séricos elevados de AST con un
pico maximo a las 12h post-inyeccion'’, siendo los valores
reportados inferiores a los encontrados en este estudio. El
veneno de ejemplares adultos de Crotalus durissus terrificus
presentan picos maximos de AST a las 24h'®, mientras que,
ejemplares adultos de Bothrops asper y Bothrops alternatus
su pico maximo de AST fue entre las 3-9h'¢, ambos valores
son inferiores a los aqui encontrados, esto podria sugerir que
el veneno de los ejemplares jovenes es mas toxico.

En el grupo experimental los niveles de la FA durante las pri-
meras 12h permanecen estable, con respecto al control, con
un aumento altamente significativo (P<0,01) a las 24h, del
622%. Poco se conoce sobre el efecto del veneno de Crota-
lus sp sobre la actividad de la FA, esta enzima presente prin-
cipalmente en tejido hepatico y éseo, su incremento patolo-
gico se debe mayormente a trastornos hepatobiliares®. Re-
sultados similares describen aumentos en los niveles séricos
de la FA entre las 12 y 24h post-inyeccién en ratones inocula-
dos con veneno de ejemplares adultos de Crotalus durissus
cumanensis'’, igualmente, se ha descrito un aumento de FA
entre las 24 y 48h después de la inyeccion intramuscular del



veneno de Crotalus durissus terrificus en caninos?, mientras
que, el veneno crudo y fraccionado de Bungarus caeruleus
aumenta los niveles séricos de FA en ratones?. El aumento
en los niveles séricos de la FA encontrado en este estudio
pudiera interpretarse como una colestasis intrahepatica, sin
embargo, es necesario realizar estudios complementarios,
ya que, el veneno de Crotalus durissus cumanensis en vez
de producir colestasis intrahepatica, quizas induzca dafo de
las células de los canaliculos biliares y no se debe descartar
ademas, el dafo que en forma simultanea podria experimen-
tar el resto de los tejidos donde la FA esta presente. El au-
mento en los niveles séricos de la FA es tardio y no paralelo
en relacién a las ALT y AST, por lo que es necesario incluir
en las futuras investigaciones la deteccién de las isoformas
para establecer cual tejido es afectado por la exposicion al
veneno de esta serpiente. El aumento en los niveles séricos
de las enzimas ALT, AST y FA quizas puedan deberse a las
modificaciones sobre la permeabilidad de la membrana celu-
lar hepatica producida por la crotoxina de ejemplares jovenes
de Crotalus durissus cumanensis.

El estudio histopatologico realizado a las muestras de higado
a las 24 horas post inyeccion (Figura 4 y 5) revelo tumefac-
cion celular severa, células de Kupffer activadas y necrosis
coagulativa focal, lo cual evidencia junto con las determina-
ciones enzimaticas que el veneno de ejemplares jovenes de
Crotalus durissus cumanensis produce un dafo agudo al te-
jido hepatico. En estudios similares Acosta de Pérez y col'®
en envenenamientos experimentales en ratas con serpientes
adultas de Crotalus durissus terrificus observaron congestion
y dilatacion de los vasos sanguineos grandes del tejido he-
patico, hemosiderina en los vasos periféricos. Teiber y col.'
en ratas Wistar encontraron en las biopsias hepaticas a las
9 horas de exposicion con el veneno de Bothrops altematus
adultas, degeneracion hidropica difusa, comprometimiento
de distintas aéreas del lobulillo, incluyendo zonas periporta-
les mediozonales y centrololulillares; a las 24 horas la dege-
neracion hidrépica fue de mayor intensidad, observandose
menos grado de colestasis canalicular.

Se concluye que el veneno de ejemplares jévenes de Crota-
lus durissus cumanensis induce el incremento de los niveles
séricos de la enzimas: ALT con un valor maximo a las 24h,
de AST alas 3h y de FA a las 24h post-inyeccion, lo cual aso-
ciado a las alteraciones histolégicas encontradas, sugieren
dano al tejido hepato-biliar.
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Corte histolégico de higado de raton Balb/C inoculados con NaCl 0,5%, a las 24

horas post inyeccion. Hepatocito (1); sinusoide (2) y vena central (3); H-E (40X).

Figura5
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veneno de Crotalus durissus cumanensis a las 24 horas post inyecciéon. Hepatocito
tumefacto (1); célula de Kupffer (2); picnosis (3) y careorresis (4) indicativo de
necrosis coagulativa focal (40x).
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