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1. RESUMEN
Las serpientes existen desde finales del jurasico y principios del cretacico, y a pesar
de que el hombre no hace parte de su cadena trofica, las mordeduras en humanos
son frecuentes. El ofidismo es un problema de salud publica en Colombia y en
muchos paises de las regiones tropicales, y sucede especialmente en las zonas
rurales, donde la poca disponibilidad de antivenenos es el principal factor de la alta
mortalidad por esta enfermedad tropical. En el departamento del Cauca, la serpiente
Lachesis acrochorda, popularmente conocida como “verrugoso o pudridora”, es una
de las especies responsables de ofidismo con un 2-3 % de las mordeduras, y causa
alta mortalidad. A pesar de que no existen reportes de que el veneno lachésico es
neurotoxico, hay algunos casos clinicos en los que se registran alteraciones
cardiacas. Por lo anterior, el objetivo principal de este trabajo es determinar el efecto
cardiotéxico del veneno de la serpiente L. acrochorda, en ratas WISTAR macho
(n=20), de 230 +20 g. Para este fin, se implement6 un disefio estadistico de bloques
aleatorizados con 3 grupos tratados, a los cuales se les inyectd veneno liofizado (80,
40 y 20%) de la DL50, y un grupo control, tratado con solucién salina, al 0,9%. Se
registraron elevaciones altamente significativas (p<0,001***) de la onda T, lo cual
puede ser por alteraciones electroliticas como hipercalemia y alteraciones en el
complejo QRS (p<0,001***), manifestdndose desde los 10 min hasta las 3 horas post
inoculacion del veneno. Elevacion de las enzimas CK y CK-MB. La evaluacion
histologica del miocardio de los biomodelos, mostré que con el paso de las horas, se
producen edemas interfibrilares, bandas de contraccion, cardiocitolisis y necrosis de
coagulacioén focal. En conclusion, el veneno de L. acrochorda produce dafios a nivel

cardiaco en ratas WISTAR.



2. INTRODUCCION

Gracias a la ubicacion geografica y a las caracteristicas climaticas colombianas
(Badillo, Casas, & Gamarra 1989), en el pais proliferan serpientes venenosas
causantes del ofidismo, lo cual incluye este territorio, al igual que los paises del
Africa Subsahariana, Asia Meridional y otros de Latinoamérica, dentro de los

principales afectados por este problema de salud publica (Gutiérrez et al., 2010).

Las serpientes pertenecen al reino Animalia, clase Sauropsida, suborden Serpentes.
En la actualidad, se conoce la existencia de mas de 3.000 especies distribuidas por
todo el mundo (Castrillon-Estrada et al., 2007), de las cuales solo la sexta parte es
venenosa; se encuentran distribuidas por debajo de los 2500 m.s.n.m. (Paredes,
2012). En Colombia se hallan mas de 270 especies; 49 de éstas son venenosas para
el hombre, 30 pertenecen a la familia Elapidae y 19 a la familia Viperidae, siendo
Bothrops, Crotalus y Lachesis los principales géneros que afectan a los humanos. Es
de resaltar que las especies en mencion se distribuyen en casi todo el territorio,

excepto en las aguas del Caribe (Lynch, 2012).

Las serpientes del género Lachesis son las viboras méas largas de América Central y
del Sur, cuando muerden, pueden inyectar altas dosis de veneno muy potente, y se
ha reportado que este veneno puede producir sintomas como dolor, coagulopatia
grave con deplecion de fibrinbgeno, edema, hemorragia, diarrea, nduseas, vomitos,
sudoracion y necrosis, que puede resultar en secuelas permanentes o incluso la
muerte (Cardoso et al., 2003; de Oliveira Pardal et al., 2004; Jorge MT et al., 1997;
Silva J., 1980). La L. acrochorda se encuentra distribuida en el Atlantico y el Pacifico
colombiano, vertientes del oeste de Panama, y en Colombia, al noroeste, en la costa
Atlantica, donde se extiende hacia el sur, en los valles de los rios Cauca y
Magdalena, y a lo largo de la vertiente del Pacifico de Colombia y en el noroeste de
Ecuador (Madrigal et al., 2012; Nufiez Rangel et al., 2012).



La L. acrochorda produce entre un 2-3% de las mordeduras, con una alta mortalidad
y segun reportes clinicos en los casos de ofidismo por esta especie evidencian
alteraciones cardiacas (Otero et al., 1992), por tal motivo, en este estudio se evaluo
las alteraciones electrocardiograficas, enziméticas e histopatologicas producidas en

el corazon de ratas WISTAR, causadas por el veneno total de esta serpiente.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el mundo se reportan aproximadamente 5 400 000 mordeduras de serpiente
anuales; en el 55,5% de los casos hay envenenamiento, y 125345 personas mueren.
Los paises mas afectados son los del Africa Subsahariana, Asia Meridional y
Latinoamérica, en los cuales, el principal factor contribuyente a la morbilidad y
mortalidad asociada a la mordedura de serpiente es la poca disponibilidad de suero
antiofidico en estas regiones (Gutiérrez et al., 2010). Para Latinoameérica se estiman
150000 accidentes ofidicos anuales, donde 5000 de estos casos son de victimas
mortales (Walteros & Paredes 2014).

Para Colombia, en el 2015 se notificaron ante el Sistema Nacional de Vigilancia en
salud publica-SIVIGILA 5142 casos de agresiones causadas por ofidios venenosos
que proliferan gracias a la ubicacion geografica y a las caracteristicas climaticas del
pais (Badillo, Casas, & Gamarra 1989). De hecho, en el mundo existen
aproximadamente 3000 especies de serpientes (Cardoso et al., 2003) de las cuales
mas de 270 se encuentran en Colombia; 49 especies son venenosas para el hombre,
30 pertenecen a la familia Elapidae y 19 a la familia Viperidae y estan distribuidas en
casi todo del territorio, excepto en las aguas del Caribe y por encima de los 3500
metros (Lynch, 2012).

En el departamento del Cauca estan todos los géneros de la familia Elapidae y casi
todos los de la familia Viperidae reportados para Colombia (Ayerbe & Latorre, 2010);
siendo incluido en el 2015 dentro de los 10 departamentos con mayor incidencia de

accidente ofidico a nivel nacional (Sivigila, 2015).

El envenenamiento provocado por especies del género Lachesis presenta efectos
fisiopatoldgicos, tanto locales como sistémicos, que lo hacen necrolitico, edematico,
anticoagulante y hemorragico. Ademas, posee actividad neurotoxica, debido a una
quinogenasa que produce activacion del sistema nervioso autbnomo parasimpatico,
gue ocasiona un sindrome de excitacion vagal. Este veneno también produce de

manera indirecta calicreina y precalicreina (Factor de Fletcher), que provocan



aumento del peristaltismo, y de manera directa producen bradiquininas, las cuales
son responsables de la hipotension, diarrea y bradicardia (Ayerbe & Latorre 2010;
Granados-Zufiga & Aragon-Ortiz 1998; Instituto Nacional de Salud and Ministerio de
Salud y Proteccion Social 2014; Otero et al. 1992).

A pesar de lo anterior, no se conoce con certeza cudl es el efecto cardiaco causado
por el veneno de la especie L. acrochorda, lo cual conlleva a formular la siguiente
pregunta: ¢puede el veneno de la serpiente L. acrochorda causar efectos
cardiotoxicos al ser aplicado en dosis subletales? La respuesta a dicha pregunta fue
un punto de partida para investigar si habia afeccion directa en el corazon, causada

por el veneno de L. acrochorda.



4. JUSTIFICACION
El ofidismo en Colombia, desde tiempo atras, es un problema de salud publica que
ha estado mal dimensionado, pues la vigilancia epidemioldgica, produccion de
antivenenos, el conocimiento sobre la prevencion, el tratamiento y manejo en los
casos de ofidismo, son limitados, lo cual hace que el accidente ofidico se convierta
en un riesgo para la sociedad, especialmente para la poblacién que se encuentra en
zonas rurales y de dificil acceso, siendo estas las mas expuestas a este tipo de

accidentes.

De acuerdo con lo anterior, varios investigadores se han interesado por el estudio de
este tema, motivados por los efectos causados por la mordedura de serpiente, y por
el aporte al conocimiento sobre la letalidad y la distribucion de estas especies en
Colombia (Ayerbe Gonzélez and Latorre Ledezma, 2010; Cardoso et al.,, 2003;
Castrillon-Estrada et al., 2007; Madrigal et al., 2012; Mora-Obando et al., 2014; Pla et
al., 2013)

Actualmente, existen algunos reportes en los que se puede comprender los sintomas
generados por los accidentes lachésicos, entre los cuales es comdn encontrar:
hemorragia leve alrededor de la mordedura, formacion de ampollas, sudoracion
profusa, colico abdominal, nauseas, “sintomatologia vagal” responsable de la
hipotension, diarrea y bradicardia (Castrillon-Estrada et al., 2007; Madrigal et al.,
2012).

Sin embargo, aparte de la sintomatologia clinica, no se han hecho estudios
referentes a los dafios provocados por la accion del veneno de las serpientes del
género Lachesis, y menos aun de la especie L. acrochorda. Razén por la cual, no
existe un manejo clinico apropiado contra el envenenamiento causado por esta
especie, y se hacen necesarios estudios que permitan conocer de una manera mas
detallada cada uno de los efectos causados. Ademas, es importante mencionar que
los antivenenos neutralizan principalmente los efectos sistémicos méas que los locales
(por ejemplo la necrosis) y, por lo tanto, las secuelas del envenenamiento son

graves (Gutierrez et al., 1998).



Por otra parte, vale la pena resaltar que, segun lo reportado anteriormente, una de
las sintomatologias frecuentes en los accidentes lachésicos es la bradicardia
(Castrillon-Estrada et al., 2007; Madrigal et al., 2012), por lo que se hizo necesario
realizar el estudio sobre los efectos cardiotoxicos que pueden desencadenarse
durante el envenenamiento. En este sentido, este proyecto podra aportar al Sistema
Nacional de Salud, permitiendo el cumplimiento de la ley 1438, que tiene como
objetivo proteger la salud de los colombianos, ya que el bienestar del usuario es el
eje central y ndcleo articulador de las politicas en salud (Congreso de Colombia,
2011). Ademas puede contribuir al plan de accion en el control de sintomas y dafios
causados por el envenenamiento lachésico. Por lo tanto, este estudio es relevante
porque sirve como base para futuras investigaciones que permitan optimizar el
tratamiento y la prevencion de complicaciones relacionadas con el envenenamiento

por mordedura de estos ofidios.



5. MARCO TEORICO

5.1. Generalidades de las serpientes
Las serpientes derivan su nombre del latin serpenten (arrastrarse), pertenecen al
Grupo de los vertebrados (Vertebrata) (Perez, 2012), al Phylum cordados (cuerpo
dorsal simétrico), Subphylum vertebrados (endoesqueleto y craneo), clase Reptilia
(corazon de tres cavidades y respiracion pulmonar), orden Squamata (escamas),
porque tienen el cuerpo totalmente recubierto de escamas epidérmicas, suborden

Ophidia y se caracterizan por tener temperatura corporal variable (poiquilotermos).

5.2. Familia Viperidae
La familia Viperidae, conocida también como las viboras, son un grupo de serpientes
gque se caracterizan por ser venenosas Yy peligrosas, pueden causar lesiones
permanentes o la muerte; presentan denticion solenoglifa, generalmente tienen la
cabeza en forma triangular, pupilas verticales y presentan fosas termorreceptoras.
Estas serpientes son de comportamiento agresivo cuando se sienten amenazadas, y
en Colombia esta familia esta representada por 6 géneros, entre los cuales se
incluyen las especies que son las principales causantes de accidentes ofidicos en el

pais (Ayerbe and Latorre, 2010).

5.3.  Género Lachesis
La principal caracteristica del genero Lachesis es la forma de las escamas, las
cuales son elevadas vy, por tal razon, los lugarefios de las zonas donde habita esta
especie la nombran “verrugoso”. Este género de serpientes venenosas se encuentra
en zonas boscosas remotas de Centro y Sur America, y en la isla de Trinidad,
ademas, comprende las viboras mas largas del mundo, presentando adultos que
varian en longitud desde los 2 hasta los 2,5 m (el mayor espécimen conocido fue
3,65 m). El envenenamiento humano por Lachesis es poco frecuente, pero bastante
grave, debido al gran rendimiento de veneno (200-400 mg), y se caracteriza por el
dafio visible local de los tejidos (edema, hemorragia y necrosis), nauseas,
coagulopatias, hipotension, bradicardia, diarrea, vomitos, trastornos de choque y

alteraciones renales (Madrigal et al., 2012).



Actualmente el género Lachesis esta representado por 4 especies: L. stenophrys, L.
melanocephala, L. muta y la especie a estudiar L. acrochorda (Chochoan
bushmaster). Estas serpientes habitan en bosques primarios, se caracterizan por
presentar manchas dorsales irregulares y la superficie ventral de la cola presenta
grandes motas o barras, el iris es café rojizo oscuro, tan fuerte en adultos que la
pupila no siempre es visible, coloracion del cuerpo rojizo o café pardo, con manchas

dorsomediales café oscuro o negras (Madrigal et al., 2012).

5.4. Venenode L. acrochorda
El veneno de la serpiente L. acrochorda contiene en mayor proporcidn serina
proteinasa (SP), péptidos de bradicinina potencial (VAP), metaloproteinasas de
veneno de serpiente (SVMP), acido L-amino oxidasa (LAO), proteinas lectinas tipo C
(CTL), y en menor proporcion fosfolipasas A, (PLA2), veneno de serpiente con factor
de crecimiento endotelial vascular (sWWEGF) y una proteina secretora rica en cisteina
(CRISP) (Madrigal et al., 2012).

B CTL(6.9) SWEGF (0.6)
~~ \ CRISP (0.9)
PI-SVMP (5 5) Y

PI-SVMP (17.7)

VAP (21.5)

DA49-PLA, (2.3)

LAO (9.6)

Figura 1: distribucién porcentual de toxinas de L. acrochorda, proteinasa (SP), péptidos de
bradicinina potencial (VAP), metaloproteinasas de veneno de serpiente (SVMP), &cido L-
amino oxidasa (LAO), proteinas lectinas tipo C (CTL), fosfolipasas A, (PLA2), veneno de
serpiente con factor de crecimiento endotelial vascular (svWEGF) y una proteinas secretora
ricas en cisteina (CRISP), tomado de (Madrigal et al., 2012)



5.5. Evaluacion electrocardiografica

El electrocardiograma (ECG) es el registro gréfico de los potenciales eléctricos de la
actividad del corazoén (fibras miocéardicas), en un tiempo determinado (Lopez, 2012).
Estas variaciones se captan con electrodos en la superficie de la piel o por puncion, y
a través de los conductores llega al fisiografo que mide los potenciales de accion del
corazon y los registra. EI ECG se utiliza para medir el ritmo y la regularidad de los
latidos de corazdn, permite identificar cualquier dafio del miocardio, y también es til
para identificar efectos cardiacos que tienen diferentes sustancias (Magdaleno,
2014).

5.5.1. Derivaciones del ECG
Un ECG esta compuesto por 3 tipos de derivadas: derivadas bipolares que registran
la diferencia de potenciales entre dos electrodos (DI, DI, DIIl), derivadas unipolares
en el plano frontal, se llaman asi, porque tienen como polo positivo la extremidad, y
como polo negativo la sefial resultante de promediar las otras dos extremidades
(AVL, AVR, AVF); vy las derivadas precordiales en el plano horizontal (V1,
V2,V3,V4,V5, V6) (Lopez, 2012).

Figura 2: representacion de las 12 derivaciones. A, derivaciones bipolares; B,

derivaciones unipolares; C, derivaciones precordiales.



Para comprender como ocurre la despolarizacién de las auriculas y los ventriculos se
debe conocer la morfologia de las ondas P, el complejo QRS, y la onda T (Figura 3)
(Lopez, 2012):

S

Figura 3: morfologia de las ondas cardiacas

Onda P: Activacion auricular.

Intervalo P-R: Se trata del tiempo que transcurre desde la salida del impulso en el

nddulo sinusal, hasta alcanzar el nédulo auriculo-ventricular.
Complejo QRS: Despolarizacién ventricular. En este complejo, la primera onda
negativa se denomina q, la primera onda positiva se denomina R, y la onda negativa

gue es posterior a la R, se denomina s (Lopez, 2012).

Onda T: Repolarizacion ventricular (Lopez, 2012) .



Conduccion cardiaca

El sistema de conduccion especializado del corazén esta disefiado para generar los
impulsos eléctricos, transmitir la actividad eléctrica rapidamente, coordinar los
momentos de contraccion de los atrios y ventriculos y responder ante las
modulaciones del sistema nervioso simpético y parasimpatico. Como las células del
corazon estdn unidas de forma tan intima entre si por medio del sistema de
conduccién, la despolarizacion que comienza en cualquier area se extiende
rapidamente a través del corazdn. Sin el sistema de conduccion, la despolarizacion
tendria que ocurrir de célula a célula, y, como consecuencia, tardaria mucho mas
tiempo en desplazarse a través del corazon. Bajo condiciones normales, el area que
se despolariza mas rapidamente (y asi marca la frecuencia cardiaca) es el nédulo
senoatrial. ElI nédulo senoatrial se localiza en la unién de la vena cava craneal y la
parte superior del atrio derecho. La despolarizacion se extiende a través del atrio en
direccion hacia abajo, hacia los ventriculos, y entonces alcanza el ndédulo
atrioventricular, el cual se localiza en la union entre el atrio derecho y el ventriculo
derecho.

La corriente de despolarizacion es retrasada en el nddulo atrioventricular, de modo
que le dard tiempo a los ventriculos a llenarse de sangre. La actividad eléctrica se
mueve lentamente a través del nédulo atrioventircular y en las porciones proximales
del sistema de conduccion ventricular. Este sistema de conduccion es conocido
como fasciculo de His. Este fasciculo esta formado por una rama derecha y una
rama izquierda, esta ultima a su vez se subdivide en rama izquierda anterior y
posterior. La primera parte del miocardio ventricular en ser despolarizado después de
que la onda de despolarizacion deja el fasciculo de His es el septo interventricular, el
cual sufre la despolarizacion en una direccion de izquierda a derecha. La corriente
luego se extiende a lo largo de las ramas izquierda y derecha del fasciculo hacia el
vértice del corazén. Aqui las fibras de Purkinje dirigen la onda de despolarizacion a
través de los ventriculos en una direccion ascendente (hacia arriba), esencialmente
exprimiendo la sangre de los ventriculos hacia afuera. La Ultima area en ser

despolarizada es la parte mas superior de la pared libre del ventriculo izquierdo.



Toda esta actividad produce un latido cardiaco sincronizado que envia la sangre al

cerebro y permite al cuerpo mantener la funcionalidad.

5.2. Enzimas cardiacas
Las enzimas cardiacas suelen ser usada como marcadores de lesiones que ocurren
en las fibras del miocardio; son estructuras proteicas que se encuentran dentro de las
células musculares del corazon (cardiocitos). La concentracion de las enzimas
cardiacas aumentan en la sangre en situaciones en las cuales el corazén esta
sufriendo un dafio, por ejemplo, un infarto agudo de miocardio (IAM), o cuando los

cardiocitos mueren por falta de oxigeno (Cortés, 2007).

Creatincinasa (CK)
La creatincinasa es una enzima del citoplasma y la mitocondria que cataliza tanto la
formacion de ATP como la fosforilacion reversible de la creatina, utiliza el ATP como
grupo donador de fosfato (Cortés, 2007).

5.3.  Fuentes tisulares de CK

El CK se encuentra abundante en el musculo esquelético, esta existe como un
dimero que consta de dos subunidades que son: B (cerebro) y N (musculo) y estos
se combinan para formar 3 isoenzimas: CK-BB (CK1), CK-MB (CK2) y CK-MM
(CK3). La CK se eleva principalmente en afecciones del tejido masculo-esquelético,
en el miocardio, o el cerebro. La creatincinasa se encuentra casi de manera
exclusiva en el miocardio, su elevacion es de gran utilidad para detectar infarto; la
actividad de fraccion CK-MB suele ser maxima entre las 12 y 24 horas después de
un infarto de miocardio, volviendo a los valores normales después de las 48 a 72
horas, en los casos sin complicaciones. La CK-MB también se eleva en los casos de
miocarditis, en la distrofia muscular de Duchenne, la polimiositis, la rabdomidlisis y

otros trastornos miocardicos o miopaticos (Santal6 et al., 2014).



6. ANTECEDENTES

Después de realizar un rastreo de investigaciones nacionales e internacionales con
respecto a los efectos cardiotdxicos del veneno de Lachesis acrochorda en ratas, se
encontraron algunos estudios relacionados con los accidentes ofidicos, efectos
clinicos y su incidencia en la morbilidad y la mortalidad humana. Por otra parte, otras
investigaciones llevaron a cabo analisis del efecto cardiotoxico de venenos de
distintas especies de serpientes como Bothrops sp, Crotalus durissus cumanensis y
Lachesis muta stenophrys, entre otras, asi como el efecto del veneno de escorpiones
Tityus sp y T. serrulatus. Aunque no se hallaron estudios relacionados
especificamente con el efecto cardiotoxico del veneno de L. acrochorda en ratas, las
investigaciones encontradas son oportunas para nuestro estudio, ya que refieren

datos necesarios para esta investigacion, por ejemplo:

Otero et al., (1992), en un informe basado en los aspectos clinicos y epidemiolégicos
de los accidentes ofidicos en Antioquia y Chocé, plantean que los venenos
bothrépico y lachésico inducen severas alteraciones locales (edema, hemorragia,
necrosis de tejido muscular y conectivo) y efectos sistémicos tales como alteraciones
de la hemostasia, manifestaciones hemorragicas, choque cardiovascular y
nefrotoxicidad, y que, a pesar de que la incidencia de los accidentes lachésicos es

baja (2%), la mortalidad es alta.

Otro estudio importante para nuestra investigacion es el de Incio Ruiz et al., (1993)
quienes estudiaron la toxicidad y neutralizacion de venenos ofidicos peruanos de los
géneros Bothrops y Lachesis. Para ello se inoculé veneno a ratones albinos machos
de la cepa Balb/C de 18 a 22 g. En dicho analisis las DLsy (método de Probits) del
veneno de estas serpientes reflejan que la toxicidad de los venenos depende de la
via de inoculacion del mismo. Por ejemplo la DLsy; de la serpiente del género
Lachesis no logré ser determinada por via endovenosa, ya que los ratones albinos,
una vez inoculados con el veneno, no podian sobrevivir mas de 10 min, lo que lleva a

concluir que el veneno de Lachesis, es muy toxico por esta via.

Por otra parte, Granados-Zufiiga & Aragon-Ortiz (1998) estudiaron las alteraciones

cardiovasculares inducidas por el veneno de Lachesis muta y por su enzima



fibrinogenolitica, para lo cual utilizaron la enzima desfibrinogenolitica aislada del
veneno liofilizado de la serpiente L. m. stenophrys. Estos experimentos se hicieron
en ratas albinas (R. norvegicus), a las cuales se les evaluaron cambios en la presion
arterial y en los electrocardiogramas (electrodos de puncién) durante la inoculacion
del veneno y 20 minutos después, se extrajo el corazén para obtener tejidos.
Finalmente, los resultados sugieren un uso potencial de la enzima fibrinogenolitica

como agente antitrombético que no produce alteraciones cardiacas.

Asi mismo, Hernandez et al., (2005) evaluaron las alteraciones ultraestructurales de
tejido cardiaco tratado con veneno crudo de serpiente de cascabel (C. d
cumanensis). Para el estudio histolégico se tomaron fragmentos de tejido cardiaco:
septum interauricular y paredes de auriculas de 1 mm de diametro, tefiidos con
acetato de uranilo y citrato de plomo, las placas fueron observadas en un
microscopio electronico. Segun los resultados obtenidos, los cardiomiocitos
mostraron una alta actividad proteolitica y hemorragica y se descartaron procesos

que afectan gravemente al corazon.

Por otro lado, Sifuentes et al., (2008) estudiaron la capacidad de la suramina para
antagonizar la cardiotoxicidad y algunas actividades enziméticas del veneno crudo de
Bothrops jararacussu. Este estudio se hizo en corazén aislado de ratas, donde la
solucion de perfusion mostré un aumento en la tasa de creatina quinasa inducida por
el veneno. Del mismo modo, in vivo, inyectaron veneno de forma intravenosa en la
vena yugular de ratas anestesiadas, y notaron que este veneno produce una rapida
reduccién en la presién arterial media y los cambios en el tamafio de las ondas en el
ECG, extrasistoles, bradicardia, que conduce a un paro cardiaco después de 6-8 min

postinoculacion.

Noriega-Alvarado et al., (2009) realizaron pruebas para medir cambios séricos en las
enzimas ALT, AST, FA, CK-total y LDH inducidos por veneno de C. d. cumanensis en
ratones Balb/c inoculados con veneno crudo, via intraperitoneal, y los controles con
solucion fisiologica. Las muestras de sangre fueron obtenidas por puncion

intracardiaca a diferentes intervalos de tiempo postinyeccion (1; 3; 6; 12y 24 h). El



andlisis de datos con respecto la enzima CK-TOTAL indicé dafio en tejido cardiaco
y/o esquelético en las primeras 24 horas de exposicion al veneno, ya que este

veneno posee accidn directa sobre el tejido muscular y estriado.

Otro estudio relevante para los objetivos de esta investigacion fue el realizado por
Pinto et al., (2010) quienes analizaron el efecto cardiorrespiratorio que produce el
veneno del escorpion brasilero T. serrulatus en ratas machos cepa WISTAR recién
destetadas. En este estudio se realizaron registros electrocardiograficos antes y
después de la inoculacion del veneno, los resultados mostraron que todos los
animales sometidos a tratamiento con este veneno presentaron alteraciones en el
ECG, compatibles con el desequilibrio electrolitico, miocarditis, alteraciones del
sistema de conduccion cardiaca y bradicardia. Ademas, evaluaron parametros como
los niveles de las enzimas cardiacas CK y CK-MB, las cuales presentaron un
aumento significativo, y, por ultimo, se hicieron analisis histologicos del corazon, en

el cual no detectaron lesiones.

El estudio de los efectos cardiotoxicos también fue llevado a cabo por Beltran et al.,
(2011) mediante electrocardiografia, andlisis enzimatico sérico e histologico. El
efecto cardiotoxico del veneno total de la serpiente C. d. cumanensis fue evaluado en
ratas macho R. norvegicus de la cepa WISTAR, distribuidas al azar en cuatro grupos
cada uno: 3 tratamientos con veneno diluido a diferentes concentraciones (80%, 40%
y 20%) Yy uno con solucion salina (0,9%) como control. Los ECG revelaron que las
ratas tratadas con veneno mostraron ritmos sinusales con ligeras variaciones de
voltaje, disminucién de la amplitud de la onda R y elevacion de la onda T, algunas
fibrilaciones auriculares, sin alteraciones del sistema de conduccién cardiaco; los
niveles de CK y CK-MB, presentaron aumento significativo en proporcién directa a la
cantidad de veneno inoculado, y el andlisis histopatolégico mostré inicio de necrosis
en miocitos con leves hemorragias. Las ratas tratadas con solucién salina 0,9 % no
presentaron ninguna alteracion, lo cual llevé a concluir que el veneno total de C. d.

cumanensis, aplicado en dosis subletales, genera efectos cardiotoxicos.



Entre las lineas de investigacion consultadas encontramos un estudio realizado por
Madrigal et al., (2012), quienes hicieron un andlisis proteémico de cambios
ontogenéticos en la composicion del veneno de L stenophrys, y la caracterizacion de
los proteomas de veneno de dos viboras congéneres, L melanocephala y L
acrochorda. Junto con la caracterizacion anterior del proteoma del veneno de L. m.
muta. El resultado fue un panorama comparativo de la composicion y distribuciéon de
las proteinas toxicas en todo el género Lachesis. De acuerdo a los resultados
obtenidos de la caracterizacion del veneno de las serpientes L. acrochorda vy L.
melanocephala, encontraron que estos son muy similares entre si, lo cual llevo a
determinar que la sintomatologia producida por envenenamiento lachésico es similar
en las 4 especies. Estos hallazgos apuntan a una variacion geogréafica baja en la
composicion del veneno de L. m. muta, y por tanto, la alta divergencia entre L. m.
muta y L. acrochorda, lo cual apoya la clasificacion de estos taxones como especies

diferentes.

Asimismo, Nufiez-Rangel et al., (2012) llevaron a cabo el desarrollo de un ensayo
imunoenzimatico ligado a enzima (ELISA) para la identificacion especifica del veneno
de L. acrochorda. Los venenos de L. acrochorda, Bothrops asper, Porthidium
nasutum, Bothriechis schlegeliiy C. d. cumanensis, todos de Colombia; algunas de
las proteinas de veneno de L. acrochorda identificadas fueron una lectina Gal
especifica y una metaloproteinasa. Esta prueba puede ser (til para los médicos, ya
que podria ser aplicable para el seguimiento de la distribucidn cinética de antigenos

en pacientes o animales experimentalmente envenenados.

Del mismo modo, Pla et al., (2013) hicieron el andlisis protedbmico de L. m
rhombeata, de Brasil. Junto con la caracterizacion previa de los proteomas de
veneno de L. stenophrys y L. melanocephala (Costa Rica), L. acrochorda (Colombia),
y L. m. muta (Bolivia), lo que proporciona la primera vision general de la composicion
y distribucion de las proteinas del veneno a través de todo el género, y destaca la
parecida composicion y notables perfiles farmacolégicos de los venenos de
Lachesis. La paraspecificidad de dos antivenenos, producida en el Instituto Vital

Brasil (Brasil) y el Instituto Clodomiro Picado (Costa Rica), utilizando diferentes



taxones del mismo género. El analisis protedmico de estos venenos confirma que los
venenos de Lachesis tienen una composicién similar entre los venenos de
sudamérica y América central, lo cual lleva a concluir que la disponibilidad de los dos
antivenenos producidos en Brasil y Costa rica, y otros antivenenos en las Ameéricas
técnicamente garantiza la cobertura clinica para cualquier envenenamiento de
Lachesis sp.

Otro referente de investigacion consultado fue el llevado a cabo por Bolafios, (2013)
quien determind la actividad cardiotdxica del veneno liofilizado del escorpion Tityus
sp, en ratas macho cepa WISTAR, las cuales fueron distribuidas aleatoriamente en 4
grupos: 1 control tratado con solucion salina 0,9% y 3 experimentales tratados con
subdosis letales (80, 40 y 20 %) de la DL50, encontrando que el veneno de este
escorpion  produce graves alteraciones cardiacas como blogqueos
auriculoventriculares, elevacién de las enzimas CK y CK-MB, y dafios histologicos

como edema y necrosis.

En sintesis, las lineas de investigacion consultadas ofrecen referentes tedricos

indispensables para el desarrollo de los objetivos de la presente investigacion.



7. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el efecto cardiotéxico del veneno de Lachesis acrochorda (Garcia, 1896)

en ratas Rattus norvegicus cepa Wistar.

Objetivos especificos

> Establecer las alteraciones de las ondas cardiacas por accion del
veneno de L. acrochorda, mediante registro electrocardiografico en ratas

Wistar (Rattus norvegicus).
> l|dentificar las alteraciones causadas por el veneno de L. acrochorda

sobre los niveles de las enzimas cardiacas CK y CK-MB de las ratas.

> Evaluar los dafios histolégicos producidos por el veneno de L.

acrochorda en el corazon de las ratas.



8. MATERIALES Y METODOS

Mantenimiento de las serpientes
Las serpientes L. acrochorda se mantuvieron en terrarios de vidrio rotulados, en el
Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad del Cauca (CIBUC). Estos

animales se alimentan e hidratan ad libitum.

Extraccion del veneno
La extraccion del veneno de L. acrochorda, se realiz6 de forma manual. Inicialmente
se inmoviliza la serpiente con un gancho herpetoldgico, sujetandola por la parte
posterior de la cabeza, presionando con el dedo indice, y sujetando con los otros
dedos por el cuello.
Luego se indujo al animal para que mordiera el embudo de vidrio (Figura 4),
previamente recubierto con papel parafilm. En la parte inferior del embudo se utilizé

un falcon para la recoleccién del veneno.

Figura 4: extraccion de veneno de L. acrochorda.

Una vez extraido el veneno, se adicion6 agua destilada para recuperar y diluir el
veneno suspendido en el embudo, se alicuotd en tubos Eppendorf estériles de 1,5 ml

y se llevaron a cabo los siguientes procedimientos:



Procesamiento de veneno
Las muestras se centrifugaron a 15 000 rpm, a 8 'C durante 15 minutos, en centrifuga

(Labnet Hermle Z 233 MK-2), con el fin de limpiar el veneno de sangre e impurezas.

De la suspensién obtenida, se recuperd el sobrenadante donde estan las toxinas.
Luego se sello la muestra con papel parafilm, se congel6 con nitrogeno (se expuso el
veneno por 30 seqg) y se liofilizé. Por ultimo, el veneno fue almacenado a -20 °C,

hasta el momento de uso en el experimento.

Animales experimentales
Para el estudio se utilizaron ratas macho, cepa WISTAR (R. norvegicus), en estado
juvenil, con un peso de 240 g (x 20g), que fueron suministradas por el Centro de
Investigaciones Biomédicas de la Universidad del Cauca CIBUC, donde fueron
cuidados y alimentados ad libitum hasta 12 h antes de la experimentacion y la

hidratacién no se retir6 en ninglin momento.

Tipo de estudio
Este fue un estudio experimental in-vivo, en el que se emple6 ratas WISTAR (R.
norvegicus) a las cuales se les aplicé diferentes subdosis letales (80%, 40% y 20%)
de la DLso veneno de L. acrochorda, con un valor de 16,08ug/g, por via
intraperitoneal, para posteriormente analizar el efecto cardiaco, por medio de

registros electrocardiogréaficos, histolégicos y enziméaticos.

Registros electrocardiograficos
Para la toma de electrocardiogramas, los biomodelos fueron sedados con
pentobarbital sédico (60mg/kg) (Gimeno et al., 1990). Se utilizé un equipo de
poligrafo powerlab de ADinstruments, de 8 canales, mediante la derivacion bipolar de

plano frontal DII.

El registro del EGC se hizo con electrodos de puncion (Figura 5), y en cada bloque
se tomaron registros durante 5 min asi:
* Blogue 1: 10 min después de inyeccidn de tratamiento

* Bloque 2: 1hora después de inyeccion de tratamiento



* Bloque 3: 2 horas después de inyeccién de tratamiento
* Bloque 4: 3 horas después de inyeccién de tratamiento
Para los organismos del grupo control se tomaran los mismos registros, pero se les

aplicara solucién salina al 0,9% como tratamiento.

Figura 5: conexién con electrodos de puncion para toma de registro ECG.

Determinacion de los niveles de enzimas cardiacas C Ky CK-MB
Luego de haber tomado los registros correspondientes tras la inoculacion, se hizo
cirugias a las ratas, iniciando por la parte ventral, se retird la piel y se hizo una
incision con el escalpelo en el térax para hacer una diseccién hasta llegar al cuello.
Se tomaron muestras de sangre de la vena cava descendente, ubicada en la parte
posterior de la masa visceral, con un yelco de 20G, la sangre se recogio en tubos
separadores de suero (microtainer IMPROMINI, tapa amarilla Gel and clot activator
0,5 ml), que contenian gel separador para acelerar el proceso de coagulacién, con el
fin de facilitar la separacion entre el suero y el contenido celular. Las muestras se
dejaron reposar a temperatura ambiente por 30 minutos, tiempo necesario para la
formacion de coagulos. Pasado este tiempo, se centrifugd durante 15 minutos a 3500
rpm, con el fin de extraer el suero para efectuar la lectura de las muestras en
laboratorio clinico por proceso de succion para lo cual se empleé el equipo BTS-310

marca Byosistems.



Andlisis histoldgico
Se extrajo el corazén de cada rata, se limpié con solucion salina al 0,9% para evitar
restos de sangre en el tejido, se hizo cortes transversales que fueron depositados en
una rejilla para tejidos previamente rotulada.

La fijacion se realiz6 durante 48h en formol buferado al 10%, continuando con la fase
de deshidratacion en alcoholes ascendentes, de la siguiente manera: 3 alcoholes del
96% (una hora por c/u), 5 alcoholes absolutos (una hora por c/u), se hizo la
aclaracion o diafanizacion de las muestras, posteriormente estas se infiltraron en
parafina a 59°C, por ultimo, se hizo inclusion en un bloque de parafina, los cortes
(4um) se realizaron por medio de un micrétomo y cada lamina se tifid con
hematoxilina-eosina para analizarlas con el microscopio 6ptico y determinar las

alteraciones causadas por el veneno en el tejido cardiaco.

Disefo experimental
Se empleé un disefio experimental completamente al azar y otro de bloques
aleatorizados, donde se usaron 20 ratas WISTAR macho (R. norvegicus),
homogéneas en cepa, edad, peso y sexo, que fueron distribuidas aleatoriamente en
4 grupos: 3 grupos experimentales y uno de control, como se muestra en la tabla (1),

para las comparaciones histologicas se aplico la prueba de Chi-cuadrado.

Tabla 1. Aplicacion de los tratamientos por bloque.

Individuo Concentracion de Cantidad Via aplicacion
sustancia aplicada
Rata 1 Sin salina 0,9% 300 pl Intraperitoneal
Rata 2 80% de DLsp del veneno 300 pl Intraperitoneal
Rata 3 40% de DLs, del veneno 300 pl Intraperitoneal
Rata 4 20% de DLsp del veneno 300 pl Intraperitoneal

Para el analisis estadistico se utilizaron los programas BioEstat version 5.3
GraphPad Prism version 5, los andlisis se realizaron por contraste de hipotesis, con

previo estudio de ajuste a la curva normal. Los gréaficos se elaboraron con el



programa GraphPad Prism version 5. En la Tabla 2, se referencian las pruebas

estadisticas aplicadas para cada parametro analizado:

Tabla 2: Estadistica de las pruebas aplicadas.

. PRUEBA PRUEBA
PARAMETRO ALTERACION
ESTADISTICA COMPLEMENTARIA
Amplitud onda P Anova 2 vias Bonferroni posttests
i Amplitud onda T Anova 2 vias Bonferroni posttests
ELECTROCARDIOGRAFIA :
Duracion intervalo )
Anova 2 vias Bonferroni posttests
QT
Frecuencia
) ANOVA 1 via Tukey
cardiaca
Enzima CK ANOVA lvia Tukey
ENZIMAS CARDIACAS
Isoenzima CK-MB Kruskal-Wallis Dunn
Edema Chi-Cuadrado Particion LxC
ALTERACIONES
3 Edema Chi-Cuadrado Particion LxC
HISTOLOGICAS
Necrosis Chi-Cuadrado Particion LxC




9. RESULTADOS
En el presente trabajo se reportan alteraciones cardiacas, claramente observadas en

las variaciones electrocardiogréaficas del grupo control, al compararse con las de los
tratamientos (20, 40 y 80 % DL50). Estas alteraciones son notorias en los registros
de la amplitud de las ondas P y T figuras 6 y 7 respectivamente, en la duracion del

segmento Q-T figura (8) y en la variacion de la frecuencia cardiaca figura (9).
9.1. Analisis electrocardiogréfico

9.1.1. Amplitud de la onda P
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Figura 6: Alteraciones en la onda P. A, registro de ECG normal en rata control. B registro
de ECG en ratas inyectadas con veneno de L. acrochorda indicando la anormal elevaciéon de
la onda P. C, analisis estadistico, Anova de dos vias contrastando los valores de la amplitud
de la onda P en cada uno de los bloques (horas) y Tratamientos (control y subdosis de la

DL50 del veneno de L. acrochorda aplicadas), mostrando una diferencia altamente



significativa (p<0.005) entre la amplitud de la onda P de los controles con relacion a la de los

tratamientos, siendo en las 2 y 3 horas donde present6 mayor elevacion.

La alteracion de la onda P sugiere que hay posible aumento de tamafio de la
auricula izquierda del corazon, embolismo pulmonar, presencia de posible infarto

agudo del miocardio, edema pulmonar o hipertension pulmonar.

9.1.2. Amplitud de laonda T
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Figura 7: Alteraciones enla onda T. A, registro de ECG normal en rata control. B registro
de ECG en ratas inyectadas con veneno de L. acrochorda indicando la anormal elevacion de
la onda T. C, andlisis estadistico, Anova de dos vias contrastando los valores de la amplitud
de la onda T en cada uno de los bloques (horas) y Tratamientos (control y subdosis de la



DL50 del veneno de L. acrochorda aplicadas), mostrando una diferencia altamente
significativa (p<0.005) entre la amplitud de la onda T de los controles con relacion a la de los
tratamientos, siendo en las 2 y 3 horas donde presenté mayor elevacion.

El aumento de la amplitud de la onda T, sugiere incremento del riesgo de presencia
de torsion de puntas, una arritmia cardiaca muy grave, que suele producir paro
cardiaco y que suele estar relacionada también con reduccién de los niveles de
potasio sanguineo.

9.1.3. Duracion de segmente Q-T
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Figura 8: Alteraciones en la duracion del intervalo QT. A, registro de ECG normal en rata
control. B registro de ECG en ratas inyectadas con veneno de L. acrochorda indicando
aumento del intervalo QT. C, andlisis estadistico, Anova de dos vias contrastando los valores



de la duracién del intervalo QT en cada uno de los bloques (horas) y Tratamientos (control y
subdosis de la DL50 del veneno de L. acrochorda aplicadas), mostrando una diferencia
altamente significativa (p<0.005) entre la amplitud de la duracién del intervalo QT de los
controles con relacion al de los tratamientos.

9.1.4. Frecuencia cardiaca
Después de la aplicacion de cada uno de los tratamientos utilizados y como se
observa en la figura 8 la frecuencia cardiaca disminuye en los tratamientos aplicados

con relacién a la del grupo control (F= 6.352, p< 0.05).
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Figura 9: Alteracion en la frecuencia cardiaca. Anadlisis de ANOVA de 1 via para la
frecuencia cardiaca presentada por las ratas en el grupo control y en las subdosis (20%,
40%, 80%), veneno de L. acrochorda, después de aplicar el prueba post hoc de Dunnet se
reporta diferencia significativa entre la fc del grupo control versus la fc de cada una de las

subdosis.

El grafico estadistico muestra una disminucion en la frecuencia cardiaca en las
subdosis aplicadas, con respecto a las frecuencias de las ratas control, en especial
en las dosis del 20 y el 80% (<320 Lpm; < 350 Lpm, respectivamente), lo que indica

la aparicion de una posible bradicardia.



9.2. ANALISIS DE ENZIMAS CARDIACAS CK CK-MB

Con el propoésito de aumentar evidencias del efecto cardiotdxico, causado por el
veneno de L. acrochorda se realizaron mediciones de los niveles de las enzimas CK
Y CK-MB en sangre de los biomodelos experimentales. Estos resultados se
muestran en la Figura 9, en la que se puede observar una tendencia hacia el

aumento de los niveles de la enzima CK y CK-MB, lo que sugiere dafio miocardico.

A Valores de CK y CK-MB
- K
-=- CK-MB
4000+
F—
=
2000
——_‘-__’_d_,_—-——__-
—
i ] T T T R
e e ==
:'f'
B Fraccion CK-MB
1500+ = EEE3
* ok ok B Control
/| 20%
1000 - R 40%
Bl 80%
=4
= p= 0.05
500+
n-

b b=

Figura 10: Enzimas cardiacas. A, valores de CK y CK-MB en cada uno de los tratamiento
utilizados; B, Contraste por ANOVA de dos vias de los valores de concentracion en sangre
de la isoenzima CK-MB a la primera y cuarta hora post inoculacion del veneno de L.
acrochorda mostrando una diferencia significativa en el aumento de los niveles de esta
isoenzima en los tratamientos versus el control y a las 4 horas de experimento (p< 0.05). Se
observd que las isoenzimas CK-MB que en las horas 1 y 4, se elevaron de una manera
significativa.



9.3.  ANALISIS HISTOPATOLOGICO

Adicional a los registros electrocardiogréficos, a la medicion de los niveles de CK y
CK-MB en sangre de los biomodelos experimentales, se extrajo de estos el corazén y
se realizé un analisis histopatolégico, para ratificar el efecto cardiotoxico causado por
el veneno de L. acrochorda. En los tejidos cardiacos analizados se observaron las
siguientes alteraciones histologicas: Edema, hemorragia interfibrilar, cardiocitolisis y
bandas de contraccibn como se indica en las figuras 11, 12, 13 y 14
respectivamente.

9.3.1. Hemorragia interfibrilar
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Figura 11: hemorragia interfibrilar. A, tejido normal de ratas control, B tejido con presencia
de hemorragia interfibrilar, H-E 40X. C, Andlisis estadistico de la hemorragia interfibrilar por
la prueba de Chi-Cuadrado indicando que no hay dependencia del veneno para la presencia

de esta alteracion.



9.3.2. Edema
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Figura 12: Edema interfibrilar. A, tejido normal de ratas control, B tejido con presencia de
edema interfibrilar moderada (ratas inyectadas con 20% de la DL50), C tejido con presencia
de edema interfibrilar moderado (ratas inyectadas con 40% de la DL50), D tejido con edema
interfibrilar severo (ratas inyectadas con 80% de la DL50), H-E 40X. E, Andlisis estadistico
del edema por la prueba de Chi-Cuadrado indicando la dependencia en el nivel de alteracion
segun la dosis aplicada.



Las ratas control del grupo control no presentaron edema, mientras que las ratas
tratadas con veneno, si presentaron esta alteracion, lo cual indica que el veneno
produce edema interfibrilar.

9.3.3. Cardiocitélisis
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Figura 13: cardiocitélisis. A, tejido normal de ratas control, B tejido con presencia de
cardiocitélisis, H-E 40X. C, Analisis estadistico de la presencia de cardiocitdlisis por la
prueba de Chi-Cuadrado indicando la dependencia en el nivel de alteracién segun la dosis
aplicada.

Las ratas control del grupo control no presentaron edema, mientras que las ratas
tratadas con veneno, si presentaron esta alteracion, lo cual indica que el veneno



produce cardiocitolisis (muerte celular), asociada a infarto de miocardio causada
posiblemente por los efectos sistémicos producido por el veneno de L. acrochorda.

9.3.4. Bandas de contraccion
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Figura 14: bandas de contraccién. A, tejido normal de ratas control, B tejido con presencia
de bandas de contraccién, H-E 40X. C, Andlisis estadistico de la presencia de bandas de
contraccion por la prueba de Chi-Cuadrado indicando la dependencia en el nivel de
alteracion segun la dosis aplicada.

Las ratas control del grupo control no presentaron bandas de contraccioén, mientras
gue las ratas tratadas con veneno, si presentaron esta alteracion, lo cual indica que
el veneno produce necrosis con bandas de contraccion.



10. DISCUSION

El envenenamiento provocado por especies del género Lachesis presenta efectos
fisiopatoldgicos, tanto locales como sistémicos, siendo locales los efectos necrolitico,
y sistémico los efectos edematico, anticoagulante y hemorragico. Este veneno
también produce, de manera indirecta, calicreina y precalicreina (Factor de Fletcher),
que provocan aumento del peristaltismo, y de manera directa producen
bradiquininas, las cuales son responsables de la hipotensién, diarrea y bradicardia
(Ayerbe & Latorre 2010; Granados-Zuiiga & Aragon-Ortiz 1998; Instituto Nacional de
Salud and Ministerio de Salud y Proteccion Social 2014; Otero et al. 1992). Por este
motivo, las fallas cardiacas demostradas en este trabajo por los biomodelos
inyectados con veneno de L. acrochorda (Figura 10), son uno de los sintomas
presentes en pacientes victimas de accidente ofidico lachésico, o que aumenta la

probabilidad de muerte para los pacientes victimas de este envenenamiento.

El veneno de L. acrochorda tiene diferentes proporciones de proteinas tales como:
serina proteinasa (SP: 35.1%), péptidos de bradicinina potencial (VAP: 21.5%),
metaloproteinasas de veneno de serpiente (SVMP PIIl: 17.7%; SVMP PI. 5.5% ),
acido L-amino oxidasa (LAO:9.6%), proteinas lectinas tipo C (CTL:6.9%), y, en
menores proporciones, fosfolipasas A2 (PLA2:2.3), veneno de serpiente con factor
de crecimiento endotelial vascular (svWEGF: 0.6%) y proteinas secretoras ricas en
cisteina (CRISP:0.9) (Madrigal et al., 2012), que son las responsables de la
sintomatologia como la bradicardia, el efecto coagulante, la hemorragia y el efecto

necrosante producidos tras un envenenamiento lachésico.

En este estudio, uno de los pardmetros analizados fue el electrocardiografico, en el
que se tomoO como referencia la amplitud de las ondas P y T, la duracion del
intervalo Q-T y la frecuencia cardiaca. Con respecto a la onda P que representa la
activacion auricular, se presentd una elevacion al inyectar los biomodelos con las
subdosis de veneno. En la onda P, las auriculas se despolarizan desde la auricula
derecha hacia la izquierda, desde la pared posterior hasta la anterior y desde la parte
superior hacia abajo (Vallejo, 2012), mostrando de esta manera cOmo esta

funcionando el marcapaso natural, por tal motivo se midié la amplitud de esta onda,



la cual presentd una elevacion estadisticamente significativa (p<0.001) al comparar
las amplitudes de dicha onda en los biomodelos control con los inyectados con
veneno, lo que evidencia alteracion cardiaca (figura 6) posiblemente un aumento en
el tamafno de la auricula izquierda del corazon, lo cual puede estar dando por la
sobrecarga de trabajo del corazén para bombear sangre coagulada, edema

pulmonar, embolismo o hipertension pulmonar e infarto cardiaco.

Otro parametro analizado fue la amplitud de la onda T, que representa la
repolarizacion ventricular (Lopez, 2012). La amplitud de la onda T presenta rangos
de valores normales en ratas Wistar entre 130-230 pv (Rodriguez et al., 1997). Se
observd una elevacion estadisticamente significativa (p<0.001) de la onda T en los
biomodelos inyectados con las dosis de veneno establecidas, sin embargo, a las
horas 2 y 3 post-veneno, la elevacion de esta onda es mayor que a las horas 1y 4
(figura 6). Una de las posibles causas de la elevacidon de la amplitud de la onda T es
un trastorno electrolitico conocido como hipercalemia, que consiste en la elevacion
de los niveles de potasio en la sangre (Goldberger, 2006), que puede estar dada por
la presencia de una posible insuficiencia renal. La elevacion de la onda T, sugiere un
posible infarto de miocardio o una isquemia, lo cual se confirmé con los andlisis

enzimaticos e histolégicos.

En el andlisis de la duracién del intervalo QT que representa la post-despolarizacion
cardiaca, también se observé aumento de la duracion del intervalo QT al comparar la
duracion en los registro de los biomodelos controles con los que recibieron las
subdosis de veneno. Esta alteracion, puede deberse al bloqueo de los canales de
potasio en el potencial de accion de las células, que conllevan a la prolongacion de la
fase de repolarizacion, que al actuar como efecto adverso se manifiesta por la
prolongacién del QT en el electrocardiograma (Salazar et al., 2011) produciendo d

esta manera la bradicardia (Figura 9).

Al analizar estadisticamente los datos de frecuencia cardiaca (figura 8), se encontré
diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05) entre el grupo control y los

tratamientos. La frecuencia cardiaca se observdé mas disminuida en los animales a



los que se les inyectd las dosis de veneno; esté comportamiento de la frecuencia
cardiaca es uno de los sintomas reportados para pacientes victimas de accidente
lachésico (Ayerbe and Latorre, 2010). De este modo, la bradicardia puede ser una
respuesta de la cantidad de péptidos de bradicinina potencial (VAP) y a la serina

proteinasa presentes en este veneno (Madrigal et al., 2012).

El veneno de L. acrochorda contiene dos tipos de SVMP vy, a pesar de compartir
actividad catalitica similar, no todos los tipos de SVMPs inducen hemorragia en
modelos in vivo, lo cual se evidencia en las SVMPs P-Ill que incluyen desintegrina y
dominios ricos en cisteina, que actian como formadoras de potentes toxinas
hemorragicas. mientras que las SVMPs P-I muestran una reduccion de la actividad
hemorragica (Baldo et al., 2010), haciendo que estas funcionen como enzimas
procoagulantes (Bernardoni et al., 2014). La actividad procoagulante de este veneno
fue evidente en este trabajo, a pesar de que otros estudios sugieren que el veneno
de las serpientes del género Lachesis, tras una mordedura, produce coagulopatias
graves que son alteraciones en la coagulacion de la sangre y hemorragias (Jorge
MT et al., 1997; Madrigal et al., 2012).

Adicionalmente en este estudio no se observé que el veneno de L. acrochorda sea
hemorragico y anticoagulante, ya que en los biomodelos inyectados con mayores
subdosis de veneno, presentaron mas coagulacion sanguinea, sugiriendo de esta
manera que el veneno de esta especie de serpiente no es hemorrégico, insinla que
las metaloproteinasas son enzimas responsables de una actividad procoagulante
(Bernardoni et al.,, 2014). De este modo, los altos niveles de serina proteasas
presentes en este veneno (Madrigal et al., 2012) estan favoreciendo la formacién de

coagulos.

Por otro lado, otro parametro analizado en este estudio fue los niveles de las
isoenzimas CK-MB, que los resultados tuvieron diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de CK-MB del grupo control y las dosis de veneno de
aplicadas ( p>0.05), siendo a las 1 y 4 horas, los tiempo en los que observé mayor

elevacién de la isoenzima CK-MB, causada por el veneno de L. acrochorda (figura



10), indicando de esta manera alteraciones en la funcion cardiaca como los es el
infarto de miocardio (Santal6 et al., 2014), causadas por este veneno, Y asi se pudo
ratificar en los resultados de los registros ECG (figuras 6, 7, 8) y en los andlisis
histopatologicos (figura 11, 12, 13, 14) obtenidos en este estudio.

El otro parametro analizado en este estudio fue el histopatologico, donde se
encontraron diversas alteraciones que conllevan a concluir las alteraciones
encontradas en los otros dos parametros estudiados. En cuanto a la hemorragia
presente en algunos tejidos (Figura 11), a pesar de que esta no es estadisticamente
significativa, puede deberse a un efecto de las SVMPs, que fisiolégicamente tiene
efectos hemorragicos (Baldo et al.,, 2010) y que estan presentes en el veneno de
esta serpiente (Madrigal et al., 2012), aunque otros reportes también han
mencionado que el veneno de L. acrochorda tiene un efecto hemorragico y

coagulante (Castafio and Cafias, 2016).

Otra alteracion encontrada en el estudio histopatologico, fue el edema se refiere a la
presencia de un exceso de liquido en los tejidos corporales, en este caso del tejido
cardiaco. En la mayoria de los casos aparece sobre todo en el compartimiento del
liquido extracelular, pero puede afectar también al liquido intracelular (Hall, 2011). En
los resultados obtenidos en este estudio, se presentd edema en todos los tejidos
cardiacos de las ratas que fueron sometidas a tratamiento con subdosis de veneno
de L. acrochorda, un ejemplo claro fue en la dosis del 80%, en la que los edemas se
encontraron en mayor cantidad y diametro, en comparacion con los del tejido de las
ratas inoculadas con el 40% del veneno, que presentaron esta alteracion en algunas
regiones del tejido mas que en otras, y en la dosis del 20% que fueron pocos los
edemas encontrados, aunque estos tendieron a aumentar con el paso del tiempo
(Figura 12), también se encontraron edemas perivasculares, lo cual sugiere que el
veneno afecta la composicion vascular de los tejidos y la circulacion sanguinea,

siendo esta afeccion dosis dependiente.

El mecanismo que podria explicar la formacion del edema en el tejido cardiaco esta
relacionado con el proceso inicial de la inflamacién, la vasodilatacion de las arteriolas

y el aumento del flujo sanguineo, que aumentan la presion hidrostatica intravascular,



dando lugar al paso de liquido de los capilares a los tejidos. Este liquido denominado
trasudado, es esencialmente un ultrafiltrado de plasma sanguineo y contiene pocas
proteinas. Sin embargo, la trasudacion se ve pronto eclipsada por un aumento de la
permeabilidad vascular que permite el paso de liquido rico en proteinas e incluso en
células (denominado exudado) al intersticio, reduciendo la presion osmotica
intravascular y aumentando la presion osmotica del liquido intersticial. El resultado
neto es una salida de agua e iones a los tejidos extravasculares, la acumulacion de
liquido en estos espacios recibe el nombre de edema (Kumar et al., 2008), lo cual
puede estar relacionado con un posible trastorno electrolitico producido por el
veneno de L. acrochorda.

También se encontraron alteraciones, tales como edema (Figura 12), cardiocitdlisis
(Figura 13) y necrosis con bandas de contraccion (Figura 14), las cuales mostraron
diferencias estadisticamente significativas (p<0.001), entre el grupo control y los
grupos tratados con veneno, lo cual sugiere que el envenenamiento por L.

acrochorda esta afectando el musculo cardiaco directamente.

Otras de la posibles causas de los efectos producidos por este veneno puede ser
que el veneno con el que se realizo este estudio, por ser colectado de especimenes
L. acrochorda que habitan Unicamente en el departamento del Cauca, tenga una
composicion diferente, o que nos llevaria a pensar que ocurre lo mismo que con la
especie Bothrops asper, en la cual la composicion del veneno varia de acuerdo a la

distribucion geografica de los organismos (Mora-Obando et al., 2014).



11. CONCLUSIONES

El veneno total de la serpiente L. acrochorda causo las siguientes manifestaciones

cardiotoxicas:

3

*

7
°

Aumento en la amplitud de las ondas P y T, y aumento en la duracién del
intervalo QT, sugiriendo asi, posibles efectos relacionados con isquemia o
infarto agudo de miocardio, embolismo, edema o hipertension pulmonar y

alteracion en la conduccion eléctrica y electrolitica del corazon.

Produjo un efecto cronotropico negativo sobre el corazon de las ratas tratadas
con veneno de L. acrochorda, que contribuyd a la disminucion en la frecuencia
cardiaca, ocasionada posiblemente por la estimulacion del sistema nervioso

parasimpatico.

El veneno de L. acrochorda Causo elevacion en los niveles de la enzima CK y
de su fraccién CK-MB, por posible dafio de los miocitos cardiacos y la necrosis
del tejido cardiaco evidenciando infarto de miocardio.

Caus6 dafio en el tejido cardiaco, ocasionando la presencia edema

interfibrilar, hemorragia interfibrilar, cardiocitélisis, y bandas de contraccion.

A mayor tiempo transcurrido post veneno, se presentaron mayores efectos y

alteraciones en el tejido cardiaco.



12. RECOMENDACIONES

>

Realizar estudios de coagulacion de este veneno, profundizar en la evaluacion

de su efecto procoagulante.

Realizar estudios de los niveles en sangre de los iones K*', Na™' Ca*? para
conocer como el veneno afecta sus concentraciones, debido a las alteraciones

que causa en los canales de los mismos.

Tener en cuenta, los niveles de troponina |, Mioglobina y las subformas de la
isoenzima CK-MB, para la realizacion de proximos estudios cardiotoxicos, ya
que son importantes marcadores de dafio cardiaco y servirian para confirmar

la presencia de infarto y necrosis miocardica.

Investigar los posibles efectos producidos por el veneno de esta especie en

los diferentes 6rganos del cuerpo.

Purificar el veneno total de L. acrochorda, las moléculas causantes de dafio
cardiaco y estudiar su efecto en los canales ibnicos de membrana de las

células cardiacas.

Este estudio podria ser complementado con métodos alternativos como la
ecocardiografia que permite analizar los dafios en el corazon desde otro

angulo, contribuyendo a un mayor conocimiento de las patologias cardiacas.

Este estudio se convierte en un punto de partida para la realizacion de nuevas
investigaciones sobre esta y otras especies venenosas con el fin de conocer
el potencial biotecnoldgico, farmacoldgico y toxicoldgico que tienen estas
especies y de esa forma contribuir a la prevencién y manejo de los accidentes

ofidicos.
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