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RESUMEN

En Colombia existe una gran diversidad de serpientes, donde el 17% de especies
son venenosas. El género Bothrops causa el 95% de los accidentes ofidicos en el
pais segun el Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica-SIVIGILA. Entre los
factores agravantes del accidente ofidico est4 el dificil acceso y/o desconocimiento
de su tratamiento en los centros de salud, esto puede con llevar al desarrollo de
diferentes patologias. Las nefropatias son una de las afecciones mas comunes
después de un accidente ofidico, el sistema renal puede comprometerse
seriamente y producir fallo renal en humanos; por lo anterior, el objetivo central de
este trabajo fue identificar la accion del veneno de la serpiente Bothrops
rhombeatus localizada en el valle geografico del rio Cauca, mediante un sistema in
vivo de jaulas metabdlicas, donde se colect6 orina y sangre 24 horas después de
la inoculacion (1.P) del veneno en ratas Wistar en tres grupos de tratamiento de n=
8 (3 dosis de la DLsp 25%, 50% y 75%) y 3 grupos control de n=8, en los cuales no
se encontraron alteraciones significativas en los parametros de acido Urico,
creatinina, proteina urinaria, depuracion de creatinina, flujo urinario, pero se
presentd un cambio significativo en el pardmetro renal de urea en la dosis
correspondiente al 50% de la DLsp, y un segundo sistema in vitro en el que se
realizo la perfusion de rifidn aislado de ratas Wistar, con un grupo experimental de
n=5 y se evaluaron diferentes parametros renales a los 30 (control interno sin
veneno), 60, 90 y 120 minutos (solucion perfusora con 1 mg de veneno de B.
rhombeatus), los resultados muestran una disminucion significativa en la presion
de perfusion (PP), la resistencia vascular renal (RVR), el porcentaje transportado
(%T ) Na', ClI" y un aumento significativo en el flujo urinario FU y el ritmo de
filtracion glomerular (RFG). En ambos sistemas, a través de histopatologia, se
determinaron dafios del tejido renal; en las jaulas metabdlicas se observo focos de
vacuolizacién del epitelio tubular y areas de degeneracion del revestimiento
tubular y en el ensayo de perfusiéon renal se observaron cilindros hialinos, aumento
del espacio de Bowman, descamacion de tubulos y glomérulos y procesos
necroticos (picnosis, cariolisis, cariorrexis), lo anterior sugiere que el veneno de B.
rhombeatus a nivel ex vivo ocasiono IRA, reflejada en las alteraciones de los
parametros e histologia y a nivel in vivo tiene un efecto indirecto sobre el rifién
reflejado en las alteraciones histologicas y no en los parametros renales.



1 INTRODUCCION

Existen més de 3 000 especies de serpientes distribuidas por todo el mundo y solo
la sexta parte de estas son venenosas; Colombia cuenta con aproximadamente 8
familias, 71 géneros y 272 especies, de las cuales 49 especies son venenosas y
pertenecen a dos familias (Viperidae, Elapidae) y nueve géneros ( Wallach, 2014;
Lancet, 2017). La familia Viperidae incluye géneros de serpientes como Lachesis,
Crotalus, Porthidium, Bothriechis, Bothriopsis, Bothrocophias, Bothrops, siendo
este ultimo género el causante de la mayoria de envenenamientos (Lynch, 2012).
En el departamento del Cauca tres especies son consideradas como las
causantes de la mayoria de los casos de ofidismo: Bothrops ayerbei (43%),
Bothrops rhombeatus (27%) y Bothrops asper (8%) (Ayerbe & Rodriguez, 2008;
Nufiez Ledn, 2016).

En el 2017 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), clasifica al ofidismo como
una enfermedad tropical desatendida, se estima que cada afio, mas de 95 000
personas mueren por mordedura de serpiente, y otras 300 000 sobreviven pero
desarrollan una enfermedad clinica grave después del accidente ofidico (The
Lancet, 2017).

El accidente botropico es uno de los accidentes mas comunes en Colombia, sus
sintomas varian de acuerdo con el grado de envenenamiento, desde 0-4 (ausente,
leve, moderado, severo), siendo el ultimo él mas grave. Entre los sintomas locales
se destacan edema, mionecrosis, dermonecrosis, hemorragia, formacioén de
ampollas y alteraciones sistémicas tales como sangrado, coagulopatias, efectos
hemodindmicos e insuficiencia renal aguda (IRA) que empeoran la gravedad del
accidente y en ocasiones conducen a la muerte (Cardoso & Franca, 2003; Ayerbe
& Latorre, 2010).

La IRA, es una de las complicaciones sistémicas mas frecuentes después de un
accidente ofidico por Bothrops. A nivel renal, se presenta una disminucién de la
filtracion glomerular por hipovolemia, glomerulonefritis hemorragica, necrosis
tubular aguda, necrosis cortical bilateral, nefrosis hemoglobindrica y mioglubinuria,
complicaciones que pueden llevar a la muerte del paciente ( Otero et al., 1992;
Incio & Incio, 1993; Machado et al., 2008; Sifuentes et al., 2008; Linardi et al.,
2011). Sin embargo, la sintomatologia y los efectos pos envenenamiento varian de
acuerdo a la especie de serpiente; por lo que es relevante indagar mas acerca de
los cuadros clinicos presentados por los pacientes victimas de accidente ofidico y
en particular sobre el dafio renal, a fin de esclarecer este efecto sistémico causado
por envenenamientos de especies del género Bothrops, aportar al conocimiento
fisiopatologico renal pos ofidismo en Colombia, y contribuir con el mejoramiento
del tratamiento clinico.
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2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Anualmente en el mundo se presentan alrededor de 5.400.000 de accidentes
ofidicos, de los cuales el 50% resulta en envenenamiento y el 2,5% en muerte.
Para Latinoamérica se estiman 150.000 accidentes ofidicos y la muerte de 5.000
personas por esta causa (Walteros & Paredes, 2014). En Colombia se notificaron
al Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica- SIVIGILA hasta la semana
48 de 2017 un total de 5066 casos, de los cuales, 104 fueron registrados en el
departamento del Cauca, la proporcion promedio de accidentalidad nacional fue
de 97.4 casos por semana (Ledn-Nufiez & Rojas, 2017).

Los accidentes ofidicos son comunes en regiones tropicales como Colombia; sin
embargo gran parte de la informacion de este tipo de accidentes es desconocida
debido al sub-registro o al manejo empirico que se les da (Ayerbe & Rodriguez,
2008; Portilla et al., 2014). En Colombia, el accidente ofidico constituye un
problema de salud publica que tiene mayor incidencia en la zona rural, de dificil
acceso a las instituciones de salud, donde se ha observado desconocimiento del
diagnéstico y tratamiento del ofidismo, asi como un inadecuado manejo de los
sueros antiofidicos (Sarmiento, 2012)

Tres géneros de la familia Viperidae: Lachesis, Bothrops y Crotalus son los
responsables del 99% de los accidentes ofidicos en el pais (Pinho & Burdmann,
2008). El envenenamiento bothrépico es catalogado como uno de los mas graves
y frecuentes, ya que representa el 95% segun los reportes del SIVIGILA. Una de
las complicaciones o efectos mas graves que produce el envenenamiento
ocasionado por serpientes del género Bothrops es la insuficiencia renal aguda
(IRA) (Perez & Coppo, 2004;Ayerbe & Latorre, 2010), ademas se observan otros
efectos entre los que se destacan la alteracion de la coagulacion sanguinea e
hipotensién arterial (Incio & Incio, 1993). Al ser el género Bothrops, el principal
responsable de la afectacion renal en el accidente ofidico en América del Sur
(Albuquergue et al., 2013), es importante describir el efecto nefrotoxico que
produce, debido a que el rifidn es un 6rgano sensible a las sustancias toxicas por
su gran vascularizacion y su propia funcion como depurador de sustancias
(Cetina, 2012). Aunque se conocen las manifestaciones sistémicas y locales junto
con hallazgos paraclinicos que sugieren una afectacion renal por el veneno del
género Bothrops, existen pocos estudios vinculados directamente a la serpiente B.
rhombeatus del valle geografico del rio Cauca, cuya posicion taxondmica aun no
esta dilucidada por completo. Por lo tanto, es fundamental investigar acerca de los
efectos directos producidos por el veneno sobre el rifidn, y generar herramientas
para el manejo de las alteraciones renales como la insuficiencia renal aguda,
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siendo esta una de las principales causas de muerte después de un accidente
ofidico (Oliveira et al., 2013a).

3 JUSTIFICACION

Aunque las fallas renales cobran una importancia significativa después de un
accidente ofidico es poco lo que se reporta acerca de la accion del veneno de
diferentes géneros y especies de serpientes a nivel renal. Actualmente el
accidente ofidico es un problema de salud, considerado como una enfermedad
desatendida por la Organizacion Mundial de la Salud, que solo hasta el afio 2004,
a través de la circular 092, fue considerado de reporte obligatorio por el Ministerio
Nacional de Salud de Colombia (Castrillén-Estrada et al., 2007;Ayerbe &
Rodriguez, 2008; Portilla et al.,, 2014; Walteros & Paredes, 2014), Dada la
relevancia del ofidismo, el Ministerio Nacional de Salud procura implementar
disefios de mejoramiento para el tratamiento del accidente ocasionado por los
diferentes géneros de serpientes, con el fin de disminuir la morbi-mortalidad a nivel
nacional (Zambrano, 2012).

La insuficiencia renal aguda es una de las complicaciones sistémicas mas
frecuentes después de un accidente ofidico por Bothrops; el envenenamiento
botrépico ocasiona alteraciones locales como edema, hemorragia, necrosis
muscular, y sistémicas como los trastornos de la coagulacion. Existen diversos
estudios que han reportado una disminucion de la filtracion glomerular por
hipovolemia, glomerulonefritis hemorragica y proliferativa, necrosis tubular aguda
por nefrotoxinas, choque prolongado o dafio vascular, necrosis cortical bilateral,
nefrosis hemoglobinadrica y mioglubinuria; desencadenando insuficiencia renal
aguda que podria llevar a la muerte del paciente (Otero et al., 1992; Incio & Incio,
1993; Machado et al., 2008; Sifuentes et al., 2008; Linardi et al., 2011).

Debido a los dafios a nivel renal que se han reportado durante el accidente
botrépico es de vital importancia conocer los efectos directos e indirectos
causados por el veneno de las diferentes especies de serpientes colombianas con
el fin de conocer si existen diferencias sintomatolégicas locales y sistémicas entre
los diferentes venenos, actualmente no se toma en cuenta las diferencias entre
sintomatologias en la aplicacion del tratamiento en contra del accidente ofidico, es
por ello que las entidades de salud implica acciones y esfuerzos encaminados
hacia el mejoramiento del estado de salud de la poblacion colombiana y el goce
efectivo del derecho a la salud requiere del aumento del acceso, del mejoramiento
de la calidad de los servicios y del aumento de conocimiento sobre el origen de
diferentes enfermedades causantes de mortalidad como lo es el accidente ofidico
(Departamento Nacional De Planeacion, 2011); al no existir estudios referentes al
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efecto nefrotoxico de la serpiente B. rhombeatus del valle geogréfico del rio
Cauca, se hace necesario incursionar y cerrar la brecha de desconocimiento sobre
esta tematica, con el fin de aportar a modelos de salud nacional en el
mejoramiento del tratamiento por accidente ofidico y brindar una adecuada y
precisa atencion médica, cumpliendo asi con el objetivo de Plan Nacional de Salud
Publica sobre atencion y prevencion de los principales factores de riesgo para la
salud y la promocion de condiciones y estilos de vida saludables como lo
establece La Ley 1122 de 2007 (El Congreso de la Republica de Colombia, 2007).

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

« Determinar el efecto nefrotoxico generado por el veneno de la serpiente B.
rhombeatus (Garcia, 1896) del valle geografico del rio Cauca, empleando
sistemas de jaulas metabdlicas y perfusion renal en ratas Wistar.

4.2 Objetivos especifico

e Identificar las alteraciones a nivel renal generadas por el veneno de la
serpiente B. rhombeatus del valle geogréafico del rio Cauca a través de
biomarcadores como: acido Urico, urea, creatinina, depuracion de
creatinina, proteina urinaria.

e Establecer las alteraciones funcionales en rifion aislado, generadas por el
veneno de la serpiente B. rhombeatus del valle geografico del rio Cauca, a
partir de pardmetros como: presion de perfusion, resistencia vascular renal,
tasa de filtracion glomerular, flujo urinario y transporte de electrolitos de
sodio, potasio, cloro.

e Identificar alteraciones histolégicas causadas por el veneno de la serpiente
B. rhombeatus del valle geografico del rio Cauca en sistemas in vivo y ex
Vivo.

13



5 MARCO TEORICO

5.1 Género Bothrops

El género Bothrops esta conformado por 37 especies distribuidas desde México
hasta Argentina (Campbell & Lamar, 2004). El tamafio de ejemplares adultos
fluctba entre 1,5 y 2,2 metros, cuerpo cilindrico, largo y grueso, cabeza en forma
triangular (Figura 1A), ojos del mismo color de la cara, pupila eliptica y una
escama grande supra-ocular, tienen fosas termo-receptoras, su cabeza puede
poseer configuracibon mas ancha o alargada, con disefio supra-cefalico o no
(Figura 1C), se ha encontrado especimenes con colmillos de 2,8 cm; son
solenoglifas (Figura 1B), poseen el aparato venenoso mejor desarrollado y por lo
tanto son mayores productoras de veneno (Patifio, 2002), pueden presentar sobre
el dorso manchas en forma triangular, cuando se unen por sus veértices en la linea
media dorsal forma una equis, de ahi su nombre comun (Folleco, 2010).

Figura 1. Espécimen adulto de B. rhombeatus. A. Vista dorsal, B. Colmillos
solenoglifos; C. Vista dorsal de la cabeza. Cortesia: Centro de Investigaciones
Biomédicas de la Universidad del Cauca-CIBUC (Fotografia: Liévano-Bonilla,
2017).

B. rhombeatus habita desde 950 hasta 2600 m.s.n.m, en zonas de selva
neotropical inferior y selva subandina ubicadas desde el divorcio de aguas de los
Rios Patia y Cauca hasta la regién norte del pais denominada “La Mojana” en los
departamentos de Antioquia, Caldas, Risaralda Bolivar y Cérdoba (Wallach, 2014;
Liévano-Bonilla, 2016). La serpiente B. rhombeatus se encuentra aislada de B.
asper por la cordillera central y occidental (Figura 2), lo que ha ocasionado que
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tengan un posible flujo génico diferente, esto llevé a concluir a una parte de la
comunidad cientifica que existe una division de estas serpientes como especies
(Folleco, 2010), mientras que otra parte de la comunidad cientifica la considera
como una poblacién aislada de B. asper ya que las variabilidades morfolégicas
dificultan la discriminacion entre poblaciones, indicando que corresponden a una
misma especie, e indicando que la variacion fenotipica a nivel geografico esta
relacionada a la ecologia y habitat de cada poblacién (Liévano-Bonilla, 2016).

75'0lU’W

\‘Ei ‘j./
Euf
\ A
Y
s )

-
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& ® Cauca

4 Pacifico
m Patia

75°0'0"W

Figura 2. Mapa de distribucion de B. asper (Pacifico), B. ayerbei (Patia) y B.
rhombeatus (Cauca). Imagen extraida de (Liévano-Bonilla, 2016)

5.2 Veneno botropico

Con frecuencia los envenenamientos causados por Bothrops afectan la
hemostasia e inducen a un sindrome de desfibrinacién. El principio toxico son
enzimas del tipo trombina, proteasas, hidrolasas y esterasas, las cuales tienen un
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efecto coagulante, hemorragico y/o necrotizante. Entre las alteraciones que puede
generar esta la insuficiencia renal que pueden conllevar a la muerte de la victima
(Marufiak, 2006). Existen variaciones cuantitativas en el efecto proteolitico no sélo
entre especies, sino que también se observan diferencias al comparar los venenos
de ejemplares de distintas zonas geogréaficas dentro de una misma especie. Un
ejemplo de esta variacion cuantitativa intraespecifica e interespecifica manifestada
son los venenos de Lachesis muta y Bothrops asper donde no solo presentan
variaciones toxinoldgicas si no también inmunoldgicas.

Hasta el momento se han realizado un par de estudios sobre las actividades
biologicas del veneno de B. rhombeatus; se evalud la neutralizacion de la accion
del veneno en ratones con el extracto etandlico de Piper auritum y el suero de la
sangre de Didelphis marsupialis, gracias a estos estudios se ha dado una
acercamiento a los posibles componentes del veneno (Mufioz, 2016; Rengifo-Rios,
2017) pero no se han realizado estudios especificos sobre la proted6mica del
veneno de esta serpiente; sin embargo para especies como B. asper y B. ayerbei,
distribuidas también en el departamento del Cauca, se ha realizado estudios a
nivel protedmico.

En Bothrops ayerbei predominan proteinas como metaloproteinasas (SVMP,
53,7%), fosfodiesterasas (PDE, 0,7%), serina proteinasas (SP, 9,3%) y péptidos
potenciadores de bradicinina (BPP, 8,3%) y se encuentran componentes menos
abundantes como fosfolipasas A, (PLAz, 0,7%), lectinas de tipo C (CTL, 10,1%),
proteinas secretoras ricas en cisteina (CRISP, 1,1%), L-aminoacido oxidasas
(LAO, 3,3%), desintegrinas (DIS, 2,3%), otros péptidos (PEP, 8,7%) y factores de
crecimiento (NGF, 0,1%) (Mora-Obando et al., 2014). El veneno de adultos de B.
asper de la regién del Pacifico de Costa Rica estd conformado por fragmentos
desintegrina / rico en cisteina tipo Plll (DC, 0,1%), metaloproteinasas (SVMP,
44.0%), lectinas de tipo C (C-lectina, 0,5%); fosfolipasas A, (PLA;, 45.1%);
proteinas secretoras ricas en cisteina (CRISP, 0,1%); L-aminoacido oxidasas
(LAO, 4,6%), serina proteinasa (SP, 4,4%) (Alape-Giron et al., 2008; Angulo &
Lomonte, 2009).

En general, la composicion de los venenos de B. ayerbei y B. asper del
departamento del Cauca son similares, pero existe variacion en la abundancia de
algunos componentes, aspecto que se refleja en las actividades biologicas que
producen. Las metaloproteinasas son las proteinas mas abundantes, con un 53%
y 44% respectivamente en estas serpientes; se conoce que las metaloproteinasas
de tipo uno (SVMPs P-l), causan una reduccion de la actividad hemorragica y
SVMPs P-lll que incluyen dominios desintegrina y ricos en cisteina, actuan
esencialmente como potentes toxinas hemorragicas. También se observan
diferencias significativas en la abundancia de fosfolipasas A, con un porcentaje
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de 0.7% para B. ayerbei y 45% B. asper , lo que se traduce en un escaso efecto
miotdxico producido por el veneno de B. ayerbei (Alape-Giréon et al., 2009; Angulo
& Lomonte, 2009; Mora-Obando et al., 2014).

(Lomonte & Gutiérrez, 1983). El veneno de B. asper del Caribe se considera
hemorragico y mionecrotico, mientras que el de B. asper del Pacifico es mas
proteolitico; sin embargo actividades biolégicas como la letalidad, actividad
edematizante y efecto hemolitico son similares; adicionalmente se ha observado
variacion intraespecifica a nivel ontogénico, entre adultos y neonatos de las dos
regiones (Gutiérrez, Chaves, & Bolafos, 1980). Se estima que la similitud de las
proteinas del veneno de B. asper del Caribe y B. asper del Pacifico es solo del
52%, las diferencias de composicion entre los venenos de las diferentes regiones
geograficas pueden deberse a la presion ambiental evolutiva que actia sobre las
poblaciones aisladas (Coates & Obando, 1996; Alape-Giron et al., 2008).

5.3 Estructuray funcion del rifdn

En general, la funcion del rifidn es mantener la homeostasia del medio interno. El
riidn mantiene el medio interno adecuado, tanto en composicibn como en
volumen, gracias a tres grupos de funciones: (1) depuracion, mediante filtracion
glomerular y secrecion tubular, (2) regulacién, mediante secrecion y reabsorcién
tubular, (3) funciones hormonales y metabdlicas realizadas por el propio rifion
(Botella, 2002).

A nivel macroscopico, el rifion puede dividirse en dos grandes areas: la corteza
renal y la médula renal. La corteza contiene los glomérulos, los tubos
contorneados proximales y distales, y las arterias interlobulillares y peritubulares
(Figura 3). La médula contiene las asas de Henle, los tubos colectores y la vasa
recta. La corteza tiene toda ella una osmolaridad semejante a la de la sangre,
unos 280 mOs/l; en cambio, la médula presenta una osmolaridad que se
incrementa progresivamente, desde su unidén con la corteza hasta la papila,
pasando de los 280 mOs/I de la corteza a los 1200 de la papila. La sangre llega al
riidn por la arteria renal, que nace de la aorta y se subdivide después en las
arterias interlobulares, arqueadas e interlobulillares; de ésta emerge la arteriola
aferente que forma el ovillo capilar glomerular. Estos capilares se reunen en la
arteriola eferente, que continta alrededor de los tubos contorneados formando la
red peritubular (Martinez et al., 1993; Botella, 2002; Avendario, 2009).
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Figura 3. Seccion transversal, rifion dividido en corteza (externa) y médula
(interna). Imagen modificada de (Silverthorn, 2010)

La unidad funcional del rifion es la nefrona (Figura 4A). En cada rifidn existen
aproximadamente un millon de nefronas. Cada nefrona se divide en cuatro
elementos: el glomérulo, el tubo proximal, el tubo distal y el colector. EI glomérulo
es un ovillo de capilares, formado por la division de la arteriola aferente, que
posteriormente se vuelve a reunir formando la arteriola eferente. El ovillo
glomerular que esta dentro de la capsula de Bowman, entre los capilares, se llama
espacio urinoso. Las arteriolas aferente y eferente entran y salen del glomérulo
una al lado de la otra, formando un angulo, en el llamado polo vascular del
glomérulo; generalmente, en el lado opuesto esta el polo tubular, donde comienza
el tubo renal proximal. El tubo renal proximal se subdivide en dos partes: el tubo
contorneado proximal, de gran actividad bioquimica, que discurre en su totalidad
por la corteza renal, y el asa de Henle, con forma de horquilla, que desciende en
linea recta desde la corteza casi hasta la papila donde describe una inflexion y
asciende. En este punto se considera que comienza el tubo distal, el cual asciende
en linea recta hasta la corteza, llegando a un punto entre las arteriolas aferente y
eferente del mismo glomérulo que origina el tubo; la parte descendente del asa de
Henle, entre las arteriolas, el tubo distal, adopta una forma muy caracteristica, la
macula densa (Figura 4B), llamada asi porque los nucleos de las células tubulares
son muy evidentes y dan una imagen de gran densidad; después, continGa por el
tubulo contorneado distal; todo él discurre por la corteza para dirigirse finalmente a
la médula renal y transformarse en el tabulo colector. Varios tubos colectores se
van uniendo hasta terminar en la papila renal y drenar la orina en los calices.
También debe considerarse el aparato yuxtaglomerular, que esta formado por el
conjunto de arteriola aferente y eferente y la macula densa, ya que es un punto
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clave donde, seguramente, se regula el balance glomerulotubular (Botella, 2002;
Avendafio, 2009).

e Tibulo B ARTERIOLA AFERENTE HESTILA REAGWMAN
distal

Figura 4. A. Partes de una nefrona; B. Corpusculo renal. Imagen extraida de
(Aranalde, 2015).

5.4 Parametros fisiolégicos renales

La funcién renal puede estudiarse mediante el andlisis preciso y detallado de la
orina y determinados examenes sanguineos, evaluando parametros renales que
determinan el adecuado funcionamiento del rifion, las variaciones de los
pardmetros indican alteraciones fisiolégicas generalmente importantes, que
sugieren nefropatias (Pinho & Burdmann, 2008). Los siguientes son parametros de
alteraciones renales:

Presion de perfusion (PP); esta determinada por la presion media en la arteria
renal y el estado contractil del musculo liso de las arteriolas renales de la corteza
(M. Martinez et al., 1993).

Flujo urinario (FU); es el volumen de la orina por unidad de tiempo de recogida y
se mide en mL/min (Avendafio, 2009).

Tasa de filtracion glomerular (TFG); el volumen de filtrado formado por unidad
de tiempo (Botella, 2002).

Resistencia vascular renal (RVR); la resistencia se determina por la viscosidad
de la sangre, las longitudes y los radios de los vasos sanguineos del 6rgano
(Martinez et al., 1993).

19



% iones excretados (Na*, K*, CI); porcentaje de iones encontrados en el fluido
urinario. Sodio y cloro son excretados en forma de sal, a diferencia del potasio que
es excretado en forma de ion (K*). La reabsorcion de estos iones se da en el
tabulo distal y proximal (Martinez et al., 1993).

Creatinina; la creatinina es derivada del metabolismo de la creatina del muasculo,
es decir el producto final, por degradacidon enzimatica, s6lo 2% de ella es
convertida cada dia a creatinina y excretada por la orina. La excrecion de
creatinina es proporcional a la masa muscular y es relativamente constante en
cada individuo (Bhowmik, 2011).

Urea; es el principal producto final del metabolismo proteico. Es formado en el
higado por hidrolisis de la arginina por efecto de la arginasa. Es libremente filtrada
por el glomérulo y reabsorbida (60%) por el tibulo proximal, principalmente a nivel
colector. EI 90% de la urea excretada por el organismo corresponde a los rifiones,
y el 10% restante, al tubo digestivo. Los valores de urea se elevan en insuficiencia
renal solo después de una reduccion sustancial de la velocidad de filtracion
glomerular (Athappan, 2008).

Depuracion de creatinina; debido a la secrecion de creatinina, el aclaramiento de
creatinina es ligeramente mas alto que el ritmo de filtracion glomerular. La fraccion
segregada es normalmente de alrededor de 10-20% de lo que se excreta, por lo
que el aclaramiento de creatinina medido sobrestima la filtraciébn glomerular en el
mismo porcentaje (Botella, 2002).

Proteina urinaria o albumina; la micro-albuminuria, un signo de alerta temprana
de enfermedades glomerulares, se asocia con varios factores de riesgo como la
hipertension, la hiperlipidemia, la diabetes mellitus pero es un indicador de la
enfermedad renal crénica (Botella, 2002).
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6 ANTECEDENTES

Teniendo en cuenta las complicaciones sistémicas y locales producidas por el
envenenamiento por serpientes de la familia Viperidae, las cuales incluyen
alteraciones renales, se han realizado diferentes estudios que han contribuido a
una adecuacion del modelo del tratamiento del accidente ofidico. Actualmente
existen diversos estudios sobre el género Bothrops respecto al efecto nefrotdxico
causado por la inoculacibn de veneno, pero ninguno sobre la serpiente B.
rhombeatus aislada geogréficamente en el valle geogréfico del rio Cauca.

Havt y colaboradores en el 2001, evaluaron los efectos del veneno de Bothrops
jararacussu en rifion aislado de rata cepa Wistar a concentraciones de 3,10 y 30
png/mL. Encontraron que las alteraciones mas severas se presentaron en el mayor
tiempo transcurrido y con la mayor concentracion. En la concentracion de 30
ug/mL a los 120 minutos, se encontré que la presion de perfusion (PP) y la
resistencia vascular renal (RVR) disminuyen drasticamente mientras que la
filtracion glomerular (GFR) y el flujo urinario (FU) aumentan significativamente y
por el contrario el porcentaje de transporte tubular de sodio (%Na+) y potasio
(%K+) decrecen.

Perez y Coppo, en el 2004, realizaron un estudio sobre el efecto a nivel renal del
veneno de Bothrops neuwiedii diporus en ratas macho Wistar via intramuscular en
el musculo gastrocnemio con 700 pg. Los tiempos de exposicién al veneno fueron
de 3, 6, 12 y 24 horas, 1 y 4 semanas. Se hicieron extracciones de sangre de la
vena cava posterior y se evaluaron los parametros creatina- fosfoquinasa (CK),
urea, creatinina, fésforo, calcio. Cortes histolégicos demostraron dafios renales,
entre 3 y 6 horas, aparecié degeneracién hidrépica en las células epiteliales de los
tubulos proximales y congestidn renal. A las 24 horas, se observé necrosis difusa
del epitelio tubular acompafiada por dafio glomerular. A la cuarta semana se
encontré tumefaccion de células del epitelio tubular sin dafio glomerular.

Barbosa y colaboradores en el 2005 evaluaron el efecto nefrotdéxico de la
miotoxinas | (BthTx-1; Lys 49) y Il (BthTX-ll; Asp 49) del veneno de Bothrops
jararacussu en rifidon de rata aislado perfundido. Se encontr6 que al inocular 5
mg/ml miotoxina | (BthTx-I) y Il (BthTX-Il) aumenta la presion de perfusion (PP), la
resistencia vascular renal (RVR), el flujo urinario (FU) y la filtracion glomerular
(GFR) mientras que decrece el porcentaje del transporte tubular de sodio (%TNa®)
y potasio (%TK").

Machado y colaboradores en el 2008, aislaron la fosfolipasa (PLA;) del veneno de
Bothrops insularis a fin de determinar su efecto renal en riiidn de rata cepa Wistar
aislado perfundido. Se midio la presion de perfusion (5 min), se realizaron

21



examenes de orina para analizar el equilibrio Na*, K* y se hicieron cortes de
histopatologia donde se observd necrosis tubular aguda. Se obtuvo una alta PP,
RVR, FU y GFR y una baja reabsorcién tubular de sodio (%TNa") y cloro (%TCI) a
los 120 minutos sin ninguna alteracion en el porcentaje de transporte de potasio.

Reyes, (2009) evalud las alteraciones en rifiones de ratas, inoculando 2.1ug/g de
veneno de la serpiente B. asper por via intraperitoneal (I.P.); los tiempos de
exposicion al veneno fueron 1, 48, 96, 144 y 288 horas. Después de la primera
hora, la histologia mostr6 glomérulos congestionados con tumefaccion, a las 48
horas glomerulonefritis, a las 96 horas colapso glomerular, a las 144 horas se
observé glomerulonefritis membranosa y proliferativa, finalmente a las 288 horas
se observo la desaparicion de la capsula de Bowman y la estructura total del
glomérulo.

Dos afios mas tarde, en el 2011, Linardi y coaboradores realizaron un estudio
donde se evaluaron las alteraciones y cambios a nivel renal, por medio de
histologia y parametros funcionales de Na* / K" -ATPasa causados por el veneno
de Bothrops alternatus. Se utilizaron ratas Wistar inoculandoles veneno (0.8 mg /
kg). La funcion renal se evalud 6, 24, 48, 72 horas y 7 dias post inyeccion del
veneno. A nivel histopatolégico se encontraron alteraciones como lobulacion de
penachos capilares, dilatacion del espacio capsular de Bowman e interrupcion de
F-actina en la capsula de Bowman. La excrecion de sodio y potasio aumento, en
contraste disminuyd la reabsorcion de sodio proximal y se redujo transitoriamente
la tasa de filtracion glomerular (GFR).

En el afio 2013, Oliveira y colaboradores tuvieron como objetivo investigar los
efectos del veneno de Bothrops leucurus en el sistema de perfusion renal y en
células tubulares renales cultivadas del MDCK (Madin-Darby Canine kidney). El
veneno (10 mg / ml) redujo la presion de perfusion (PP) a los 90 y 120 minutos,
mientras que la resistencia vascular renal (RVR) decrecié a los 120 minutos, el
efecto sobre el flujo urinario (FU) y la tasa de filtracién glomerular (TFG) comenz6
30 minutos después de la inoculacion del veneno, fue transitoria y volvié a la
normalidad a los 120 min de la perfusion; también se observé una disminucion en
el transporte tubular porcentual de sodio (% TNa") a los 120 minutos y de cloruro
(% TCI) a los 60 y 90 min.

En Colombia, especificamente en el departamento del Cauca, se han realizado
dos estudios a nivel nefrotoxico con las especies del género Bothrops, B. asper y
B. ayerbei, mencionadas previamente. El primer estudio fue realizado por Velasco
en el 2013, quien evalud la nefrotoxicidad del veneno de B. ayerbei en ratas Wistar
y ratones Mus musculus. Los resultados ex vivo mostraron disminucion del
transporte de sodio (% TNa"), presion de perfusion (PP) a los 60, 90 y 120 minutos
y de la resistencia vascular renal (RVR) a los 60 y 90 minutos, un incremento del
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flujo urinario (FU) a los 90, 120 minutos y de la tasa de filtracién glomerular (GFR)
a los 120 minutos en donde los primeros 30 minutos fueron de control (sin
veneno). En el sistema in vivo 24 horas pos veneno (tratamientos de 25, 50y 75%
de la DLsp) se encontrd que el tratamiento del 75% tuvo un incremento en la
depuracion de creatinina. Para el 2017 (Velasco-Reyes) se realiza un experimento
In vivo esta vez con ratas, con el tratamiento del 75% de la DLsg del veneno de B
ayerbei evaluado en 8, 16 y 24 horas pos veneno, se encuentra un aumento de
acido urico a las 8 horas, un aumento de proteinuria a las 8 y 16 horas, aumento
de urea a las 16 y 24 horas, aumento de creatinina a las 24 horas y una
disminucion de depuracion de creatinina a las 8 horas con un aumento a las 16
horas; histologicamente se presenta, vacuolizacion del epitelio renal, hemorragia
intersticial y tumefaccién del epitelio.

El segundo estudio lo realizé Rivera, en el 2014, quien evalué la actividad
nefrotoxica del veneno de B. asper (Garman, 1883) en ratas cepa Wistar, células
MDCK y LLC-MK2. Empled un sistema in vivo denominado jaulas metabdlicas
(tratamientos de 25, 50 y 75% de la DLso) para evaluar los parametros de orina
recolectada y sangre, 24 horas pos veneno se encontré que la depuracion de
creatinina decrecié en los tratamientos del 50 y 75% de la DLsg, la proteinuria,
creatinina, acido Urico aumentaron en el tratamiento de 75%. A nivel
histopatolégico, se observé dilatacion del espacio de Bowman, inflamacion y
lobulacion glomerular. En el sistema ex vivo, en rifién aislado perfundido, hubo un
incremento de sodio (%Na’) a los 90 minutos, incremento del flujo urinario (FU) a
los 90 y 120 minutos, en histologia se hall6 glomerulonefritis y necrosis tubular
aguda.
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7 MATERIALES Y METODOS

7.1.1 Mantenimiento de animales

El veneno se obtuvo de seis ejemplares adultos de la especie B. rhombeatus del
valle geografico del rio Cauca. Los especimenes se mantienen en cautiverio en el
Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad del Cauca (CIBUC) en
terrarios, utilizando papel como sustrato y suministro de agua permanente. La
alimentacion se lleva acabo cada 30 dias con 2-3 ratones albino suizo por
individuo.

7.2 TIPO DE ESTUDIO

Se realiz6 un estudio de tipo experimental que consté de dos sistemas uno in vivo
y otro ex vivo. En el sistema in vivo se evaluo el efecto nefrotéxico del veneno de
B. rhombeatus, por medio de diferentes pruebas de funcién renal, en ratas cepa
Wistar inoculadas intraperitonealmente con dosis sub-letales de veneno. El
sistema ex vivo consistidé en un sistema de rifién aislado en el cual se mantuvieron
constante los parametros de la funcioén renal.

7.3 OBTENCION DEL VENENO

7.3.1 Extraccién del veneno

La extraccién de veneno de la serpiente B. rhombeatus se llevé a cabo en el
CIBUC,; para ello se inmovilizé a cada una de las serpientes (6) con la ayuda de
ganchos herpetologicos y personal especializado; posteriormente se indujo a los
especimenes a morder un embudo de vidrio previamente cubierto con papel
parafiim y se recolect6 el pool de veneno en un tubo falcon estéril (Figura 5). El
pool de veneno se mezcld, se alicuotd y se centrifugdé a 15000 rpm a 8°C durante
15 minutos para limpiar impurezas del mismo; posteriormente se liofiliz6 en tubos
eppendorf con alicuotas de aproximadamente 0,8 mL de veneno y finalmente se
almacen6 a 20°C hasta el momento de realizar las pruebas.
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Figura 5. Extraccion de veneno de B. rhombeatus en tubos falcon. Cortesia:
Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad del Cauca-CIBUC
(Fotografia: Andrés F. Olaya, 2017).

7.4 BIOMODELOS EXPERIMENTALES

Para los experimentos o pruebas de jaulas metabdlicas y rifidn aislado, se utilizd
ratas macho, R. norvegicus, cepa Wistar, de 280 + 40g. Los animales se
mantuvieron con agua ad libitum hasta 12 horas previas al experimento.

7.5 COMITE DE ETICA

Estos biomodelos fueron proporcionados por el Biotério sectorial del
Departamento de Fisiologia y Farmacologia de la Universidad Federal de Ceara-
Brasil, siguiendo las normas del Consejo Nacional de Control de Experimentacion
Animal (CONCEA), aprobado por el Comité de Etica de uso de Animales (CEUA)
de la Universidad Federal de Ceara-Brasil mediante la resolucion numero
104/2016.

7.6 GRUPOS EXPERIMENTALES

7.6.1 Jaulas metabdlicas

Los parametros renales fueron medidos por medio del sistema de jaulas
metabdlicas en tres grupos tratados con veneno (n=8) y tres grupos control (n=8)
de la siguiente manera:

e Control: biomodelos experimentales inoculados con solucion salina 0.9%,
en paralelo a cada tratamiento experimental de 25, 50 y 75%.

e Grupo tratado con el 25% de la dosis letal del veneno de B. rhombeatus.

e Grupo tratado con el 50% de la dosis letal del veneno de B. rhombeatus.

e Grupo tratado con el 75% de la dosis letal del veneno de B. rhombeatus.

Los experimentos se disefiaron a partir de la DLsy (7.119 pg/g) determinada
previamente por Navia-Pizo (2005).
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7.6.2 Perfusion renal

Los pardmetros fueron evaluados en un grupo experimental (n=5) de ratas macho
Wistar (280 + 40 g). Se trataron con 1 mg de veneno de la serpiente B.
rhombeatus en un periodo de tiempo de 120 minutos, divididos en cuatro tiempos,
los primeros 30 minutos de perfusion se utilizaron como control interno y los
siguientes tiempos, 60, 90 y 120 minutos fueron tratados con las dosis de veneno.

7.7 PRUEBAS EXPERIMENTALES

7.7.1 Jaulas metabadlicas

Las jaulas metabdlicas comerciales son uno de los métodos para la recoleccion de
orina mas efectivos en pruebas in vivo ya que permite la recoleccién de orina sin
ninguna alteracién externa, lo cual se asegura la estabilidad del experimento
durante las 24 horas, permitiendo detectar anomalias a nivel renal (Kurien, Everds,
& Scofield, 2004).

7.7.1.1 Protocolo experimental

Estos experimentos se realizaron en el Biotério sectorial del Departamento de
Fisiologia y Farmacologia de la Universidad Federal de Ceara-Brasil. Los modelos
experimentales fueron introducidos de manera individual en cada jaula metabdlica,
con acceso a agua ad libitum y alimento durante 24 horas, con el fin de que
tuvieran un periodo de adaptacion o ambientacion (Figura 6), lo anterior contribuy6
a disminuir los niveles de estrés por manipulacién (Kurien et al., 2004). Pasadas
las 24 horas de adaptacion se inocularon los diferentes tratamientos del veneno de
B. rhombeatus (25, 50 y 75%) por via intraperitoneal (I.P) y se retiré el alimento
dejando cada animal con agua ad libitum. Pasadas 24 horas mas se tomaron
muestras de orina a fin de examinar pardmetros renales como creatinina, proteina
urinaria, acido urico y urea. Luego, los biomodelos fueron anestesiados con
Tiopental Sodico en polvo para solucion inyectable a una dosis de 30 mg/Kg
administrado por via intraperitoneal (1.P) a fin de intervenir quirargicamente,
realizar la recoleccion de 5 mL de sangre de la vena cava y analizar los
parametros renales. Adicionalmente, los riflones fueron cortados longitudinalmente
para estudios histopatoldgicos.
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Figura 6. A. Jaulas metabdlicas B. Periodo de adaptacion de ratas Wistar en
jaulas metabolicas. Cortesia: Biotério Sectorial del Departamento de Fisiologia y
Farmacologia de la Universidad Federal de Ceard (Fotografia: Mary L. Bueno,
2017).

7.7.1.2 Anélisis bioquimico
Jaulas metabdlicas: las pruebas bioquimicas se realizaron en la Universidad
Federal de Ceara- Brasil en el laboratorio de toxinologia molecular (LTM).

La sangre y la orina se centrifugaron a 3500 rpm durante 12 minutos a 4°C. El
plasma de la sangre y el sobrenadante de la orina fue separado y almacenado a -
80°C hasta el momento de la realizacion de las pruebas bioquimicas. Se hizo un
andlisis bioguimico en sangre y orina midiendo parametros como &cido urico, urea,
creatinina, proteina urinaria o albumina siguiendo el protocolo estandarizado por
Labtest® con modificaciones de (Velasco-Reyes, 2017).

Perfusion renal: los niveles de sodio, cloro y potasio obtenidos de las muestras
de orina y solucion perfusora se midieron mediante un analizador de electrolitos
9180 (Roche, Brasil), a través del método electrodo ion selectivo.

La Inulina se determiné con hidrdlisis directa como lo describe Walser et al.,
(1955) y Fonteles et al., (1983). La osmolaridad se midi6 utilizando un osmémetro
de presion de vapor (modelo 5100c WESCOR).

27



7.7.1.3 Calculos de parametros renales

Tabla 1. Formulas para hallar parametros renales a partir de datos de perfusiéon
renal (extraido de (Pereira, 2009) y jaulas metabdlicas (extraido Labtest® con

modificaciones de (Velasco-Reyes, 2017).

Pardmetro renal

Ecuacion

PP = Presion de perfusion (mmHg) PP

PP = Lectura del manémetro

FU (mL.g-1. Min-1) = Flujo urinario

FU = (Peso del volumen urinario/ Peso
del rifidn izquierdo) x 10

TFG (mL.g-1.min-1) = Tasa de
filtracion glomerular RFG

TFG = (DOU in / DOP in x FU) siendo
DOU in = Densidad optica de la inulina
en la orina y DOP in = Densidad 6ptica
de la inulina en el perfundido

FPR (mL.g-1.min-1) = Flujo de
perfusién renal

FPR = Registrado cada 10 min/peso del
riion/ a intervalos de tiempo) RVR = PP
(mmHg) / FPR

RVR (mmHg/mL.g-t.min-1) =
Resistencia vascular renal

RVR = PP (mmHg) / FPR

FNa+= (¢ Eq.g-1. Min-1) = Sodio
filtrado

Fna+ = RFG x PNa" (PNa" =
Concentracion de sodio en el
perfundido)

ENa+ = (¢ Eqg.g-1. Min-1) = Sodio
excretado

ENa+ = FU x UNa" (UNa" =
Concentracion en la orina) TNa® = FNa*
- ENa*

TNa'= (¢Eq.g-1. Min-1) = Sodio
transportado

TNa = FNa" - ENa*

%TNa" = Porcentaje de sodio
transportado

%TNa" = TNa" x 100/ FNa*

FK" (UEQ.g-1. Min-1) = Potasio filtrado

FK+ = RFG x PK* (PK" = concentracion
de potasio en el perfundido)

EK" (LEg.g-1. Min-1) = Potasio
excretado

EK+ = FU x UK" (UK" = Concentracion
de potasio en la orina) TK* = FK" x EK"

TK" (LEq.g-1. Min-1) = Potasio
transportado

%TK" = TK" x 100 / FK*

%TK" (UEQ.g-1. Min-1) = Porcentaje de
potasio transportado

FK* = RFG x PK" (PK" = concentracion
de potasio en el perfundido)

FCIl = (UEqg.g-1. Min-1) = Cloro filtrado

FCI~=RFG x PCI” (PCI" =
concentracion de cloro en el
perfundido)

% TCI — (UEQ.g-1. Min-1) = Cloro
excretado

Ecl- = FU x UCI- (UCI- = concentracion
de cloro en la orina)

TCl ~ (uEqg.g-1. Min-1) = Cloro

TCI"=FCI~ xECI~
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transportado

Cosm (mL.g-1.min-1) = Aclaramiento
osmatico

(Uosm / Posm) x FU (Uosm =
osmolaridad urinaria y Posm =
osmolaridad del perfundido)

Acido Urico (mg/dL)

= Absorbancia del test/Absorbancia del
reactivo estandar x 6

Urea (mg/dL)

= Absorbancia del test/Absorbancia del
reactivo estandar x 70

Creatinina (mg/dL)

AAbsorbancia del test/ AAbsorbancia
del reactivo estandar x 70/
AAbsorbancia del reactivo estandar=
A90segundos - A30segundos

Proteina (mg/dL)

= Absorbancia del test/Absorbancia del
reactivo estandar x 50

Clcr = Concentracion de creatinina
urinaria (mg/dL), V = Volumen de
orina por min (mL/min/100g), CrP =

Ccr=(CruxV/CrP)
V= Vurina/ [(Peso/100) X Tempo] X
1000

Concentracion plastica de creatinina
(mg/dL), Vurina= Volumen de orina
por min (mL/min).

FU= Flujo Urinario = Orina (ml) / Tiempo de evaluacién

(min).

7.7.1.4 Histologia de riflones proceso in vivo

Los rifiones se extrajeron a través de una diseccion y fueron preservados en
formol bufferado al 10% por 24 horas, para luego hacer una inclusién en parafina.
Se realizaron cortes longitudinales con espesor de 5 um, seguido de una
coloracién con hematoxilina-eosina para luego hacer un examen histolégico por
medio de un microscopio 6ptico. La histologia fue procesada y analizada en el
Laboratorio de Anatomia Patoldgica y Biopsia en el Departamento de Patologia y
Medicina Forense de la Universidad Federal de Ceara.

7.7.2 Perfusion derifion aislado

El sistema consiste en la perfusiéon aislada de rifiébn con recirculacion en un circuito
cerrado, la perfusion in vitro, se mantiene a una temperatura de 37°C. Este
sistema tiene la ventaja de mantener constantes parametros de la funcion renal
con el uso de albumina en solucion perfusora en volumen mas pequefio,
manteniendo constante las sustancias dializables con oxigeno (95% O, / 5% CO,)
(Garcia-Lledé & Lépez Del Cafiizo, 2002; Pereira, 2009).EI sistema de perfusiéon
esta conformado por (Figura 7):

e Bafio maria: mantiene constante la temperatura de pulmén silastico (36-
37°C).
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e Bomba de perfusion de Watson: bombea la solucion perfusora a lo largo del
sistema.

e Bomba calentadora con termostato: mantiene una temperatura constante
en el sistema entre 36-37 °C.

e Catabolias: evita la entrada de burbujas en el rifion.

e Frasco colector: acumula la orina que sale del uréter.

e Filtro miliporo 5y: filtra la solucién perfusora.

e Fluxdmetro: medicién de flujo de perfusion (mL/Hora).

e Manometro de mercurio: medicion de la presion de perfusion (mmHg)

e Pulmon silastico: promueve el intercambio de gases (95% O.y 5% CO5)

e Jeringa: recolecta la solucion perfusora

Catabolias

—

Manometro

Canula
Arterial

Colector
de Orina

i1

Ji Fluxémetro

ATTRTTYINTS

" Condensador

Oxigenador

Bano maria

Jeringa

Figura 7. Sistema de perfusion y sus partes, extraido de (Pereira, 2009).

7.7.2.1 Preparacion de la solucion de perfusion

Se utilizé solucion perfusora de Krebs-Henseleit modificada (MKHS), concentrada
a 20% y 6% de albumina bovina. Con la siguiente composicion para dos litros:
NaCl = 138g, KCI = 7g, NaH,PO,4. H,O = 3.2g9, MgS0,4.7H,0 = 5.8g, NaHCO3; =
4.2g, CaCl,. 2H,0 = 0.74q, glucosa = 2g y urea = 10g. La solucién fue dializada
por 48 horas, se adicion6 0.15¢g de inulina y se ajusté el pH entre 7.3y 7.4.
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7.7.2.2 Procedimiento quirdargico para riiion aislado

La perfusion renal fue realizada en el Nacleo de Investigacion y Desarrollo de
Medicamentos (NPDM) de la UFC, en el laboratorio de farmacologia de Venenos,
Toxinas y Lectinas (LAFAVET).

Los biomodelos se anestesiaron con Ketamina (90mg/kg) y Xilacina (10 mg/kg)
por via I.P. Se administr6 3mL de manitol al 20% a través de la via femoral para
facilitar la fijacion de la canula al uréter para la colecta de orina. Después se aislo
la arteria renal y se canalizo a través de la arteria mesentérica superior. Se des
encapsulo el rifién con el uréter, el cual estuvo fijado a la canula perfusora sin
interrupcion de flujo (Figura 8.)

Figura 8. Procedimiento quirdrgico para extraer el rifion. A. aislamiento de arteria
femoral para administracion de manitol; B. aislamiento y fijacion de la canula al
uréter; C. aislamiento de las arterias mesentéricas y renal; D. canula fijada a la
arteria renal. Cortesia: LAFAVET-UFC.
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7.7.2.3 Protocolo experimental

En la calibracion del sistema se utilizé solucion fisiologica 0.9%. A cada unidad de
la bomba de perfusion (1, 2, 3, 4 y 5) se conectd la solucién por un minuto en
probeta milimetrada y anotada la medida del fluxometro y la presion de perfusion,
a través del mandmetro de mercurio ligado al sistema.

Una vez estabilizado el sistema se iniciaron los experimentos (t=0) con la
recirculacion de la solucién de Krebs- Henseleit, después de transcurridos los
primeros 30 minutos (control), se adicioné 1 mg de veneno a la solucion perfusora
con el fin de evaluar los efectos en la presién de perfusion (PP), la resistencia
vascular renal (RVR), la tasa de filtracion glomerular (TFR), el flujo urinario (FU), el
transporte de sodio (TNa"), el transporte de potasio (TK") y el transporte de cloro
(TCI). Cada cinco minutos se registraron los datos de flujo y presion, con el
fluxdmetro y manometro respectivamente, se colecté orina y solucion perfusora
cada 10 minutos de manera intercalada, para analisis de sodio, cloro, potasio,
inulina y osmolaridad. El tiempo total de la experimentacion fue de 120 minutos.

o— =
e s
—
— —--

/ "_

Figura 9. Sistema de perfusion. Cortesia: Laboratorio de Farmacologia de
Venenos y Toxinas-LAFAVET, UFC. (Fotografia: Mary L. Bueno, 2017).

7.7.2.4 Histologia de rifflones sistema ex vivo

Los rifiones se extrajeron mediante diseccion, fueron preservados en formol al
10% y posteriormente incluidos en parafina. Se realizaron cortes longitudinales
con espesor de 5 uym, seguido de tincion con hematoxilina-eosina para el analisis
histoldgico por medio de un microscopio 6Optico. La histologia fue procesada en el
Laboratorio de Anatomia Patol6gica y Biopsia en el Departamento de Patologia y
Medicina Forense de la Universidad Federal de Ceara y analizada por la patéloga
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Ana Costa del departamento de medicina Veterinaria de la Universidad Antonio
Narifio en Colombia.

7.8 ANALISIS ESTADISTICO

Jaulas metabdlicas

A fin de evaluar los parametros renales como &cido Urico, urea, creatinina,
depuracion de creatinina, proteina urinaria y flujo urinario, los datos se expresaron
como la media £ SEM, se evalu6 la normalidad con Shapiro-Wilk y posteriormente
se utiliz6 ANOVA de dos vias seguido de un pos-test de comparaciones multiples
de Bonferroni por pares, con una significancia de (*) P<0,01. Todos los datos
fueron analizados con el programa estadistico GraphPad Prism 5.0 ®.

Perfusion renal

Para evaluar los parametros de PP, RVR, TFG, FU y %TNa" K", CI', los datos se
expresaron como la media £+ SEM, se evalu6 la normalidad con Shapiro-Wilk y
posteriormente se utilizo ANOVA de una via con un test de Dunnett para
comparaciones multiples ,con una significancia de (*) p<0,01.Todos los datos
fueron analizados con el programa estadistico GraphPad Prism 5.0 ®.
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8 RESULTADOS

8.1 Jaulas metabdlicas

La tabla (2) muestra la medicion de los parametros (acido Urico, urea, creatinina,
depuracion de creatinina, proteina urinaria) empleados para evaluar la funcidon
renal. La figura (10) a la figura (17) representa graficamente la comparacion

estadistica

Tabla 2. Mediciones pardmetros de funcion renal en jaulas metabdlicas.

Parametros
TRATAMIENTOS
DLso (%) DL25 DL50 DL75
Acido Urico | Control 2.527+0.1904 | 3.063+0.2538 | 2.807+0.1727
Plasma DL VTBr | 2.980+0.2394 | 3.336+0.3825 | 2.611+0.1723
Acido Urico | Control 5.773+1.484 2.460+0.1824 | 2.824+0.5766
Orina DL VTBr | 2.567+0.1320 | 2.460+0.1824 | 2.880+0.08474
Urea Plasma | Control 11.06+0.8555 13.95+2.389** | 12.19+0.5547
DL VTBr | 9.733+0.5134 |8.882+0.2854** | 9.752+0.3769
Proteina Control 25.95+1.952 30.52+1.272 26.08+1.984
Urinaria DL VTBr 28.69+2.478 32.03+1.657 26.66+1.228
Creatinina Control 0.2186+0.0126 | 0.2675+0.0201 | 0.2600+0.0119
en Plasma "5 yTRr | 0.2175%0.0142 | 0.2713+0.0215 | 0.3200+0.0069
Creatinina Control 59.85+4.021 67.62+2.694 144.0+4.990
en Orina DL VTBr 49.43+3.896 65.56+6.305 60.00+5.634
Depuracién | Control | 0.3755+0.0383 | 0.7904+0.0335 | 0.4897+0.0958
Crea?t?nina DL VTBr | 0.3683+0.0408 | 0.9790+0.1325 | 0.4637+0.0673
Flujo Control | 0.0062+0.0005 | 0.013+0.00084 | 0.0079+0.0020
Urinario DL VTBr | 0.006+0.00047 | 0.014+0.00084 | 0.0090+0.0012

Cada medicion es expresada como la media + SEM, de tres grupos control (n=8)
y tres grupos tratados (n=8) con la DL del veneno total de B. rhombeatus (VTBTr).
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8.1.1 Acido urico en plasma

El veneno total de B rhombeatus (VTBr) no causo alteraciones significativas en el
acido urico plasmatico; sin embargo se observa un leve incremento del parametro
en los grupos tratados con la DLsp (25, 50 y 75%) comparados con el grupo control
(Figura 10).
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Figura 10. Acido uUrico en plasma evaluado tres subdosis (25, 50 y 75%) de la
DLso del veneno total de B. rhombeatus (VTBr) y sus respectivos controles.

8.1.2 Acido urico en orina

El veneno total de B rhombeatus (VTBr) no causé alteraciones significativas en el
acido urico en orina; sin embargo se observa una disminucién no significativa en
los grupos tratados con la DLsy (25 'y 75%) (Figura 11).
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Figura 11. Acido drico en orina evaluado en tres subdosis de la DLsg, 25, 50 y 75%
del veneno total de B. rhombeatus (VTBr) y sus respectivos controles.
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8.1.3 Ureaen plasma

El veneno total de B rhombeatus (VTBr) causo alteraciones significativas en la
urea en plasma en el tratamiento de 50% de la DLsyg comparado con su grupo
control (50%). Los tratamientos del 25 y 75% mostraron una tendencia a disminuir
con respecto a su grupo control pero sin cambios significativos (Figura 12).
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Figura 12. Urea en plasma evaluada tres subdosis de la DLso, 25, 50 y 75% del
veneno total de B. rhombeatus (VTBr) y sus respectivos controles (*p<0.01).

8.1.4 Proteina urinaria
El veneno total de B rhombeatus (VTBr) no causo alteraciones significativas en la
proteina urinaria; sin embargo observa un leve aumento de este parametro en los

grupos tratados con la DLsg (25% y 75%) comparados con el grupo control (Figura
13).
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Figura 13. Proteina urinaria evaluada en tres subdosis de la DLsg (25, 50 y 75%)
del veneno total de B. rhombeatus (VTBr) y sus respectivos controles.

36



8.1.5 Creatinina en plasma
El veneno total de B rhombeatus (VTBr) no causo alteraciones significativas en el
creatinina plasmatica; sin embargo se observa una fluctuacion del pardmetro en

los grupos tratados con la subdosis de la DLsg (25 y 75%) comparados con los
grupos control (Figura 14).

Creatinina en Plasma

_ﬁ 0.4- 1 Control

g mm VTBr

= 0.3

£ 1 o =

o i

o 0.2

[ o

L=k ]

4]

£ 0.1

E

E

2 0.0

o 25 50 75
% DLsg

Figura 14. Creatinina en plasma evaluada en tres subdosis de la DLso 25, 50 y
75% del veneno total de B. rhombeatus (VTBr) y sus respectivos controles.

8.1.6 Creatinina en Orina

El veneno total de B rhombeatus (VTBr) no causé alteraciones significativas en la
creatinina en orina, pero se observa una fluctuacion del parametro en los grupos
tratados con la DLsg (25 y 75%) comparados con los grupo control (Figura 15).
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Figura 15. Creatinina en Orina evaluada en tres subdosis de DLsy 25, 50 y 75%
del veneno total de B. rhombeatus (VTBr) y sus respectivos controles.
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8.1.7 Depuracion de creatinina

El veneno total de B rhombeatus (VTBr) no causo alteraciones significativas en la
depuracion de creatinina, sin embargo se observa un aumento del pardmetro en la
en los grupos tratados de DLsy. 50% comparados con los grupos control (Figura
16).
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Figura 16. Depuracién de creatinina evaluada en tres subdosis de la DLsg 25, 50 y
75% del veneno total de B. rhombeatus (VTBr) y sus respectivos controles.

8.1.8 Flujo urinario

El veneno total de B rhombeatus (VTBr) no causé alteraciones significativas en el
flujo urinario; sin embargo se observa un aumento del pardmetro de los grupos
tratados con subdosis de las DLsp. 50 y 75% comparados con los grupos control
(Figura 17).
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Figura 17. Flujo urinario evaluado en tres subdosis de la DLsg 25, 50 y 75% del
veneno total de B. rhombeatus (VTBr) y sus respectivos controles.
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8.1.9 Histologia de rifidon en jaulas metabdlicas

No se observaron marcadas diferencias entre los controles y tratamientos, por lo
que se no reporta dafio nefrotéxico causado por el veneno de B. rhombeatus
(Tabla 3.); sin embargo, se notaron algunas é&reas con degeneracion del
revestimiento tubular y focos de vacuolizacion tubular, Unicas alteraciones que
fueron diferentes a las de los grupos control (Figura 18).

Tabla 3. Alteraciones histologicas en rifién de rata (sistema in vivo)

Alteraciones Grupos control | Grupos tratados con DLs, del VTBr
histologicas (solucion 2504 50% 75%
salina)
25, 50, 75%

Estructura cortical, P P P P
medular y
glomerular
Tumefaccion del L L L A
epitelio tubular
Tabulos dilatados, P P P P

descamacion
células epiteliales

Material eosinéfilo P P P P
proteico en lumen

Focos de D D D D
hemorragia

intersticial

Focos de A P P P

vacuolizacién del
epitelio tubular

Areas de A P P P
degeneracién del
revestimiento
tubular

Necrosis A A A A

Clasificacion de las alteraciones; leve (L), discreto (D), presente (P), ausente (A).
Alteraciones de tres grupos tratados y sus respectivos controles con la DL del
veneno total de B. rhombeatus (VTBr) (25, 50 y 75%).
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Figura 18. Analisis histolégico de rifibn derecho de ratas Wistar en un sistema in
vivo (jaulas metabdlicas) tratado con el veneno de B. rhombeatus con DLsg: 25%,
50% y 75% (aumento en microscopio Optico 40x), A. Grupo control (25, 50 y 75%),
a. leve tumefaccion epitelial tubular, b. tubulos dilatados, células epiteliales
descamadas. B. Grupo tratado con la DLsy: 25%, a. leve tumefaccion epitelial
tubular, b. tubulos dilatados, células epiteliales descamadas. C. Grupo tratado con
la DLso: 50%, a. focos de vacuolizacion del epitelio tubular, b. areas de
degeneracion celular del revestimiento tubular; D. Grupo tratado con la DLso: 75%,
a. acumulacion de eosinéfilos en el area del lumen, de aspecto proteinaceo, b.
vacuolizacién del epitelio tubular.
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8.2 Perfusion renal

La tabla (4) muestra la medicion de los parametros (PP, RVR, RFG, FU, %TNa",
%TK", %TCI) empleados para evaluar la funcion renal. La figura (19) a la figura
(25) representa graficamente la comparacién estadistica.

Tabla 4. Mediciones parametros de funcion renal en perfusion renal.

Variables,
VTBr Tiempo (min)
(1 mg) 30 60 90 120
PP (mmHg) | 108.6+2.710 | 70.76+6.138*** | 61.80+3.515*** [ 60.88+2.579***
RVR 6.142+0.505 | 5.127+0.6743 | 4.177+0.609* | 3.582+0.3129*
(mmHg.mL.
min)
RFG 0.490+0.080 | 0.2740+0.0716 | 0.5421+0.121 | 1.158+0.164***
(mmHg.mL.
min)
FU 0.121+0.010 | 0.1245+0.0312 | 0.2970+0.060* | 0.489+0.077***
(mL.g.min)
%TNa" 77.08+2.895 | 63.51+1.931** | 61.92+2.893** | 61.37+3.497***
%TK" 61.20+4.071 56.45+3.658 56.69+3.728 60.64+4.048
%TClI 77.73+2.602 | 60.56+3.515** | 62.83+5.046* | 63.32+3.900*

Cada medicion se expresan como la media + SEM de cinco rifiones de ratas

Wistar diferentes (n=5) con la DL del VTBr (1 mg).
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8.2.1 Presion de Perfusion
A partir de la inoculacion del veneno total de B. rhombeatus (VTBr) en el sistema

de perfusion se estiman las alteraciones de los pardmetros renales con respecto al
tiempo. La presion de perfusion (PP) disminuyé a los 60, 90 y 120 minutos,
presentando una diferencia significativa al ser comparado con los primeros 30
minutos o control interno (Figura 19).
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Figura 19. Efecto del veneno total de B. rhombeatus (1 mg con solucién
perfusora) sobre la presion de perfusion (PP), evaluada en cuatro tiempos. Control
interno sin veneno (30 minutos) y tres tiempos con veneno (60, 90, 120 minutos).

8.2.2 Resistencia Vascular Renal

La resistencia vascular renal (RVR) disminuyé comparado con el tiempo control
(30 minutos) a partir de la inoculacion del veneno total de B. rhombeatus (VTBr) al
sistema de perfusion, presentando una diferencia significativa a los 90 minutos y

120 minutos (Figura 20).
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Figura 20. Efecto del veneno total de B. rhombeatus (1 mg con solucion
perfusora) sobre la resistencia vascular renal (RVR), evaluada en cuatro tiempos.
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Control interno sin veneno (30 minutos) y tres tiempos con veneno (60, 90, 120
minutos).

8.2.3 Flujo urinario
El flujo urinario (FU) aumentd considerablemente hacia los 90 y 120 minutos de

inoculado del veneno total de B. rhombeatus (VTBr) respecto al control interno (30
minutos) por lo que se presentan diferencias significativas; mientras que el tiempo
de 60 minutos se mantuvo constante con respecto al control interno (Figura 21)
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Figura 21. Efecto del veneno total de B. rhombeatus (1 mg con solucion
perfusora) sobre el flujo urinario (FU), evaluada en cuatro tiempos. Control interno
sin veneno (30 minutos) y tres tiempos con veneno (60, 90, 120 minutos).

8.2.4 Ritmo de filtracién glomerular
El ritmo de filtracién glomerular (RFG) a partir de la inoculacién del veneno total de

B. rhombeatus (VTBr) disminuy6é levemente en el minuto 60 frente al control
interno (30 minutos), mientras que hacia los 90 y 120 minutos tuvo un incremento,
con diferencias significativas a los 120 minutos respecto al control interno (Figura

22).
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Figura 22. Efecto del veneno total de B. rhombeatus (1 mg con solucién
perfusora) sobre el RFG, evaluada en cuatro tiempos. Control interno sin veneno
(30 minutos) y tres tiempos con veneno (60, 90, 120 minutos).

8.2.5 Porcentaje de transporte de sodio

Parametros renales como el porcentaje de transporte tubular de sodio (%TNa"),
presentd una disminucion significativa a partir de la inoculacion del veneno total de
B. rhombeatus (VTBr) en todo los tiempos frente al control interno (30 minutos)
(Figura 23).
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Figura 23. Efecto del veneno total de B. rhombeatus (1 mg con solucion
perfusora) sobre el porcentaje de transporte tubular de sodio (%TNa"), evaluada
en cuatro tiempos. Control interno sin veneno (30 minutos) y tres tiempos con
veneno (60, 90, 120 minutos).

8.2.6 Porcentaje de transporte de potasio

El porcentaje de transporte tubular de potasio (%TK") a partir de la inoculacion del
veneno total de B. rhombeatus (VTBr) presentdé una leve disminucién, sin
significancia estadistica, en los minutos 60 y 90, pero en el tiempo final (120
minutos) se recupera y se mantiene igual que el control interno (30 minutos)
(Figura 24).
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Figura 24. Efecto del veneno total de B. rhombeatus (1 mg con solucion
perfusora) sobre el porcentaje del transporte tubular de potasio (%TK"), evaluada
en cuatro tiempos. Control interno sin veneno (30 minutos) y tres tiempos con
veneno (60, 90, 120 minutos).

8.2.7 Porcentaje de transporte de cloro

Finalmente el porcentaje de transporte tubular de cloro (%TCI) a partir de la
inoculacion del veneno total de B. rhombeatus (VTBr) disminuyé significativamente
en los minutos 60, 90 y 120 minutos frente al control interno (30 minutos) (Figura
25).
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Figura 25. Efecto del veneno total de B. rhombeatus (1 mg con solucion
perfusora) sobre el porcentaje del transporte tubular de cloro (%TCI"), evaluada en
cuatro tiempos. Control interno sin veneno (30 minutos) y tres tiempos con veneno
(60, 90, 120 minutos).
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8.2.8 Histologia de rifion perfundido

Se evaluaron las alteraciones histologicas en rifiones de rata cepa Wistar. En los
rilones control se observaron alteraciones como congestion tubular y glomerular
leve, resultado de la cirugia, y en un caso particular presencia de un microtrombo,
posiblemente a causa de la cirugia o un problema renal aislado de la
experimentacion, cilindros hialinos con presencia leve a moderada (Figura 14, A,
B).

En los rifiones perfundidos se encontraron diversas alteraciones que fueron de
leves a severas, algunas de las cuales afectan directamente la funcionalidad del
rifidn, una de estas es la presencia de bacterias en tabulos, corteza, medula y
glomérulo que varia entre distribucion focal leve, moderada a severa (Figura 26),
presencia leve de cilindros hialinos y moderada en tubulo y glomérulo,
descamacion del epitelio tubular y glomerular, afeccion tubular, en corteza y
médula, cambios degenerativos en tubulo, material eosindéfilo, atrofia glomerular
aguda, aumento capsula de Bowman y cambios necréticos como picnosis,
cariorrexis, cariolisis (Tabla 5).
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Figura 26. Analisis histologico de rifidén aislado de ratas Wistar. A. rifidn izquierdo
de grupo control (sin veneno, aumento de 100x en microscopio Optico); a.
glomérulo normal con congestiéon leve. B. Tubulos (aumento de 100x en
microscopio Optico); a. tubulos con presencia de cilindros hialinos. C. Rifidén
derecho de grupo tratado con VTBr (aumento de 40x en microscopio Optico);
tubulos con procesos necroticos a. picnosis, b. cariolisis, c. cariorrexis. D. Rifion
derecho de grupo tratado con VTBr (aumento de 100x en microscopio Optico);
glomérulo a. aumento del espacio de Bowman, b. procesos necréticos E. Rifidn
derecho de grupo tratado con VTBr (aumento de 40x en microscopio 6ptico);
procesos necréticos, a. picnosis, b. cariolisis, ¢c. descamacion. F. Rifion derecho
de grupo tratado con VTBr (aumento de 100x en microscopio 6ptico); glomérulo, a.
aumento del espacio de Bowman, b. descamacion, c. reduccion del glomérulo y
procesos necroticos.

47



Tabla 5. Alteraciones histoldgicas de rifion aislado (sistema ex vivo).

Alteraciones Rifion 1 Rifidon 2 Rifon 3 RifA6n 4 Rifiobn 5
D I D I D I D I D I
Bacterias con distribucion multifocal en M NP S NP L NP NP | P NP
tubulo
Microtrombo NP NP NP NP NP NP NP NP NP P
Congestion tubular L L NP L NP L NP L NP L
Cilindros hialinos tubular L NP L P M P M P P P
Descamacion epitelio tubular P NP P NP NP NP P NP P NP
Degeneracion del tabulo NP NP NP NP P NP L NP P NP
Material eosindfilo NP NP NP NP P NP P NP NP NP
Necrosis tubular Cariolisis M,Dif | NP NP NP NP M NP NP NP
Cariorrexis M,Dif | NP NP NP L-M NP NP NP M NP
Picnosis M, Dif NP M NP NP M NP NP NP
Bacterias con distribucion multifocal en P NP S NP L NP S NP P NP
glomérulo
Congestion glomerular L NP P NP NP NP NP NP NP L-M
Cilindros hialinos glomerular NP NP M P P NP M NP NP NP
Descamacion de la capsula de Bowman NP NP NP NP P NP NP NP NP NP
Descamaciéon glomérulo NP NP NP NP M NP P NP NP NP
Disminucion glomérulo P NP NP NP P NP NP NP NP NP
Aumento del espacio de Bowman P NP NP NP NP NP NP NP NP NP
Degeneracién del glomérulo NP NP NP NP P NP P NP P NP
Atrofia glomerular NP NP NP NP A NP NP NP NP NP
Necrosis glomerular Multifocal P NP M NP NP NP NP NP NP NP
Picnosis NP NP NP NP P NP NP NP NP NP
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Clasificacion de las alteraciones; presente (P), no presente (NP), leve (L), moderado (M), severo (S), leve a moderado (L-M), difusa
(Dif), lesion tipo aguda(A). Alteraciones en 5 biomodelos experimentales. Rifion derecho perfundido (con veneno) (D), rifidn izquierdo
no perfundido o control (sin veneno) ().
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9 DISCUSION

En el departamento del Cauca, las tres especies de serpientes del género
Bothrops (B. asper, B. ayerbei y B. rhombeatus) son las causantes del 95% de los
accidentes ofidicos. A nivel clinico, el envenenamiento producido por estas
especies presenta grandes diferencias en sus sintomatologias locales y sistémicas
( Ayerbe & Rodriguez, 2008; Ayerbe & Latorre, 2010; Velasco, 2013; Rivera, 2014;
Rengifo-Rios, 2017; Velasco-Reyes, 2017), razon por la cual es fundamental
describir las alteraciones que ocasionan, particularmente a nivel renal,
reconociendo la similitud y diferencia en la accion del veneno cémo lo sugiere
(Nufiez Leon, 2017).

Diferentes estudios abordan que las alteraciones renales pueden ser causadas por
tres procesos o mecanismos fundamentales: 1. Alteracion hemodindmica, 2. Una
alteracién o reaccion inmunoldgica (mediadores inflamatorios y vasoactivos), 3.
Alteracion nefrotoxica directa. Los dafios renales después de un accidente ofidico
pueden ser promovidos por la coagulacion intravascular diseminada (DIC),
asociado a un efecto tubulotoxico directo y las lesiones sistémicas causadas por el
proceso de coagulacion después de una accidente botrépico esta relacionado con
casos de letalidad (Havt et al., 2001; Sitprija, 2008; Sitprija & Sitprija, 2012). El
riion generalmente se considera una ruta importante de la eliminacion del veneno
del cuerpo y la acumulacién de veneno en el tejido renal pueden causar dafio
morfologico y disfuncion renal interfiriendo con su eliminacién (Mello, 2011).

Para confirmar la existencia de un efecto nefrotoxico directo, causado por el
veneno de la serpiente B. rhombeatus en rifién, este se aislé con el fin de observar
cambios significativos en los parametros renales (PP, RVR, TFG, FU, %TNa", K",
CI"), sin que influyeran las alteraciones metabdlicas producidas por los diferentes
organos durante el envenenamiento botropico. Un estudio similar que analizé
pardmetros renales y prob6 algunos blogueadores (WEB y dexametasona) fue el
de Havt et al., en el 2001, evaluaron los efectos nefrotoxicos producidos por el
veneno de B. jararacussu a concentraciones de 3,10 y 30 pug/mL en rifién aislado
de rata cepa Wistar; encontraron que las alteraciones mas severas se presentan
en el mayor tiempo transcurrido (120 min) y con la mayor concentracion (30 pu/mL).
La presion de perfusion (PP) y la resistencia vascular renal (RVR) disminuyeron
drasticamente, mientras que la filtracion glomerular (GFR) y el flujo urinario (FU)
aumentaron significativamente y por el contrario el porcentaje de transporte tubular
de sodio (%TNa") y potasio (% TK") decrecieron.
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Se ha demostrado que serpientes de un mismo género presentan efectos
diferentes en los parametros renales, esto debido a la naturaleza de su veneno y
su composicion. En el estudio realizado por Havt et al., en el 2001 con el veneno
B. jararacussu, se evidencio alteracion en todos los parametros renales evaluados
y se sugiere que el incremento de TFG y FU es independiente de los parametros
vasoactivos de PP y RVR, siendo promovidos por el factor activador de plaquetas
(PAF), el transporte tubular de sodio es probable no haya sido influenciado por
PAF, pero si los del potasio, adicionalmente se propone que las miotoxinas podria
estar involucradas en estos efectos (Havt et al., 2001). Otro estudio sobre la
nefrotoxicidad inducida por el veneno de Bothrops leucurus, mostré una
declinacion en todos los parametros renales evaluados (PP, FU, RF,RVR, %TNa.,
K" y CI), concluyen que estas alteraciones pueden conllevar a una IRA por
nefrotoxicidad directa, implicada principalmente por el mecanismo de muerte
celular por necrosis (Oliveira et al.,en el 2013).

Un estudio en el que se aislo la lectina-C del veneno de Bothrops pirajai sugiere
que esta proteina tiene la capacidad de activar la liberacion PAF y las
prostaglandinas renales podrian interferir en el transporte tubular de sodio, potasio
y cloruro (Havt et al., 2005). Barbosa et al.,, en el 2002 evaluaron el efecto
nefrotoxico de las miotoxinas Bmtx-l1 y BmtxIl aisladas del veneno de Bothrops
moojeni sobre rifidn perfundido de rata y encontraron alteraciones similares a las
reportadas en varios estudios sobre dafio renal por envenenamiento botrépico,
como reduccion en PP, RVR, transporte tubular de sodio, cloro y potasio.
Machado et al.,, en el 2008, aislaron una fosfolipasa (PLA;) del veneno de
Bothrops insularis y determinaron el efecto renal sobre rifidn de rata cepa Wistar
aislado perfundido; observaron un incremento de los parametros PP, RVR, FU y
GFR, una baja reabsorcién tubular de sodio (%TNa") y cloro (%TCI) a los 120
minutos y ninguna alteracién en el porcentaje de transporte de potasio; en la
histopatologia se observo necrosis tubular aguda.

Por otra parte, estudios con especies del mismo género, distribuidas también en el
departamento del Cauca, obtuvieron resultados similares a este estudio. Velasco
(2013), evalud la nefrotoxicidad inducida por el veneno de B. ayerbei y observd
cambios significativos en los parametros renales, de experimento ex vivo e in vivo
algunos resultados fueron similares a los evaluados en este estudio (experimentos
ex vivo), tales como, declinacion de PP, RVR, %TNa’, ClI' y aumento de FU y
RFG. Rivera (2014) evalu6 la nefrotoxicidad de B. asper y observé que la PP y
RVR tendieron a disminuir pero no se reportan diferencias significativas respecto
al control, la TFG y el transporte tubular de K* fluctué constantemente, el flujo
urinario aumentd significativamente y el transporte tubular de Na® disminuyo
significativamente.
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Existe evidencia de que las variaciones interespecificas de los venenos de las
especies del género Bothrops se ven reflejadas sus perfiles funcionales, tal como
se observa al evaluar la actividad nefrotoxica mediante diferentes parametros
renales; sin embargo, la mayoria de estos trabajos sugieren la accion de las
prostaglandinas, las bradicininas, el 6xido nitrico y las citocinas, en la disminucién
de la PP y el RVR e incremento de FU y TFG. Las prostaglandinas (PGE,, PGl,)
son vasodilatadores intrinsecos y actian de modo sinérgico con otros
vasodilatadores inflamatorios, como la histamina y la bradicinina. Los niveles
basales de las prostaglandinas (PGE,, PGl,) son importantes en el mantenimiento
del flujo sanguineo renal y del ritmo de filtracion glomerular (Rang, 2013). La
accion de varias enzimas presentes en el veneno, como las metaloproteinasas,
fosfolipasas A, actian por accién directa sobre diferentes substratos, causando
dafio del tejido a través de la activacion/liberacion de mediadores celulares y
moleculares del proceso inflamatorio como leucocitos, derivados del acido
araquidonico (leucotrienos, prostaglandinas, prostaciclinas), activando el sistema
de complemento y de cininas, liberacion de citocinas inflamatorias, como TNF-a,
INF-y, IL-1 e IL-6 (Oliveira et al., 2013b).

Las células renales pueden liberar bradicinina, prostaglandina y citocinas, las
cuales son mediadores inflamatorios. La activacion de cada uno de ellos tiene
efectos diferentes sobre los parametros renales evaluados. La bradicinina participa
fisiologicamente en la regulacion de la presién sanguinea y de la funcion renal, es
un péptido vasodilatador que actla a traves de receptores B2 (tipo 2) y a su vez,
estimula la liberacion de 6xido nitrico del endotelio renal. El 6xido nitrico también
es un vasodilatador que altera la dinamica renal y contribuye en el control
fisiolégico de la presion arterial (Filho & Zilberstein, 2000). El 6xido nitrico y la
bradicinina estan asociados con el incremento de TFG y el FU e incide en la
disminucién de la PP, RVR y en la caida del porcentaje del trasporte tubular de
Na® y CI', es decir el incremento de la filtracion glomerular esta dado gracias una
respuesta inmunoldgica (Havt et al., 2001; Barbosa et al., 2002, 2005; Koeppen &
Stanton, 2013; Oliveira et al., 2013b). En este estudio, también se observé un
aumento de TFG y FU y disminucion de PP, RVR, %TNa" y CI', lo que podria estar
relacionado con la presencia de péptidos potenciadores de bradicinina y éxido
nitrico en el veneno de B. rhombeatus.

Las toxinas botropicas contienen una variedad de PLA; miotoxicas basicas que
ejercen diversos efectos biolégicos en algunos tipos celulares. La actividad de las
fosfolipasas da lugar a la formacion de prostaglandinas vasodilatadoras renales
responsables del aumento del flujo sanguineo, la diuresis, natriuresis y caliuresis,
ademas puede tener accion vasoconstrictora (Barbosa et al., 2002). La presencia
de las diferentes isoformas de PLA; en la mayoria de los venenos botrépicos
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podria explicar el aumento del FU aqui reportado. Machado et al., 2008 al aislar la
miotoxina Il PLA; del veneno de B. insularis cuya actividad enzimatica produjo una
caida en el transporte de Na* y CI', podria explicar el descenso significativo del
transporte de electrolitos (%TNa® y CI) evaluados en este estudio. Se ha
demostrado que el veneno de B. leucurus, B insularis y otras especies del género
Bothrops tiene una fuerte actividad proteolitica y puede causar efectos nocivos
sobre el epitelio tubular renal. Esto también podria causar la pérdida de la funcién
de transporte de las células epiteliales renales, reduciendo asi el transporte de
electrolitos como el sodio y el cloruro (Mello, 2011; Oliveira et al., 2013b).

Las alteraciones hemodinamicas causadas por citocinas pro-inflamatorias y
mediadores vasoactivos liberados por la accion de fosfolipasas A, vy
metaloproteinasas, son fundamentales en la fisiopatologia de la insuficiencia renal
aguda después de un accidente ofidico. Las alteraciones hemodindmicas incluyen
hipotension, aumento de la resistencia vascular renal, disminucion del flujo
sanguineo renal y de la tasa de filtracién glomerular (Sitprija, 2008). En contraste,
este estudio mostr6 una alteracion inversa de los pardmetros renales, con
excepcion de la PP, lo que sugiere que estas alteraciones estarian determinadas
por la accién de mediadores inflamatorios que alteran de manera inversa la
hemodindmica. Barbosa et al., en el 2002 sugiere que es posible que existan en el
veneno de B. moojeni algunos péptidos especificos como potenciadores de
bradicinina, los cuales alteran al disminuir RVR y PP pero que esta alteracion
también podria ser generada por natriuresis y kaliuresis. Lo anterior se observo al
comparar la actividad de la BmTx-I, BmTx-1l y el veneno completo, en donde la
BmTx-I altero los parametros PP, RVR, TFG y FU al aumentarlos y BmTx-I no
altero ningln parametro; sin embargo al observar la accion del veneno total se
observé que PP y RVR disminuian mientras que el FU y TFG aumentaban,
alteraciones también observadas en el presente estudio.

A nivel in vitro se presentan diferencias significativas entre los parametros
evaluados, posiblemente por nefrotoxicidad directa, pues al aislar el rifidn, se evita
gue existan otros procesos metabdlicos y sistémicos que interfieran con el efecto
directo sobre el rifidn; sin embargo es necesario conocer la accion del veneno en
un sistema in vivo sobre los parametros renales, donde interfieran los procesos
metabalicos, ya que esta evaluacion se asemeja a los posibles efectos del veneno
en un accidente ofidico.

En la evaluacion nefrotoxica a través de jaulas metabodlicas no se observaron
diferencias significativas en los parametros evaluados, con excepcion de la
disminucion urea plasmatica, en el 50% de la DLsp; el acido urico plasmatico tuvo
una tendencia a incrementar a diferencia del hallado en orina que tendio a
disminuir, en la proteina urinaria en los tratamientos (25, 50 y 75%) hubo una leve
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tendencia a incrementar; en la creatinina plasmatica hubo una fluctuacion y en la
creatinina urinaria una tendencia a disminuir; finalmente la depuracion de
creatinina y el flujo urinario se mantuvieron constantes. A nivel histologico se
notaron algunas areas con degeneracion del revestimiento tubular y focos de
vacuolizacién tubular, alteraciones que fueron diferentes a las de los grupos
control, lo que sugiere dafio renal indirecto o que probablemente las alteraciones
en los parametros renales no se evidenciaron a las 24 horas, sino antes o después
de las 24 horas.

Alteraciones en la creatinina y urea implican sindrome urémico secundario y
necrosis tubular aguda. Los factores de riesgo asociados con el desarrollo de la
IRA son: el tiempo transcurrido entre la mordedura y el tratamiento contra el
envenenamiento ofidico, hipotension, albuminuria, tiempos de coagulacion
prolongados, disminucién de la hemoglobina y bilirrubinas aumentadas (Marufiak
& Pérez, 2001; Martinez & Navas, 2014). La IRA es determinada de acuerdo a las
alteraciones que se presenten en la TFG, la cual es calculada a través de la
depuracion de creatinina. La IRA es producida por vasoconstriccion, isquemia,
lesiones vasculares, depositos de fibrina, nefrotoxicidad directa y actividad de las
miotoxinas propias del veneno (Martinez & Navas, 2014).

Estudios previos han evidenciado alteraciones en TFG como consecuencia de la
insuficiente perfusion renal, la cual se explica posiblemente por la accién directa
de toxinas en las células de los tubulos renales desencadenando una insuficiencia
renal aguda en los envenenamientos severos (Rivera, 2014; Velasco, 2013).
Como consecuencia a lo anterior se desencadena una insuficiencia renal aguda
en envenenamientos botrépicos severos. En estos casos se observa oliguria o
anuria y se elevan las concentraciones séricas de urea y creatinina. Estudios
patologicos han demostrado el desarrollo de nefrosis de nefrona distal, necrosis
tubular aguda y necrosis cortical (Gutiérrez, Rojas, & Rica, 2009). El veneno de B.
rhombeatus no muestra estas alteraciones, la TFG, se mantuvo constante
impidiendo determinar un dafio sobre los tubulos renales, glomerular, cortical,
como generalmente ocurre con otros venenos botrépicos es decir que no existe
dafio sistémico que alterara los pardmetros; a pesar de ello, se evidenciaron
dafios a nivel histoldgico leves que sugieren un posible efecto del veneno sobre el
rifidn de forma indirecta o con efectos mas tardios.

Al ocasionarse un dafio renal los niveles de urea, creatinina, acido urico, FU,
depuracion de creatinina, proteina urinaria, se alteran, lo cual puede sugerir una
IRA en la elevacion algunos parametros y la disminucién de otros. Algunos
trabajos sugieren que la actividad proteolitica de la metaloproteinasas presente en
el veneno de Bothrops es la principal causante de los dafios renales y que la
accion de las fosfolipasas A, sobre las bicapas de lipidos afectan la afluencia de
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calcio y promueve la necrosis tubular, una de las principales causas de IRA (Boer-
Lima & Cruz-Hoéfling, 1999; Boer-Lima & Cruz-Hofling, 2002; Perez & Coppo,
2004; Reyes, 2009) , sin embargo en este estudio la urea fue el Unico parametro
alterado significativamente decreciendo en sus niveles. La urea es un producto del
metabolismo de proteinas y productos nitrogenados, como el acido urico, es
sintetizada en su mayoria en el higado y constituye cerca del 80% de la orina. Una
cantidad elevada de urea en la sangre es indicador un dafio renal. La medida del
nivel de urea en la sangre permite identificar una disfuncion de los rifiones,
particularmente una insuficiencia renal. Un nivel bajo en urea esta determinado por
varios factores: dieta baja en proteinas, sobre hidratacion, dafio hepético
(Koeppen & Stanton, 2013).

Una serie de filtros presentes en el higado, absorbe las proteinas para enviarlas
hacia los rifiones. Estos depuran los ultimos residuos y los expulsan a través de la
orina. Es la manera en la que el organismo verifica que los rifiones funcionan
adecuadamente. Si los rifiones no funcionan bien, la eliminacion de los residuos
sera complicada, se elevan los valores del nitrégeno ureico (Gutiérrez et al., 2009)
y se presentara riesgo de sufrir enfermedades, tanto renales como hepaticas; se
sugiere que algunos componentes del veneno de B. rhombeatus fueron filtradas
primero en el higado de tal manera que este, por diferentes procesos metabdlicos
o inmunoldgicos, no permitiera su paso hasta el rifién, esto puede indicar que el
nivel bajo de urea en el tratamiento del 50% de la DLsp.

En cuanto a la histopatologia renal de los tejidos de rifion obtenidos a través del
sistema in vivo de jaulas metabdlicas, se obtuvo alteraciones como tumefaccion
del epitelio tubular, dilatacion de tabulos, descamacién de células epiteliales del
tubulo, material eosindéfilo proteico en el lumen del tibulo y focos de hemorragia
intersticial, estas alteraciones histologicas estuvieron presentes tanto en los
grupos control , como en los grupos tratados, razon por la que la presencia de
estas alteraciones en ambos grupos es a causa de manipulacion quirargica,
alteraciones que estan presentes por esta causa en varias investigaciones; no
obstante se visualizaron dos alteraciones renales presentes solamente en los
grupos tratados con veneno de B. rhombeatus (25, 50 y 75% de la DLsg), areas
con degeneracion del revestimiento tubular y focos de vacuolizacion tubular. Estas
alteraciones coinciden con diferentes patologias renales que causa el veneno
botrépico, estas alteraciones pueden reflejar la actividad enzimatica de PLA, sobre
los fosfolipidos de la membrana celular y la produccion de derivados de éacido
araquidonico; tal como se ha reportado para el veneno de B. insularis ( Mendes &
Pinto, 1998; Machado et al., 2008; Mello, 2011).

En el sistema in vitro, a nivel histopatolégico, en concordancia con la alteracion de
los parametros renales evaluados, se observa dafio nefrotoxico, en tubulos,
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glomérulo y corteza renal. Algunos de los principales dafios fueron leves a severos
y algunos de estos afectaron directamente la funcionalidad del rifién, como la
presencia de cilindros hialinos con repercusion leve y moderada en tubulo y
glomérulo, descamacion del epitelio tubular y glomerular, afeccién tubular, en
corteza y médula, cambios degenerativos en tubulo, material eosindfilo, atrofia
glomerular tipo agudo, aumento capsula de Bowman y cambios necréticos como
picnosis, cariorrexis, cariolisis, se debe tener en cuenta la presencia de bacterias
en tubulos, corteza, médula y glomérulo que varia entre distribucion focal leve,
moderada a severa, alteraciones reportadas en diferentes investigaciones del
efecto renal por envenenamiento botropico ( Serra-Azul & Fonteles, 1999; Perez &
Coppo, 2004; Reyes, 2009; Linardi et al., 2011; Velasco, 2013; Rivera, 2014).

Las metaloproteinasas, las hialuronidasa, fosfolipasas A, y las lectinas-C pueden
actuar en diferentes sustratos, causando destruccion de estructuras de tejidos
renales a través de la activacion / liberacion de mediadores celulares y
moleculares del proceso inflamatorio como prostaglandinas, citocinas y factores
del complemento, lo que explicaria la gran variedad de dafios en los tubulos
renales y en los glomérulos en los tejidos (Barbosa et al., 2002, 2005; Gutiérrez &
Ownby, 2003; Havt et al., 2005; Machado et al., 2008).

Boer-Lima & Cruz-Hoéfling, 1999, encontraron alteraciones renales histopatologicas
tras la inoculacién intravenosa del veneno de B. moojeni. Mostraron que los
nacleos de las diversas células tubulares proximales presentaban picnosis con
aglomeracion de material de cromatina; notaron la pérdida del borde en cepillo
proximal, vacuolacién citoplasmatica y en algunos tubulos, degeneracion y
descamacion de células necréticas, por lo que sugieren que estas alteraciones
posiblemente fueron causadas por las actividades proteoliticas y fosfolipasicas del
veneno (Barbosa et al., 2002). También encontraron que en los tubulos habia
material proteico o tubulos hialinos, consecuencia de una lesién tubular epitelial
por la liberacion de varias proteinas liberadas en el citoplasma de las células
dafiadas con residuos citoplasmaticos, estos hallazgos histolégicos corroboran
otras lesiones encontradas en el género Bothrops (Havt et al., 2001). Un estudio
del veneno de B. alternatus a las 6 horas de aplicacién intramuscular de 2,5 ug/g
del veneno, produjo congestién glomerular, tumefacciéon y degeneracién hidropica
de los tubulos proximales y distales, con presencia de cilindros hialinos en la luz
de los tubulos. Mencionaron que las metaloproteinasas puede causar protedlisis y
desestabilizacion de la matriz extracelular y las fosfolipasas A, pueden causar
lesion de membrana y necrosis tubular, efectos que se han reportado para varias
especies del género Bothrops (Sitprija, 2008).

Los venenos de otras especies de Bothrops, a dosis minimas, ocasionan dafios
renales en los primeros momentos de exposicion al veneno, presentandose
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degeneracion hidropica en las células epiteliales de los tubulos, acompafados de
cilindros hialinos en la luz tubular, dilatacién de la luz y congestion renal; en horas
posteriores, se describe necrosis del epitelio tubular acompafiado de dafio
glomerular (Reyes, 2009). Probablemente esto ocurra en nuestro estudio con el
veneno de B. rhombeatus ya que sus especies filogenéticas y geograficas mas
cercanas (B. asper y B. ayerbei) poseen metaloproteinasas y fosfolipasas en
diferentes proporciones (Alape-Giron et al., 2009; Mora-Obando et al., 2014),
aunque en el caso de B. ayerbei se le adjudica los dafios renales a la actividad
proteolitica de las metaloproteinasas y no tanto a las fosfolipasas, debido a que
estdn casi ausentes en este veneno. B. asper contiene altos contenidos de
metaloproteinasas y fosfolipasas serian las responsables de los dafios renales
anteriormente mencionados.

Muchos estudios mencionan que debido a la variedad en composicion del veneno
de las serpientes, pertenecientes al género Bothrops y en consecuencia a su
acciones diferentes; existen variaciones cuantitativas en el efecto proteolitico intra
e interespecificas (Lomonte & Gutiérrez, 1983). Podemos observar las variaciones
interespecificas de la accion del veneno entre serpientes geograficamente y
filogenéticamente cercanas; esto se evidencia en la accion del veneno de las
serpientes B. ayerbei y B. asper del departamento del Cauca, tienen una
composicién en su veneno similar, pero en el porcentaje de proteinas varia
drasticamente (Figura 2), por esta razén la accién de su veneno a nivel renal
tiende a ser diferente. Las diferencias de composicién entre los venenos de las
diferentes regiones geograficas pueden deberse a la presion ambiental evolutiva
gue actlia sobre las poblaciones aisladas (Coates & Obando, 1996; Alape-Girén et
al., 2008).

Al comparar los efectos nefrotdxicos producidos por los venenos de B. ayerbeiy B.
asper se observan diferencias significativas entre ambos, de igual manera sucede
con los resultados de B. rhombeatus en contraste con B. asper; este estudio
encuentra una mayor similaridad con el efecto nefrotoxico reportado para B.
ayerbei ya que se obtuvieron las mismas variaciones de los parametros renales a
nivel in vitro (Tabla 6), aunque con diferencias a nivel in vivo (Tabla 7).
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Tabla 6. Comparacion de los efectos en rifidn aislado de tres venenos de
serpientes del departamento del Cauca (B. ayerbei, B. asper y B. rhombeatus).

Parametros B. ayerbei B. asper B. rhombeatus
Evaluados
Perfusion Renal

PP l*a,b,c l l*a,b,c
RVR l*a,b l l*b,C
FU T*b,C T*b,C T*b,c
RFG T*C / T*C
%TNa" l*a,b,c l*b l*a,b,c
%TK" - 1 !
%TCI l l l*a,b,c

(1) Aumento, (]) disminucion, (*) significativo, (-) ausencia de datos, (/) se mantuvo
igual al control, (%) 60 minutos, (°) 90 minutos, () 120 minutos. Los resultados de
los efectos renales de B. asper y B. ayerbei fueron extraidos de (Velasco, 2013;
Rivera, 2014).

Tabla 7.Comparacién de los efectos renales en sistema in vivo de la DLso de tres
venenos de serpientes del departamento del Cauca (B. ayerbei, B. asper y B.
rhombeatus)

Parametros B. ayerbei ' B. asper © B. rhombeatus®
Evaluados de

Jaulas

metabodlicas

Creatinina T*E ¥ !
Urea e 1 1*€
Acido Urico p#a ¥ 1
Proteina Urinaria  1*®° Al 0
Depuracién de |*2q*P 1 /
Creatinina

Flujo Urinario 1*P 1 /

(1) Aumento, (]) disminucién, (-) ausencia de datos, (/) se mantuvo igual al control,
(%) significativo, (®) 8 horas, (°) 16 horas, (°) 24 horas, (%) 25% de DL, (°) 50% de
DL, () 75% de DL. Los resultados de los efectos renales de B. asper y B. ayerbei
fueron extraidos de (Rivera, 2014; Velasco-Reyes, 2017).

Lo anterior indica que el veneno de B. rhombeatus tiene un mecanismo de accion
diferente al de B. asper, que en teoria es su especie filogenética mas cercana.
Estos resultados también aplican para los parametros renales a nivel in vivo
(jaulas metabdlicas) en donde se encuentra diferencias entre la accion del veneno
en contraste con B. asper y B. ayerbei, los parametros evaluados para estas dos
especies mostraron variaciones significativas que indican dafos renales, lo que no
sucedid con el veneno de B. rhombeatus cuyos pardmetros evaluados a nivel in

58



Vivo resultaron sin variaciones significativas, exceptuando la baja cantidad de urea
que sugiere un dafio hepatico y una accion indirecta del veneno. Finalmente es
imprescindible conocer la composicion vendmica de B. rhombeatus para identificar
la accidn de su veneno y corroborar las diferentes hipotesis creadas a partir de los
resultados obtenidos en este trabajo, sobre la composicion protedmica y los
mecanismos de accion de las toxinas.
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10 CONCLUSIONES

En el sistema in vivo (jaulas metabdlicas) evaluado con VTBr (25, 50 y 75%
de la DLso) no se observaron diferencias significativas entre los pardmetros
renales, excepto una disminucion significativa de la urea que se deba
probablemente a un dafio hepatico y una accién indirecta del veneno sobre
el rifion.

El veneno total de B. rhombeatus en un sistema in vitro ocasiona IRA, que
se evidenci6 por las alteraciones significativas de los parametros renales,
disminuciéon PP, RVR, %TNa’, %TCl, y aumento de TFG y FU.
Histol6gicamente los dafios causados por el veneno total de B. rhombeatus,
sugieren una IRA, principalmente dafios como dilatacion del espacio de
Bowman, procesos necréticos en los tubulos y el glomérulo.

La elevacion de TFG y FU, es una condicion que se ha dado en poco
estudios realizados, y la activacion de este mecanismo quiza se deba a
compuestos del veneno aun no reconocidos, 0 a un mecanismo aun no
descrito, no solo en la especie B. rhombeatus si no también en el género
Bothrops.

El veneno de B. rhombeatus causa dafios a nivel histolégico en los dos
sistemas evaluados in vivo (leve) y ex vivo (moderados).
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11 RECOMENDACIONES

e Es imprescindible conocer la composicion proteica del veneno de la
serpiente B. rhombeatus, ya que junto con los diferentes estudios
realizados de las actividades biologicas, se podra tener una mejor
aproximacion de los efectos en el rifion.

e Es necesario, después de conocer la composicién proteica del veneno,
llevar a cabo andlisis con las diferentes proteinas purificadas y de esta
manera comprender cuales proteinas estas directamente asociadas con el
efecto nefrotoxico.

e Es necesario evaluar los parametros renales del experimento in vivo para
confirmar o descartar las alteraciones en diferentes tiempos.

e Evaluar otros parametros y realizar analisis histoldégicos en diferentes

organos, principalmente higado y corazén, con el fin de entender el
mecanismo de accion del veneno de B. rhombeatus.
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