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INTRODUCCION

En el mundo se reportan hasta 2°700.000 casos de envenenamiento ofidico al afio (Warrell,
1993), con un incremento cada vez mayor, constituyéndose en un problema de salud publi-
ca que ha obligado a los centros de investigacion y a las instituciones gubernamentales a
investigar los mecanismos quimicos y bioldgicos de las toxinas ofidicas con el fin de anali-
zar su modo de accion y comportamiento para combatir este problema, y asi disminuir los
indices de mortalidad que se presentan.

En Colombia, los géneros Bothrops, Bothrocophias, Bothriechis, Bothriopsis y Porthidium,
son los responsables del 95-99% de los accidentes ofidicos. Bothrops asper ocasiona entre
el 80 y el 90% de las mordeduras en el noroccidente del pais con una mortalidad del 5%
aproximadamente, y secuelas atribuibles a complicaciones generadas por los rapidos efec-
tos de los venenos y por la tardia iniciacion del tratamiento especifico (Otero et al, 2001).

Los venenos en general estan constituidos por un conjunto de enzimas, como fosfolipasas,
enzimas coagulantes, proteoliticas, péptidos con accion farmacoldgica y toxinas no enzima-
ticas, asi como compuestos anidnicos y catidnicos, que van a definir el efecto del veneno
dentro del cuerpo de la victima (Gutiérrez et al., 1984). Estas propiedades bioquimicas y
sus efectos han motivado a los cientificos hacia la investigacion de las propiedades de los
venenos, principalmente en sus actividades neurotoxicas y hemotoxicas, en estudios in vivo,
principalmente en ratones, para identificar la accion hemorragica, las propiedades cardio-
vasculares, la destruccion neuronal y las complicaciones renales, entre otros.

Luego de hacer una revision en MedLine, ToxNet y ScienceDirect, se puede concluir que
posiblemente no se han realizado estudios para evaluar el efecto citotoxico y genotdxico del
veneno de serpientes y en especial de Bothrops asper.

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto citotoxico y genotdxico in vivo del ve-
neno crudo de serpiente Bothrops asper en eritrocitos de sangre periférica de ratones (Mus
musculus) mediante la prueba de micronucleos, como un indicador o biomarcador de dafio
al material genético, con el proposito de prever los potenciales riesgos de salud a largo pla-
Z0 en personas expuestas al veneno y el posible desarrollo de enfermedades por predisposi-
cion.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los accidentes producidos por mordeduras de ofidios se han descrito desde los inicios de la
humanidad. En los ultimos afios, en el mundo se han reportado alrededor de 120.000 a
130.000 muertes anuales ocasionadas por la mordedura de serpientes venenosas, por lo que
constituye un problema de salud publica sobre todo en los paises que cuentan con una gran
diversidad de ecosistemas naturales que albergan una gran variedad de ofidios (Warrell,
1993). En algunos paises de Asia y Africa, con altisimas tasas de incidencia, el ofidismo ha
sido considerado dentro de las llamadas “enfermedades catastroficas”.

Actualmente en el mundo se han clasificado entre 3500 y 4000 especies de serpientes, de
las cuales el 12-15% son venenosas Yy representan un riesgo para la salud y vida de la po-
blacién humana. En Colombia se han descrito unas 380 especies, de las cuales, cerca de 50
son venenosas y potencialmente letales (Otero et al., 2001). Las serpientes venenosas de
Colombia pertenecen a dos familias: Viperidae y Elapidae.

La mayor frecuencia de envenenamiento ofidico se produce principalmente en los paises en
vias de desarrollo del area tropical y subtropical del planeta (Warrell, 1993). Las conse-
cuencias de este problema en estos paises han sido subestimadas por los gobiernos y autori-
dades de salud publica, nunca han sido verdaderamente registradas estadisticamente como
problema y en su mayoria han sido tratadas con procedimientos indebidos y riesgosos (Ro-
driguez Acosta, 2003).

En Colombia se reporta oficialmente un promedio de 4.000 a 5.000 casos al afio, de los
cuales aproximadamente el 10% conduce a la muerte de la victima (Otero et al., 2001);
pero dado el notable subregistro existente en muchas regiones del pais, la deficiencia de
algunos de los sistemas estadisticos regionales, asi como los muchos casos que por diversas
razones no llegan a los centros hospitalarios, es muy posible que dicha cifra sea muy supe-
rior, incluso el doble 0 méas (Otero et al., 2001). En el departamento del Cauca, entre el afio
2002 y 2003 se registraron 65 casos de accidentes ofidicos y los casos de mordeduras que
no son reportados podrian ser equivalentes al 50% de los que se registran (Orozco, 2004).

Con la excepcion de estudios esporadicos llevados a cabo por investigadores en el area, el
problema del ofidismo se halla en completo abandono, ain a nivel internacional. Es proba-
ble que debido al aislamiento de algunas toxinas del veneno de serpientes que actian selec-
tivamente sobre ciertos canales idnicos o sobre el sistema hemostatico (Markland, 1998),
este tema ha atraido recientemente la atencion y preocupacion del mundo cientifico. Sin
embargo, el impacto de esos descubrimientos recientes solo ha servido para desarrollar he-
rramientas que reconocen canales i6nicos o sirven para mapear ciertos receptores. La utili-
zacion de esos hallazgos para desarrollar protocolos de tratamiento del envenenamiento
ofidico o para explicar los efectos fisiopatoldgicos del veneno de serpientes, ha sido muy
escasa (Rodriguez-Acosta et al., 1995).



Si en Colombia, Bothrops asper genera entre el 80 y el 90% de los accidentes ofidicos y
aproximadamente el 90% sobreviven, es muy importante evaluar los efectos citotoxicos y
genotdxicos que puede tener el veneno de esta serpiente, como indicador del riesgo poten-
cial en salud e identificar el potencial riesgo de salud que podrian adquirir las personas que
sufren envenenamiento bothrépico.

Los resultados de esta investigacion responderan las siguientes preguntas:

¢El veneno crudo de Bothrops asper tiene propiedades citotdxicas que generen muerte celu-
lar e impida la proliferacion normal de eritrocitos en sangre periférica de raton?

¢El veneno crudo de Bothrops asper tiene caracteristicas potencialmente genotoxicas que
induzcan micronucleos en eritrocitos de sangre periférica de raton?



2. JUSTIFICACION

Por ser el ofidismo un problema de salud, la importancia de estudiar el efecto tdxico de los
venenos de ofidios radica en que, en la mayoria de los paises que albergan serpientes, se
reportan accidentes ofidicos en una cantidad relativamente alta, pero solo un menor porcen-
taje de ellos mueren a causa de estos accidentes. Esto indica que las personas que sobrevi-
ven, sufren una serie de consecuencias perjudiciales dentro de sus organismos que desenca-
denan problemas de salud a mediano y largo plazo, como hemorragias, hipertension, insufi-
ciencia renal, edema pulmonar, trastornos severos de la coagulacion, necrosis locales, etc.

El problema del ofidismo ha sido abordado basicamente desde el punto de vista clinico
(Hudleson, 1995). Las pocas revisiones publicadas hasta hace algunos afios se han ocupado
solamente de aspectos particulares de estos venenos. Por ejemplo, efectos hematoldgicos
(Markland, 1998), toxicidad muscular (Ownby et al., 1990), toxicidad renal (Sitprija, 1979;
Soe-Soe et al., 1989), accion cardiovascular (Russel et al., 1997), estructura de las toxinas
(Kini & Evans, 1987), mecanismos de accion y caracteristicas diagnosticas de los ofidios
envueltos en los accidentes (Rodriguez-Acosta, 1995).

Sin embargo, los autores, practicamente en su totalidad, nunca han correlacionado el meca-
nismo molecular de la accién del veneno ofidico al conocimiento de los efectos toxicoldgi-
cos del envenenamiento, 0 a los dafios que estos venenos ocasionarian a nivel del material
genético en las células afectadas, es decir, un efecto genotoxico, que a mediano o largo pla-
zo, pueda generar el desarrollo de ciertas enfermedades debido a la accion toxica del ve-
neno, por lo cual se hace importante demostrar si el veneno crudo de serpiente Bothrops
asper, presenta caracteristicas citotoxicas y genotoxicas que nos permita conocer el riesgo a
largo plazo que tendrian las personas afectadas en desarrollar estas enfermedades en donde
se vea involucrado el material genético.

A raiz de estas implicaciones, se tuvieron en cuenta cuatro criterios fundamentales para
escoger a Bothrops asper como la especie a la cual se le realizaria la determinacion citoto-
Xica y genotoxica de su veneno:

1. Falta de informacidon sobre los efectos genotoxicos de los venenos de origen animal
en el mundo. Al revisar la bibliografia correspondiente a las investigaciones con toxi-
nas de origen animal, y en especial con las de origen ofidico, todas estas estan enfoca-
das desde el punto de vista clinico y van dirigidas a determinar sus propiedades neuro-
toxicas, hemotoxicas, miotdxicas, entre otras, a establecer sus efectos locales y sistémi-
cos en las personas afectadas y a determinar sus compuestos organicos e inorganicos
que las forman. Pero se desconoce, de manera absoluta, si estos compuestos de los ve-
nenos interactuan con el material genético, lo que hace trascendental utilizar un biomar-
cador que permita, no solo establecer si existe 0 no interaccion con el ADN, sino tam-
bién asociarlo al desarrollo de posibles enfermedades de origen mutageénico.



2. La baja tasa de mortalidad. Al estimarse el porcentaje de letalidad del ofidismo en
Colombia entre 0,04 y 7,6%, se puede deducir que el porcentaje de supervivencia a es-
tos accidentes ofidicos son altos (entre 92,4 y 99,96%). Esto indica la importancia de
saber, a mediano o largo plazo, qué sucederia a nivel citotoxico y genotdxico, con la
poblacién que sobrevive al fendmeno del ofidismo y las posibles complicaciones a la
que estaria expuesta, lo cual hizo importante, pero ante todo, pertinente, el desarrollo de
esta investigacion.

3. Laincidencia de Bothrops asper en los accidentes ofidicos. Si del porcentaje total de
accidentes ofidicos la serpiente Bothrops asper es responsable del 80 — 90% de dichos
accidentes, se hace oportuno y muy acertado investigar sus posibles propiedades citoto-
xicas y genotoxicas que tiene su veneno, que estén afectando a las personas mordidas,
las cuales ocupan el mayor numero dentro del total de personas afectadas, lo que mues-
tra la conveniencia y lo primordial de trabajar con el veneno de esta especie, antes que
de alguna otra.

4. La zona del departamento del Cauca con mayor frecuencia de ofidismo por parte
de Bothrops asper. Una vez determinada Bothrops asper como la especie objeto de in-
vestigacion, se tuvo en cuenta, de manera primordial, aquella zona geografica del de-
partamento donde existiera mayor frecuencia de ofidismo por parte de esta especie, para
escoger su procedencia, ya que se encuentra distribuida en todo el departamento. Esta
zona corresponde al municipio del EI Tambo ubicado en el centro del departamento del
Cauca a una altura de 1745 m.s.n.m, lugar de procedencia de la especie objeto de esta
investigacion.



3. IMPACTO

El alto indice de accidentes ofidicos que se reportan en el mundo desde mucho tiempo
atras, han impulsado los esfuerzos de quimicos, bidlogos y médicos en entender los meca-
nismos de accidn bioguimica de los venenos de serpientes en las personas que sufren dichos
accidentes, con el propoésito de contrarrestar las posibles complicaciones que estos acciden-
tes generen en las victimas mediante el uso de sueros antiofidicos y medicamentos que ac-
than directamente en los tejidos afectados.

Como ya se afirmé anteriormente, los accidentes ofidicos han sido ampliamente analizados
desde el punto de vista clinico. Los cientificos, en las investigaciones que han realizado
acerca de estos venenos, han reportado sus propiedades toxicas en los tejidos, actividad
hemorragica, toxicidad renal y neuronal, complicaciones cardiovasculares, entre otros. Pero
al no haberse abordado acerca de cuéles serian sus propiedades genotdxicas, el presente
estudio se hace practicamente nuevo, y adquiere una gran importancia pues permitiria co-
nocer si el veneno de Bothrops asper, posee propiedades citotdxicas y genotdxicas, consti-
tuyéndose en un valioso aporte a la literatura cientifica.

Ademas del aporte cientifico, esta investigacion presenta un impacto social, pues mediante
el uso de biomarcadores para determinar propiedades genotdxicas, como es el de micrond-
cleos, se puede predecir el potencial riesgo de adquirir futuras enfermedades de tipo mu-
tagenico como el cancer, teniendo en cuenta que en Colombia Bothrops asper es responsa-
ble del 80-90% de los accidentes ofidicos, y tan solo del 5 al 10% de los afectados conlleva
a la muerte.



4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto citotéxico y genotdxico in vivo del veneno crudo de serpiente Both-
rops asper en eritrocitos de sangre periférica de ratones (Mus musculus) mediante el bio-
marcador Micronucleos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Encontrar la concentracién proteica, (mg/mL), del veneno puro de Bothrops asper del
municipio de EI Tambo, departamento del Cauca, mediante la técnica de espectrofoto-
metria, para determinar las concentraciones de los diferentes tratamientos.

- Establecer la Dosis Letal 50 (DL50) en ratones Mus musculus del veneno crudo de
Bothrops asper para encontrar tres concentraciones subletales: alta, media y baja para
la evaluacion citotdxica y genotdxica.

- Identificar el efecto citotoxico del veneno crudo de Bothrops asper mediante la cuanti-
ficacion de eritrocitos policromaticos en eritrocitos normocromaticos.

- Determinar el efecto genotoxico del veneno crudo de Bothrops asper mediante la cuan-
tificacion de la frecuencia de Micronucleos en eritrocitos policromaticos de sangre pe-
riférica de ratones tratados en relacién con los registrados en los ratones de los grupos
control.



5. ANTECEDENTES

5.1 ANTECEDENTES MOLECULARES

En un sistema artificial de transporte idnico (membranas bilipidicas planas) se estudio el
veneno crudo de serpiente Bothrops atrox. El estudio demostrd que al incorporarse el ve-
neno se producen corrientes eléctricas discretas, las cuales estan asociadas a cambios de
conductancia de la membrana y cuyos valores varian entre 160 y 600 pS. La frecuencia de
aparicion y el tiempo de duracién de estos cambios dependen de las condiciones fisicoqui-
micas del medio externo de la membrana. Cuando las membranas se exponen al veneno se
observan cambios instantdneos de corriente a través de ella. Esto sucede porque una vez
que el veneno se incorpora a la membrana, este se une a alguna estructura de la misma for-
mando un canal i6nico permanente sin llegar a cerrarse. Esto indica que existe una tenden-
cia natural de los venenos a conformar aglomerados estables que permitan el transporte
ionico permanente lo cual conllevaria en el mundo real, al mal funcionamiento de las célu-
las inicialmente y luego a un efecto citotdxico irreversible sobre los tejidos de las victimas
(Diaz, et al., 1997).

Diferentes estudios demuestran que las miotoxinas del veneno del género Bothrops afectan
la bicapa lipidica de la membrana celular cargada negativamente, sugiriendo compromisos
de aminoéacidos basicos. Al evaluar lesiones locales y sistémicas inducidas por veneno de
Bothrops alternatus en el musculo gastrocnemio de ratas mediante pruebas histoquimicas,
se encontro positiva la peroxidacion de lipidos, confirmando la accion del veneno sobre
fosfolipidos de membrana (Teibler, et al., 1999).

Mediante inyeccion intramuscular del veneno crudo de Bothrops asper, fue evaluado en el
musculo esquelético de ratones, necrosis por medio de microscopia electronica, evaluado a
diferentes tiempos. El estudio encontrd dafio a nivel de membranas plasmaticas en las célu-
las que componen dicho tejido (Ownby, et al., 1983).

La fagocitosis del veneno de Bothrops asper y Bothrops jararaca, por leucocitos de ratones
fue evaluado a nivel molecular, encontrandose que a través de la activacion de un limitado
namero de receptores de membrana, el veneno atraviesa la bicapa lipidica de la membrana
celular de los leucocitos. Esto quiere decir que el veneno, al tener contacto con la membra-
na celular, activa ciertos receptores que permiten su paso (Lennartz, 1998; Aderem y Un-
derhill, 1999).

El veneno del género Bothrops, al atacar la célula blanco, reacciona con ciertos compuestos
quimicos complejos como el oxido nitrico (NO) que desempefia un papel esencial en mu-
chos procesos biolégicos como molécula sefial, formando aniones de perdxido nitrico
(ONOO™) (Beckmann, et al., 1990). Este compuesto puede reaccionar con importantes mo-



léculas bioldgicas blanco y modificarlas, especialmente lipidos, proteinas de membrana
celular y acidos nucleicos (Prior y Squadrito, 1995).

Casi todas las miotoxinas del veneno de serpientes del género Bothrops pertenecen al grupo
basico de fosfolipasas Az (pu = 13-15kD). Las fosfolipasas Az pertenecen a una familia de
proteinas relacionadas antigénicamente y con estructuras quimicas semejantes. La fosfoli-
pasa A: aislada del veneno e inyectada en tejido muscular de mamiferos, conduce a una
serie de drasticos eventos degenerativos que probablemente se inicien en la membrana
plasmatica y culminan con necrosis selectiva de las células del tejido blanco. Se asume que
el efecto miotéxico es provocado por interaccion electrostatica con la membrana y poste-
rior penetracion de la bicapa (Gutiérrez y Lomonte, 1995). Mediante el estudio de estas
miotoxinas aisladas del veneno de Bothrops asper, como Lys-49 y Asp-49, realizado en
ratones se ha determinado su interaccién con membranas plasmaticas en células del tejido
blanco, degradando sus componentes y modificando los componentes celulares (Bultron et
al., 1993; Lomonte et al., 1994).

Lys49, pertenece a las miotoxinas de clase 1l del veneno de Bothrops asper, y fue estudiada
desde el punto de vista molecular con el fin de encontrar aquella regién responsable de los
efectos toxicos de dicha fosfolipasa, mediante la técnica Heparin-Binding (Lomonte, et al.,
1994). En el décimo tercer péptido sintético de Lys49 correspondiente a la region 115-129
(numeracion de Renetseder et al., 1985) fue hallada aquella regiéon molecular, inyectandola
en cultivo de células endoteliales (Lomonte, et al., 1994) y bacterias (Paramo, et al., 1998)
y reportando su entrada a través de la membrana celular, sin reportar mionecrosis en estas
células blanco.

5.2 ANTECEDENTES GENOTOXICOS

Luego de hacer una revisién en MedLine, ToxNet y ScienceDirect, se pudo concluir que
posiblemente no se han realizado estudios para evaluar el efecto citotoxico y genotoxico del
veneno de serpientes y en especial de Bothrops asper. Sin embargo, en 1991 Sittenfeld-
Appel et al, reportaron en los venenos de los géneros Bothrops, Crotalus y Lachesis toxinas
con actividad DNAsa Il y RNAsa mediante la técnica de electroforesis en geles de agaro-
sa/DNA el cual cuantifica la degradacion del ADN.



6. MARCO TEORICO

6.1 RESENA HISTORICA

Durante siglos los venenos animales han sido mitificados por considerarlos malignos, peli-
grosos, causantes de muertes y participes de extrafios rituales. Pero siempre han estado
arraigados a la cultura humana. Sus primeros usos fueron establecidos como arma de cace-
ria en los antiguos pueblos indigenas, asi como también utilizados para guerras entre pue-
blos, y como objeto de maleficios y brujerias.

El primero en describir el uso del veneno de serpientes fue el explorador norteamericano
Richard Gill a principios del siglo XV1, el cual encontr6 evidencias de que, en las comuni-
dades indigenas del alto Orinoco y Rio Negro, se utilizaba el veneno para la caceria. Otros
exploradores como Walter Raleigh en 1595; describieron el uso del veneno por los indios
del Orinoco como mecanismo de defensa.

Estos exploradores determinaron que la exposicion al veneno, provocaba fatiga en las ex-
tremidades superiores de las victimas y dificultades respiratorias, sobreviniendo la muerte
en pocas horas a causa de paros respiratorios.

En Asia se describieron los primeros accidentes ofidicos, y su manipulacion y mecanismo,
asi como la practica de amputaciones como primeros tratamientos por parte de los chinos
los cuales empezaron a comprender las consecuencias de estos envenenamientos desde el
punto de vista sintomatoldgico y de salud en las victimas y a clasificarlos de acuerdo a la
serpiente agresora.

Entre 1600 y 1700 los ingleses y franceses extendieron sus imperios alrededor del mundo,
trasladando sus ejércitos a regiones habitadas por serpientes, y otros animales dafiinos, en
las selvas de Birmania, la India y Africa lo cual produjo un problema de salud generalizado
para estos colonizadores. De esa manera se iniciaron en los estudios de estas enfermedades
y animales tropicales, siendo para aquella época una de las escuelas mas avanzadas en el
campo de la medicina tropical. Esto despert6 el interés y obligd a realizar los principales
estudios cientificos por parte de uno de los pioneros en el area como el Dr. Vital Brasil, el
cual funda el Instituto Buthantan en Brasil y se crea una corriente de investigadores y estu-
dios sobre la herpetofauna y en especial, la ofidiologia. Ya para 1916 se crea el primer sue-
ro antiofidico para especies endémicas brasileras, asi como numerosas investigaciones
acerca de los efectos bioquimicos de los venenos de serpientes.

Luego de haber sido comprobados los métodos heuristicos de los antiguos aborigenes, las
biotoxinas pasan a ser una fuente importante de informacién. Por lo cual nace la Sociedad
Internacional de Toxinologia, consolidandose la Toxinologia como una ciencia, la cual se



dedica, exclusivamente al estudio de compuestos producidos por animales, plantas y/o mi-
croorganismos; por lo tanto se crea necesidad de intercambio de conocimientos acerca del
estudio del veneno y sustancias bioactivas de origen natural.

Los miembros de esta sociedad tratan de expandir el conocimiento de estas sustancias, rea-
lizando estudios acerca de los componentes bioquimicos del veneno, otros estudian la reac-
cién de estos con organismos, asi como la formacién de antigenos — anticuerpos, también se
realizan evaluaciones a las estructuras de las toxinas y asi se dan posibles soluciones a far-
macos y antibidticos para el mejoramiento de casos clinicos y sus tratamientos. En este
centro del veneno convergen diferentes ramas de investigacién las cuales estudian compor-
tamientos a las reacciones bioquimicas y farmacolégicas.

Los primeros estudios clinicos hechos de manera sistemética sobre el accidente ofidico da-
tan del siglo XIX y consistieron en reportes de casos y observaciones sobre serpientes ve-
nenosas y semi-venenosas. El interés en la fisiopatologia del sindrome del accidente ofidico
fue estimulado por los hallazgos que los signos y sintomas de las mordeduras eran bastante
similares, a pesar de las diferencias zooldgicas entre las serpientes causantes, sugiriendo
mecanismos de accion comunes de estas toxinas. En las épocas iniciales, el desarrollo expe-
rimental fue realizado con investigaciones ligeras y de poca profundidad. Probablemente,
los estudios hechos con profundidad cientifica, acerca de los mecanismos de accion de los
venenos de serpientes, ocurren a partir de la década de los 70’s del siglo XX. Estudios cli-
nicos mas detallados y mejores estudios experimentales rapidamente siguieron a estos des-
de EEUU, Australia, Inglaterra, Costa Rica, India, Tailandia, China, Japdn y Brasil (Rodri-
guez Acosta, 1995).

En 1974, y en adelante, Porter y Klauber realizaron las primeras investigaciones acerca de
los componentes quimicos de los venenos de serpientes mediante su extraccion y liofiliza-
cion y se dieron las primeras publicaciones acerca de estos resultados definiendo los vene-
nos desde el punto de vista bioquimico.

A partir de 1981 mediante pruebas in vivo y con pacientes victimas de accidentes ofidicos,
Toro et al, investigan los efectos clinicos de los venenos determinando sus propiedades
neurotoxicas, hemotdxicas y proteoliticas y se clasifica el accidente ofidico en funcion del
género que la provoca. En 1987, Kini & Evans realizan los primeros estudios moleculares
de los venenos ofidicos.

A partir de la década de 1990, se realizan importantes investigaciones acerca de los efectos
toxicos de los venenos ofidicos en donde sobresalen estudios como toxicidad muscular por
Ownby et al en 1990, toxicidad renal por Soe-Soe et al en 1989, accion cardiovascular por
Russel et al en 1997, efectos hematol6gicos por Markland et al en 1998, entre otros.



6.2 DISTRIBUCION GENERAL DE LAS SERPIENTES

Las serpientes se distribuyen principalmente por las regiones tropicales y subtropicales. Se
conocen unas 2.500 especies, agrupadas en ocho o diez familias, dependiendo del sistema
de clasificacion utilizado para algunas serpientes excavadoras y arboricolas. La familia Co-
lubridae es la mas grande y comprende las especies mas comunes en todo el mundo, a ex-
cepcion de Australia, donde la familia Elapidae es la dominante. Este segundo grupo en-
globa algunas de las serpientes mas mortiferas del mundo, como las mambas, las cobras y
las serpientes de coral. Otros dos grupos importantes de serpientes venenosas son los de la
familia Viperidae, entre los que se incluye a la serpiente de cascabel, la surucuct y la laba-
ria o nauyaca y a las verdaderas viboras, como la vibora europea. Las serpientes mas gran-
des del mundo pertenecen a la familia Boidae, que comprende las boas y las pitones. Algu-
nos miembros de esta familia no alcanzan nunca una longitud superior a los 0,6 m; los gi-
gantes de la familia pueden llegar, en ocasiones, a medir mas de 9 metros (Ferri, 1992).

En Colombia las serpientes tienen una amplia distribucién y habitan desde los 0 hasta los
3000 m.s.n.m., especialmente en zonas calidas como la Costa Atlantica, los Llanos Orienta-
les y en la Selva Amazédnica. En el mundo se conocen cerca de 3000 especies de serpientes,
de las cuales en Colombia se han identificado y se distribuyen en 8 familias, 71 géneros,
cerca de 224 especies y 97 subespecies, de las cuales 35 son venenosas (Ferri, 1992).

6.3 TOXINAS OFIDICAS

Los venenos de las serpientes son sustancias quimicas extraordinariamente complejas. Son
secreciones grandulares toxicas que actian como mecanismo natural para la obtencion del
alimento, inmovilizando a la presa y contribuyendo en su degradacion y digestion (Porter,
1974). Esta caracteristica es un mecanismo muy evolucionado en el que la serpiente mini-
miza los riesgos de ser lastimada al forcejear con su presa y ahorra la energia que gastaria
al realizar su caza; debido a que los ofidios no mastican su alimento, el veneno inyectado a
su presa inicia el proceso digestivo (Porter, 1974). Inclusive se piensa que el veneno de las
serpientes evoluciono originalmente de enzimas digestivas (Kochva et al, 1982).

Fisicamente, el veneno es una sustancia liquida, de apariencia turbia, que esta quimicamen-
te compuesto de una gran cantidad de constituyentes organicos: proteinas y muchos tipos
de enzimas, entre otros (Chippaux, 1991).

Para que el veneno pueda ejercer su accion debe ser inoculado en el torrente sanguineo de
la presa mediante un aparato funcional especializado inoculador del veneno, el cual esta
conformado por glandulas, colmillos, huesos y musculos desarrollados eficientemente para
esta funcion (Chippaux et al., 1991)



6.4 COMPONENTES DE LOS VENENOS

En algunos venenos se han aislado hasta 300 y mas componentes. En términos generales
estan compuestos por proteinas no enzimaticas, enzimas, péptidos, nucleétidos, aminoaci-
dos libres, azlcares fosforilados, lipidos, mucopolisacaridos, iones de Na*, K*, Zn", Ca*,
Mg*, Fe*, Co*, entre otros, residuos celulares, presencia de numerosas bacterias y otros
microorganismos, y numerosos componentes de accion aun desconocida (Gutiérrez et al.,
1984). Contienen alrededor de un 25% de solidos totales, de los cuales del 70-90% estan
compuestos por polipéptidos y proteinas de peso molecular frecuentemente elevado, los
mismos que ocasionan la mayoria de los efectos bioldgicos. La elevada concentracion de
solidos les confiere a los venenos una gran viscosidad. El restante 10-30% de los solutos
esta constituido por una amplia gama de sustancias organicas de bajo peso molecular como
carbohidratos, péptidos pequefios, aminoacidos libres, aminas bidgenas, nucledtidos, com-
puestos inorgénicos, y elementos tanto aniénicos como cationicos (Yarlequé, 1989). Un
solo veneno de serpiente puede contener entre 5y 20 enzimas, de 3 a 20 proteinas y hasta
dos 0 mas docenas de otras sustancias (Chippaux, 1991), algunas registradas en la tabla 2.

6.5 VARIABILIDAD DE LA CONCENTRACION DE LOS COMPONENTES

Generalmente el veneno es una secrecion algo viscosa, de color amarillo, blanco o incoloro,
gue segun su concentracion, que es muy variable, puede dejar por desecacion un residuo
cristalizado entre un 20 y 35% aproximadamente. Los diversos componentes de los vene-
nos y sus proporciones varian y son diferentes en cada especie de serpiente, confiriéndole
unas caracteristicas que le son propias, tanto asi que constituye un factor taxonémico; in-
cluso dentro de una misma especie pueden existir notables variaciones debidas a factores
internos del animal, tales como edad (los especimenes juveniles poseen un veneno mas
concentrado), sexo, nutricion, estado de salud, ciclo reproductivo, niveles hormonales, etc.,
y clima, altitud, humedad, ciclos estaciones, disponibilidad de presas, tipo de presas habi-
tuales, contaminacion ambiental, etc. (Chippaux, 1991).

Algunos investigadores han demostrado ademas la existencia de importantes variaciones en
la composicion y concentracion de los venenos de serpientes en poblaciones endogamicas,
aisladas geograficamente o que solo disponen de un solo tipo particular de presas para po-
der alimentarse. Se ha demostrado también que los venenos de algunas especies cambian
con el tiempo y tienden a ser mas tdxicos, debido seguramente a factores de adaptacion,
respuesta a nuevas condiciones del habitat o a variaciones drasticas del medio ambiente.
(Chippaux, 1991).

En la figura 1 se muestra esta variacion para algunas especies de la familia Viperidae, en la
cual, el valor mayor de concentracion de veneno corresponde a serpientes juveniles, hasta
Ilagar a valores de menor concentracidn para serpientes adultas.
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Figura 1. Promedio de produccién de veneno, en mg/mL, de serpientes representati-
vas de la familia Viperidae.

6.6 PROPIEDADES TOXICAS DE LOS VENENOS

Las propiedades toxicas de los venenos de serpientes se deben basicamente a las sustancias
proteicas y a los fosfolipidos con una fuerte actividad enzimatica. Sus efectos toxinologicos
se manifiestan principalmente en la sangre, los tejidos, el aparato cardiovascular, el sistema
neuromuscular y la respiracion. A muchas sustancias responsables de estas acciones se las
ha denominado genéricamente con el nombre de hemolisinas, citolisinas, cardiotoxinas, y
neurotoxinas (Owbny, 1990). EI envenenamiento se produce como resultado de la interac-
cion de una serie de principios toxicos que ejercen la accion mediante la alteracion de la
homedstasis en uno o mas érganos y/o sistemas de la economia (Zavaleta, 1991). Segun sus
propiedades toxicas, los venenos se pueden clasificar asi:



Tabla 1. Clasificacion del veneno de acuerdo a sus propiedades toxicas y bioguimicas.

Tipo de
veneno

Caracteristicas

Predominan los componentes que enfocan su ataque al sistema nervioso
central. Presenta efectos a nivel de uniones presinapticas y postsinapticas en
las placas de uniones neuromusculares y neuromotoras. Son caracteristicos
de las serpientes proteroglifas de la familia Elapidae.

Neurotéxico

Existe una cantidad predominante de componentes quimicos que atacan a
nivel de tejidos y células sanguineas destruyéndolos. Presenta propiedades
Hemolitico | esterésicas y fosfolipésicas y actividades proteoliticas, hemorragicas y coa-
gulantes. Este tipo de veneno predomina en las serpientes solenoglifas que
pertenecen a la familia Viperidae.

Fuente: BOLANOS, R. Serpientes, Venenos y Ofidismo en Centro y Sudamérica.

Sin embargo, ningln veneno es completamente neurotoxico o hemolitico, sino que predo-
mina uno de ellos; todos los venenos son una compleja combinacién de toxinas de ambas
variedades. Actualmente, se ha encontrado que los venenos de serpientes pueden llegar a
contener hasta 25 enzimas diferentes, cada una con una funcidn especifica (Griswold,
1996), de las cuales, las mas importantes que se han aislado son:

Tabla 2. Principales toxinas aisladas en generos de serpientes venenosas colombianas

. . Mecanismo de lesién
Toxinas Geénero
0 de muerte
Neurotoxina Micrurus, Crotalus, Lachesis | Pardlisis respiratoria
Cardiotoxina Micrurus Inhibicion cardiovascular
Fosfolipasa A Bothrops, Micrurus, Lachesis | Hemdlisis
5-Nucleotidasa
DNAsa Il & RNAsa
ATPasa
Nucledétido pirofosfatasa | Bothrops, Crotalus, Lachesis | Lesion celular
Exopeptidasa
Hialuronidasa
L-AA oxidasa
Proteasas Bothrops, Crotalus, Lachesis Lgsmn ce_l’ular . .,
Hipotension por liberacion

Ac. Colinesterasa Micrurus Pardlisis flacida

Fuente: THEAKSTON, R.D.G. y REID, H.A. Development of Simple Standard Assay
Procedures for the Characterization of Snake Venoms.

Como caracteristicas especificas del veneno de serpientes de la familia Bothrophinae se
encuentran: efecto necrosante, causado por la accién de las miotoxinas en la membrana
celular de las células musculoesqueléticas y la isquemia en los tejidos musculares como
resultado del dafio vascular, efecto coagulante, debido a la accion del veneno sobre los fac-




tores de la cascada de coagulacion, efecto hemorrégico, debido al dafio ocasionado por el
veneno en el endotelio vascular al romperlo, y efecto proteolitico, debido a la alta concen-
tracion de enzimas degradantes presentes en el veneno (Gutiérrez, 1990), ademas del estrés
que produce en la victima como consecuencia del accidente ofidico. Pero detras de estos
efectos, existen mecanismos moleculares que determinan efectos especificos y contribuyen
a una serie de desencadenamientos en el sistema inmune que van a definir la accion del
veneno dentro de la fase aguda del envenenamiento (Barraviera, 1999).

Este mecanismo, basado en observaciones clinicas y de investigacion en laboratorios, ade-
mas de la literatura inmunoldgica, consiste en que el veneno, al entrar al organismo afecta-
do, produce una reaccion en cadena que inicia una respuesta inmunoldgica con la activa-
cion de las células centinela de la sangre (granulocitos, macréfagos/monocitos y linfocitos)
las cuales liberan hormonas especificas, en especial, las de la familia interleucina, (interleu-
cina 1(IL-1), interleucina 6 (IL-6), e interleucina 8 (IL-8)) dando paso a una activacion en
la médula 6sea, activando una sobreproduccion y liberacion de neutrofilos y células jovenes
dentro de las cuales se encuentran los eritrocitos y la linea celular del sistema inmune (Ba-
rraviera, 1999). Pero, por otro lado, existe otra reaccion por accion de las hormonas de la
familia interleucina en la que se encuentra involucrado el hipotdlamo. Este, al ser el 6rgano
responsable de la homedstasis en el organismo, produce fiebre para contrarrestar los efectos
del veneno. Este aumento de temperatura estimula el I16bulo anterior de la hipdfisis, el cual
libera la hormona corticotropina, la cual, a su vez, y por medio de sefializacion celular, es-
timula la liberacion de la hormona adrenocorticotropina, estimulando la glandula suprarre-
nal, situada encima del extremo superior de cada rifidn, que, bajo esa estimulacién, aumenta
la produccion de glicocorticoides. Entre los glicocorticoides producidos, se encuentra la
eritropoyetina, una hormona glicoproteica que, en situaciones de hipotension e hipoxia,
situaciones que ocurren durante el envenenamiento bothrépico, se estimula su produccion,
y, por tanto, la eritropoyesis trayendo como consecuencia una sobreproduccion de eritroci-
tos. De esta forma aumenta la capacidad de transporte de oxigeno de la sangre y contrarres-
ta los efectos de hipoxia e hipotension (Barraviera, 1999).

Se observa pues, que existen dos mecanismos distintos estimulados por el envenenamiento
bothrépico en donde, por rutas diferentes, existe una estimulacion en la formacion de eri-
trocitos y de celulas del sistema inmune, como se observa en la figura 2.
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Figura 2. Reacciones en la fase aguda por envenenamiento bothropico.

6.7 Bothrops asper

Figura 3. Aspecto m»rfolégico de Bothropé‘éSper




En las diversas regiones de Colombia se conoce con numerosos nombres; entre los mas
comunes tenemos: mapand, taya, taya equis, equis veinticuatro, sapa, cuatronarices, pudri-
dora, barbamarilla, boquidora, patoco, rabo de ratén, macabrel, entre otros.

6.7.1 Taxonomia. Reino: ANIMALIA
Filum: CHORDATA
Clase: REPTILIA
Orden: SQUAMATA
Suborden: OFIDIA
Familia: VIPERIDAE
Subfamilia: BOTHROPHINAE
Género: Bothrops
Especie: asper

6.7.2 Caracteristicas morfologicas. Puede medir hasta 2 m. de longitud y sus colmillos
hasta 2,8 cm. de caracteristica solenoglifa, es decir, se ubican en la parte anterior del maxi-
lar superior el cual al rotar forman un angulo de 90° al momento del ataque. Su dimorfismo
sexual se distingue por el tamario, pues las hembras suelen ser mayores que los machos a la
misma edad (Otero et al., 2002).
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Figura 4. Disposicion morfologica de colmillos y escamas de Bothrops asper

Es una serpiente ovovivipara, de cuerpo macizo de forma semi-triangular y cabeza grande
también de forma triangular, cubierta con pequefias escamas (placas no simétricas). Tiene
fosetas termorreceptoras o fosas térmicas y 0jos con pupila eliptica vertical. Su linea oscura
es post-ocular y presenta escamas quilladas y rugosas. La coloracion basica es el tono café
claro o habano (en algunos ejemplares es gris claro) y presenta sobre el dorso manchas ca-
racteristicas en forma de equis, mariposas o corbatines, de color café oscuro o negro. La
zona de la boca suele ser de color amarillo y el vientre de color crema uniforme (Otero et
al., 2002).

6.7.3 Habito. Es de habito principalmente crepuscular y nocturno, refugiandose durante el
dia en huecos naturales de troncos o raices, o en cuevas de animales. Se alimenta princi-
palmente de roedores, pequefios reptiles y aves. Su habitat natural corresponde al bosque



himedo tropical desde lo 0-1600 m.s.n.m., sin embargo, es una serpiente muy adaptable y
se la puede encontrar lo mismo en bosques naturales que en campos de cultivo, rastrojos,
potreros enmalezados, pastos de ganaderia y muy cerca de asentamientos humanos; suele
preferir la cercania de los cursos del agua; en muchas poblaciones colombianas se han en-
contrado ejemplares en las zonas urbanas: patios, jardines, parques publicos y basureros. En
Colombia se encuentra en las regiones del Caribe, Pacifico y Andina y ocasiona mas del
80% de las mordeduras en Colombia con una elevada mortalidad (5%) y secuelas atribui-
bles a complicaciones generadas por el rapido efecto del veneno (Otero et al., 2002).

6.7.4 Reproduccion. Su reproduccion es ovovivipara y las tasas de nacimiento pueden ser
muy altas. Una hembra adulta puede tener un parto por afio y en cada parto tener entre 10 y
60 viboreznos, cuya taza de supervivencia puede ser hasta del 90%. Esta es la razon de que
algunas zonas del pais sea una serpiente muy abundante y sea la causante del mayor nime-
ro de accidentes.

6.7.5 Actividades enzimaticas del veneno de Bothrops asper. EIl veneno de Bothrops
asper tiene actividades esterasicas y fosfolipasicas, pues contiene enzimas como fosfolipa-
sas, fosfodiesterasas, fosfomonoesterasas, alfa-aminoacidooxidasas, acetilcolinesterasas,
enzimas proteoliticas de la serina-proteinasa y varias clases de metaloproteinasas, arginina-
esterasa, 5-'nucleotidasa, hialuronidasa y NAD nucleosidasas. (Markland, 1998). También
posee actividades proteoliticas, hemorragicas y coagulantes. La accion proteolitica produce
aminas y péptidos vasoactivos, tales como: bradiquinina, histamina y serotonina que causan
lesion capilar, lo cual se traduce por hemorragias petequiales, hematuria, hematemesis,
epistaxis y hemorragias viscerales (Toro et al., 1996).

6.7.6 Envenenamiento bothropico. EI mecanismo de accion predominante que ocurre en
el envenenamiento bothrépico es coagulante, hemolitico y proteolitico. La actividad de los
venenos bothrdpicos tiene componentes citotdxicos y fibrinoliticos, los cuales producen
necrosis y hemorragias en tejido nervioso y por supuesto en otros tejidos. Del efecto y ac-
ciones del veneno, los bothropicos muestran actividades diferentes sobre diversos substra-
tos tisulares, provocando una variedad de lesiones, tales como: hemorragias, desérdenes
neuromusculares y destruccion de diversos tejidos (Barrantes et al., 1985).

Investigaciones efectuadas en varios paises con el veneno del genero Bothrops han demos-
trado que causa un efecto local caracterizado por dolor, edema, equimosis, flictenas hemo-
rragicas y necrosis del tejido muscular (Gutierrez et al., 1980; Costa Cardozo et al., 1990).
Los dafios mencionados son producidos por algunos componentes del veneno como son las
miotoxinas, que afectan a las fibras musculares, las hemorraginas que alteran la microvas-
culatura local y sistémica, asi como otras sustancias que provocan edema con incremento
de la presion tisular local (Lomonte et al., 1993).



6.8 PRUEBAS BIOLOGICAS

6.8.1 Dosis letal 50 (DLso). La DLso, es la cantidad en miligramos de producto toxico, sea
de origen quimico o bioldgico, que al ser aplicado a una poblacién experimental, general-
mente roedores, causa, en un periodo determinado de tiempo y en funcion de la naturaleza
quimica del agente, la muerte al 50% de la poblacion. Ya que la dosis letal depende del
peso corporal del animal, los resultados se expresan en términos de miligramos de toxico
por kilogramo en peso del animal, o en su defecto en microgramos por gramo de peso de
este. De esta forma, cuanto menor es la DLso de una sustancia, mayor es su grado de toxici-
dad y letalidad.

Para este concepto, es necesario tener en cuenta que, los venenos, sean de origen animal o
quimico, ademas de otros ciertos compuestos, el valor de la DLso es inversamente propor-
cional a su poder de letalidad. Esto se fundamenta en que si un veneno A presenta una DLso
con un valor mayor con respecto al de un veneno B, se necesitaria méas cantidad del veneno
A para matar X gramos de peso corporal que la cantidad que se necesitaria del veneno B
para matar los mismos X gramos de peso corporal. Con base a este fundamento, Bothrops
asper posee una letalidad intermedia dentro de las serpientes mas representativas del género
Bothrops, pero es mucho menos letal que las serpientes del género Crotalus, ambos géneros
pertenecientes a la familia Viperidae (ver figura 5).
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Bothrops  Bothrops  Bothrops  Bothrops  Bothrops  Crotalus  Crotalus Crotalus Crotalus  Crotalus
schlegelii asper atrox moojenii  lanceolatus adamanteus atrox durissus durisus viridis

: I durissus  terrificus viridis
Algunas Serpientes de la Familia Viperidae

Figura 5. DLso de serpientes més representativas de la familia Viperidae determinadas
por via intraperitoneal.



6.8.2 Hemocitopoyesis. Es el mecanismo mediante el cual se forman nuevas células san-
guineas. Las células de la sangre tienen un periodo de vida relativamente corto, por lo que
se hace necesario ser sustituidas continuamente por nuevas celulas, originadas en 6rganos
especializados, como los eritrocitos, los granulocitos y las plaquetas que se forman exclusi-
vamente en la médula 6sea. Las células de la sangre, antes de alcanzar el estado maximo de
madurez, pasan por diversas etapas de diferenciacion, puesto que el proceso de diferencia-
cién es continuo. EI mecanismo de eritropoyesis es el producto final de una serie de divi-
siones celulares que lleva a la formacion de células sanguineas maduras y que se compone
o subdivide en dos estados: proliferativo y no proliferativo. El estado eritropoyético prolife-
rativo estd compuesto por células en estado de eritroblasto y el no proliferativo, por células
ortocromaticas (EOC), eritrocitos policromaticos (EPC) y eritrocitos normocromaticos
(ENC). En roedores, el periodo de formacion de eritroblastos ocurre entre seis a siete divi-
siones celulares en un rango de 10 horas cada una. Posteriormente, después del final de la
division celular, llegan a la etapa de EOC, quienes expulsan sus nucleos (de 3 a 10 horas).
Los EPC resultantes (células jovenes) maduran en un tiempo de 10 a 33 horas, periodo du-
rante el cual sufren varios cambios estructurales (metabolismo ribosomal de ARN) y pasan
a ser ENC (células maduras) (McGregor, et al., 1990).

6.8.3 Pruebas Citotdxicas. Estas pruebas permiten detectar dafios celulares, expresados
como cambios en su forma normal, alteraciones en la cinética del ciclo celular y bloqueo de
los mecanismos de reparacion celular que se producen cuando un agente fisico, quimico o
bioldgico interactla con la célula.

Para el analisis citotoxico a nivel eritropoyético, se registra la rata de EPC y ENC, contando
el nimero de EPC en 3000 ENC. Un incremento de EPC indica una estimulacién de proli-
feracion celular y un descenso indica una inhibicion en la division celular.

6.8.4 Prueba de microndcleos. La prueba de micronucleos es un procedimiento utilizado
principalmente en animales, para detectar dafios cromosomicos inducidos por agentes geno-
toxicos. Tiene las grandes ventajas de ser altamente sensible, rapida de aplicar, y sencilla de
analizar, pues los eritrocitos son las Unicas células de mamiferos que no tienen nucleo lo
cual hace més facil la identificacion de micronucleos.

Las aberraciones gque un agente clastdgeno produce durante la interfase del ciclo celular,
pueden expresarse como micronucleos. Los micronucleos son pequefias masas de cromati-
na con la apariencia de un ndcleo pequefio (Schmid, 1975). Son creados de fragmentos
acentricos cromosomales 0 por cromosomas enteros que permanecen suspendidos en el
citoplasma cuando los cromosomas son halados hacia los polos de las células y por lo tanto
no son incorporados dentro del nucleo de las células hijas durante la division celular. Para
gue un micronucleo se exprese, requiere que transcurra un ciclo de division celular y son
observados en células interfasicas de primer ciclo. Para encontrar dafios cromosomicos ori-
ginados por la exposicidon aguda a agentes genotoxicos, se analizan los micronucleos pre-
sentes en EPC, pues son células recien formadas y presentes en sangre periférica (tifien de



azul en presencia del colorante Wright’s por ser basofilas), con respecto a, al menos, 2000
EPC y para exposicion crénica se analizan los ENC, pues son células maduras presentes
con mayor tiempo en sangre periférica (tifien de rosado en presencia del colorante Giemsa
por ser aciddfilas) también con respecto a, al menos, 2000 ENC (Whorton, et al., 1998).

Lo gue hace mas factible visualizar los micronucleos en estas células se fundamenta en que
cuando los eritroblastos de la médula dsea se transforman en EPC, el nicleo principal es
expulsado en la etapa de EOC y el microndcleo, caso de haberse formado, puede permane-
cer en el citoplasma, que de lo contrario quedaria enucleado, pues carecen de nucleo princi-
pal. EI aumento de la frecuencia de micronucleos en los EPC de animales tratados indica la
existencia de lesiones cromosdmicas inducidas.

Este biomarcador se puede emplear en médula 6sea de roedores, pues es en ese tejido don-
de se forman los EPC. La deteccion de EPC micronucleados en sangre periférica también
puede llevarse a cabo en otras especies en las que se haya demostrado que el bazo no es
capaz de eliminar los eritrocitos micronucleados o que son suficientemente sensibles para
detectar agentes que provocan aberraciones cromosoémicas numeéricas o estructurales, como
si ocurre en roedores. Este biomarcador, de tipo in vivo, de micronucleos en mamiferos esta
especialmente indicado para evaluar el riesgo mutagénico, ya que permite tomar en consi-
deracién factores del metabolismo in vivo, de la farmacocinética y de los procesos de repa-
racion del ADN, si bien dichos factores pueden variar segun la especie, el tejido y el aspec-
to genético considerado. Los ensayos in vivo también resultan Utiles para ahondar en el es-
tudio de los efectos mutagénicos detectados en ensayos in vitro (Hayashi, et al., 1994).

Como condiciones requeridas para emplear este biomarcador, el disolvente o vehiculo en
donde se disuelve el agente a evaluar no debera producir efectos tdxicos a las dosis em-
pleadas utilizdndose siempre tres concentraciones: alta, media y baja (Hayashi y Sofuni,
1995). Es preciso verificar que el disolvente o vehiculo no produce reacciones quimicas con
la sustancia de ensayo. Si se emplean disolventes o vehiculos poco conocidos, debe dispo-
nerse de informacién de referencia que avale su compatibilidad. Siempre que sea posible,
se recomienda considerar en primer lugar la utilizacion de un disolvente o vehiculo acuoso.
En el caso de los controles es necesario realizar controles positivos y negativos en cada
ensayo, siendo tratados todos bajos las mismas condiciones. En los controles positivos de-
ben formarse microndcleos in vivo con grados de exposicion en los que se produzca un au-
mento detectable respecto a la frecuencia espontanea (Whorton, et al., 1998).

En cuanto al procedimiento, se deben utilizar, al menos, cinco animales por tratamiento,
todos preferiblemente machos, pues las hembras, por su actividad hormonal, podrian alterar
los resultados (Hayashi, et al., 1994). La via de administracion se define con base en estu-
dios realizados anteriormente con el agente a evaluar segun la forma en que este fue admi-
nistrado y la escogencia de los animales debe ser de forma aleatoria. Los tiempos de mues-
treo no deben ser antes de 36 horas ni después de 72 horas después del tratamiento, por lo
que los mejores tiempos para evaluar son 48 y 72 horas después del tratamiento (Hi-
gashikuni y Sutou, 1995).



7. HIPOTESIS

Si el veneno de Bothrops asper tienen propiedades citotdxicas, se espera que la proporcién
de eritrocitos policromaticos en relacion a la proporcion de eritrocitos normocromaticos
disminuya en los ratones tratados respecto a los no tratados; de lo contrario dicha propor-
cion serd igual.

Si el veneno de Bothrops asper tiene propiedades genotdxicas, se espera que la frecuencia
de micronucleos en eritrocitos policromaticos de ratones tratados, sea mayor a la frecuencia
de microndcleos en eritrocitos policromaticos de ratones sin tratar; de lo contrario dicha
frecuencia serd igual, o incluso, menor.



8. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL

8.1 TIPO DE ESTUDIO Y VARIABLES

El estudio de evaluacion del veneno crudo de Bothrops asper es de tipo experimental, in
vivo, en células somaticas de sangre periférica de ratdn. Para evaluar los efectos citotdxicos
en eritrocitos de sangre periférica, se registro la citotoxicidad eritropoyética en EPC y para
la evaluacion genotoxica, se empled la prueba de microndcleos en sangre periférica.

En este estudio se tuvieron en cuenta dos tipos de variables, las variables dependientes, que
son, el nimero de EPC en ENC y la frecuencia de microndcleos, y la variable independien-
te, que es la concentracién del veneno. Las dos variables poseen naturaleza cuantitativa
pues se las puede cuantificar en nimeros exactos.

8.2 ANIMALES OBJETO DE EXPERIMENTACION

Para esta investigacion se utilizaron ratones de la especie Mus musculus, de la cepa ICR,
aportados por el Bioterio de la Universidad del Cauca, los cuales fueron todos de sexo mas-
culino. Todos los animales fueron aproximadamente de 2 meses de edad, aptos para la
prueba de micronucleos, y mantenidos bajo las mismas condiciones. El periodo de aclima-
tacion fue de una semana, durante la cual los ratones fueron mantenidos en jaulas, en gru-
pos de cinco en el laboratorio de Zoologia de la Universidad del Cauca, bajo una tempera-
tura ambiente no superior a los 25°C y en condiciones de luz natural. El alimento propor-
cionado fueron cinco bloques diarios de Rodentina para cada raton. A cada jaula le fue
también suministrada agua suficiente para cada uno de los animales. Para la determinacion
final de la DLso fueron utilizados 13 ratones, y para la evaluacion citotoxica y genotoxica
35 ratones, 14 para los controles, y 21 para la exposicion al veneno.

El veneno utilizado en esta investigacion fue extraido de tres ejemplares de serpientes
Bothrops asper provenientes del municipio de EI Tambo, departamento del Cauca, mante-
nidas en el laboratorio de Herpetologia de la Universidad del Cauca, por personal califica-
do, mediante la técnica de sujecion por la cabeza y exponiendo al animal a morder la boca
de un recipiente de vidrio, previamente lavado y esterilizado, recubierto por un material de
latex o parafilm en el cual se colectd el veneno. Para su almacenamiento el veneno se guar-
dé congelado a una temperatura de -20°C en una nevera de laboratorio.



8.3 CUANTIFICACION DEL VENENO DE Bothrops asper (mg DE PROTEINA)

Para establecer la cuantificacion de la produccién de veneno se llevd a cabo el siguiente
procedimiento: en un tubo eppendorf se agrego el “pool” de veneno extraido de los tres
ejemplares de Bothrops asper y le fueron agregados 2 mL (factor de dilucién equivalente a
3,56) de solucion salina de NaCl (0,9%) para obtener una soluciéon madre. Luego, con un
vortex, se realizd una agitacion de la solucidn hasta lograr una homogenizacion adecuada.
Posteriormente, se realiz6 una centrifugacién a 6000 rpm durante 30 minutos con el fin de
separar los componentes inactivos del veneno y obtener la concentracion proteica aislada en
el sobrenadante. Con una micropipeta, se tomaron 10 pL del sobrenadante recuperado mas
490 pL (factor de dilucién equivalente a 50) de solucién de NaCl (0,9%) y se agregaron en
una celda estéril para espectrofotometria. Luego se registré la absorbancia a 280 nanéme-
tros y se calculd la concentracion en mg de proteina mediante la siguiente formula:

Cfv(mg JmL) = (Azso )(Fdl XFd 2 )(Vt )

en la cual:
Cfv = Concentracion final del “pool” de veneno.

Azso = Absorbancia a 280 nandmetros. (El blanco para la lectura fue NaCl 0.9%)
Faq = Factor de Dilucion. F, = \%
1

Vt = Volumen total del pool de veneno.

Al obtener la concentracion del veneno puro se calcul6 la concentracion de la solucion ma-
dre y de la solucidn de trabajo mediante la siguiente formula:

V,.C, =V,C, C,=

La solucion de trabajo utilizada en la determinacién de la DLso y en la evaluacion citotdxi-
ca y genotoxica se prepard tomando 0,5 mL de la solucion madre mas 49,5 mL de NaCl
(0,9%), utilizando un factor de dilucion de 100.

8.4 DETERMINACION DEL EFECTO TOXICO (DLso)

Este experimento se realiz6 con el objeto de encontrar el nivel de letalidad o toxicidad del
veneno de Bothrops asper. El valor determinado indico que al inyectar esa dosis a una po-
blacién de ratones existe la probabilidad de que muera el 50% de la poblacion y sobreviva



el otro 50%. Para determinar la DLso se empleo la técnica de Molidengo modificada por
Sevcick (1987) en la cual se necesitaron, en la prueba final, 13 ratones machos Mus
musculus, con un rango de peso de 33 — 36 g., de cepa ICR, a los cuales se les aplico una
inyeccion intraperitoneal del veneno de Bothrops asper diluido en solucion salina de NaCl
(0,9%), A cada raton se le hizo un seguimiento individual durante media hora. La dosis
inicial fue de 5,68 pg/g., la que corresponde a la DLso para Bothrops asper en Guatemala
(Saravia, et al., 2001).

Se llevo a cabo el siguiente protocolo. Para encontrar el volumen inicial (A), en puL, de ve-
neno previamente cuantificado que se le inyectd al primer ratén, se multiplicé la dosis ini-
cial por el peso del ratén 1 en g., el valor obtenido se dividi6 por la concentracion del ve-
neno disuelto en solucién salina previamente cuantificado (Sevcick, 1987). Luego se reali-
zaron las observaciones del efecto del veneno en un tiempo de 30 minutos. El protocolo de
Sevcick indica que si el raton vive, a A, dividido entre el peso del raton, se le calcula el lo-
garitmo y se le suma una constante de 0,04, y si el raton muere, también a A, dividido entre
el peso del raton, se le calcula el logaritmo pero se resta la constante 0,04. A este valor se
calcula el antilogaritmo (10¥) y se multiplica por el peso del siguiente ratén y asi se obtiene
el volumen a aplicar al siguiente raton. Para calcular la dosis aplicada a este siguiente raton,
el volumen agregado se multiplica por la concentracion del veneno y se divide por el peso
del raton. (Sevcick, 1987). Los resultados fueron sometidos a un analisis estadistico no pa-
ramétrico mediante el célculo de la mediana con el método Hodge y Leheman mediante el
software estadistico Toxico Sevcick (1998).

Luego de determinar la DLso, se calculo, mediante ensayo-error, la dosis maxima tolerada
(DMT), realizando ensayos en cuatro grupos de dos ratones, aplicandoles dosis subletales y
haciendo un seguimiento de 72 horas. Esta DMT determinada cumpli6 con la condicion de
que el ratdn sobreviviera, por lo menos, durante 72 horas después del tratamiento, tiempo
maximo de muestreo.

8.5 SELECCION DE LAS DOSIS EXPERIMENTALES

Para la evaluacion citotdxica y genotdxica se emplearon cinco tratamientos: dos controles,
control negativo y control positivo (Whorton, et al., 1998), y tres concentraciones de ve-
neno: baja, media y alta, (Hayashi, et al., 1995). El veneno crudo de Bothrops asper fue
disuelto en solucién salina de NaCl (0,9%) para obtener la concentracion final esperada
para cada tratamiento, de acuerdo al peso del raton. Se obtuvieron de la siguiente forma:

-  CONTROL POSITIVO (C+) Para el control positivo se utilizd ciclofosfamida disuel-
ta en solucién salina de NaCl (0,9%), sustancia altamente mutagenica utilizada en
pruebas in vivo para aberraciones cromosémicas y micronucleos (Heddle, et al., 1983).
Se aplico 50 pg/g. de peso de raton.

- DOSIS ALTA (DA). La dosis maxima tolerada (DMT) se utilizé como la dosis alta.



- DOSIS MEDIA (DM). La dosis media fue el 50% de la DMT.
- DOSIS BAJA (DB). La dosis baja fue el 50% de la DM.

-  CONTROL NEGATIVO (C-). Para el control negativo se utiliz6 solucion salina de
NaCl (0,9%) el cual es el disolvente del veneno y del control positivo, aplicando 10
uL/g de peso de raton.

8.6 DISTRIBUCION Y TRATAMIENTO DE LOS ANIMALES

El experimento se realiz6 mediante un disefio de bloques aleatorizados. Se emplearon 7
jaulas, en cada una de las cuales se colocaron cinco ratones, a los cuales se les aplicaron los
tratamientos. Los cinco tratamientos se aleatorizaron entre los cinco ratones de cada jaula, a
razon de un tratamiento por raton. En total, cada tratamiento fue repetido siete veces, co-
rrespondiente a los siete blogues (7 jaulas).

Las condiciones alimenticias, ambientales y morfoldgicas (edad, peso, sexo, etc.) de los
cinco ratones en cada jaula fueron iguales a la hora de efectuar los tratamientos. EI momen-
to de efectuar los tratamientos fue determinado cuando las condiciones mencionadas ante-
riormente para cada jaula, se lograron en cada blogue y al cumplir el periodo de aclimata-
cion.

Los cinco tratamientos, en cada uno de los bloques, fueron administrados via intraperito-
neal para cada raton, en condiciones normales. Dentro de cada bloque, los ratones fueron
escogidos de manera aleatoria para aplicar los diferentes tratamientos. El volumen de ad-
ministracion fue una dosis de cada una de las concentraciones, incluyendo el control nega-
tivo y el control positivo, de acuerdo al peso de cada raton. Para este estudio se trabajo con
una dosis aguda aplicada en la hora cero y evaluada (cosecha) en la hora 48 y en la hora 72
en cada uno de los ratones (Higashikuni y Sutou, 1995), como se observa en la figura 6:

Tratamiento Pritmer nujestred  Segundo muestreo

Oh 48h Th

Figura 6. Tiempos de muestreo despues de aplicar el tratamiento
8.7 EFECTO CITOTOXICO.

Para la evaluacion citotoxica, se determino la taza de EPC contando el nimero de EPC en
3000 ENC para cada animal, en cada uno de los tratamientos (Whorton, et al., 1998), inclu-
yendo a los grupos control. La disminucion de EPC indica un efecto citotoxico del veneno,



mientras que su incremento indica una estimulacion de proliferacion celular; ambos con
respecto al grupo control. El dato obtenido fue registrado como N° EPC/3000 ENC. Una
vez efectuado el andlisis microscopico, el nimero de EPC en 3000 ENC, tanto para la hora
48, como para la hora 72 después del tratamiento, se registré en tablas de datos de Excel
para su analisis estadistico.

8.8 EFECTO GENOTOXICO.

La evaluacion genotdxica, se hizo a nivel de EPC, pues son los que se utilizan para detectar
dafios en el ADN por exposicion aguda como en este caso. Se registro el numero de
EPCMN/3000EPC por cada animal (Whorton, et al., 1998), en cada uno de los bloques, asi:

Tabla 3. Numero de células analizadas para cada animal en cada uno de los trata-
mientos para la hora 48y 72

Hora Tratamientos No No EPC. No prep.

Cosecha Animales analizados Citoldgicas
Control Negativo 7 3000 células/animal | 3 placas/animal
Dosis Baja 7 3000 células/animal | 3 placas/animal

HORA 48 | Dosis Media 7 3000 células/animal | 3 placas/animal
Dosis Alta 7 3000 células/animal | 3 placas/animal
Control Positivo 7 3000 células/animal | 3 placas/animal
Control Negativo 7 3000 células/animal | 3 placas/animal
Dosis Baja 7 3000 células/animal | 3 placas/animal

HORA 72 | Dosis Media 7 3000 células/animal | 3 placas/animal
Dosis Alta 7 3000 células/animal | 3 placas/animal
Control Positivo 7 3000 células/animal | 3 placas/animal

Al ser registradas 3000 EPC por animal, se registraron 21000 células por tratamiento para
cada una de las horas de muestreo. Una vez realizado el analisis en el microscopio, la fre-
cuencia de micronucleos en EPC, tanto para la hora 48, como para la hora 72 después del
tratamiento, se registro en tablas de datos de Excel para su anélisis estadistico.

El analisis estadistico se realizd mediante la aplicacion del procedimiento ANOVA a través
del software estadistico SPSS (Statistical Package for Social Scientific) Para la compara-
cion, se trabajo con un nivel de significancia maximo de 0,05.



8.9 PROTOCOLO DE MICRONUCLEOS EN ERITROCITOS DE SANGRE
PERIFERICA DE RATONES UTILIZADO EN LA EVALUACION CITOTOXICA
Y GENOTOXICA.

En la hora cero se aplicaron los tratamientos a cada uno de los ratones mediante una inyec-
cién intraperitoneal. A la hora 48 y 72 se extrajo una pequefia muestra de sangre en un por-
taobjetos de la arteria ventral de la cola (aprox. 10uL) y con un cubreobjetos se hizo un
extendido de la sangre lo mas fino posible con el fin de obtener una distribucion uniforme.
Se hizo una prefijacion con metanol por 15 minutos y se dejaron secar las placas por 24
horas. Posteriormente, en la coloracion, las placas fueron sumergidas en metanol por 2 mi-
nutos y luego en colorante Wright’s puro por 15 minutos. Finalmente las placas fueron la-
vadas sumergiéndolas en agua destilada por 2-5 segundos y coloreadas con Giemsa al 6%
(pH 6.8) previamente filtrado, durante 30 minutos e inmediatamente lavadas con agua des-
tilada, secadas al aire, y listas para la lectura de microndcleos (Hoyos, et al., 2002)



9. RESULTADOS

9.1. CONCENTRACION PROTEICA DEL VENENO DE Bothrops asper

En la tabla 4 se observa la cantidad en volumen (mL) y en concentracion de proteina
(mg/mL) del veneno puro, de la solucion madre y de la solucién de trabajo utilizada en la
investigacion.

Tabla 4. Valores obtenidos, en volumen y concentracion, de la cuantificacion del ve-
neno de Bothrops asper.

Unidades Veneno puro Solucién madre | Solucién de trabajo
Volumen (mL) 0,78 (extraido) 2,78 50
Concentraciéon (mg/mL) | 192,9876 54.21 0,5421

9.2 EFECTO TOXICO (DLsy).

En la tabla 5 se presenta el peso en gramos de los ratones utilizados en la determinacién de
la DLso, el volumen en pL, de veneno inyectado, la dosis correspondiente suministrada a
cada uno en pg/g., el resultado de muerte (+) y supervivencia (-) luego de un seguimiento
individual de 30 minutos y los respectivos calculos de logaritmos y antilogaritmos.




Tabla 5. Valores obtenidos para la determinacion de la DLso del veneno de Bothrops

asper (la concentracion del veneno con el que se trabajo fue de 0,5421 pg/uL).

No ug/g A (uL Pesora- | Log A /g raton-> | Vive (-) +0,04
Raton | veneno | veneno) tén (g) 10% €& Muere (+) -0,04
1 |568 383 36,53 111’?4288:82; - (+0,04)
2 |623 399 34,71 1(1):?12 883 + (-0,04)
3 5,68 383 36,54 1123 888 - (+0,04)
4 6,23 422 36,72 1;28 818; - (+0,04)
5 683 444 35,25 11:}18 888 + (-0,04)
6 6,22 419 36,50 égg 818; - (+0,04)
7 6,82 465 36,95 114112 882; + (-0,04)
8 6,22 421 36,70 égg 818 - (+0,04)
9 6,82 445 35,37 11}1(7) 888 + (-0,04)
10 |6,22 414 36,08 égg 818 - (+0,04)
11 682 429 34,08 1114112 882; + (-0,04)
12 |6,23 424 36,90 1;:28 gigi - (+0,04)
13 | 6,83 447 35,50 1114112 882; + (-0,04)

El promedio (mediana) obtenido, con base en los datos de la tabla 5, mediante el método
Hodges y Lehmann a través del software estadistico de Carlos Sevcick (1998) fue de 6.52
Kg/g con un intervalo de confianza del 95% de 6.23 — 6.83. Este valor se tomé como la
DLso del veneno de Bothrops asper.



9.3 DETERMINACION DE LA DMT Y DEMAS TRATAMIENTOS

Se encontro que la DMT equivale al 20% de la DLso, es decir, 1.304 pg/g peso. Con base
en este resultado se calculd el 50% de la DMT como DM, es decir, 0.652 pg/g peso, y el
50% de la DM como la DB, es decir 0.326 pg/g peso.

9.4 EFECTO CITOTOXICO

En la tabla 6 y la figura 8 se resume el nimero promedio de EPC identificados al analizar
3000 ENC en sangre periférica de ratdn (ver figura 7), a las horas 48 y 72 después del tra-
tamiento con veneno de Bothrops asper a las concentraciones 0,000, 0,326, 0,652 y 1,304,
Hg/g de peso corporal y ciclofosfamida a la concentracion de 50 pg/g como control positi-
vo. El grupo control negativo corresponde a la concentracion 0.000 pg/g (solvente puro) y
fueron tratados con solucion salina de NaCl (0.9%) el cual fue el disolvente del veneno.

Tabla 6. Promedio de EPC/3000 ENC obtenidos al evaluar las muestras de sangre de 7
ratones por tratamiento, a las 48 y 72 horas de administradas las dosis.

: : : Error  Desviacion
Tratamientos (g/g) Tiempo Media Estindar  Estandar
_ 48 h 121,143 6,765 24,53
0,000 (Control Negativo)
72 h 136,571 6,765 39,91
) ) 48 h 39,429 6,765 7,63
0,326 (Dosis Baja)
72 h 51,857 6,765 8,71
) ) 48 h 55,286 6,765 12,82
0,652 (Dosis Media)
72 h 59,571 6,765 10,36
) 48 h 89,857 6,765 23,76
1,304 (Dosis Alta)
72 h 74,000 6,765 17,25
) _ o 48 h 26,286 6,765 4,82
Ciclofosfamida (Control Positivo)
72 h 21,429 6,765 2,57
p” =0,000
p™=0,357

* Nivel de Significancia para comparar los tratamientos, calculado mediante la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis.

** Nivel de Significancia para comparar los tiempos de muestreo, calculado mediante la
prueba no paramétrica de los Rangos con Signo de Wilcoxon.



Figura 7. Eritrocitos policromaticos en eritrocitos normocromaticos
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Figura 8. Promedio total de EPC/3000 ENC inducido por el veneno de Bothrops asper
alas 48 y 72 horas después del tratamiento.

En la tabla 6 se observa que, mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, existe
una diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) en el numero promedio de
EPC/3000ENC al comparar los tratamientos. Mediante la Prueba de Comparaciones Multi-
ples de Duncan, se observa que el veneno de Bothrops asper presenta propiedades citotoxi-
cas en las tres dosis aplicadas siendo la de mayor efecto citotoxico la dosis baja (0,326
Mg/g) con 39,429+12,972 y 51,857+15,745 EPC/3000ENC a las horas 48 y 72 respectiva-



mente, seguida de la dosis media (0,652 pg/g) con 55,286+12,972 y 59,571+15,745
EPC/3000ENC a las horas 48 y 72 respectivamente y después las dosis alta (1,304 pg/g)
con 89,857+12,972 y 74,000+15,745 EPC/3000ENC a las horas 48 y 72 respectivamente.

Ademas se pudo determinar que, mediante la prueba no paramétrica de los Rangos con
Signo de Wilcoxon, no existe una influencia estadisticamente significativa (p > 0,05) de los
tiempos de muestreo (48 y 72 horas) en el efecto citotoxico del veneno de Bothrops asper
para las tres concentraciones.

Mediante la prueba de Coeficiente de Correlacion se pudo determinar que existe una rela-
cién marcada de dosis — efecto (p < 0,05) entre las dosis aplicadas del veneno de Bothrops
asper y el namero promedio de EPC/3000ENC, tanto a las 48 como a las 72 horas después
de aplicados los tratamientos (ver figuras 9 y 10).

MNo. Promedio de EPC/3000 ENC a 48 h
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Figura 9. Namero promedio de EPC/3000ENC a 48 h. en los diferentes tratamientos.



Mo. Promedio de EPC/3000 ENC a 72 h
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Figura 10. Namero promedio de EPC/3000ENC a 72 h. en los diferentes tratamientos.

9.5 EFECTO GENOTOXICO

En la tabla 7 y la figura 13 se resume el nimero promedio de micronucleos identificados al
analizar 3000 EPC en sangre periférica de raton (ver figuras 11 y 12) a las horas 48 y 72
después del tratamiento con veneno de Bothrops asper a las concentraciones 0,000, 0,326,
0,652 y 1,304, ug/g de peso corporal y ciclofosfamida a la concentracion de 50 pg/g como
control positivo. EI grupo control negativo corresponde a la concentracion 0,000 pg/g (sol-
vente puro) y fueron tratados con solucion salina de NaCl al 0.9% el cual fue el disolvente
del veneno.



Tabla 7. Promedio de MN/3000 EPC obtenidos al evaluar las muestras de sangre de 7
ratones por tratamiento, a las 48 y 72 horas de administradas las dosis.

. : . Error  Desviacion
Tratamientos (ug/g) Tiempo Media Estandar  Estandar
) 48 h 3,143 0,389 0,90
0,000 (Control Negativo)
72h 3.857 0,514 1,21
. . 48 h 5,000 0,389 1,00
0,326 (Dosis Baja)
72h 7,143 0,514 1,07
) ) 48 h 7,000 0,389 7,00
0,652 (Dosis Media)
72h 8,286 0,514 8,29
. 48 h 9,714 0,389 9,71
1,304 (Dosis Alta)
72h 13,714 0,514 13,71
_ . . 48 h 11,714 0,389 11,71
Ciclofosfamida (Control Positivo)
72 h 12,143 0,514 12,14
p~ =0,000
p”~ = 0,000

* Nivel de Significancia para comparar los tratamientos, calculado mediante la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis.

** Nivel de Significancia para comparar los tiempos de muestreo, calculado mediante la
prueba no paramétrica de los Rangos con Signo de Wilcoxon.



Figura 11. Micronucleo en eritrocito policromatico inducidos por el veneno de Both-
rops asper

Figura 12. Eritrocito policromatico con 4 micronucleos inducido por el veneno de
Bothrops asper.
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Figura 13. Promedio total de MN/3000 EPC inducido por el veneno de Bothrops asper
alas 48 y 72 horas después del tratamiento.

En la tabla 7 se observa que, mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, existe
una diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) en el numero promedio de
MN/3000EPC al comparar los tratamientos. Mediante la Prueba de Comparaciones Multi-
ples de Duncan, se observa que el veneno de Bothrops asper presenta propiedades genoté-
xicas en las tres dosis aplicadas siendo la de mayor efecto genotdxico la dosis alta (1,304
Kg/g) con 9,714+0,793 y 13,714+1,049 MN/3000EPC a las horas 48 y 72 respectivamente,
seguida de la dosis media (0,652 pug/g) con 7,000£0,793 y 59,571+1,049 MN/3000EPC a
las horas 48 y 72 respectivamente y después las dosis baja (0,326 pg/g) con 5,000£0,793 y
7,143+1,049 MN/3000EPC a las horas 48 y 72 respectivamente.

Sin embargo, y a diferencia del analisis citotoxico, se pudo determinar que, mediante la
prueba no paramétrica de los Rangos con Signo de Wilcoxon, si existe una influencia esta-
disticamente significativa (p < 0,05) de los tiempos de muestreo (48 y 72 horas) en la pro-
duccidén de micronucleos inducidos por el veneno de Bothrops asper. Se induce una mayor
frecuencia de MN/3000 EPC a las 72 horas después del tratamiento. A la dosis alta (1,304
1g/g), la frecuencia de MN/3000 EPC a las 72 horas es mayor que la inducida por la ciclo-
fosfamida (ver figura 9).

Mediante la prueba de Coeficiente de Correlacion se pudo determinar que, al igual que en
el efecto citotoxico, existe una relacion marcada de dosis — efecto (p < 0,05) entre las dosis
aplicadas del veneno de Bothrops asper y el nimero promedio de MN/3000EPC, tanto a las
48 como a las 72 horas después de aplicados los tratamientos (ver figuras 14 y 15).
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Figura 14. Namero promedio de MN/3000EPC a 48 h. en los diferentes tratamientos.

Mo. Promedio de Mn/3000 celulas a 72 h.
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10. DISCUSION DE RESULTADOS

Para la cuantificacion del veneno de trabajo, se extrajeron muestras de tres ejemplares de
Bothrops asper del municipio de EI Tambo, departamento del Cauca, realizando una mez-
cla o “pool” de estos venenos para su cuantificacion, con el fin de obtener un promedio en
la concentracién de los tres ejemplares. Al final el valor obtenido fue de aproximadamente
193 mg/mL, el cual, aunque esta por debajo del promedio reportado (205 mg/mL) (ver figu-
ra 1) se encuentra dentro del intervalo establecido para esta especie (100 — 310 mg/mL).
Este resultado estd de acuerdo con lo establecido por Chippaux (1993) quien afirma que la
concentracion del veneno es directamente proporcional a la edad de la serpiente en una
misma especie. Los ejemplares de Bothrops asper, a los cuales se les cuantifico el veneno,
fueron clasificados dentro del estado adulto, debido a su peso, tamafio y longitud, razén por
la cual la concentracion de su veneno no alcanza a superar el promedio establecido, y, sin
embargo, su valor cumple el rango establecido.

El valor de la DLso del veneno de Bothrops asper determinado en esta investigacion (6,52
1g/g) no concuerda con el reportado por Saravia, et al., (2001) con un valor de 5,68 ug/g
(4,45 — 7,24) para Bothrops asper de Guatemala. Sin embargo, esta diferencia no es signifi-
cativa ya que el valor determinado se encuentra dentro del intervalo de la media establecida
por Saravia et al. Pese a esto, esta diferencia demuestra la variabilidad en los componentes
y la diferencia de concentracidn que existe entre venenos de serpientes de la misma especie,
que influyen en la diferencia de los resultados, lo que pudiera indicar que el veneno de
Bothrops asper del municipio de ElI Tambo, departamento del Cauca, posee una menor leta-
lidad comparada con Bothrops asper de Guatemala. Sin embargo, no solamente estas posi-
bles diferencias de concentracion del veneno de las dos especies son necesarias para fun-
damentar una diferencia de letalidad, pues también hay que tener en cuenta los posibles
contrastes de edades de las dos especies, sus dietas y el tiempo de cautiverio. Pese a esto, se
observa que la DLso determinada se encuentra apropiadamente dentro del rango reportado
por Saravia, et al., por lo que se le puede considerar como un valor acertado, pues, al final,
se estan comparando dos especies iguales.

En esta investigacion se establecio que las tres dosis aplicadas del veneno de Bothrops as-
per resultaron tener un efecto citotoxico ya que, como lo indica la prueba citotdxica utiliza-
da, existio una disminucién estadisticamente significativa en la produccién de eritrocitos
policromaticos en los tres tratamientos con respecto al grupo control negativo, lo cual indi-
ca su citotoxicidad eritropoyética. Sin embargo, como se observa en la figura 8, la dosis
baja fue la que resultd tener una mayor citotoxicidad eritropoyética pues registré una menor
produccion de eritrocitos policromaticos, seguida de la dosis media y ésta seguida de la
dosis alta. Ademas, este resultado esta respaldado por el analisis de dosis — respuesta en el
cual, como se observa en las figuras 9 y 10, tanto para las 48 como para las 72 horas des-
pués del tratamiento existe una relacion inversamente proporcional entre la dosis aplicada
de veneno y la citotoxicidad eritropoyética que produce.



Este resultado se puede esclarecer teniendo en cuenta que el veneno de serpiente es una
mezcla compleja de diferentes tipos de proteinas, enzimas, péptidos, nucledtidos, aminoa-
cidos libres, azucares, lipidos, mucopolisacaridos, iones, entre otros, los cuales cumplen
funciones determinadas en sitios especificos durante el envenenamiento. A raiz de esto, y
teniendo en cuenta las reacciones en la fase aguda por envenenamiento bothrépico, como
fue explicado en el marco tedrico (ver figura 2), si se aplica un tratamiento con una dosis
baja de veneno al animal objeto de experimentacion, en este caso ratones, la respuesta in-
munoldgica y todo su desencadenamiento, que termina con la sobreproduccion de células
sanguineas del sistema inmune para contrarrestar los agentes extrafios del veneno y de eri-
trocitos para contrarrestar los efectos de hipoxia e hipotension, también sera baja, debido a
que esta entrando una menor concentracién de componentes del veneno que son los agentes
que estimulan dicha respuesta, resultando asi, una respuesta baja de la sobreproduccion de
eritrocitos y de células centinela. Pero mientras esto ocurre, y al existir una respuesta inmu-
noldgica baja, pues las células centinela de la sangre no se estan sobreproduciendo, los
otros componentes del veneno, aunque estén también en menor concentracion, estan ac-
tuando y tendrian una mayor incidencia, teniendo asi menor impedimento para producir su
citotoxicidad en la produccion de eritrocitos, induciendo la formacién de aglomerados esta-
bles que permiten el transporte iénico permanente en la membrana celular sin que este lle-
gue a cerrarse, (Diaz, et al., 1997) y la peroxidacion de lipidos que conforman la membrana
celular, alterando su capacidad selectiva (Teibler, et al., 1999) y activando ciertos recepto-
res volviéndose permanentes, (Lennartz, 1998; Aderem y Underhill, 1999) permitiendo asi
que diferentes enzimas con poder citotoxico se encarguen de producir la citotoxicidad eri-
tropoyética. Este mecanismo citotdxico se pueda explicar cuando dichas enzimas, como
ATPasas, nuclettido pirofosfatasas, exopeptidasas, hialuronidadas y proteasas, (Theakston
y Reid. 1983) reaccionan con ciertos compuestos quimicos complejos como el 6xido nitrico
(NO) que desempefia un papel esencial en muchos procesos bioldgicos como molécula se-
fial, transformandose en perdxido nitrico (ONOO™) (Beckmann, et al., 1990), el cual puede
reaccionar con importantes moléculas bioldgicas blanco, modificandolas y degradandolas,
especialmente lipidos, proteinas de membrana celular y &cidos nucleicos que conducen a la
muerte celular (Prior y Squadrito, 1995). Este mecanismo explica por que se registré una
baja produccion de eritrocitos policromaticos para la dosis baja, resultando ésta mas citoto-
xica con respecto a la dosis media y a la dosis alta.

Esta aclaracion permite entender por qué la dosis media y la dosis alta, resultaron tener una
menor citotoxicidad. Al aplicar un tratamiento de veneno con una dosis alta, la respuesta
inmunoldgica y todo lo que ésta desencadena, también sera alta, a causa de una mayor con-
centracion de los componentes del veneno que estan entrando. Segun las reacciones en la
fase aguda por envenenamiento bothrépico, una mayor respuesta inmunolégica terminaria
con una alta sobreproduccién de eritrocitos y de células del sistema inmune, con el fin de
contrarrestar las posibles complicaciones de hipoxia e hipotension en los tejidos y en la
sangre, y de atacar los agentes extrafios que estan entrando con el veneno, respectivamente.
Este mecanismo explica que el mayor nimero de eritrocitos policromaticos registrados a la
concentracion alta, comparado con la dosis baja, fue debido a su sobreproduccion. Pero no
hay que olvidar que también la dosis alta resultd tener, segun el andlisis estadistico, citoto-
xicidad eritropoyética, a pesar de la sobreproduccion de eritrocitos. Y esto se fundamenta



en que en esta dosis, no solo estan entrando agentes que estimulan la respuesta inmunologi-
ca, sino también los que causan directamente el efecto de citotoxicidad eritropoyética, ex-
plicados anteriormente, a una mayor concentracion por lo que, segun los resultados, supera
dicha respuesta.

El veneno bothrépico contiene diferentes proteinas y, especialmente, enzimas, causantes de
los principales efectos en las victimas. Dentro de las mas importantes encontradas en este
tipo de veneno se encuentran las fosfodiesterasas que, como su nombre lo indica, rompe
enlaces fosfodiéster. Un grupo de estas enzimas son las exonucleasas, enzimas capaces de
degradar acidos nucleicos removiendo mononucle6tidos sucesivos en cadenas de polinu-
cledtidos, dentro de las cuales se encuentran ribonucleasas y desoxirribonucleasas que in-
teractian con el material genético. (Barraviera, 1999).

Sittenfeld-Appel et al., (1991) demostraron que el veneno de Bothrops asper, presenta to-
xinas con actividad DNAsa y RNAsa mediante la técnica de electroforesis en geles de aga-
rosa/DNA en el cual se puede cuantificar la degradacion del ADN. Su estudio demostré que
una mayor concentracion del veneno posee, en proporcion directa, mayor cantidad de este
tipo de enzimas por lo que las altas concentraciones de veneno bothrépico afectaria ma-
yormente al ADN de las células blanco.

Pese a la investigacion antes indicada, no se ha realizado ninguna determinacién del efecto
genotoxico de venenos de origen animal utilizando un biomarcador como el de micrond-
cleos, que permita asociar al agente evaluado, sea a mediano o largo plazo, con posibles
complicaciones de origen mutagénico en las victimas, ya que los micronucleos estan aso-
ciados como precursores de dafios cromosomicos como rupturas y translocaciones en los
cromosomas, denominadas aberraciones cromosomicas, las cuales, son un biomarcador de
efecto en enfermedades como el cancer.

Uno de los fines de esta investigacion fue dar inicio a este tipo de investigaciones obtenién-
dose los siguientes resultados. Como se observa en la figura 13, el nimero de micronucleos
cuantificados en eritrocitos policromaticos, va en proporcion directa con la concentracion
del veneno, lo cual concuerda con que a una mayor concentracion de este, existe también
una mayor concentracion de exonucleasas con actividad DNAsa que interactian con el ma-
terial genético. Ademas, este resultado se respalda en el analisis de dosis — respuesta en el
cual, como se observa en las figuras 14 y 15, tanto para las 48 como para las 72 horas des-
pués del tratamiento existe una relacion directamente proporcional entre la dosis aplicada
de veneno y la frecuencia de micronucleos que produce. Sin embargo, es necesario tener en
cuenta que en la etapa de eritrocitos ortocromaticos, en la cual se forman los microndcleos
al existir rupturas de cromatina y quedar fragmentos de ésta en la célula, se esperaria una
degradacion total del ADN por accién de las desoxirribonucleasas, impidiendo registrar
dafos a la hora de evaluar los tratamientos. Pese a este posible criterio se cuantificaron mi-
cronucleos en orden proporcional en los diferentes tratamientos. El resultado genotoxico de
esta investigacion puede aclarar esta contradiccion demostrando que la concentracion de
exonucleasas es directamente proporcional a la concentracién del veneno, pues es necesario
tener en cuenta que las dosis aplicadas corresponden a porcentajes muy bajos de la DLso



determinada (5% para la dosis baja, 10% para la dosis media y 20% para la dosis alta),
aplicando por ende, cantidades minimas de pg. de veneno, en cuyas dosis también existi-
rian bajos porcentajes de exonucleasas que no alcanzarian a degradar totalmente el ADN,
pero si, como lo indica una de sus propiedades bioquimicas mencionadas anteriormente,
romperian enlaces fosfodiéster en la molécula de ADN de la célula blanco, creando quie-
bres y formando microndcleos.

Segun el analisis descriptivo, el tiempo, en este experimento, tiene una influencia estadisti-
camente significativa en la produccién de microndcleos, existiendo un mayor porcentaje de
éstos a las 72 horas que a las 48 horas después de aplicados los tratamientos. Esto sefiala la
capacidad de accion de las exonucleasas en interactuar con el material genético formando
micronucleos, teniendo en cuenta el punto del ciclo celular, durante el proceso eritropoyéti-
co, en el cual fueron formados. Los micronucleos son inducidos por el agente genotdxico
en la etapa de interfase del ciclo celular el cual dura aproximadamente 34 horas (Schmid,
1975), los cuales, después de la mitosis, y del momento en el que el eritroblasto madura en
eritrocito y expulsa el ndcleo durante la etapa de eritrocito ortocromatico que tiene un pro-
medio de duracion de 8 horas, son conservados en los eritrocitos policrométicos en forma-
cion (Heddle et al., 1983), como se observa en la figura 16.
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Figura 16. Punto de formacién de micronucleos en eritroblastos durante la interfase
del ciclo celular y su manifestacion en eritrocitos policromaticos (EPCMN) en ratones.

Ahora bien, como la duracion de la interfase tiene un intervalo de duracion relativamente
extenso, al llegar el veneno, junto con sus componentes genotoxicos, las células que se ven
afectadas por estos componentes se encuentran en diferentes tiempos de interfase. Esta di-
ferencia hace que se explique por qué existe una mayor cuantificacién de micronucleos a
las 72 horas despues del tratamiento, y es al parecer, porque la induccion de microndcleos
se produce, en la fase temprana de la interfase. Esta induccién en la fase temprana, hace
que 48 horas después el eritroblasto afectado ain no esté conformado como eritrocito poli-
cromatico, por lo que los micronucleos formados en esta fase temprana no se logren cuanti-
ficar en este tiempo (ver figura 17).
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Figura 17. Induccion de micronucleos en fase temprana de la interfase.

A raiz de lo anterior se puede esclarecer entonces por qué se cuantificaron de todas formas
microndcleos a las 48 horas. Necesariamente la induccion de estos micronicleos tuvo que
suceder en una fase posterior a una fase inicial de la interfase del eritroblasto, para que 48
horas después, en la cosecha, pasara el tiempo necesario para la conformacién de eritrocito
policromatico, y asi detectar los micronucleos durante su analisis (ver figura 18).
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Figura 18. Induccion de micronucleos en fase intermedia de la interfase

Los micronucleos que se formaron de mas, registrados a la hora 72 después del tratamiento,
serian los que se formaron en la fase temprana de la interfase mas los que se formaron en la
fase tardia.

El anterior analisis muestra que los componentes genotoxicos del veneno de Bothrops as-
per inducen micronucleos durante todas las fases de la interfase del eritroblasto, las cuales
son Gi, con una duracién de 15 horas en la cual la célula crece y aumenta de tamafio, fase S
0 de Sintesis, con una duracion de 9 horas donde ocurre la duplicacion del ADN y Gz, con
una duracién de 10 horas, donde ocurre la reparacion del ADN (Heddle et al., 1983).

Esta informacidn es necesaria para entender por qué, como se observa en la figura 9, la do-
sis alta de veneno de Bothrops asper, a las 72 horas después del tratamiento, supera en in-
duccidén de micronucleos al control positivo ciclofosfamida, el cual es altamente mutagéni-
co. De acuerdo al registro de laboratorio durante el analisis microscopico, en varios eritro-
citos policromaticos se registraron entre 2 y 4 micronucleos por célula, como se observa en
la figura 18, los cuales, para su analisis estadistico, se registraron como micronucleos inde-
pendientes, es decir, incrementaron significativamente el numero total de micronucleos en
3000 eritrocitos policromaticos para la dosis alta de veneno de Bothrops asper a las 72 ho-



ras después del tratamiento, razon por la cual supero6 el numero registrado de micronucleos
inducidos por la ciclofosfamida en la misma cantidad de células y al mismo tiempo de apli-
cado el tratamiento, de una manera considerable. Este registro de eritrocitos policromaticos
con 2 y 4 micronucleos luego de 72 horas de aplicado el tratamiento es debido a que, como
se discutié anteriormente, algunos de los micronucleos registrados en este tiempo fueron
inducidos en la fase temprana de la interfase, es decir, durante la fase Gi. El eritroblasto
entra en ésta fase G1 justamente antes de entrar en la fase S o de Sintesis, fase de replica-
cion del ADN. Entonces, si el microndcleo inducido en G1 pasa también a la fase S, replica-
ra su ADN registrando un doble micronucleo cuando el eritroblasto ya sea un eritrocito
policromatico.

Para los eritrocitos policromaticos registrados con 4 microndcleos, existio una induccion de
2 microndcleos en fase Gi duplicando a 4 micronucleos en la fase S. Esto explica por qué
en la dosis media y baja de veneno, también se registraron eritrocitos policromaticos con
micronucleos dobles.

Es muy probable que el mecanismo molecular de la induccion de micronlcleos por parte de
las exonucleasas presentes en el veneno de Bothrops asper, esté acompafiada por varios
compuestos, también presentes en el veneno, que favorezcan la entrada de dichas enzimas
hasta el nlcleo del eritroblasto y asi producir el dafio en el ADN. Dentro de estos compues-
tos, debido a sus propiedades quimicas y a sus efectos bioldgicos, se encuentran las fosfoli-
pasas, conocidas anteriormente como lectinasas. Estas enzimas acttan en la célula afectan-
do la membrana celular, las mitocondrias y el transporte de electrones. Tiene diferentes
composiciones de acuerdo con la especie y edad de la serpiente. Los venenos del género
Bothrops poseen una alta actividad fosfolipasa (Vidal, et al., 1972). El efecto que estas en-
zimas ejercen sobre la membrana celular causa un aumento en su permeabilidad, pues ac-
tuan como catalizadores de reacciones que modifican la estructura quimica de las membra-
nas, tanto celular como nuclear, destruyendo su permeabilidad selectiva y permitiendo el
paso de sustancias que en condiciones normales no entrarian (Gutiérrez, et al., 1995).



11. CONCLUSIONES

La concentracion del veneno de tres serpientes Bothrops asper, colectada en el municipio
de El Tambo, departamento del Cauca, fue de 192,9876 ug/pL, en estado adulto.

La Dosis Letal 50 del veneno de Bothrops asper se calcul6 haciendo uso de ratones cepa
ICR y corresponde a 6,52 ug/g cuyo valor, aunque difiere, no es estadisticamente significa-
tivo debido a que se encuentra dentro del intervalo calculado por Saravia, et al. (2001).

La citotoxicidad eritropoyética evaluada en ratones muestra que el veneno de Bothrops as-
per contiene compuestos citotoxicos capaces de producir muerte celular y bloquear el ciclo
normal de divisién, siendo mayor en la concentracion baja, seguida de la concentracion
media y menor en la concentracion alta; efecto que se expresa en una reduccion significati-
va de la proporcion de eritrocitos policromaticos/eritrocitos normocromaticos con respecto
al control negativo.

El efecto genotdxico registrado en el niUmero de micronucleos encontrados en 3000 eritroci-
tos policromaticos muestran que el veneno de Bothrops asper posee componentes genoté-
xicos que inducen quiebres en el ADN, manifestando un incremento significativo en la fre-
cuencia de micronucleos siendo mayor en la concentracion alta, seguido de la dosis media y
menor en la concentracion baja.

El efecto de dosis — respuesta muestra que en el efecto citotdxico para las 48 y 72 horas
después de aplicadas las dosis, la citotoxicidad eritropoyética es inversamente proporcional
a la concentracion del veneno de Bothrops asper, y para el efecto genotoxico también para
las 48 y 72 horas después de aplicadas las dosis, la frecuencia de microndcleos es directa-
mente proporcional a la concentracion del veneno.

La citotoxicidad eritropoyética determinada del veneno de Bothrops asper confirma la
complejidad del mecanismo bioldgico de los venenos y los desencadenamientos molecula-
res que ocurren durante el proceso del envenenamiento ofidico.

El efecto genotdxico determinado del veneno de Bothrops asper confirma la presencia en
su veneno de enzimas exonucleasas con actividad DNAsa que interactian con el material
genético generando una proliferacién de micronicleos.



12. RECOMENDACIONES

Por ser este el primer estudio en realizar una determinacion genotdxica de un veneno de
origen animal, se recomienda realizar mas investigaciones utilizando biomarcadores de este
mismo tipo en toxinas de otra clase de animales, como escorpiones o0 anfibios, que presen-
ten una incidencia epidemioldgica alta y un alto porcentaje de supervivencia en personas
afectadas.

En la investigacion con veneno de Bothrops asper, se recomienda utilizar el biomarcador
Aberraciones Cromosomicas en ratones como siguiente paso, con el fin de confrontar estos
resultados con los de ese biomarcador, para investigar con mejor precision las propiedades
citotdxicas y genotoxicas del veneno y complementar sus resultados.

Realizar estudios de caracterizacion molecular del veneno de Bothrops asper con el objeto
de conocer con mejor precision los compuestos bioquimicos que se estan evaluando y reali-
zar pruebas genotdxicas individuales de estos compuestos.

Ejecutar proyectos de monitoreo genético con pruebas in vitro, en donde se evallen pobla-
ciones expuestas al envenenamiento bothrépico, con niveles altos de supervivencia, utili-
zando biomarcadores como Aberraciones Cromosémicas y Microndcleos en Humanos, que
permitan predecir los potenciales riesgos de salud de estas poblaciones a largo plazo y
complementen las pruebas in vivo realizadas.
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