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“‘No se puede hallar la verdad. El esfuerzo para hallar la verdad es un fin auto
proyectado; y ese fin no es la verdad. Un resultado no es la verdad; el resultado es
la continuacién del pensamiento, desplegado o proyectado. Unicamente cuando el
pensamiento termina hay verdad. El pensamiento no puede terminar mediante la
compulsion, mediante la disciplina, ni por ninguna forma de resistencia. El
escuchar la historia de lo que es trae su propia liberacion. Es la verdad que libera,

no el esfuerzo para ser libre”.

J. Krishnamurti
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RESUMEN

En este trabajo, se realiz6 un estudio del efecto Hemorragico del veneno total de
la serpiente Micrurus clarki, endémica de una parte de la region del choco bio-
geografico que comprende paises como: Costa Rica, Panama y Colombia. El
veneno fue extraido siguiendo el método de Ayerbe y Guerrero (2002),
posteriormente se limpid, se centrifugo y se hizo cuantificacion de proteinas
mediante el método de Bradford. Se realiz6 Dosis Letal 50 (DLso) mediante el
método de Molidengo modificada por Carlos Sevcik (1987), en raton albino suizo
de la cepa ICR, con un rango de peso entre 12 y 15 gramos, sin distingo de sexo;

obteniendo para esta especie una DLso igual a 0,87 ug/g de peso.

La determinacion de la actividad hemorragica se llevo a cabo mediante el método
de Gutiérrez, en raton albino suizo de la cepa ICR con peso entre 18 y 20 gramos
sin distingo de sexo, mediante inoculacion del veneno via intradérmica (1.D.), en
tres grupos experimentales y un grupo control (n=3 individuos) por dosis que estan

(25 pl, 50 pl, 100 pl), disuelto en 0.5mL de solucion salina.

La determinacion de la actividad coagulante se llevdé a cabo mediante el método
de Gutiérrez, en raton albino suizo de la cepa ICR con peso entre 18 y 20 gramos
sin distingo de sexo, mediante inoculacion del veneno via (I.P.), en cuatro grupos
experimentales y un grupo control (n=3 individuos) por dosis que estan (25 pl, 50
pl, 75 pl, 100 pl), disuelto en 0.5mL de solucion salina.

No se observo efecto hemorragico local del veneno en los animales utilizados para

esta prueba bioldgica pero sin un aumento significativo en la actividad coagulante.



INTRODUCCION

Colombia, por su ubicacién geografica, es un pais con apreciable riqgueza
herpetoldgica. En el Departamento del Cauca se alberga una variada diversidad
de reptiles (Castafio-Mora 2002) entre los que se haya organismos de interés
toxinol6gico como las serpientes. Las serpientes venenosas estan representadas
por las familias Elapidee y Viperidee y en esta ultima se agrupan las especies que
causan la mayoria de los accidentes ofidicos en el territorio Colombiano. (Ayerbe
2002, Pineda y Rengifo 2002).

A lo largo de la evolucién diferentes grupos animales desarrollaron variadas
estrategias, tanto para asegurar su alimentacion como para defenderse de sus
enemigos. Como parte de ellas surgieron los venenos: poderosas mezclas de
sustancias quimicas de diversa naturaleza capaces de “programar”, en la presa o
el predador, una cadena de eventos que trae como consecuencia la afectacion de
procesos vitales tales como la transmision neuromuscular, la circulacién
sanguinea, la permeabilidad de las membranas, entre otros efectos, como forma
de garantizar el dominio de la victima. Las herramientas moleculares capaces de

lograr dichas acciones son las toxinas (Castafieda, 2000).

La evolucién del sistema venenoso de los reptiles ha tenido buena reputacion de
interesante y considerable controversia. Los escasos registros foésiles,
particularmente por la escasa conservacion del tejido blando, el origen y
subsecuente diversificacion del veneno de los reptiles podrian ser principalmente
inferidos desde el conocimiento de representaciones modernas (Fray BG 2009).
La evidencia temprana fue basada principalmente sobre caracteres morfolégicos
tales como craneo, dientes, glandulas y musculos compresores asociados con la
reparticion del sistema venenoso (Jackson K. 2003 y Kardong KV. 1980). De

aproximadamente 2650 especies de serpientes avanzadas (Caenofidia) solamente



650 especies presentan tradicionalmente colmillos frontales, los cuales han sido
considerados venenosos por una tradicional definicibn antropocéntrica. La relativa
naturaleza del veneno del resto de las serpientes avanzadas permanecio casi sin
investigar (Fry BG. 2008 y Vidal N. 2002). De la misma manera, el sistemas
venenosos de los heloderméatides (lagartijas) que son pobremente conocidos a
pesar de la extensa literatura acumulada (Beaman KR, et al 2006) y, hasta muy
recientemente, el potencial de otros venenos de lagartijas han sido descuidados
(Fry, B.G., et al; 2006).

Para el presente estudio se evalud la letalidad del veneno total de la serpiente
Micrurus clarki, mediante un estudio de dosis letal 50, para determinar la cantidad
minima de veneno que se utlizara para posteriores ensayos como efecto
Hemorragico, Coagulante en raton. Con la excepcion de estudios esporadicos
llevados a cabo por investigadores en el area, el problema de este sindrome de
envenenamiento ofidico ha sufrido de un abandono casi internacional (Rodriguez-
Acosta et al., 1995).

Debido al potencial toxicolégico que representa el veneno de las serpientes del
género Micrurus surge un interés por estudiar cualitativa y cuantitativamente sus
venenos con el fin de establecer su potencia letal, en cuanto a la toxicidad del
veneno y sus efectos clinicos. De esta manera se espera aportar con las
investigaciones en el campo de la Toxinologia y al conocimiento de nuestra

biodiversidad herpetoldgica.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La serpiente Micrurus de la familia Elapidae, es probablemente la mas importante
de las corales en Colombia debido al alto poder neurotoxico de su veneno (Vital
Brazil_1987a), y a su, distribucion geogréfica en la zona Andina, Pacifica, Caribe,
(Magdalena Cesar y la Guajira) y la Orinoquia (Pineda Daniel, 2002) que habitat
el mayor porcentaje de la poblacion colombiana. La severidad de este
envenenamiento ha provocado en los ultimos afios un acentuado interés nacional

por investigar este sindrome.

De acuerdo a la mayoria de los efectos en un animal envenado, las serpientes
venenosas pueden ser convenientemente clasificadas como neurotéxicas y
hemotoxicas. El primer grupo son las serpientes de la familia Elapidae (mambas,
cobras, corales y particularmente serpientes australianas que son bien conocidas
como las serpientes mas venenosas del mundo). En el otro lado se encuentran las
serpientes de la familia Viperidae (viboras y croétalos) estas contiene numerosas
proteinas que tipicamente dafian las cascadas de coagulacion, los sistemas
homeostéticos y la integridad de los tejidos, los cuales se manifiestan como
sangrado, coagulacion, necrosis en el tejido local en el envenenamiento en
humanos (Ménez, A. 2002; Fox, J.W. and Serrano, S.M.T. 2005; Markland S,
Francis. 1998).

Se han realizado estudios de caracterizacion de las actividades toxicas de
venenos de serpientes de diferentes regiones del mundo, sin embargo, solo se
dispone de pocos estudios sobre actividades parciales enzimética y toxicas del
veneno de algunas serpientes que pueden encontrarse en Colombia. Hasta la
fecha no se disponen de muchos datos acerca de las caracteristicas bioquimica y
toxica, asi como los mecanismos de accion de los venenos de las serpientes de

mayor interés sanitario en Colombia, en particular de aquellas actividades


http://www.monografias.com/trabajos/antrofamilia/antrofamilia.shtml?interlink?interlink
http://www.monografias.com/trabajos13/verpro/verpro.shtml?interlink?interlink
http://www.monografias.com/trabajos35/el-poder/el-poder.shtml?interlink?interlink
http://www.scielo.sa.cr/scielo.php?pid=S0034-77442002000200002&script=sci_arttext#Vital87a
http://www.scielo.sa.cr/scielo.php?pid=S0034-77442002000200002&script=sci_arttext#Vital87a
http://www.monografias.com/trabajos11/travent/travent.shtml?interlink?interlink
http://www.monografias.com/trabajos/explodemo/explodemo.shtml?interlink?interlink
http://www.monografias.com/trabajos7/tain/tain.shtml?interlink?interlink
http://www.monografias.com/trabajos11/basda/basda.shtml?interlink?interlink
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relevantes en los procesos neuropatolégicos en los envenenamientos por

elapidos. (Alexis Rodriguez-Acosta. 2005).

Con base en lo anterior, en el presente trabajo se llevo a cabo una serie de bio
ensayos, para evaluar la letalidad del veneno y su efecto hemorragico y actividad
coagulante de esta serpiente (Micrurus clarki), con lo cual se busca un mejor

entendimiento acerca de la accidon de venenos ofidicos.

Esto permitirA ademas, conocer los efectos toxinoldgicos del envenenamiento o
hallar nuevas sustancias del veneno, que actuando sobre los diversos sistemas de
el biomodelo, raton Mus musculus (circulatorio, respiratorio, digestivo, nervioso)
pudieran tener potencial terapéutico de uso en humanos, de esa forma seguir el
camino para mejorar la tecnologia de produccién de sueros antiofidicos y una
importante gama de recursos naturales con valor agregado, necesarios en el pais

y el mundo.
1.1. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe algun efecto hemorragico periférico del veneno total de la serpiente M.

clarki, en ratones?


http://www.monografias.com/trabajos14/administ-procesos/administ-procesos.shtml#PROCE?interlink?interlink
http://www.monografias.com/trabajos34/el-trabajo/el-trabajo.shtml?interlink?interlink
http://www.monografias.com/trabajos11/sisne/sisne.shtml?interlink?interlink
http://www.monografias.com/trabajos11/sisne/sisne.shtml?interlink?interlink

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto hemorragico del veneno total de la serpiente Micrurus clarki

(Schmidt, 1936) en raton Mus musculus (Linnaeus, 1758) de la Cepa ICR.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la concentracién de proteina presente en el veneno de esta

serpiente Micrurus clarki (Schmidt, 1936).

e Determinar Dosis Letal 50 (DLso) del veneno total de la serpiente Micrurus
Clarki (Schmidt, 1936).

e Caracterizar el efecto hemorragico del veneno de M. clarki, en ratones Mus
musculus (Linnaeus, 1758) de la Cepa ICR. mediante el método de
Gutiérrez, 1985.

e Caracterizar la actividad coagulante del veneno de M. clarki, en ratones
Mus musculus (Linnaeus, 1758) de la Cepa ICR. mediante el método de

Alvarado y Gutiérrez, 1988.



3. ANTECEDENTES

Para el desarrollo del presente trabajo se realizd una revision bibliografica sobre
las investigaciones que se han hecho sobre el tema en Colombia y en diferentes

paises del mundo.

Alessandra L. Cecchinia y colaboradores (2004), realizaron una comparacion entre
diferentes especies de serpientes Micrurus sp. En cuanto a su actividad de
fosfolipasa y su neurotoxicidad, dejando claro la especificidad del veneno y las
diferencias que existen entre las especies, dandonos un indicio de que en el
presente trabajo podemos encontrar diferencias importantes en cuanto a

especiacion.

Ana C. S. Barrios y colaboradores (1994), realizaron la comparacion del veneno
de cinco especies de Micrurus y analizaron los efectos edematicos, miotoxicos,
coagulantes, hemorragicos y de deteccion de fosfolipasa A2. Concluyeron que
ninguno de estos efectos presenta actividad coagulante, la miotoxicidad fue
estimada por el incremento en los niveles del suero de Creatina kinasa y por

andlisis histologico.

José M. Gutiérrez y colaboradores (1985), analizaron el veneno de 11 especies
de serpientes del genero Micrurus de Brazil y Colombia y analizaron la actividad
miotoxica en ratones. Todo el veneno de las serpientes excepto el de Micrurus
surinamensis, indujo miotoxicidad por el incremento en los niveles de la Creatina
kinasa en el plasma vy por andlisis histolégico. Cualitativamente esos venenos,
inducen un modelo necrético similar, aunque esas diferencias cuantitativamente

no fueron significativas.



Rosso JP, Vargas-Rosso O, Gutierrez JM, Rochat H, Bougis PE. (1996), hicieron
un andlisis detallado de los efectos de la neurotoxicidad y de la actividad
fosfolipasica con su respectivo secuenciamiento de aminoacidos. Este es uno de
los articulos mas interesantes, debido a la poca informacién de las serpientes del

genero Micrurus.

Chariston André Dal Belo y colaboradores (2005), describen en sus resultados la
existencia de una fosfolipasa que actla como una nueva neurotoxina la cual
presenta accion presinaptica, permitiéndonos establecer que las fosfolipasas no

presentan Unicamente acciones miotoxicas.

Nelson Jorge da Silva Jr., Steven D. Aird (2001), midieron la toxicidad de 49
serpientes corales (Micrurus sp.), representando 15 taxas nominales, examinando
la especificidad del veneno a las presas. En esos venenos se ensayaron 23
actividades enzimaticas, dichas actividades enzimaticas se analizaron con
respecto a la preferencia de presas naturales o sea las gque mas consumen estas
serpientes (Micrurus sp.) y su dosis letal 50 para diferentes rutas de aplicacion del

veneno.

Ursula Castro de Oliveira y colaboradores (2003), realizaron la clonacién y
caracterizacion de una PLA2 basica de Micrurus corallinus de las glandulas
venenosas, con una sefal peptidica de 27 residuos de aminoacidos y una
prediccion de proteinas maduras con 119 residuos de aminoéacidos. Las proteinas
deducidas son altamente similares a las PLA2 conocidas, con 7 puentes disulfuro

y conservadas las mismas posiciones.

Para la serpiente Micrurus clarki, no existen trabajos previos relacionados con el

efecto del veneno siendo el presente trabajo pionero, de esta manera los Unicos


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&itool=PubMed_Abstract&term=%22Rosso+JP%22%5BAuthor%5D/oClick%20to%20search%20for%20citations%20by%20this%20author.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&itool=PubMed_Abstract&term=%22Vargas%2DRosso+O%22%5BAuthor%5D/oClick%20to%20search%20for%20citations%20by%20this%20author.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&itool=PubMed_Abstract&term=%22Gutierrez+JM%22%5BAuthor%5D/oClick%20to%20search%20for%20citations%20by%20this%20author.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&itool=PubMed_Abstract&term=%22Rochat+H%22%5BAuthor%5D/oClick%20to%20search%20for%20citations%20by%20this%20author.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&itool=PubMed_Abstract&term=%22Bougis+PE%22%5BAuthor%5D/oClick%20to%20search%20for%20citations%20by%20this%20author.

trabajos realizados son los relacionados con la clasificacion taxonomica,

comportamiento y distribucion geogréfica de esta especie.

4. MARCO CONCEPTUAL Y ESTADO DEL ARTE
4.1 Caracterizacién taxondmica de la especie Micrurus clarki.

Reino: Animalia
Phylum: Cordata
Subphylum: Vertebrata
Clase: Reptilia
Orden: Squamata (escamosos)
Suborden: Ofidios, Serpientes
Familia: Elapidae
Subfamilia: Elapinae
Geénero: Micrurus

Especie: Micrurus clarki Schmidt, 1936
4.2. Caracteristicas de la familia Elapidae

La serpiente coral pertenece a la familia Elapidae, comprende alrededor de 120
especies y subespecies principalmente del genero Micrurus (Roze, 1982, 1989;
Roze y Bernal-Carlo 1987). Su denticion es de tipo proteroglifa presentando
colmillos fijos en la parte anterior. Su distribucion geografica se encuentra

preferiblemente en las sabanas y piedemontes (Rodriguez Acosta., et al; 1995).



Tiene anillos negros separados por blancos o amarillos mas delgados, pero el
segundo de la cabeza y los tres o cinco Ultimos, son rojos brillantes. Posee 15
hileras de escamas dorsales y carece de escama loreal, en general son de vida
nocturna y subterrdnea, se hallan distribuidas en centro América y norte de
Suramérica, en Colombia, son probablemente mas abundante en la cordillera de
los andes, encontrandose ampliamente distribuida en alturas aproximadas de
1800 metros sobre el nivel del mar, es comun en zonas productoras de café.
(Angel, Rodrigo; 1983).

4.3. Biologia de la serpiente Micrurus clarki (Schmidt 1936)

Figura 1. Micrurus clarki (Schmidt 1936).
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Fuente: Cortesia Alvaro Herrera.

Alcanza los noventa centimetros, aunque lo comdn es entre cincuenta y sesenta
centimetros de longitud. El cuerpo tiene un patrén de 13-20 anillos negros de
aproximadamente 3 escamas de ancho. Estos estan cercados por dos anillos de

color amarillo de unas dos escamas de ancho. Entre este grupo de anillos y el
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siguiente se encuentra una banda roja de aproximadamente ocho escamas. Cada
escama de los anillos rojos y amarillos esta delineada en negro y tiene la punta de
este mismo color, ventralmente estos anillos no tienen color negro. En los anillos

de la cola, entre 5-9 no esta el rojo.

La regién frontal de la cabeza es negra asi como la parte dorsal de la misma, los
costados son blancos o amarillo claro. Las escamas de esta parte poseen
pigmento negro. La coloracion clara abarca la zona ventral de la boca y sube
diagonalmente hacia la nuca pasando por detras de los ojos. Posee un anillo

negro delgado que no se une ventralmente (Roze, J. A. 1983).

La cabeza no se distingue del cuello. El ojo es pequefio con la pupila semieliptica
o verticalmente eliptica. La maxila presenta solamente uno o dos colmillos en su
parte anterior, perforados por un canal 0 surco en su cara anterior. Los dientes
mandibulares anteriores son mas grandes que los posteriores. Debido a esto, las
mordeduras por esta serpiente sélo se pueden dar en partes delgadas, como en
los dedos de la mano o del pie (Roze, J. A. 1983). Presenta 15 hileras
longitudinales de escamas en la mitad del cuerpo, lisas y sin fosetas apicales. Las
ventrales se presentan redondeadas. La placa anal puede presentarse dividida o
entera. Las sub-caudales, usualmente divididas. Las ventrales mas las caudales
oscilan de 241 a 257. El cuerpo es cilindrico, con la cola corta. Es primordialmente
nocturno aunque en los bosques densos y selvas bien conservadas puede estar
activo durante el dia. Su actividad es dependiente de las condiciones ambientales,
sobre todo de la humedad y la temperatura. La mayor parte de estas serpientes

son encontradas en temporada lluviosa.

Se alimentan de vertebrados elongados, principalmente de serpientes pequefias,
aunque también de lagartijas e incluso puede llegar a alimentarse de otras de su

misma especie (Roze, J. A. 1983). Es de reproduccion ovipara y puede depositar



entre 1 y 13 huevos entre la hojarasca. El desarrollo de los mismos dura de dos a
tres meses. Al nacer, las crias, miden entre diez y quince centimetros de longitud
(Roze, J. A. 1983).

Habita en selvas tropicales lluviosas, zonas mas secas como areas de transicion
entre selva tropical himeda y seca, en esta Ultima asociada a los habitat riparios.
Por su coloracion y alta venenosidad, son consideradas modelos en el complejo
mimetismo coral, que incluye por lo menos otras 15 especies no venenosas. Se
encuentra validada por ITIS "Integrated Taxonomic Information System". Se

dispersa por el sudeste de Costa Rica, Panama y oeste de Colombia.

Los especimenes colectados para el siguiente trabajo, provienen de la localidad
de Playa Rica el Tambo Cauca 350 msnm, Septiembre 2 del 2004. Colector
Libaniel Arias Quifiones. #0041 Micrurus clarki. Identificacion Dr. Santiago Ayerbe
médico Pediatra Toxindlogo.

4.4 Implicaciones clinicas

Las fosfolipasas hemorragicas fueron las primeras hemorraginas no proteoliticas
reportadas del veneno de serpientes. Este veneno tiene una variedad de toxinas
en un rango de masa entre 12-14 kDa (Grifin, P.R., Aird, S.D., y Jorge da Silva, N.,
Datos de espectroscopia de masa sin publicar). La actividad edematogénica esta
frecuentemente asociada con hemorragia y Sanchez et al. (1992) detecto actividad
edematogénica en M. frontalis comparable con la producida por Bothrops
alternatus (de Mina Gerais) y sub-especie Crotalos durissus (Cecchini et al.,
2005).

Considerables  variaciones, interespecificas, intersubespecificas e

interpoblacionales en la composicion del veneno son evidentes. Actividades de


http://www.infojardin.net/glosario/resina/riparia-ripario.htm

acitilcolinesterasa y leucina aminopeptidasa, varia considerablemente con
subespecies, en poblaciones de las serpientes (M. albicintus. Y M.
pyrrhocryptus), aunque estas variaciones son triviales comparadas con la
variacion interespecifica. Estos niveles de variabilidad intraespecifica sugiere que
la concentracion de esas enzimas no podrian ser criticas como su simple
presencia, la cual podria reflejar alta eficiencia catalitica (da Silva, Aird, 2001).

Severas mionecrosis en ratones han sido reportadas para el veneno de M. d
carnicauda. (Gutierrez et al., 1983), pero a grandes concentraciones que se
utilizan para estudios farmacologicos (15 y 30 pg/ml), los cambios que se
muestran en las preparaciones de ratas y pollos fueron similares, y en ambos
casos el sarcolema fue duramente afectado. A una alta concentracion (10 pg/ml),
ensayos en preparaciones del nervio frénico-diafragma, la mionecrosis fue de tipo

miolitico (Hommay Tu 1971).

Sin embargo, otras investigaciones también encontraron la no asociacion entre
composicion del veneno y la dieta (Viperidos y Elapidos) en estas familias de
serpientes se realizan unos ensayos para medir la toxicidad del veneno sobre un
rango de presas los cuales produjeron resultados variables, que van desde
asociaciones positivas en las cuales el veneno se ve directamente relacionado con
la presa preferente hasta asociaciones negativas, donde no existe relacion con la
toxicidad y preferencia de presas (Heatwole y Poran, 1995., Heatwole y Powell,
1998; Mebs, 2001), esto posiblemente debido a unas variaciones co-evolutivas

entre serpientes y sus presas.

Asi, la asociacion funcional entre la composicion del veneno y la dieta,
particularmente para serpientes de colmillos frontales, permanecen sin esclarecer,
probablemente porque factores evolutivos y ecoldgicos a parte de la seleccién en
relacion a la dieta pueden potencialmente influenciar la composicién del veneno en
diferentes especies (Sasa, 1999; Wuster et al., 1999; Mebs, 2001).



4.5. LOS FACTORES DE LA COAGULACION

La interpretacion del proceso de coagulacion publicada por MacFarlane en 1964
(Cascada de MacFarlane) ha sido de gran utilidad durante muchos afios para
empezar a entender el complejo problema de la formacién del trombo. Segun
MacFarlane, habria dos vias, la extrinseca formada por el factor tisular y el factor
VIl y la intrinseca en la que participan los factores XllI, XI, IX, VIIl y V. Ambas vias
convergen para activar el factor X y continuar conjuntamente el proceso de
transformacion de la protrombina en trombina y, a través de la trombina el
fibrinbgeno en fibrina. Por otra parte, el papel de la plagueta para terminar en
agregacion se consideraba un proceso independiente (Navarro JL., et al 2007).

1. El complejo formado por el factor tisular y el factor VII participa en la activacion
del factor 1X, por lo que las dos vias de la coagulacion, intrinseca y extrinseca, van
unidas casi desde el inicio del proceso (Navarro JL., et al 2007).

2. El proceso completo no se realiza de forma continua, sino que son precisas tres
fases consecutivas; fase inicial, de amplificacion y de propagacion. En las dos

ltimas participan activamente la plaqueta y la trombina (Navarro JL., et al 2007).

Fase inicial

El complejo factor tisular-factor VII, de forma directa e indirectamente a través del
factor 1X, activa inicialmente el factor X transformando pequefias cantidades de
protrombina en trombina, que son aun insuficientes para completar el proceso de

formacion de la fibrina (MacFarlane RG, 1994).

Fase de amplificacion
La trombina asi formada, junto con el calcio de la sangre y los fosfolipidos acidos,
que provienen de la plagueta, participa activamente en un proceso de

retroalimentacion para la activacion de los factores Xl, IX, VIIl y V vy, de forma



especial, para acelerar la activacion de la plagueta. SimultAneamente, por
mecanismos quimiotacticos, los factores mencionados son atraidos a la superficie
de las plaquetas donde tienen lugar de forma muy rapida importantes procesos de

activacion y multiplicacion (MacFarlane RG, 1994).

Fase de propagacion

La amplificacion del proceso por mecanismos de retroalimentacion entre trombina
y plaqueta y la activacion de todos estos factores, permiten activar grandes
cantidades del factor X y formar el complejo protrombinasa para convertir la
protrombina en trombina y, a expensas de ésta, el fibrinbgeno en fibrina. El
proceso final, siempre en la superficie de la plaqueta, se acelera para generar de

forma explosiva grandes cantidades de trombina y fibrina (MacFarlane RG, 1994).

Figura 2. Factores de coagulacion
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La activacion de la plagueta altera la permeabilidad de la membrana y permite la
entrada del calcio y la salida de sustancias quimiotécticas, que atraen a los
factores de la coagulacion a su superficie. Al mismo tiempo se liberan factor V' y
fosfolipidos acidos, que aportan el complemento necesario para el proceso de la

coagulacion (Pérez-Gémez F et al., 2006).

Las investigaciones para contrarrestar la tendencia a la trombosis se han dirigido a
inhibir los factores por los que transcurre la cascada (factor tisular, factor X,
protrombina o trombina) o contrarrestar otros factores importantes como el VIII.
Las investigaciones para inhibir el factor tisular-factor VII aiin contindan sin haber
alcanzado resultados que permitan su utilizacién en la clinica. Los estudios en
fase Il-1ll para inhibir el factor X o la trombina son mas prometedores, aunque
estudios recientes con un inhibidor de la trombina (ximegalatran) se suspendieron

por toxicidad hepatica6 (Pérez-Gémez F et al., 2006).

El factor VIII, aun sin formar parte de la ruta principal de la cascada, es un factor
muy importante y su inhibicion mediante las diferentes formas de heparina fue y
sigue siendo utilizada con éxito por su facil control y escaso riesgo hemorragico.
Sin embargo, la obligada administracion parenteral y el insuficiente efecto
antitrombdtico en determinados procesos limitan su aplicacion (Pérez-Gomez F et
al., 2006).

4.5.1. Fibrindlisis

La destruccién del coagulo es necesaria porque una vez cohibida la hemorragia e
iniciada la reparacion de la ruptura vascular que la ocasion0d, es necesario el
restablecimiento de la permeabilidad vascular que por efecto de éste estuvo
estrechada u ocluida. Este es el fundamento de la fibrindlisis. La fibrindlisis

consiste en la ruptura de la red de fibrina por despegamiento de los filamentos y



su posterior fragmentacion con lo que el coagulo se disuelve. Esta accion se debe
a una pro enzima proteolitica, el plasminégeno que por accién de activadores se
transforma en enzima activa, la plasmina. El plasminégeno se activa de una forma
intrinseca (por el factor Xll activado en la coagulacién), y de forma extrinseca por
una proteina liberada por tejidos (activador tisular del plasmindégeno. La préstata,

pancreas, los tubulos renales son ricos en el) (Fisbach DP, Fogdall RP 1985).

4.6. TOXINAS BIOLOGICAMENTE ACTIVAS

Las Fosfolipasas A2 (PLA2s E.C. 3.1.1.4) son ubicaciones enziméticas que
catalizan la hidrélisis de los sn-2 acil uniones de sn-3 fosfolipidos (van Deenen y
Haas, 1963). Estas enzimas son mediadores celulares normales y estan
relacionadas en muchas respuestas como; inflamacion, homeostasis, hemorragias
y otros. De esta manera muchos venenos de vertebrados e invertebrados tienen
toxinas PLA2s que producen miotoxicidad, induccion de edema, inhibicion de la
coagulacion y otras respuestas. Sobre las bases de las estructuras primarias, esas
toxinas fueron las primeras clasificadas como PLA2 clase |, o como clase I,
encontradas en las familias de las serpientes Elapidae, Viperidae, Crotalidae.
(Vallentin y Lambeau., 2000).

Los sitos cataliticos de las PLA2 de clase | y clase Il presenta una posicion
altamente conservada de &cido aspéartico en la posicion 49 (Asp 49), el cual esta
intimamente relacionado en la union del ion metalico de Calcio. El ion Calcio juega
un papel esencial en el mecanismo catalitico de las enzimas. Sin embargo,
algunas de las PLA2 en el veneno tienen un amino&cido sustituido tal como Lis49
en vez de Asp49 en los sitios de uniones del ion calcio y evolucionado en toxinas

independientes de hidrolisis fosfolipidicas para ejercer sus funciones.

4.6.1. Toxinas three-finger.



Presentan un corazén central estabilizado por puentes S-S y sobresalen tres loops
del péptido. En apariencia otro grupo de las toxinas del veneno de cobras con una
actividad biologica completamente diferente (las “cardiotoxinas™ o citotoxinas)
presentan una similar arquitectura molecular como las de a-neurotoxinas three-
finger. Interesante relacion en términos de actividad estructural y para un

entendimiento de la evolucion molecular (Fry, et al; 2003).

Blogueadores de canales del i6n calcio.

Estos componentes se descubrieron en el veneno de la mamba negra, para medir
su actividad sobre musculo aislado, unos 60 residuos de péptidos fueron aislados
y llamados calciceptinas. Ellas estan en la clase de toxinas generales three-finger.
Esos péptidos se unen a canales de calcio tipo L, probablemente reconoce el sitio
1,4-dihidropiridina. Las calciceptinas no afectan los canales de calcio tipo N o tipo
T (Garcia MC, et al.2001).

Cardiotoxinas.

El veneno de las cobras fue muy conocido por sus efectos cardiovasculares “in
vivo™ y por causar dafio directo a preparaciones cardiacas aisladas. Las fracciones
de proteinas muestran tal actividad y por esta razon son llamadas “cardiotoxinas”
tales fracciones podrian lisar las células particularmente eritrocitos y también por
eso se las conoce como “citotoxinas.” las cardiotoxinas purificadas mostraron ser
homologas en tamafio y estructura a las a-neurotoxinas de cadena corta (Wang
CH, et al. 2005).

4.7. Venenos de Micrurus.



La mayoria de los componentes del veneno estan concentrados en un rango de
peso molecular entre 6 y 16 kDa. Esto fue comprobado en la especie M. spixii,
donde las proteinas fueron corridas en SDS-PAGE (Oliveira et al., 2003). La
caracterizacion de los componentes del veneno se habia dificultado hasta ahora,
debido a la poca cantidad de veneno, para los estudios de quimica de proteinas.
Por medio de la clonacion abundante de cDNA de las glandulas venenosas
permitio el inicio de la caracterizacion, (Ho et al., 1995,1997). De esta manera se
comprueba que M. coralinus expresa una composicion homologa de PLA2s de
119 residuos de aminoéacidos (Oliveira et al., 2003). Observaciones clinicas
muestran que estas mordeduras presentan efectos principalmente neurotéxicos, y
en algunos casos de envenenamiento, muerte debido a deficiencia respiratoria
(Weis and Mac Isaac, 1971; Ramsey et al., 1972; Vital Brazil et al., 1976, 1977;
Moussatche y Melendez 1979). Se encontraron tres de cuatro PLA2s (tabla 1 Al,
D5, D6). Tiene una caracteristica de residuo C en la posicién 11, que pertenece a
los puentes disulfuro 11-18 encontrados en toxinas de elapidos. Estos resultados
de la tabla 1 son obtenidos enfocando la busqueda sobre las viboras y no en los
elapidos, B1 muestra una gran similitud (97% idéntico en los fragmentos
secuenciados) con unas PLA2s de Crotalos scutelatus agregando asi con trabajos
previamente reportados que las PLA2s crotélicas carecen de puentes disulfuro 11-
18 (Renetsender et al., 1985). Sobre las bases de una clasificacion secretora
PLA2s (Chandra et al., 2000), los Elapidae pertenecen al grupo I, mientras que los

Viperidae y Crotalidae al grupo Il.

Al mismo tiempo 11 fracciones demostraron actividad de fosfolipasas A2 pero
solamente cinco aparecieron homogéneas pro PAGE (Rosso et al., 1996). La
actividad de PLA2s se demostré al inyectar intracerebroventricular a una
concentracion de 10-3000 ng / ratdon esto para las especies de Micrurus alleni

yaseti 63.88 siendo la mas toxica (tabla 1). Esto fue novedoso que la actividad



enzimatica especifica no fue directamente proporcional a la letalidad como fue en

el caso de M. alleni yaseti (Rosso et al., 1996).

Tabla 1. Composicion de aminoacidos y masa molecular de 5 PLA2 aisladas del
veneno de M. nigrocintus nigrocintus (Mnn) y Micrurus alleni yatesi (May).

AMINO ACIDO

ASPARTIC ACID
THREONINE
SERINE
GLUTAMIC ACID
PROLINE
GLYCINE
ALANINE

Y% CYSTINE
VALINE
METHIONINE
ISOLEUCINE

LEUCINE
TYROSINE
PHENYLALANINE
HISTIDINE

LYSINE
ARGININE
TRIPTOPHAN

TOTAL
M. CALCULADO
M. SDSPAGE

Mnn
57.02

17
(17.05)
8 (7.84)
(5.05)
(5.10)
(3.01)
(7.07)
(5.89)

AN w U »;m

14

(12.87)
5 (5.01)
2 (1.82)
2 (2.05)
7

(7.011)
7 (6.91)
5 (5.12)
4 (4.09)
15

(15.18)
4 (4.11)
3 (2.88)

119.00
13723.00
14000.00

Mnn
58.84

15 (14.98)
(7.71)
(5.83)
(7.07)
(2.01)
(7.00)
(5.13)

U NN NN O 0

12 (10.77)
4 (3.86)
2 (1.91)
2 (2.00)

(6.03)
(5.81)
(4.18)
(3.14)

w ~ oo

11
(10.89)
4 (4.07)
3 (2.91)

107.0
12472.0
12000.0

Mnn 83.01

17 (16.86)
(5.78)
(6.14)
(7.71)
(2.05)
(7.78)
(7.20)

N OO N0 OO

12 (10.24)
4 (4.04)
2 (2.05)
3 (2.79)

(5.82)
(5.82)
(5.24)
(4.08)

H~ 0o O

~N

(6.86)
(3.92)
3 (2.80)

I

110.0
12704.0
12000.0

Fuente: Cortesia (Rosso et al., 1996).

4.8. Dosis letal 50 (DLso)

May 63.88

20 (20.20)
8 (7.71)
6 (6.01)
6 (6.11)
2 (2.01)
8 (8.05)
6 (6.10)

12 (10.47)
3 (2.87)
1 (0.86)
2 (1.92)

(7.14)
(1.92)
(4.06)
(2.17)

N BN

11 (10.88)
3 (3.11)
2 (2.12)

105.0
11597.0
11000.0

May 72.65 PLA2

20 (20.08)
12 (11.54)
8 (7.91)
12 (12.17)
4 (4.04)
8 (7.97)
8 (8.02)

14 (13.01)
4 (3.98)
2 (1.94)
4 (4.01)

8 (7.89)
2 (1.95)
4 (4.09)
4 (4.02)

8 (8.17)
4 (3.88)
4 (3.81)

130.0
14475.0
15000.0

15-23
3-9
3-9
5-13
3-6
6-11
8-11

12-14
2-5
1-3
2-9

3-8
7-11
2-4
1-4

5-11
2-9
0-3

120



La dosis letal 50 es la cantidad en miligramos de producto toxico, sea de origen
quimico o bioldgico, que al ser aplicado a una poblacion experimental,
generalmente roedores, causa, en un periodo determinado de tiempo y en funcién
de la naturaleza quimica del agente, la muerte del 50% de la poblacion. Dado que
la dosis letal depende del peso corporal del animal, los resultados se expresan en
términos de miligramos de toxico por kilogramo de peso del animal, o en su
defecto en microgramos por gramo. Es necesario tener en cuenta que el valor de
la DLso es inversamente proporcional a la letalidad del veneno lo cual nos indica
gue en concentraciones minimas se puede producir un gran dafio incluso la
muerte (Yasno-Varila 2005). Para determinar la DLso del veneno de la especie
Micrurus calculada en ratones Mus musculus, con un peso entre 18 y 20 g, se
toman unos rangos que van desde 0.1y 1.7 ug-g (Da Silva, Jr. y Aird, 2001),

estas dosis ya han sido calculadas para otras Micrurus.

4.9. Mus musculus como Biomodelo experimental

La experimentacion animal se define como una actividad que tiene como mision
evidenciar y aclarar fendmenos biol6gicos sobre especies animales determinadas.
El animal de experimentacion es una de las piezas fundamentales en la
biomedicina, tanto en los proyectos de investigacion como en las pruebas
diagnésticas y en los controles de los productos farmacoldgicos. Siendo los
roedores los mas utilizados (95%) del total de los animales experimentales, su facil
manejo y cuidado, asi como su capacidad reproductiva, el tamafio y el tiempo
generacional, ha permitido conseguir una variedad de cepas, con diferente
sensibilidad a las técnicas no solo de reproduccion, sino a las condiciones
experimentales, donde las caracteristicas genéticas de algunas cepas ha servido
para expresar condiciones similares a diferentes patologias del humano y ha
permitido dilucidar los mecanismos para entender mejor y combatir dichas

patologias. De los roedores, la rata y el ratdbn superan en nimero a otras especies



como el hamster y el cobayo, también utilizados en la experimentacién animal.
Ademas, el raton y la rata reaccionan facilmente ante cosas o situaciones nuevas
y su docilidad les permite una facil manipulacion. Por otra parte, el bienestar que le
proporciona las condiciones sanitarias de un laboratorio tiene como consecuencia
la reduccion del desasosiego (estrés) disminuyendo asi los errores en los
resultados de la investigacion (seminario Ofidismo. Estudiantes de Veterinaria.
Universidad del Tolima).

En el presente estudio se utilizo como modelo experimental el raton por su facil
manejo y porque nos permite ahorrar una buena cantidad del veneno ya que en

este género Micrurus la cantidad del veneno es muy poca.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. DISENO DE LA INVESTIGACION



Se utilizé el veneno total de dos individuos de Micrurus clarki. Estas serpientes se
encuentran en cautiverio en el Serpentario del Centro de Investigaciones
Biomédicas de la Universidad del Cauca (CIBUC).

Estudio experimental “in Vivo™.

Factor de disefio: concentracién 1.96ug de proteina / pl del veneno de serpiente
Micrurus clarki.

Niveles: Concentracion del veneno de serpiente Micrurus clarki. (25ul, 50pul, 75ul,
100pl), disuelto en 0.5mL de solucién salina.

Unidad de respuesta: presencia o ausencia de placas hemorragicas a nivel de la

dermis en los ratones.

5.2. OBTENCION DEL VENENO

Para obtencion de los venenos se realizaron las extracciones de los mismos
siguiendo el método de Ayerbe y Guerrero (2002), que consiste en sujetar la
serpiente por la cabeza, posteriormente se procede a abrir la boca exponiendo sus
colmillos para colocarles los capilares y por ultimo se masajea las glandulas del
veneno con los dedos, luego se congela a -25°C, y se liofiliza. Para determinar la
concentracion final de veneno se utilizé el método de (Bradfort et al. 1951). Para lo
cual se paso el contenido del capilar a un tubo eppendorf formando el pool de
veneno, al cual se le calcul6 el volumen total (Vt). Posteriormente se adicion6 10 ul
de veneno y 490 ul de solucién salina fisiol6gica (0.9%) en una cubeta de cuarzo y
se lee al espectofotometro a 280 nm. Finalmente se aplica la ecuacion de

concentracion final del pool de veneno que se describe a continuacion:

5.3. Concentracion final del veneno.



CFV (mg/ml) = (Azs0) (Fd) (Vt)
Donde:
CFV: Concentracion final del pool de veneno
Azso: Absorbancia a 280 nm.
Fd: Factor de dilucion.
Vt: Volumen total del pool (Guerrero, 2002).

5.3.1 Cuantificacion de proteina mediante el método de Bradford.

Procedimiento: Se disuelve 100 mg de azul brillante de coomasie G 250 en 50mi
de etanol al 95% y afiadird 100 ml de acido fosforico (H3PO4) 85% (wv). Se
diluird a un litro cuando el colorante se haya disuelto completamente. Antes de

utilizar el reactivo filtre en papel Whatman No 1.

Ensayo: Diluir la muestra de proteina a cuantificar para obtener una concentracion
entre 5 a 100 ug en un tubo ependorf en una cantidad de al menos 100 ul de la
solucion de proteinas. Preparar “estandares” que contengan un intervalo de 5 a 10
ug de proteina (se recomienda albumina o gama globulina) en un volumen de 100
ul. Afadir 5ml de colorante e incubar por 30 minutos, medir la absorbancia a 595
nm (Bradford M.M; 1976).

5.4. DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL 50 (DLso)

Para realizar la DLso se empled la técnica de Molidengo modificada por Carlos
Sevcik (1987), utilizando 13 ratones Mus musculus, machos y hembras con un
peso entre 12 y 15 g. A cada ratén se le aplicé una inyeccioén I.P. del veneno de
serpiente Micrurus clarki. Los efectos se observaron en un tiempo de 30 minutos,
en el cual el raton puede morir 0 no. Los resultados obtenidos se sometieron a

analisis estadistico no paramétrico, mediante el calculo de la mediana con el



método de Hodges y Lehmann con el programa estadistico Toxico. Sevcik (1998).
Se partird de una dosis letal conocida para el género Micrurus, el rango esta, entre
0.1y 1.7 pg de veneno/g (Da Silva, Jr. and Aird, 2001).

5.5. Determinacion de la Dosis Letal 50 (DLso) del veneno de Micrurus clarki.

La siguiente prueba se realiz6 con el fin de establecer el grado de letalidad del
veneno de Micrurus clarki, el valor obtenido indico que al aplicar esa dosis a una
poblacién de ratones existe la probabilidad de que muera el 50% de la poblacién y
sobreviva el otro 50%. Para la realizacion de la prueba de DLso de Carlos Sevcik,
es indispensable partir de una DLso conocida o sugerida. Para nuestro trabajo
tomamos una dosis letal igual a 1ug-g (g=gramo-raton), este valor se multiplica por
el peso del ratén en g, el valor obtenido se dividié por la concentracién del veneno
que se encuentra disuelto en solucion salina, el resultado obtenido en pl es la
cantidad que se aplico al raton via intraperitoneal I.P. A continuacion, se realizaron
las observaciones del efecto del veneno en un tiempo de 30 minutos, si el ratdn
muere (+), se resta el valor de la constante 0,04, si el raton vive (-), le sumamos
este valor. Los valores obtenidos se muestran en la tabla 2. El nimero de ratones
empleados depende de la constancia de que al sumarle el valor de 0,04 muera un

raton o al restarle este valor viva segun Sevcik (1987).

5.6. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados son presentados como la media + desviacion estandar (DE) y un
intervalo de confianza del 95%. Para la DLso la mediana obtenida con el método de
Hodges y Lehmann. Elementos promediados 91, valores obtenidos a través del
paquete estadistico de Carlos Sevcik (1998).



5.7. EFECTO HEMORRAGICO

Fundamento

La actividad hemorragica resulta de la accion de metaloproteinasas de los
venenos en la membrana basal de capilares y vénulas, lo que ocasiona la ruptura
de la integridad de estos microvasos sanguineos y la consecuente extravasacion;
este efecto es caracteristico de venenos de serpientes de la familia Viperidae. La
actividad hemorragica se determino en la piel de roedores, se utilizaron ratones,
inyectados con soluciones de veneno por la via intradérmica. Luego de una hora,
se sacrificaron los ratones, se removi6 su piel y se midié el area hemorragica en la
superficie interna de la piel. La actividad se expresa como la Dosis Hemorragica
Minima, que corresponde a la cantidad de veneno que induce un &rea

hemorragica de 10 mm de diametro una hora después de la inyeccion.

Para lo cual se inyect6 via intradérmica I.D., tres grupos de tres ratones machos,
con peso (18-20 g) con diferentes dosis de veneno (25 pul, 50 pl, 100 pl), disuelto

en 0.5 mL de solucion salina (Gutiérrez et al., 1985).

Procedimiento

(1) Preparar soluciones conteniendo diferentes concentraciones del veneno a
probar, utilizando solucién salina como diluente. Inicialmente se recomienda

trabajar con concentraciones en el ambito ente 1 ug/mL y 200 ug/mL.

(2) Inyectar 0.5 mL de cada solucién por la via intradérmica, en la region
abdominal, a grupos de 3 ratones. Un grupo adicional de 3 ratones se inyecto con

0.5 mL de de solucion sin veneno (grupo control).



(3) Sacrificar los ratones mediante inhalacion de éter una hora después de la

inyeccion.

(4) Remover la piel y medir el area hemorragica en la superficie interna. Los

ratones control inyectados con PBS no deben presentar lesibn hemorragica.

(5) Determinar el diametro de la lesion hemorragica midiendo con una regla.

5.8. ACTIVIDAD COAGULANTE

Fundamento

Muchos venenos de serpientes contienen enzimas que actian directamente sobre
el fibrinbgeno (serina proteinasas ‘tipo trombina’), o sobre el factor X
(metaloproteinasas) o0 sobre la protrombina (serina proteinasas o
metaloproteinasas). El resultado de la accidon de estas enzimas es la coagulacion
del plasma o, en el caso de las enzimas ‘tipo trombina’, la coagulacién tanto del
plasma como de las soluciones de fibrinégeno. La actividad se determina midiendo
los tiempos de coagulacion del plasma o del fibrin6geno luego de agregar diversas
concentraciones de veneno, por condiciones de laboratorio se opto por medir el

tiempo de sangria para determinar esta actividad.

Procedimiento

Se procedié mediante el método de (Alvarado y Gutiérrez, 1985), para la cual se
inyectaron via I.P., cuatro grupos de tres ratones machos, con peso (18-20 g) con
diferentes dosis de veneno (25 pl, 50 pl, 75 ul, 100 pl), disuelto en 0.5mL de
solucién salina, un grupo adicional de 3 ratones se inyecto con 0.5 mL de de
solucion salina sin veneno (grupo control). Luego de una hora, se limpi6 la zona de
la almohadilla plantar del raton y posteriormente se pinché con una lanceta a una

profundidad de 3-4 mm, y con un papel filtro en periodos de 15 segundos se limpid



la herida, teniendo cuidado de no dafiar el boton plaquetario, hasta que el ratén
deje de sangrar y se anota los tiempos que se demore el ratdn en sanar, luego de

esto, se sacrificaron los animales por inhalacion de éter.
6. RESULTADOS
6.1. Obtencion y cuantificacion del veneno en mg de proteina

Figura 3. Cuantificacion de las proteinas del veneno
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Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 2. Concentracion vs Absorbancia

Concentracién mg/ml (albumina) Absorbancia
0,04 0,028
0,1 0,041
2,0 0,136
3,0 0,188

Fuente: Elaboracion propia.
Concentracion del veneno 1,014mg-ml

Volumen del veneno en solucién salina= 0,5ml, toma 0,1ml de veneno se lleva a
0,5ml

Concentracion del veneno = 1.96pug-pl
Peso del ratén # 1 =129¢g
Dosis inicial =1 ug-g
lpug-g x 129g¢g =129 ug

129ug + 1,96 ug-pl =6,6 ul Cantidad de veneno que se inyecta via (i.p)
Corresponde a la dosis de 1ug-g.

6,6 Wl + 129g =0,5102

0,5102 Log = -0,3 como el ratdbn muere con esta dosis le restamos el

Valor de 0,04, obtenemos el valor -0,3310.



0,3310 antilog = 0,466.
0,466 x 13,6(peso del raton #2)= 6,3 ul cantidad a inyectar de veneno ratbn  #2
6,3 ul x 1.96ug-pl =12,4ug

12,4ug + 13,6 g (peso raton #2) = 0,91 ug-g Dosis inyectada al raton #2.

Tabla 3. Valores obtenidos para la DL-50 del veneno total

MUERE
PESO CANTIpl  DOSIS ug/g +/VIVE- log-> antilog&
RATON1 12,9 6,6 1 MUERE 0,5102-0,3
RATON2 13,6 6,3 0,91 VIVE 0,46<-0,3310
RATON3 12,3 6,2 0,99 MUERE 0,508¢0,294
RATON4 14,1 6,4 0,9 VIVE 0,464-0,337
RATONS5 14,4 7,2 0,97 MUERE 0,49754-0,2988
RATON6 13,1 5,9 0,89 MUERE 0,456¢0,341
RATON7 13,9 5,7 0,8 VIVE 0,41<0,386
RATONS 12,8 5,7 0,88 MUERE 0,45¢-0,347
RATON9 14,7 5,9 0,79 VIVE 0,406<0,391
RATON 10 13,2 5,8 0,86 MUERE 0,44¢-0,356
RATON 11 12,7 5 0,78 VIVE 0,44€-0,397
RATON 12 14,2 6,1 0,84 MUERE 0,434-0,364
RATON 13 14,4 5,6 0,76 VIVE 0,4€-0,39

Fuente: Elaboracion propia.

En el presente trabajo se obtuvo un una DLso de 0,87 pg/g para el veneno de la
serpiente Micrurus clarki. Siendo este el primer registro para esta especie,
Mediana obtenida con el método de Hodges y Lehmann: El limite de confianza
95% mediana 0,835-0,915 elementos promediados: 91 valores obtenidos a través
del paquete estadistico toxicon de Carlos Sevcik (1998).



Tabla 4. Valores obtenidos de algunas DL-50 de Micrurus sp.

Taxa i.m. i.p i.v
Micrurus albicinctus 0,8 0,7 0,5
M. corallinus 0,2 0,09 0,04
M. hemprichii ortoni 2 1,7 1,5
M. brasiliensis 0,7 0,6 0,5
M. baliocoryphus 0,6 0,5 0,4
M. spixii obscurus 1,2 0,9 0,8
M. spixii spixii 0,7 0,4 0,2
M. ibiboboca 1,8 1,5 1,2
M. altirostris 0,6 0,5 0,3
M. altirostris 0,7 0,5 0,2
M. frontalis 0,8 0,6 0,5
M. frontalis 0,7 0,6 0,4
M. pyrrhocryptus 0,7 0,6 0,5
M. I. lemniscatus 0,5 0,4 0,2
M. I. carvalhoi 0,7 0,5 0,3
M. I. helleri 0,4 0,2 0,1
M. s. surinamensis 0,8 0,6 0,4

M. s. surinamensis 0,6 0,4 0,2



M. clarki 0,87

B. moojeni 4,7

Fuente. Adaptada de (Da Silva, Jr. y Aird, 2001). Valores tomados en ug/g de
peso. Valores pequefios indican una gran toxicidad.

6.2. Signos de envenenamiento y tiempos de observacion en la DL50.

Tabla 5. Signos de envenenamiento vs tiempo en horas (h)

% (h) %(h) 1 (h) 24 (h) 48(h)

SIGNOS DE ENVENENAMIENTO

SIALORREA 3/13 9/9 6/6 0/6 0/5
HIPERHIDROSIS 0/13 9/9 6/6 0/6 0/5
DIFICULTAD RESPIRATORIA 4/13 9/9 3/6 2/6 0/5
EXITABILIDAD 13/13 0/13 0/9 0/7 0/5
SOMNOLENCIA 0/13 4/13 9/9 7/7 0/5
LAGRIMACION 4/13 9/9 6/6 1/6 0/5
ONDULACIONES DE LA COLA 0/13 4/13 3/6 1/6 0/5
ATAXIA (marcha erratica) 3/13 4/13 5/6 1/6 0/5

CONVULCIONES 0/13 4/13 4/6 1/6 0/5



MOV ESPASTICOS 0/13 4/13 3/6 1/6 0/5
DISTENCION 13/13 9/9 6/6 0/6 0/5

MUERTE 0/13 4/13 3/6 1/6 0/5

Fuente: Elaboracion propia.

6.3. MANIFESTACIONES CLINICAS DEL ENVENENAMIENTO

Figura 4. Pilo ereccion, distension abdominal, hipotermia

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 5. Midriasis, efectos simpatoliticos colinérgicos.



Fuente: Elaboracion propia.

Los efectos simpatoliticos colinérgicos muestran pequefias evidencias de la
participacion de la ingesta del i6n calcio intra o extracelular mejorando la
neurotransmision en células de mamiferos. Zut et al. (1999) postularon que la
ausencia de calcio extracelular disminuye la ingestion del L-glutamato mejorando
la remocién del i6n Calcio externo en los sinaptosomas promoviendo la
despolarizacién de la membrana sinaptosomal y la consecuente activacion de los
canales de sodio voltaje dependientes (VDSCs) puesto que son sensibles a la
tetrodotoxina (TTX) (Cecchini et al., 2005). Los iones de calcio extracelular no
interfieren significativamente con ingestion 3H-L-glutamato, el veneno no ejerce
este efecto inhibitorio de la ingesta del 3H-L-glutamato por los sinaptosomas
cortico-cerebral de la rata (RCCS) en ausencia de ion calcio extra-celular. De esta
manera la ausencia o disminucién del ion calcio extracelular, suspende la actividad
de las toxinas, asi las PLA2s necesitan calcio en concentraciones micromolares,
para ejercer sus actividades enzimaticas. Inactivacion irreversible de las PLA2s
por la alkilacion de bromo fenacil bromidio (BPB) es usada para suprimir
completamente sus actividades cataliticas, toxicidad central y consecuentemente

actividad epileptogénica (Dorandeu et al., 1998).



Figura 6. Movimientos Espéasticos en manos y pies, posteriormente tonico crénico

generalizados, precedidos por periodos de apnea tres a cuatro veces por minuto.

Fuente: Elaboracion propia.

El veneno de M. lemniscatus carvalhoi produce un bloqueo neuromuscular e
inhibe la respuesta para agonistas colinoreceptores de Ach, sin afectar las
respuestas para KCL, en preparaciones musculares de pollo. Estos resultados
sugieren que el veneno actua preferencialmente en receptores nicotinicos post-
sinapticos, interfiriendo con la transmisién neuromuscular sin afectar membranas
musculares adyacentes (Serafin et al., 2002).

Figura 7. Produce una tetania por la no recaptura de Ach.

Fuente: Elaboracién propia.



Ademas, es importante para investigar el modo de accién de venenos de cada
especie y subespecie de Micrurus porgque la mayoria de los efectos predominantes
es la inhibicion de los colinoreceptores (Vital-Brazil, 1987; Vital-Brazil y Vieira,
1996).

Figura 8. Comezodn generalizada, disfuncion urinaria

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 9. Complicaciones a nivel del sistema nervioso central.




Fuente: Elaboracién propia.

Esto se ve reflejado por equilibrio alterado, confusibn mental, apnea,
somnolientos, letargicos. Las PLA2s juegan un papel relevante en eventos como
dafo neuronal (Bazan et al., 1995). Altos niveles de L-glutamato en la hendidura
sinptica tiene considerables consecuencias como sintomas de enfermedades
convulsivas y perturbacion nerviosa (Miller et al., 1997). Ademas La neurotoxicidad
es un factor prominente para la letalidad del veneno (Cecchini et al., 2005). Esta
bien establecido que la actividad participante de la PLA2s en eventos que resultan

en dafio neuronal (Kolko et al., 1996).

Figura 10. Movimientos de la cola pocos minutos antes de morir.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 11. Infiltrados hemorragicos difusos.



Fuente: Elaboracion propia.

Infiltrados hemorragicos difusos presentes en la pleura y parénquima pulmonar,
hipertrofia de camaras auriculares, ademas de derrame pericardico por liquido del
pericardio y miocardio porque el corazdén esta edematizado. Estudios mas
recientes han determinado que el veneno de estas serpientes M. frontalis, M.
brasiliensis, M. baliocorypus, M. pyrrhocryptus y M. lemniscatus causa dilatacion
visceral, pulmonar y hemorragia subendocardial, cuando se inyecta a los ratones
via i.v. (da Silva, sin publicar). Ratones inyectados con proteinas de M. frontalis
causan dilatacion toraxica, hemorragia pulmonar y abdominal y sangrado urinario
(Cecchini et al., 2005). En este trabajo no se reportaron sangrado urinario, ademas
la dilatacion pulmonar y la hemorragia subendocardial se producen cuando se
inyecto a los ratones via i.p.



Figura 12. Lisis de las paredes intestinales

P Y® T

Fuente: Elaboracién propia.

Lisis de las paredes intestinales, se observa hipersecrecion intestinal, dilatacién
de las asas intestinales, pared muy delgada y brillante con burbujas en su interior

exceso liquido.

Figura 13. Higado con textura sélida a gelatinosa friable, con manchas a un lado

del 6érgano.

Fuente: Elaboracién propia.



Figura 14. Dafio a nivel del rifidn por posible accion de las metaloproteinasas.

Fuente: Elaboracion propia.

6.4. RESULTADOS DEL EFECTO HEMORRAGICO.

Tabla 6. Actividad Hemorréagica.
DOSIS HEMORRAGICA

RATONES MINIMA (DHM) Dosis pg/g
GRUPO CONTROL
Raton 1 4 0
Raton 2 3 0
Raton 3 3,5 0
GRUPO 1 (25 pL)
Raton 1 3 0,52
Raton 2 3,5 0,52
Raton 3 4 0,52
GRUPO 2 (50 pL)
Raton 1 4 5,2
Raton 2 4 5,2
Raton 3 3,5 5,2
GRUPO 3 (100 pL)
Raton 1 5 9,8

Raton 2 4 9,8



Raton 3 4,5 9,8

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 15. Grupo control para efecto hemorragico.

Fuente: Elaboracién propia.

Figura 16. Placa hemorragica con veneno 5.2 ug/g.

Fuente: Elaboracion propia.

Placas hemorragicas no mayores de 5 milimetros



Figura 17. Placa hemorragica con veneno
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s

Fuente: Elaboracion propia.
6.5. Actividad Coagulante

Tabla 7. Tiempos de Sangria

TIEMPOS DE o Prueba
GRUPO CONTROL  SANGRIA Desviacion s
(min) Promedio estandar (t)
Raton 1 1,25
Raton 2 1,13 1,207 0,067 2,780
Raton 3 1,24
GRUPO 1 (25 L)
Raton 1 1,45
Raton 2 2,05 1,837 0,335 0,058 5,386
Raton 3 2,01
GRUPO 2 (50 pL)
Raton 1 1,48
Raton 2 1,26 1,407 0,127 0,010 9,724
Raton 3 1,48

GRUPO 3 (75 pL)



Raton 1 1,48

Raton 2 1,30 1,440 0,125 0,010 11,647
Raton 3 1,54
GRUPO 4 (100 pL)
Raton 1
Raton 2 1,48
Raton 3 1,36 1,420 0,085 0,006 18,338

Fuente: Elaboracion propia.
En el presente trabajo se obtuvo un incremento en el tiempo de sangria para los

grupos que se aplico el veneno, mirando un aumento a medida que la
concentracion se va acrecentando dandonos a conocer de esta manera la
posible Actividad de tipo Coagulante. El valor de T para un intervalo de confianza
del 95% (P < 0.05) valor critico de | t | para valores de p con cuatro grados de
libertad (2.78).

Figura 18. Proceso para la actividad coagulante.

_A__

Fuente: Elaboracion propia.
Tabla 8. Actividades toxicas inducidas por el veneno de Micrurus clarki.

Letalidad
DLso: Dosis Letal 50 (ug/g) Raton 0,87 (0,835-0,915)
DHM: Dosis Hemorragica Minima (ug/g) 0
DCM: Dosis Coagulante Minima (ug/g) 5,2 +(0,13)



Fuente: Elaboracion propia.

Figura 19. Media grupo control vs desviacion estandar grupos con veneno.
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Fuente: Elaboracion propia.



7. DISCUSION

En el presente trabajo se realizaron cuatro estudios, primero determinacion de la
concentracion de proteina indispensable para realizar cualquier tipo de ensayos
biolégicos, segundo determinacion de la Dosis Letal 50, tercero caracterizacion de

la Actividad Hemorragica y cuarto caracterizacion de la Actividad Coagulante.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA

Para el presente trabajo se encontrd que la concentracién de proteina presente en
el veneno de Micrurus clarki es de 1,014mg-ml, este resultado esta dentro de los
rangos obtenidos por (Bolafios et al., 1975) y una cantidad de proteina extraido
por ordefio igual a 4.9 mg/ ml. Conjuntamente Cecchini et al 2005 encontré una

cantidad de veneno aproximadamente de 7 mg/ml extraido por ordefio.

DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL 50

La determinacion de la Dosis Letal 50 para Micrurus clarki es de 0.875 ug-g. Es el
primero que se reporta para la especie Micrurus clarki, y no varia de los valores
obtenidos para las serpientes del genero Micrurus. Son extremadamente toxicos
ya que produce un blogueo a nivel de placa motora terminal con efectos pre y, o
post-sinapticos (da Silva, Aird, 2001), en la tabla # 4, se comparan diferentes DLso

de serpientes Micrurus y se puede observar que la toxicidad es inversamente



proporcional a la cantidad de veneno inyectada en los especimenes de lo cual

podemos concluir que la DLso entre menos cantidad se inyecte es mas letal.

En cuanto a la letalidad del veneno de Micrurus clarki podemos observar un alto
grado en comparacién con otras familias de serpientes (Viperidae, Crotalinae) esta
letalidad se podria dar por el tamafio de los animales, puesto que al no ser tan
robusto, la evolucion los favorece potenciando el efecto del veneno y de esta

manera compensar el tamarfio de su cuerpo.

Aunque la preferencia de presas incide directamente en la letalidad del veneno de
esta forma la serpiente Micrurus clarki deberia tener una alta letalidad con
respecto a la presa de su preferencia, este tipo de estudios no se han llevado a
cabo en este aspecto podriamos tomar como referencia su DLso para ratones la
cual es muy toxica en comparacion con otra especie de Micrurus (M. frontalis, M.
pyrrhocryptus, M. spixii) que son preferentemente ofiéfagos, ademas algunas de
estas taxas tienen a los anfibios como preferencia secundaria (Da Silva et al.,
2001), de esta manera son dosis letales muy cercanas y ademas estan

relacionadas con la preferencias de presas.

El veneno de cada especie de serpiente presenta efectos particulares, los cuales
dependen de la especificidad de presas que consuma, esto se debe a su
distribucion geografica por ende es importante que la letalidad del veneno se

evalle dependiendo del su region.

Otro camino para analizar la susceptibilidad del veneno de la serpiente coral es
clasificar la taxa de Micrurus concedido para el conocimiento de preferencia de
presas. La clasificacion de la preferencia de presas de las especies de Micrurus

son incompletas pero se basan en conocimientos actuales (da Silva, Aird. 2001).



Caracteristicas comunes tales como variabilidad en algunas actividades biologicas
entre el veneno de diferentes especies de Micrurus han sido demostradas en
estudios comparativos (Gutiérrez et al., 1983, 1992., Air and Da Silva 1991, Tan
and Ponnudurai, 1992., Alape-Girdn et al., 1994).

CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD HEMORRAGICA

Para el ensayo de la actividad Hemorragica se demostré que el veneno de
Micrurus clarki no presenta actividad local, al igual que la serpiente Micrurus
pyrrhocriptus (Da Silva et al.,, 2001). En cuanto a las PLA2s del veneno de
Micrurus, son escasos los estudios que se han realizado debido a la cantidad
minima de veneno obtenida por ordefio (Cecchini et al 2005), No obstante algunas
especies presentan actividad hemorragica (mediante ensayos experimentales)
como los encontrados en la serpiente Micrurus nigrocinctus que causa fuertes
hemorragias pulmonares e intestinales en ratones (Moussatché et al., 1976; y
Gomez-Leiva., 1978). Conjuntamente Sanchez et al. (1992) No encontrd actividad
hemorragica o necrotica en el veneno de M. frontalis de Minas Gerais, cuando se
ensayaron en ratas, y en humanos no han sido reportadas las actividades
hemorragicas por envenenamiento de serpientes Micrurus de sur América,
(Ayerbe, en comunicacion personal manifiesta que las serpientes Micrurus no
presentan actividad hemorragica para pacientes con mordedura micrurica, esta

propiedad es netamente de las serpientes de la familia Viperidae).

Sorpresivamente el veneno de Micrurus albicinctus, Micrurus, fulvius, Micrurus
nigrocinctus y Micrurus multicinctus mostro un 13 % de la actividad del veneno de
Bothrops moojeni y la actividad de la serpiente Naja naja (cobra comun) de la
familia Elapidae supera el porcentaje de esas serpientes Micrurus (da Silva y
Aird., 2001).



Los componentes bioquimicos y farmacolégicos del veneno aislado de las
serpientes de coral no son bien documentados. Después de los primeros intentos
para purificar las proteinas del veneno (Ramsey et al., 1971), solamente dos
PLA2s han sido caracterizadas del veneno de Micrurus fulvius microgalbineus y
Micrurus nigrocintus nigrocintus (Possani et al., Arroyo et al., 1987),
posteriormente, se ha realizado un estudio cromatogréafico comparativo del veneno
de serpientes corales Brasileras (Da Silva et al., 1991), desde el punto de vista
inmunoquimico, los venenos de Micrurus Yy otros Elapidos contienen algunos

componentes cross-reacting (Minton, 1979., Alape-Giron et al., 19994).

Casi todos los venenos de Micrurus tienen una alta actividad de PLA2s pero
diferentes lineas para otras enzimas (Aird and Da Silva, 1991., Tan and
Ponnudurai., 1992). Por ejemplo: algunos de esos venenos tienen actividad in vitro
anticolinesteraza y anticoagulante (Kumar et al.,, 1973., Tan and Ponnudurai,
1992., Alape-Giron et al., 1996). Resientes estudios también han rebelado que los
efectos toxicos del veneno PLA2s no pueden ser facilmente correlacionada con su
actividad catalitica, sugiriendo que podria especificamente unir a proteinas
blancos (Valentin et al., 1999).

CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD COAGULANTE

En el ensayo de la Actividad de Coagulacion, se halla un aumento significativo en
el tiempo de sangrado Tabla 7, corroborando de esta manera con los estudios
realizados por (Rosso et al., 1996., Silveira-de-Oliveira et al., 2000., de Oliveira et
al., 2003., Cecchini et al 2005), el cual realizo estas pruebas con serpientes del
genero Micrurus. Existiendo una correlaciéon con el tiempo de sangria para los

ratones control.

Tabla 9. Actividades enziméaticas de Micrurus sp.



Tiempos de Actividad Ruptura de Miotoxicidad Edema

coagulaciéon (min) PLA2 liposomas (%) UL (%)

Ejemplos

Ca/PBS 35+0.5 0.00 0.00 365.35+£9.63 9.58+0.58
Tween 2 % -- -- 100.00 -- 0.00

M. lemniscatus >45 38.5+3.5 53.12+1.8 1530.08+101.93 57.8+£1.03
M. frontalis >45 89.9+2.1 59.83+1.2 1858.72+100.56 73.2+1.12
M. surinamensis >45 28.6£3.4 37.23+3.4 1104.85+112.35 80.5+0.89
M. nigrocinctus >45 75.3£1.9 56.02+1.3 2259.10+139.78 93.7%£1.25

Fuente: Tomada de (Cecchini et al 2005).

El veneno de cuatro serpientes corales M. lemniscatus carvalhoi, M. frontalis
frontalis, M. surinamensis surinamensis, M. nigrocintus nigrocinctus fue ensayada
para muchas actividades biologicas. M. frontalis frontalis, M. nigrocintus
nigrocinctus mostré una alta actividad anticoagulante y de PLA2 tabla anterior. La
secuencia de toxinas nos muestra que son similares a las PLA2 tipo | de los
elapidos del viejo mundo y para muchas neurotoxicas post-sinapticas (Rosso et
al., 1996., Silveira-de-Oliveira et al., 2000., de Oliveira et al., 2003). Toxinas PLA2s
son implicadas directa e indirectamente en la formacion de edema (Lomonte et al.,
1993). Sanchez et al (1992) detecté una actividad inductora de edema en el
veneno de M. frontalis comparable con el inducido por sub especies B. alternatus y
C. durissus. Los autores también reportaron que actividades procoagulantes
fibrinoliticas hemorragicas y necréticas fueron ausentes en el veneno de M.
frontalis. El dafo liposomal es una evidencia de gran actividad de PLAZ2s. El
veneno de M. lemniscatus carvalhoi produjo este efecto en una dosis y
manteniendo una temperatura dependiente (Rosso et al., 2005). Este factor
sugiere que la fluidez de de las membranas bioldgicas, son un factor clave para la
actividad enzimatica (Diaz et al., 1991., Soares et al., 2000 a,b, 2001).

Proteasas hemorragicas no han sido aisladas del veneno de la serpiente coral, sin
embargo la hemorragia inducida por fosfolipasas podria ser argumentada por la



accion de 5 -nucleotidasa, una enzima ubicua en el veneno de la serpiente coral,
que inhibe la agregacion plaquetaria inducida por ADP, &cido arquidonico y
colageno y consecuentemente suprime la coagulacion sanguinea sin causar lisis
plaguetaria (Ouyang y Huang, 1983). Mientras eventos genéticos de seleccion
neutral y filogenéticos seguramente influencia la composicién del veneno, entre las
especies de Micrurus examinadas, (M. brasiliensis, M. baliocorypus, M.
pyrrhocryptus, M. frontalis y M. albicintus), la preferencia de las presas parece
ser, un determinante en la composicion enzimatica del veneno (da Silva, Aird,
2001).

La falta de actividad catalitica del veneno para ejercer eficiencia en la actividad
neurotdéxica. Son herramientas atractivas para el desarrollo de agentes
terapéuticos en el estudio de blancos moleculares en membranas celulares
(Cecchini et al., 2005).

Variaciones filogenéticas en la composicion del veneno consisten esencialmente
de eventuales cambios genéticos super impuestos en la preferencia historica de
las presas. Asi la mayoria de las variaciones geograficas probablemente
representen una adaptacion para presas localmente disponibles (da Silva, Aird,
2001).

Los datos de toxicidad del veneno de las Micrurus son letales para un amplio
rango de vertebrados es éptimo para incapacitar a sus presas. Las toxinas no
enzimaticas no son mas letales (Fransis et al., 1997), han co-evolucionado con
componentes enzimaticos la mayoria de los cuales son de baja toxicidad. Porque
los datos de toxicidad que representan principalmente la contribucién de toxinas
no enzimaticas estdn de acuerdo a los datos enzimaticos, es probable que

conclusiones similares acerca de comparaciones composicionales entre los



venenos podrian ser esbozados, permitiendo ensayar toxinas no enzimaticas (da
Silva, Aird, 2001).

A parte de las serpientes que presentan actividad neurotdxica también tenemos
muchos escorpiones y conos de mar, que presentan este tipo de efecto. Tanto en
animales como en humanos ciertos sintomas son predominantes trastorno de los
reflejos, calambres, convulsiones y pardlisis que llevan a la muerte (Guerrero V., J
2002). El veneno de las serpientes esta compuesto por diferentes tipos de toxinas
muchas de las cuales presentan actividad neurotoxica, y son especificas para
diferentes tipos de canales ibnicos esto nos permite tener una amplia gama de

actividades farmacéuticas (Guerrero V., J 2002).

8. CONCLUSIONES

La DLso del veneno total de Micrurus clarki se calculé con el uso de ratones de la
cepa ICR y que correspondio a 0,87 pg/g indicando elevada letalidad del veneno,

puesto que se trabajé con aprox. 20ul de veneno.

Los datos tomados de esta prueba de DLso son los primeros que se dan a conocer
para esta especie Micrurus clarki a la comunidad cientifica, esto puede deberse a
la dificultad para la recoleccidon de estos especimenes, si le sumamos el conflicto
armado que se desarrolla en este pais es complicado acceder a los sitios de
recoleccion para colectar estas serpientes, adicionalmente la poca cantidad de

veneno que producen estas especies al ordefarlas.



Existe una relacion en cuanto a la letalidad de las serpientes M. frontalis, M.
pyrrhocryptus, M. spixii y la dieta de estas serpientes puesto que son de tipo

ofiéfagos.

Muchos de los datos obtenidos en este trabajo, tanto en letalidad como en efectos
clinicos causados, a mas de los ensayos de Actividad Hemorragicas y Coagulante
coinciden plenamente con los obtenidos en trabajos previamente publicados para

otras especies de serpientes del genero Micrurus.

Este veneno no presento actividad hemorragica local como en algunas especies
del genero Micrurus pero si se observo cierta actividad de efectos de fosfolipasa.
Como el producido por el veneno de M. frontalis, M. brasiliensis, M. baliocorypus,
M. pyrrhocryptus, y M. albicintus. Tienen actividad de 5"-nucleotidasa actividad

comparable con del veneno de Bothrops moojeni (da Silva, Aird, 2001).

No necesariamente, la cantidad de miligramos de proteina por ml estan
directamente relacionados con la letalidad del mismo (Jimmy Guerrero
comunicacién personal), ya que su concentracion es de 1,014mg-ml, de esta
manera los aspecto clinicos no estan relacionados con la cantidad de proteinas,
sino con el efecto de esos péptidos y de esas proteinas en las células de los

organismos en este caso las presas.

El veneno de la serpiente M. clarki presento un aumento significativo en los
tiempos de sangria, lo cual nos permite descubrir que probablemente exista una

Actividad fosfolipasica.






9. RECOMENDACIONES

Se sugiere ampliar de manera detallada el estudio de las fracciones del veneno ya
que en este trabajo no se realizo estos procesos de la utilizacion del HPLC, puesto
que de acuerdo a sus manifestaciones clinicas y revisiones bibliograficas se
conoce que en estas especies del genero Micrurus existe una gran especificidad

en la fracciones del veneno.

Desarrollar investigaciones partiendo de unas pruebas muy puntuales que nos
permitan, realizar pruebas farmacoldgicas para evaluar la actividad biologica de
dichas sustancias y asi observar la actividad de forma méas detallada (actividad

del fibrinogeno).

Se recomienda tener en cuenta los resultados de este trabajo, para formular
futuras investigaciones puesto que este trabajo es pionero para esta especie
Micrurus clarki y se conoce muy poco de la actividad farmacoldgica de este

veneno.

Trabajar con Organos aislados “in vitro” para determinar qué tipo de bloqueo
sinaptico produce y de esta manera dar una aplicacion a ciertas enfermedades del

sistema nervioso central.

Para la realizacion de futuros experimentos con el veneno de esta especie de
serpiente se necesita una buena cantidad de veneno y estas especies es muy
poco lo que produce, por ende es indispensable se realice un “"pool” de venenos
de serpiente de la misma especie o hacer ordefios periédicos y mantener

congelado el veneno par asi prevenir su desnaturalizacion.



Ademas si se continla con la investigacion de estos animales y los de otro tipo, es
necesario conocer el comportamiento, su biologia y de tener plenamente

identificada su taxonomia de la especie que se desea trabajar.

En el trabajo de laboratorio se debe tener especial cuidado, cuando se va a
trabajar con este tipo de veneno, en primer lugar por letalidad del mismo, y
segundo por la poca cantidad de veneno que se obtiene en el ordefo, se necesita
tener una gran destreza en la manipulacion de las jeringas y un buen manejo en la
parte analitica para realizar unos buenos calculos y lograr asi unos buenos

resultados.

Estos ensayos biolégicos son fundamentales para posteriores investigaciones,
puesto que para desarrollar un tipo de suero antiofidico o posibles actividades

farmacoldgicas es indispensable partir de una Dosis Letal 50.
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