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RESUMEN

El envenenamiento por serpientes del género Bothrops conduce a alteraciones
sistémicas que pueden llevar a la muerte del paciente. Una de estas alteraciones
es la insuficiencia renal aguda (IRA). Este trabajo tiene como objetivo evaluar las
alteraciones renales producidas por el veneno de la serpiente B. ayerbeli
(10ug/mL), mediante un sistema de rifidn aislado de rata, y determinar el grado de
citotoxicidad en células MDCK al utilizar diferentes concentraciones. Todos los
pardmetros fueron analizados por ANOVA de un factor con el test de Bonferroni,
obteniendo como resultado una disminucion significativa en la presion de perfusion
(PP), la resistencia vascular renal (RVR) y el transporte de ClI" y Na* (%TNa’,
%TCI) con un aumento en el flujo urinario (FU) y el ritmo de filtraciébn glomerular
(RFG), sin cambios en el transporte de K* (%TK"). Para determinar el grado de
citotoxicidad se midio la viabilidad celular mediante el método de reduccion de
MTT encontrandose una disminucion de la viabilidad celular en todas las
concentraciones comparadas con el grupo control. Por lo que se concluye que el
veneno de la serpiente B. ayerbei tiene un efecto nefrotoxico directo.



INTRODUCCION

La herpetofauna Colombiana no solamente es muy abundante sino también muy
diversificada. En el mundo existen aproximadamente 3.000 especies, de las
cuales 272 se hallan en Colombia (Castrillon et al., 2007), debido a esto se
encuentra un reporte hecho por el Sistema de Vigilancia Epidemioldgica SIVIGILA
del Instituto Nacional de Salud (INS) hasta la semana epidemiolégica 52 del 2012,

un total de 5143 casos de accidentes ofidicos (Paredes, 2012a).

La gravedad del envenenamiento depende en gran parte de la toxicidad de los
compuestos del veneno de la serpiente y su relacién con el habitat (Palacios y
Zarta, 2009); Los venenos de las serpientes que pertenecen a la familia Viperidee,
estdn quimicamente compuestos de una gran cantidad de constituyentes
organicos (proteinas y muchos tipos de enzimas) (Klauber et al., 1972); lo que
puede llegar a producir varios trastornos clinicos. Una de las complicaciones mas
graves en las victimas por envenenamiento Bothrdpico, son las lesiones renales,
gue pueden ocurrir por accién directa sobre el endotelio vascular renal por parte
de las metaloproteinasas (antiguamente llamadas hemorraginas) (Fox y Serrano,
2005) o por efecto de otras acciones, como la coagulante, o debido a la formacién
de microtrombos capaces de provocar isquemia renal por obstruccion de la
microcirculacion, propia de la coagulacion intravascular diseminada, que puede

resultar en necrosis tubular aguda (Manrique, 2000).

La patogenia de las alteraciones renales producidas después del envenenamiento
por el género Bothrops no esta muy bien definida, por lo que es importante llevar a
cabo un estudio sobre los efectos renales que pueden producirse después de una

mordedura por serpientes de este género.
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En el Hospital Universitario “San José” de Popayan (Cauca) se han registrado
desde el afio 2000 hasta el 2008, 365 accidentes ofidicos, y la gran mayoria de
estos envenenamientos fueron causados por la serpiente Bothrops ayerbei, con un
total de 165 accidentes (43.2%) (Ayerbe y Latorre, 2010). Por lo anterior, este
estudio pretende evaluar los efectos renales del veneno de la serpiente B. ayerbei,
en rifdn aislado de rata Wistar, ratén albino suizo y células MDCK (Madin Darby
Canine Kidney). Con el fin de elucidar los mecanismos por los cuales se presentan

alteraciones renales después del envenenamiento Bothropico.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En Colombia la frecuencia y la severidad en el accidente ofidico fueron
condiciones esenciales para ser clasificado de interés en salud publica, debido a
esto se ha venido presentado un incremento anual en el reporte de este evento
por el SIVIGILA, (Paredes, 2012b) cifra que puede aumentar por factores como el
curanderismo y la medicina tradicional que no reportan los casos, asi mismo se
sostiene que estos accidentes para Colombia tienen una letalidad de 0,96% y una
mortalidad de 0,84% por cada 1.000.000 habitantes dato reportado en el afio 2010
(Lopéz y Valera, 2011).

Para el Departamento del Cauca se reporta un mayor grado de accidentalidad por
ser una regiébn con mayor variedad de serpientes (80% de las especies
nacionales) (Ayerbe y Latorre, 2010), en donde la familia de ofidios que reporta
mayor incidencia es la familia Viperidee (89%); el género con mayor niumero de
mordeduras es Bothrops (77%) y la especie mas comprometida es Bothrops
ayerbei (Ayerbe y Latorre, 2010). Una de las problematicas por envenenamiento
ofidico y mas exactamente por el envenenamiento Bothrépico es el manejo
inapropiado del cuadro clinico en el cual se pueden presentar complicaciones que
conllevan a la muerte del paciente, siendo una de las principales causas la
presencia de hemorragias intracerebrales y la falla renal aguda (Restrepo y Pefia,
2007).

Por ello surgen preguntas importantes como: ¢cuales podrian ser las alteraciones
fisiolégicas e histolégicas en rifibn aislado de rata Wistar y raton albino suizo
producidas por el veneno de B. ayerbei?, asi como también, ¢cual seria el grado

de citotoxicidad que puede presentar el veneno de B. ayerbei en células MDCK?
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2. JUSTIFICACION

El envenenamiento ofidico, es una condicion prevalente relacionada con
actividades de campo en regiones tropicales, por lo que se presentan altas cifras
de accidentalidad en Colombia. Como consecuencia de la mordedura de
serpiente, se produce en el paciente un sindrome de envenenamiento denominado
ofidismo, que puede ser clasificado en tres grados: leve, moderado y grave.
Siendo el envenenamiento grave un riesgo de muerte o de secuelas, debido a la
sintomatologia clinica en la cual se presenta sangre incoagulable, necrosis o
hinchazén local que se puede extender mas alld de la extremidad mordida,
hemorragia local y sistémica, e/o hipotension o insuficiencia renal (Otero et al.,
2002).

Debido a los efectos renales reportados en el envenenamiento grave, es necesario
llevar a cabo estudios para contribuir al diagnéstico y tratamiento adecuado de
esta complicacion, varias investigaciones ya se han realizado en serpientes del
género Bothrops (Barbosa et al., 2002; Martins et al., 2005; Evangelista et al.,
2010), y para Colombia se reportan estudios de aspectos clinicos por ofidismo
(Enriquez et al., 1993; Ayerbe, 1998; Ayerbe, 2000). Teniendo en cuenta que en
los casos de envenenamiento influyen algunos factores externos tales como:
clima, altitud, humedad, tipo de presas disponibles, y algunos otros factores
internos como: sexo, edad, ciclo hormonal, nutricién y estado de salud (Palacios y

Zarta, 2009) se hace necesario realizar pruebas en cada especie.

La especie B. ayerbei recientemente reportada para el suroccidente de Colombia
anteriormente se consideraba como B. asper y luego como B. cf. asper sp 1. Por

lo que hasta antes del afilo 2010 no se cuenta con informacion especifica sobre la
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capacidad de lesion renal ni el grado de citotoxicidad que pudiera presentar, como
consecuencia de esto es pertinente realizar una evaluacion de los efectos renales
inducidos por el veneno de esta serpiente en ratas Wistar, raton albino suizo y
células MDCK, con el fin de contribuir al buen manejo clinico en el tratamiento del
envenenamiento ofidico, y aportar al conocimiento biol6gico de la especie
respecto a las propiedades de su veneno y sus posibles aplicaciones en el campo

de la farmacologia.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos renales inducidos por el veneno de Bothrops ayerbei en ratas

Wistar y ratén albino suizo, asi como el grado de citotoxicidad en células MDCK.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar los efectos renales causados por el veneno de la serpiente B. ayerbei

en rifidn aislado de ratas Rattus norvergicus de la cepa Wistar.

Reconocer los efectos renales causados por el veneno de B. ayerbei en ratén

albino suizo utilizando jaulas metabdlicas.

Observar las alteraciones histologicas renales, causadas por el veneno de B.
ayerbei en ratas Wistar.

Determinar los efectos del veneno B. ayerbei en la viabilidad de las células
tubulares renales (MDCK).

19



4. MARCO TEORICO

Las serpientes pertenecen a la clase Reptilia, orden Squamata, suborden
Serpentes y estan agrupadas junto con las lagartijas (Lacertilia) y los llamados
lagartos de aspecto vermiforme (Amphisbaenia) (Ayerbe y Latorre, 2010).

En Colombia, por su diversidad de fauna se han identificado aproximadamente
ocho familias, 71 géneros y 272 especies, de las cuales 49 son venenosas Yy
pertenecen a dos familias y nueve géneros (Paredes, 2012b). Los principales
géneros que afectan a los humanos son Bothrops y Lachesis los cuales hacen
parte de la familia Viperide, subfamilia Crotalinz; esta subfamilia se caracteriza
por tener rasgos anatdmicos importantes lo que permite su identificacion como
son: la presencia de fosa termo-receptora entre el ojo y las fosas nasales, cabeza
bien delimitada del resto del cuerpo, generalmente de forma triangular o
acorazonada, en la region dorsal existen varias hileras de escamas carenadas, el
0jo es pequefio, la pupila es eliptica y vertical, presentan denticibn de tipo
solenoglifo, poseen el aparato venenoso mejor desarrollado y por lo tanto son las
mayores productoras de veneno. Su cuerpo en la parte distal se adelgaza para dar
lugar a la cola, que es de escasa longitud con relacion al cuerpo, es gruesa y
termina en punta a veces rematada por una pequefia terminacion cérnea en forma

de ufa (Bothrops) o en un espolén (Lachesis) (Ayerbe, 2007).
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4.1 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS, HABITAT Y COMPORTAMIENTO
DE Bothrops ayerbei

Entre las serpientes del género Bothrops encontramos, la especie Bothrops
ayerbei (figura 1) que se diferencia por ser mas alargada que B. rhombeatus y
algo menos robusta que B. asper con un disefio supracefalico muy notorio en
ambos sexos. En su forma adulta, es una serpiente grande con un dorso que
consta de una matriz de 14 a 19 figuras triangulares oscuras (negro) en forma de
equis, mariposas o corbatines con la caracteristica de que algunas de las equis
estan divididas, es decir, no son equis perfectas, pues a lo largo del cuerpo
algunas se separan por la parte central superior, quedando una mitad de la equis
en cada uno de los lados (derecho e izquierdo); en ocasiones se tocan las dos
mitades y en ocasiones estan separadas por unas cuantas escamas a lo largo del

cuerpo; presentando bordes claros (crema) (Folleco, 2010).

Figura 1. Bothrops ayerbei con su coloracioén gris (Ayerbe y Latorre, 2010).
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En cuanto a su distribucion geografica, la especie Bothrops ayerbei 6 equis del
Patia, se encuentra al sur del rio Cauca, desde la margen sur del divorcio de
aguas de los rios Cauca y Patia, en los municipios de Popayan, Timbio y el
sudeste de el Tambo hacia la cuenca del rio Patia incluido el Norte de Narifio
(Folleco, 2010).

UENCA ALTA DELRIO

TAGDALENA

Bothrops ayerbei &%)
Sp. nov. :

Figura 2. Distribucién de Bothrops ayerbei, B. asper, B. atrox, B. rhombeatus y
Bothrocophias colombianus en el Departamento del Cauca (Folleco, 2010).
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4.2 ASPECTOS DEL ENVENENAMIENTO BOTHROPICO

El envenenamiento Bothropico se clasifica a nivel clinico en leve, moderado y

grave, y a su vez cada uno de ellos en local o sistémico, y el tratamiento se realiza

con base en la clasificacion de mayor severidad (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion clinica del Accidente Bothrépico (Castrillén et al., 2007,

Ayerbe, 2007).

CLASIFICACION LOCAL SISTEMICO PARACLINICOS
AUSENTE No hay signos locales ni sistémicos de envenenamiento | NORMALES
después de seis horas del accidente (Mordedura “en seco”
es decir sin inoculacion de veneno).
Edema que compromete un | No hay sangrado
LEVE solo segmento; eritema | No hay compromiso | NORMALES
perilesional, dolor local | hemodindmico
minimo sin otros cambios | No hay complicaciones
en 6 horas.
Edema que compromete | Gingivorragia Fibrinégeno: 100-200 mg/dl; TC:
MODERADO dos segmentos; sangrado >20 minutos;
local escaso, flictenas, | No hay compromiso | TP, TPT prolongados 1 6 2
Equimosis y/o petequias | hemodinamico moderado. veces lo normal,
localizadas con dolor Trombocitopenia (plaguetas
tolerable. entre 100.000 y 150.000)
Hematuria microscopica.
Edema que compromete | Sangrado severo por sitio | Fibringeno: 50-99 mg/dl;
SEVERO tres segmentos e incluso | diferente al area lesionada | TC: >20 minutos
tronco; equimosis a | Compromiso hemodinamico Trombocitopenia (plaquetas <
distancia, sangrado severo. Presencia de complicaciones | 100.000)

Absceso del area ofendida.

como coagulacion
intravascular diseminada,
insuficiencia renal aguda,
sangrado del SNC

TP, TTP prolongados 2 a 3
veces lo normal,

hematuria franca, alteracion
progresiva de las pruebas de
funcién renal.
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En los casos severos de envenenamiento Bothrépico, a pesar de un impresionante
edema hemorragico, la caracteristica mas notoria es la condicion de sangrado, ya
sea local o sistémico, seguida de una necrosis importante del miembro mordido
con extensa pérdida de tejidos blandos. Flictenas conteniendo un liquido seroso y
hemorrdgico son muy comunes, asi como también extensas areas equimoticas.
Los sintomas iniciales se caracterizan por un dolor quemante inmediato, seguido
del edema hemorragico, hay sangrado por las heridas efectuadas por los colmillos,
asi como por encias, tracto digestivo, respiratorio y por el sistema urinario. Las
alteraciones en las caracteristicas de la coagulacion de sangre también son
comunes, aun en casos de poca severidad (Bolafios, 1982).

4.3 CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DEL VENENO

Los venenos de las serpientes son una salivacion especializada, que varia su
composicion de acuerdo con la especie; estdn compuestos principalmente por
proteinas toxicas y no téxicas, y algunas con actividad enzimética que constituyen
entre el 90 al 95% del peso seco y en muy bajo porcentaje por compuestos no
proteicos como carbohidratos, nucleétidos, lipidos, iones como Na*, K*, Co™, zZn*",

Ca'™, Mg™, detritus celulares y bacterias (Patifio y Stella, 2002).

Esta secrecion viscosa posee una coloracion amarilla de gran complejidad quimica
gue puede poseer hasta 30 fracciones diferentes, entre proteinas o péptidos con
actividad enzimatica o farmacolégica; aminoacidos libres; acidos organicos;
azucares como glucosa, manosa y galactosa; aminas bidgenas como acetilcolina,
histamina, serotonina; acidos grasos; agua, detritos celulares, iones como sodio,

calcio y zinc; hialuronidasa, enzima que facilita la difusion del veneno a los tejidos;
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riboflavina y L-amino&cido-oxidasa responsables del color amarillo del veneno y de
las propiedades antibacterianas respectivamente (Palacios y Zarta, 2009).

4.4 FISIOLOGIA RENAL

Los rifiones efectian una gran variedad de funciones para el cuerpo la mayor
parte de las cuales son esenciales para la vida. Entre estas funciones
encontramos la excrecion de productos metabdlicos, la regulacion del equilibrio
hidrico y electrolitico, la regulacion de la presion arterial, y el equilibrio acido-
basico asi como también la secrecion, metabolismo y excrecion de hormonas
(Guyton y Hall, 2006).

Anatomicamente los dos rifiones se encuentran fuera de la cavidad peritoneal en
contacto estrecho con la pared abdominal posterior, uno a cada lado de la
columna vertebral, cuando se realiza un corte de arriba abajo, las dos regiones
principales que se pueden ver son la corteza externa y la region interna
denominada médula. La médula se divide en multiples masas de tejidos en forma
de cono llamadas piramides renales. La base de cada piramide se origina en el
borde entre la corteza y la médula y termina en la papila, que se proyecta en el
espacio de la pelvis renal, una continuacién en forma de abanico de la porcion
superior del uréter. ElI borde externo de la pelvis se divide en bolsas abiertas,
llamadas calices mayores, que se extienden hacia abajo y se dividen en los
calices menores, que recogen la orina de los tubulos de cada papila (figura 3). Las
paredes de los célices, pelvis y el uréter contienen elementos contractiles que
empujan la orina hacia la vejiga, donde se almacena hasta que se expulsa en la

miccién (Guyton y Hall, 2006).
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El rifibn se encuentra compuesto por varias unidades funcionales llamadas
nefronas, las cuales son las encargadas de la generacion de orina, cada nefrona
contiene un penacho de capilares glomerulares llamado glomérulo, por el que se
filtran grandes cantidades de liquido desde la sangre y un tabulo largo en el que el

liquido filtrado se convierte en orina (figura 3) (Guyton y Hall, 2006).

Arterias
interlobulares

Arteria renal

Arteri Arterias

enas arciformes
segmentarias
Arterias

interlobulillares

Arteriola Capsula

Glomérulo . eferente de Bowman Tubulo proximal
Aparato Tubulo colector
yuxtaglomerular cortical
Arteriola . ,
aferente Tuabulo distal
Arteria
arciforme
Vena Asa de Henle
arciforme

Capilares
peritubulares

Conducto
colector

Figura 3. Seccion de rifidn humano que muestra los principales vasos que aportan

el riego sanguineo al rifidn. Esquema de la microcirculacion de cada nefrona
(Guyton y Hall, 2006).
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4.5 INSUFICIENCIA RENAL AGUDA (IRA)

Una de las caracteristicas del envenenamiento Bothropico, es que puede causar
alteraciones en toda la estructura del rifidn, llevando a glomerulonefritis,
glomerulitis, nefritis intersticial, arteritis, necrosis tubular, necrosis cortical e

insuficiencia renal (Perdigao, 2011).

La insuficiencia renal aguda (IRA) es la complicacibn mas grave del
envenenamiento por Bothrops en humanos. Todas las estructuras renales pueden
estar implicadas, aunque, la necrosis tubular aguda (NTA), es la causa mas
comun de IRA. La patogénesis de la NTA en envenenamiento por mordedura de
serpiente puede estar relacionada con trastornos hemodinamicos, reacciones
inmunolodgicas y nefrotoxicidad directa, aunque la evidencia de este ultimo factor

aun no esta comprobada (Castro et al., 2004).

Muchos factores han sido implicados en la patogénesis de la IRA, inducidos por el
veneno de algunas especies representativas del género Bothrops, se sabe que
causan lesiones degenerativas en las células del epitelio tubular, con la
coagulacion glomerular y necrosis tubular aguda. Algunos efectos evaluados en B.
jararaca, reportan que la nefrotoxicidad en ratas se produce por accion directa, lo
gue conduce a anormalidades glomerulares y tubulares, que son independientes
de cualquier interferencia sistémica o hemodinamica que podria generar dafio
tubular. Sin embargo las manifestaciones sistémicas tales como la hemorragia y la
inestabilidad hemodinamica pueden ocurrir con la coagulaciéon generalizada
vascular. Depésitos intraglomerulares de fibrina contribuyen al desarrollo de una

necrosis tubular aguda, a través de la interrupcion del suministro de sangre a los
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tubulos. Ademas el veneno de Bothrops genera vasoconstriccién renal, lo que

aumenta el estado de isquemia de los rifiones (Barone et al., 2011).

4.6 INULINA Y CREATININA

La inulina es un polisacarido con un peso molecular de 5200 daltons que no posee
una carga eléctrica, lo cual hace que pueda filtrarse libremente por el capilar
glomerular, ademés no se liga a proteinas plasmaticas y no es secretada o
reabsorbida por los tabulos renales; por lo anterior, es una sustancia ideal para la
medicion de la filtracion glomerular FG mediante su aclaramiento. Es considerado
como un marcador verdadero en condiciones de la FG normal o reducido
(Maldonado et al., 1993).

La creatinina es un catién de bajo peso molecular (113 daltons), fisioldgicamente
inerte que se distribuye a través del espacio de agua corporal total, no se liga a
proteinas plasmaticas, y se filtra liboremente a través del capilar glomerular. La
creatinina se produce enddégenamente, ya que es el producto de degradacion por
hidrolisis no enzimatica de la creatina. Compuesto que almacena la energia en el
musculo. La concentracion sérica de creatinina se mide en la mayoria de los
laboratorios usando un método colorimétrico basado en una reaccion quimica en
la cual la creatinina reacciona con acido picrico. Esta se conoce como la reaccién
de Jaffé (Maldonado et al., 1993).
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4.7 ALTERACIONES CELULARES DESARROLLADAS EN LA INSUFICIENCIA
RENAL AGUDA

Diferentes patrones de muerte celular pueden estar involucrados en el proceso de
citotoxicidad inducida por los venenos. Los acontecimientos citotoxico de esas
sustancias son de gran importancia para el entendimiento de la fisiopatologia de
los accidentes ofidicos y de sus complicaciones sistémicas, una elucidacion de
€s0s mecanismos, permite la interferencia en algunos puntos de via de
sefalizacion y elucidan el desenvolvimiento de farmacos y estrategias

terapéuticas mas eficaces (Perdigao, 2011).

Muchos factores estan involucrados en el desarrollo de la IRA, inducida por el
veneno de serpientes en respuesta a accidentes ofidicos. Estos factores podrian
ser causados por una serie de lesiones especificas que ocurren a nivel celular.
Después de la lesién renal inicial, el riidén desarrolla una respuesta molecular que
determina el destino de la célula. Cuatro destinos celulares son identificados en la
IRA: las células pueden sufrir necrosis; apoptosis; division celular; o comportarse

indiferente al estrés (Perdigéo, 2011).
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5. ANTECEDENTES

Varios estudios sobre los efectos renales causados por Bothrops se han llevado a
cabo en Latinoamérica, uno de ellos fue realizado por Barbosa et al., 2002, en
donde se analizé la toxicidad renal de la serpiente B. moojeni y sus principales
miotoxinas observandose intensas alteraciones en la fisiologia renal, incluyendo
una caida en el RVR asociado con diuresis, natriuresis y Kkaliuresis, y su

miotoxinas Bmtx-I promovi6 efectos similares a los del veneno total.

Otro trabajo realizado por Barbosa et al., 2005, evalla la actividad renal del
veneno de B. jararacussu y dos miotoxinas | (BthTx-I; Lys 49) y Il (BthTX-Il; Asp
49), y su bloqueo por indometacina, concluyendo que la miotoxinas BthTx-1 y II
causan alteraciones renales y que la indometacina es capaz de antagonizar
completamente los efectos renales inducidos por las dos miotoxinas, lo que
sugiere la participacién de mediadores inflamatorios en los efectos renales, por
otro lado estos efectos también pudieron ser dados por la actividad enzimatica de

las miotoxinas.

Braga et al., 2006b purifico y evalué la actividad biolégica de la trombina como
sustancia aislada del veneno de B. insularis lo que produjo un aumento en la
secrecion de insulina y alteracion de los parametros vasculares, glomerulares y
tubulares del rifion aislado de rata, sintomas que podrian ser causados por

agentes vaso activos liberados en respuesta a los efectos de la trombina.

Otro trabajo realizado por Braga et al., 2006a aislé una isoforma de lectina tipo C

de B. insularis por procedimientos cromatograficos e investigdé sus efectos en
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rifdn aislado de rata, obteniendo como resultado la alteracion de todos los
parametros evaluados que podrian reflejar una lesion directa en el glomérulo y las
células tubulares renales, con un aumento en la permeabilidad en las células
endoteliales glomerulares. Ademas se presentd deposito de proteinas en el
espacio de Bowman que podria ser el efecto de la interaccion de la lectina tipo C
con células endoteliales o debido a la liberacion de otros mediadores por las

células mesangiales, tubulares y endoteliales.

En otro estudio realizado en rifidn de rata aislado por Braga et al., 2008 evalu6 los
efectos renales de la fosfolipasa A, (PLA) del veneno de B. insularis obteniendo
como resultado la alteracién de todos los parametros renales evaluados y se

sugirié que podria ser dado por los efectos miotoxicos de la PLA;,

Mas recientemente Evangelista et al., 2010 identificé los efectos renales y
cardiovasculares del veneno de Bothrops marajoensis y la PLA; encontrando que
tanto el veneno como la PLA, producen hipertension y bradicardia con un bloqueo
en la conduccion eléctrica en el corazén. Y en el rifidn se reportd una disminucion
en el transporte de electrolitos causados por la accién de la PLA,, y alteraciones
del flujo urinario y la tasa de filtraciébn glomerular causadas por el veneno total, el

cual se produce por un mecanismo aun desconocido.

Otro trabajo reciente realizado por Linardi et al., 2011, estudi6 las alteraciones
renales morfolégicas y funcionales causado por el veneno de B. alternatus en
ratas y los cambios de la expresion y actividad del ATPasa Na* / K*, obteniendo
como resultados cambios morfoldgicos y funcionales significativos en el tejido

renal de ratas con una mejora en la actividad y expresion de la ATPasa Na* / K.
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Este aumento de ATPasa Na' / K* puede atenuar la disfuncion renal durante el
dafio inducido por el veneno.

Hacia el 2011 Perdigédo, evaluo los efectos de la serpiente Bothropoides insularis y
su fraccion PLA; sobre células tubulares renales, con el fin de observar los
mecanismos de nefrotoxicidad, en este proceso se observé que el veneno de B.
insularis, ejercio un efecto citotoxico en cultivo de células tubulares renales MDCK,
y se demostr6 que la citotoxicidad estad relacionada posiblemente con el

mecanismo de muerte por apoptosis de forma dependiente a la concentracion.

Para Colombia no se han descrito reportes directos de los efectos renales, sin
embargo se encuentra en Pineda et al.,, 2002, las caracteristicas clinicas

causadas por el accidente ofidico, reportado en las regiones de Yopal y Leticia.

Actualmente no se han encontrado reportes de los efectos renales del veneno de
la serpiente B. ayerbei, Unicamente estudios de su caracterizacion, y su biologia

general.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Tipo de estudio

Este tipo de estudio es experimental en el cual se llevé a cabo tres metodologias:
el primero consistio en un sistema ex — vivo sin interrupcion de flujo en rifién
aislado de ratas Rattus norvergicus cepa Wistar, al cual se le aplico una dosis total
(10ug/mL) del veneno de B. ayerbei, con recogimiento de muestras fisiolégicas e
histolégicas y observacion de los mecanismos de accion. El segundo estudio se
realiz6 en un sistema in-situ con ratones Mus musculus utilizando jaulas
metabolicas, con recogimiento de muestra de sangre. En el tercer estudio se
utilizaron células renales de perro MDCK y se observo la viabilidad de estas

células al aplicar diferentes concentraciones del veneno total de B. ayerbei.

6.2 Animales experimentales

Se utilizaron ratas Wistar machos, en estado adulto con un peso de entre 260 y
300g, Ademas se utilizaron ratones Albino Suizo Mus musculus, con un peso de
entre 20 y 25¢g; ubicados en el Bioterio del Departamento de Fisiologia vy

Farmacologia de la Universidad Federal del Cearé (Brasil).

Las serpientes Bothrops ayerbei se mantuvieron en terrarios de vidrio rotulados,
en el Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad del Cauca CIBUC,

con alimentacién de ratones y agua ad libitum.
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6.3 Técnicas de trabajo

6.3.1 Perfusion de riiidn aislado.

» Grupos experimentales.

Para evaluar los efectos del veneno se utiliz6 un grupo de 5 animales.

En el grupo control los rifiones fueron perfundidos con solucion de Krebs-Henseleit
modificado con 6g% de albumina bovina, y en el grupo de experimentacién los
rifones se perfundieron con solucion de Krebs-Henseleit modificado con 6g% de
albumina bovina, y se afadio el veneno total de B. ayerbei (10 ug / mL) 30 minutos

después del tiempo 0 de perfusion.

> Sistema a utilizar

El sistema que se manejé fue un sistema de perfusién de rifion aislado con
recirculacion (Fonteles et al., 1983), con dos subsistemas uno in situ y otro in vitro,
ambos mantenidos a una temperatura de 37°C. Este sistema presenta una ventaja

porque mantiene constantes los parametros de la funcion renal (Figura 4).
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» Componentes del sistema de perfusion

e Condensador: Sirve como depdsito para la solucion perfusora.

e Colector de orina: Frasco que recibe la orina desde el rifion a
intervalos de 10 min.

e Jeringa graduada: Recoge muestras del perfundido a intervalos de
10 minutos

e Bomba de perfusion (Watson): Mantiene el flujo de la perfusion renal.

e Filtro (USA-Millipore-5um): Promueve una mejor perfusion a través
de la filtracion constante de la solucion.

e Oxigenado (pulmon artificial): Es donde se produce el intercambio de
gases (O, al 95% y 5% CO,) que consiste en la utilizacién de tubos
silastic.

e Bafio Maria (Fanem-modelo 100): Mantiene la temperatura entre 36
y 37 °C y el funcionamiento del pulmén constante.

e Fluxémetro: Permite leer el flujo de la perfusiébn durante el
experimento.

e Captabolas: Camara que retiene las burbujas y previene la embolia
del 6rgano.

e Mandmetro de mercurio: Permite la lectura directa de la presion de
perfusion
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Figura 4. Sistema de perfusion renal (Sousa, 2004).

» Calibracion del sistema

Antes del inicio experimental el sistema fue calibrado, evaluando en cada una de
las bombas la presién de perfusion (PP) en mmHg, el fluxbmetro en L/h y el
volumen de la orina colectado en mL/min (Figura 5, 6,7).
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Figura 5. Valores de presion de perfusion (PP), registrados durante la calibracion

del sistema por cinco velocidades de la bomba de perfusion.
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Figura 6. Valores del fluxometro, registrados durante la calibracion del sistema por
cinco velocidades de la bomba de perfusion.
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Figura 7. Valores del volumen urinario, registrados durante la calibracion del

sistema por cinco velocidades de la bomba de perfusion.

» Preparacion del sistema

Antes de cada protocolo de experimentacion, el sistema fue lavado con detergente
y agua destilada, después fue montado y calibrado. La calibracién se llevé a cabo
con el sistema en funcionamiento en presencia de 0,9% de solucion salina,
calentada a una temperatura entre 36-37 °C. Por cada unidad de la bomba de
infusion (1, 2, 3, 4 y 5) se colecto solucion salina durante un minuto en una probeta
milimetrada (flujo en la punta de la canula), y se anotaron las medidas del
fluxémetro y la presion de perfusion a través del manémetro conectado al sistema.
Para una mejor adaptacién del sistema a las unidades de bombeo, se le

establecieron 3 minutos de intervalo entre cada recoleccion.
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La solucion a empleada en los experimentos, es una modificacion de Krebs-
Henseleit asociado con 6 g% de albumina bovina. Esta adiccion a la solucién fue
desarrollada para mantener la funcidbn renal sin cambios durante la

experimentacion.

» Técnica quirdrgica.

Para la técnica quirurgica las ratas cepa Wistar fueron pesadas y anestesiadas por
via intraperitoneal (IP) con pentobarbital sédico 50 mg / kg. A continuacion, los
animales fueron transportados a una mesa de diseccién en donde se les realiz
una técnica quirdrgica siguiendo el método descrito por (Balhlmann et al., 1967;
Nishiitsutji-Uwo et al., 1967; Ross, 1978; Fonteles et al., 1983), en el cual, la vena
femoral izquierda, es aislada para la administracion de 3 ml de manitol al 20% con

el propdésito de mejorar el acceso quirdrgico para el uréter (Figura 8).

Figura 8. Visualizacion de la arteria femoral y aplicacion de manitol 20%.
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Después de la limpieza de la pared abdominal con jabdn y alcohol, se hizo una
incisién sobre la base de la linea media y perpendicular a la primera dos incisiones
para aumentar el campo quirdrgico. Con eso la cavidad abdominal, se expuso y
las visceras abdominales fueron puestas hacia el lado izquierdo para visualizar el
rifidn derecho, seguidamente se realizd la limpieza del tejido graso que se

encuentra en exceso en esta area.

Inmediatamente después, el uréter derecho fue diseccionado del tejido aislado, el
tejido conjuntivo y la grasa que lo rodeaba, para ser canulado a través de un tubo
de polietileno (PE50), a una distancia de aproximadamente 3 cm del tallo renal a
través de una pequefia incision (Figura 9A). Con el fin de evitar la interferencia de
la glandula fisiologica suprarrenal derecha en el experimento, esta fue identificada,
aislada y cortada, luego se procedi6 a desencapsular el rifion. Después de
completar estos procedimientos, se anul6 la arteria renal, de la arteria mesentérica
superior, y tras la identificacion, con un pequefio corte en la tela se introdujo la
canula de 3-5 mm, y se fijo la canula a la arteria (Figura 9B). Poco después, el
rifidn fue aislado con una pinza y se seccioné la proporcién de extirpacion del
rifién y del uréter, quedando asi debidamente puesto en libertad. Terminado esto,
el rindn fue acoplado al sistema y se esper6 aproximadamente 20 minutos para la
adaptacion, después de tener el riidn derecho acoplado al sistema, se procedio a

retirar el rifidn izquierdo para comparacion histologica.
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Figura 9. Visualizacion, identificacion y canulacion del uréter (A). Visualizacion y

canulacion de la arteria renal a través de la arteria mesentérica (B).

» Protocolo experimental.

Una vez el rifiobn fue colocado en el sistema, los primeros 20 minutos fueron
considerados para la estabilizacion y la adaptacion a las nuevas condiciones.
Después de este periodo, se marco el tiempo cero y se determinaron 30 minutos
de control interno, al terminar este tiempo se administré el veneno total de B.
ayerbei (10 ug/ml). El tiempo total de infusién del 6rgano fue de 120 minutos.
Durante este periodo, se anotaron cada 5 minutos las medidas del fluxémetro y la
presion de perfusiéon. A intervalos de 10 minutos, de manera intercalada, se
recogio la solucion del perfundido en tubos de Eppendorf y la orina en botellas
anteriormente pesadas, al recoger la muestra, estas botellas fueron pesadas

nuevamente y se anotaron los datos, inmediatamente fueron almacenadas a -20°C
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para andlisis posteriores de potasio, sodio, cloro, inulina y osmolaridad, datos

importantes en la determinacion de los pardmetros de la funcién renal.

» Analisis bioquimico e histolégico.

Las pruebas bioquimicas se llevaron a cabo en la Unidad de Investigacion Clinica
de la Universidad Federal de Ceara. Se tomaron dosis de sodio, potasio y cloro
por el método de iones selectivos (RapidChem 744 — Bayer® diagnostica). La
inulina se midié a partir del mismo material, por hidrélisis directa y se realizo la
lectura en un espectrofotometro, siguiendo el protocolo descrito por Fonteles
1983. La osmolaridad de las muestras se medirdn con un osmoémetro (osmoémetro
de presion de vapor - WESCOR modelo 5100c).

Para las muestras histolégicas el rifion perfundido (derecho) y no perfundido
(izquierdo) fueron diseccionados longitudinalmente y envasados en frascos con
formol al 10%, estas muestras fueron analizadas en el Laboratorio de Anatomia
Patoldgica y Biopsia en el Departamento de Patologia y Medicina Forense de la

Universidad Federal de Ceara.

» Célculos de parametros renales

Las siguientes férmulas se utilizaron para la determinacion de los parametros de la
funcion renal (Tabla 2) (Martinez et al., 1978).
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Tabla 2. Pardmetros de funcion renal (simbolos, unidades de medida y formas de

calculo empleando formulas).

1. FU (mL.g™". min™) = Flujo urinario

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

2. PP = Presién de perfusién (mmHg)

PP = Analisis por el mandmetro de mercurio

3. RFG (mL.g™".min™) = Ritmo de filtracién glomerular

RFG = (DOU in / DOP in x FU) siendo DOU in = Densidad Optica de la inulina en la

orina 'y DOP in = Densidad 6ptica de la inulina en el perfundido

4. FPR (mL.g™".min™) = Flujo de perfusién renal

FPR = Registrado cada 10 min/peso del rifidn/ a intervalos de tiempo)

5. RVR (mmHg/mL.g-.min™) = Resistencia vascular renal

RVR = PP (mmHg) / FPR

6. FNa'= (uEq.g™. min™) = Sodio filtrado

FNa' = RFG x PNa" (PNa" = Concentracion de sodio en el perfundido)

7. ENa' = (uEq.g™. min™) = Sodio excretado

ENa" = FU x UNa" (UNa" = Concentracion en la orina)

8. TNa'= (uEq.g™. min™) = Sodio transportado

TNa' = FNa" - ENa*
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9. %TNa" = Porcentaje de sodio transportado

%TNa" = TNa“"x 100/ FNa*

10. FK* (uEq.g™*. min™) = Potasio filtrado

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

11. EK* (uEq.g™. min™) = Potasio excretado

EK" = FU x UK" (UK" = Concentracion de potasio en la orina)

12. TK* (uEq.g™*. min™) = Potasio transportado

TK" = FK" x EK*

13. %TK" (uEq.g™*. min™) = Porcentaje de potasio transportado

%TK" = TK" x 100 / FK”

14. FCI ~ (uEq.g™. min™) = Cloro filtrado

FCI™ = RFG x PCL™ (PCL™ = concentracion de cloro en el perfundido)

15. % TCI ~ (uEqg.g™. min™) = Cloro excretado

ECI" = FU x UCI" (UCI" = concentracion de cloro en la orina)

16. TCl = (nEq.g™. min™) = Cloro transportado

TClI™ =FCl~ xECI~

18.Cosm (mL.g .min™) = Aclaramiento osmético

(Uosm / Posm) x FU ( Uosm = osmolaridad urinaria y Posm = osmolaridad del
perfundido)
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6.3.2 Jaulas Metabolicas.

» Grupos experimentales.

Para esta prueba se utilizaron 32 ratones Mus musculus machos, con un peso
entre 20 a 25¢, los cuales fueron distribuidos en 4 grupos, tres de experimentacion
que fueron el control positivo a los cuales se les aplicé dosis subletales del veneno

de B. ayerbei y un control negativo con solo aplicacion de PBS.

Cada grupo de experimentacion se encuentra compuesto por 8 ratones, a el
primer grupo se le inocul6 el 50% de la DLsy hallada previamente, el segundo
grupo tuvo un 75% de la DLso y el tercer grupo fue inoculado con el 25% de la

DLsp, utilizando como vehiculo diluyente en cada grupo PBS a un ph de 7,2.

» Protocolo experimental.

Cada grupo de 8 ratones fue separado en 2 ratones por jaula metabdlica y
tuvieron un tiempo de aclimatacién de 48 horas con agua y comida ad libitum,
transcurridos las 48 horas a cada grupo se le inoculd por via intraperitoneal una
dosis subletal (25, 50, 75%) de la DLsp, y se procedio a pesar la comida y medir el
volumen de agua colocados en cada jaula metabdlica. ElI periodo de
experimentacion fue de 24 horas con la obtencion de una muestra de orina por
cada jaula metabdlica que fue almacenada a -4°C, paralelamente se tomaron las
mediciones de aguay se anotd el pesaje de comida consumidas en cada jaula

metabodlica. Una vez terminado esto los animales fueron anestesiados con
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pentobarbital sédico al 3%, 50 mg/kg, y se tomaron muestras de sangre de la
vena cava las cuales fueron guardadas a una temperatura de 4°C hasta su

analisis.

» Andlisis bioquimico.

Las pruebas bioquimicas se llevaron a cabo en la Unidad de Investigacion Clinica
de la Universidad Federal de Ceara. La orina y la sangre fueron centrifugadas a
3500 rpm durante 12 minutos a 8°C, el sobrenadante fue extraido se midio la

creatinina por hidrdlisis directa y se realizo la lectura por espectrofotometria.

6.3.3 Ensayo citotoxico.

» Linaje celular.

Las células utilizadas fueron células tubulares renales epiteliales MDCK

obtenidas en el Departamento de Bioquimica de la Universidad de Sao Paulo
(USP).

» Cultivo y mantenimiento de las células (MDCK).

Las células tubulares renales MDCK, fueron cultivadas en garrafas plasticas
estériles con un medio RPMI 1640 suplementado con 10% de suero bovino fetal

(SBF), 100 Ul/mL de penicilina y estreptomicina 100 pg/ml, y mantenidas a una
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temperatura de 37 °C en estufa con una atmdésfera de CO; al 5%. El crecimiento
celular fue observado con la ayuda de un microscopio de inversion (Fresheny,
2000).

Antes de cada experimento las células MDCK se mantuvieron en el medio de
cultivo RPMI 1640 sin SBF durante 24 horas para sincronizar las células en la fase
GO del ciclo celular. Después de este tiempo fueron trasladadas a botellas de
cultivo para exposicion a tripsina-EDTA (0,25/0,02%v/v) durante aproximadamente
5 minutos en estufa de CO, a 37 °C, luego el medio fue resuspendido y
centrifugado durante 5 minutos a 4000 rpm (Martins et al., 2005; Chaim, 2005).
Después se resuspendio nuevamente y se cuantificaron las células en una camara
de Neubauer. Las células MDCK fueron sembradas 1x10° células / mL en placas
de 96 pocillos (Figura 10). Corridas 24 horas de sembrado, los posos fueron
tratados con diferentes concentraciones del veneno total de B. ayerbei, y se

estudiaron por 6, 12 y 24 horas.

Como grupo control fueron considerados los posos o sedimentos que contenian
células MDCK tratadas unicamente con PBS (solucion fosfato salino), sustancia

utilizada para dilucién del veneno.
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Figura 10. Esquema simplificado del cultivo de células tubulares renales MDCK
(Perdigao, 2011).

» Prueba con MTT.

La prueba consisti6 en un analisis colorimétrico que mide indirectamente la
citotoxicidad (Mosmann, 1983). EI MTT 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H
bromuro es una sal de tetradxido soluble en agua, que se convierte en cristales de
formacion de color parpura insoluble en agua, cuando se produce la ruptura del
anillo de tetradéxido por deshidrogenasas mitocondriales y otras enzimas

lisosomales. EI MTT no interactuara directamente con las deshidrogenasas pero si
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con derivados, NADH y NADPH. Los cristales formados se solubilizaron, formando
un producto coloreado por el cual se hace la medicién de la densidad Optica en un
espectrofotometro a 570 nm de absorbancia. La intensidad del producto coloreado
es directamente proporcional al niumero de células viables presentes en la
muestra, lo que confirma la reduccion de la capacidad del sistema en el MTT
(Heinrich et al., 2005).

» Protocolo experimental.

Corridas 24 horas de sembrado, los posos fueron tratados con diferentes
concentraciones del veneno de B. ayerbei (200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 y
1,56 pg/mL) en placas de 96 posos, 100uL del sobrenadante del medio de cultivo
fueron removidos y se adicionaron 10uL de MTT 2,5 mg/mL disuelto en PBS.
Después fueron incubados por 4 horas en estufa a 37°C en 5% de CO, y se
adicion6 90uL de solucion de dodecilsulfato sédico (SDS) a 10% disuelto en HCL
0,01N, para disolver los cristales que se formaron. Las placas se mantuvieron en
una estufa a 37°C y 5% de CO; por 17 horas, transcurrido este tiempo se realiza

la lectura en un espectrofotémetro con una absorbancia de 570nm (Figura 11).

El porcentaje de variabilidad de los grupos fue calculado por la comparacién de
absorbancia de los grupos experimentales en relacion al grupo control,
considerandose como 100% la variabilidad media del grupo control (Gémez, 2006;
Mosmann, 1983).
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Figura 11. Ensayo de viabilidad de células por el método MTT(Perdigédo, 2011).

6.3.4 Analisis estadistico.

Para el analisis estadistico de rifion aislado de acuerdo al comportamiento de los
datos, p>0,05 se aplic6 ANOVA de un factor, al cual se le realiz6 una prueba de
comparacién multiple aplicando Bonferroni. Todas las tablas y gréficas para
evaluar los parametros renales se estudiaron de acuerdo al variable tiempo, y los

datos recogidos a intervalos de 30 minutos.
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En la utilizacion del método de jaulas metabdlicas de acuerdo al comportamiento
de los datos, p>0,05 se aplic6 ANOVA de un factor, al cual se le realizé una

prueba de comparacion multiple aplicando Bonferroni.

El analisis estadistico para cultivo celular se basé en una comparacion de los
porcentajes de viabilidad celular Vs la concentracion del veneno, determinandose
la 1Cs (concentracion inhibitoria media capaz de disminuir la viabilidad celular a un
50%), a partir de una curva de regresion no lineal utilizando el programa
GhaphPad Prism®, versdo 5.01. los datos fueron comparados por ANOVA,

aplicando Bonferroni.

6.3.5 Comité de ética

El proyecto y todos los experimentos fueron hechos de acuerdo a las
recomendaciones del Comité de Etica em Pesquisa com Animais (CEPA) de la

Universidad Federal del Ceara.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Perfusioén de riidn aislado

El veneno de la serpiente B. ayerbei (10pg/mL), causé una disminucion de la
presion de perfusion (PP) a los 60, 90 y 120 min después de la infusion del
veneno (figura 12A), la resistencia vascular renal (RVR) también disminuyo,
siendo significativa a los 60 min, con un leve aumento a los 90min (figura 12B), en
los parametros de flujo urinario (FU), hubo un aumento con una mayor
significancia a los 90 y 120 min (figura 13A), junto con los resultados obtenidos en
el ritmo de filtracion glomerular (RFG) (figura 13B). Para los parametros del
porcentaje de transporte tubular de Na® (%T Na’) y CI' (%TCI), se dio una
disminucién a los 60 y 90 min (figura 14A-B), mientras que en el porcentaje tubular
del transporte de K* (%TK") no se vio ningiin cambio significativo en comparacion
con el grupo control, Los datos se expresan como la media = SEM de cinco

animales diferentes p< 0,05 (Tabla 3).
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Figura 12. Efecto del veneno total de B. ayerbei (10ug/mL), sobre la presion de
perfusién (A), y la resistencia vascular renal (B). Los datos se expresan como la
media + SEM de cinco animales diferentes. Los analisis estadisticos se realizaron
mediante ANOVA, (*) p< 0,05.
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Figura 13. Efecto del veneno total de B. ayerbei (10ug/mL) sobre el flujo urinario
(A) y la ritmo de filtracion glomerular (B). Los datos se expresan como la media +
SEM de cinco animales diferentes. Los analisis estadisticos se realizaron

mediante ANOVA, (*) p< 0,05.
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Figura 14. Efecto del veneno total de B. ayerbei (10ug/mL) sobre el porcentaje
del transporte tubular de sodio (A) y cloro (B). Los datos se expresan como la
media + SEM de cinco animales diferentes. Los andlisis estadisticos se realizaron
mediante ANOVA, (*) p< 0,05.
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Tabla 3. Resultados estadisticos expresados como la media + SEM de 5 rifiones.

Efecto del veneno total de B. ayerbei (10ug/mL) sobre la presion de perfusion

(PP),

resistencia vascular renal (RVR), el flujo urinario (FU), ritmo de filtracion

glomerular (RFG), y el porcentaje del transporte de Sodio, Potasio y Cloro

(%TNa’, %TK*, %TCl).

Variables 60 min 90 min 120 min

PP (mmHgQ)

Control 90,10 + 1,00 90,10 + 1,00 90,10 + 1,00
B. ayerbei 55,90 + 3,00 *** 69,40 + 4,20 ** 70,90 + 4,00**

RVR (mmHg.mL.min)
Control 3,210 £ 0,020

B. ayerbei 2,160 = 0,140 **

RFG (mmHg.mL.min)

Control 0,672 = 0,066
B. ayerbei 0,654 +0,216
FU (mL.g.min)

Control 0,1240 + 0,021
B. ayerbei 0,2170 + 0,061
% TNa"

Control 82,66 + 0,86
B. ayerbei 67,46 + 4,77 *
%TK+

Control 64,75 + 2,36
B. ayerbei 60,93 +4,84
%TCI

Control 80,24 + 2,00
B. ayerbei 66,55 + 4,00

3,210 + 0,020
2,480 + 0,120 *

0,672 + 0,066
1,425 +0,233

0,1240 + 0,021
0,4230 + 0,051**

82,66 + 0,86
68,08 + 3,71 *

64,75 + 2,36
67,85 % 3,70

80,24 + 2,00
67,56 = 3,00

3,210 + 0,020
2,480 + 2,660

0,672 + 0,066
1,707 +0,228 *

0,1240 + 0,021
0,4680 +0,058 ***

82,66 + 0,86
68,74 +2,19 *

64,75 + 2,36
68,20 + 2,25

80,24 + 2,00
68,84 + 4,00
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Las alteraciones en los parametros de la presion de perfusion presentados,
indican que el veneno de la serpiente B. ayerbei, causo alteraciones tubulares y
glomerulares compatibles con la insuficiencia renal aguda (IRA), la cual es una de
las complicaciones que pueden llevar a la muerte por envenenamiento Bothropico.
Sin embargo el mecanismo por el cual se lleva a cabo este proceso no es muy
bien entendido. Varios factores han sido implicados en la patogénesis de la IRA
por mordedura de serpientes y algunos estudios sugieren que es multifactorial, e
implica alteraciones hemodinamicas, reacciones inmunoldgicas y nefrotoxicidad
directa (Morais et al., 2013).

En este estudio se utilizé el veneno total de la serpiente B. ayerbei para investigar
cual es el efecto que se produce en el rifidn aislado sin la interferencia de factores
sistémicos, obteniendo como resultados la alteracion de los pardmetros evaluados
con una disminucion en la presion de perfusion (PP), la resistencia vascular renal
(RVR) y el porcentaje de transporte tubular de sodio (%TNa"), asi como también
un aumento en el flujo urinario (Fu) y el ritmo de la filtracién glomerular (RFG),
efectos similares observados en el veneno total de B. jararacussu (Havt et al.,
2001), donde se presentd una disminucion en la PPy la RVR, con un incremento
significativo en la tasa de filtracion glomerular (TFG) y el FU, seguido de una
disminucién del %TNa "y %TK ™.

Otro estudio realizado con veneno de B. pirajai (Havt et al., 2005), causé
reducciones en la PP, la RVR, el FU, la TFG, y %TNa" y %TK". Por Gltimo B.
moojeni (Barbosa et al., 2002) presenté una disminucién en la PP, la RVR, y del
%TNA", %TK", %TCI', con un aumento en el UF, y la TFG.
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Estos autores coinciden en que la disminucion en la PP, la RVR y el transporte de
Na* podrian ser causados por la activacién de mediadores inflamatorios como las
prostaglandinas, bradicininas y oxido nitrico liberadas por las células tubulares y/o
vasculares como respuesta a la toxicidad del veneno, lo que promueve una
vasodilatacion (Barbosa et al., 2002; Havt et al., 2003; Havt et al,. 2005),
asimismo, Nordes en 2009 realiza un estudio con veneno de B. atrox en donde
sugiere que la liberacion de mediadores inflamatorios como las citocinas y el 6xido
nitrico participa en alteraciones sistémicas (Vera et al., 2000) que podrian causar
los efectos del veneno en la perfusion renal, debido a que el 6xido nitrico es un
vasodilatador que altera la hemodindmica renal y contribuye en el control
fisiolégico de la presion arterial, por lo que podria estar asociado en la disminucién
de la presién de perfusion por mecanismos aun no elucidados, y éste ademas
participa en la excrecion de los fluidos extracelulares, por lo que la excrecion de
Na® que resulta en una disminucion en la perfusion renal, podria estar asociada a

este proceso (Filho y Zilberstein, 2000).

Por otro lado Evangelista 2009 evalué los efectos renales de B. marajoensis (30
mg / ml) obteniendo como resultados la disminucion de la PP, la RVR, el FU, TFG
y el transporte tubular de sodio. Aqui se menciona que la liberacién renal de
bradicinina seguido de 6xido nitrico podria estar implicada en la caida (Ferreira et
al., 1992), principalmente de la PP y la RVR. Seguidamente sugiere que los
cambios descritos para la reduccion de FU y TFG pueden estar relacionados con
la liberacién de factor activador plaquetario PAF, sin embargo los datos de la
disminucién de FU y TFG no se asemejan a los resultados encontrados en este
trabajo, pero atribuye el aumento de la TFG, FU y la eliminacion de sodio a
factores natriuréticos, con la continua disminucion de la presion de perfusion renal

y la resistencia al final del experimento.
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Fisiolégicamente la vasodilatacion arterial promovida por estas sustancias
disminuye la resistencia en los segmentos vasculares de los rifiones, lo que tiende
a aumentar el flujo sanguineo renal y por tanto llevaria a la disminucion de la
fraccion de filtracion, aumentando la filtracion glomerular (Guyton y Hall, 2006),
resultado observado en la perfusion al aumentar el RFG. Por otro lado Nordes,
2009 sugiere que los efectos en la perfusion renal estarian siendo causados por el
aumento en la produccion de oxido nitrico, lo que podria promover el aumento de
la tasa de filtracion glomerular (Barbosa et al., 2002). y la diuresis
independientemente de la caida de la RVR (Havt et al., 2001).

Se sabe que los venenos de las serpientes son mezclas complejas de moléculas
de diferente naturaleza bioquimica, con un predominio de proteinas dotadas de
actividad enzimética, por lo cual no se podrian elucidar detalladamente los
mecanismos por los cuales se presentan alteraciones en el riidn aislado, ademas
a ciertos componentes del veneno se les pueden atribuir actividades especificas
(Angulo y Lomonte, 2009), por lo que varios estudios se han realizado con
fracciones de veneno de la serpiente B. insularis, en rifién aislado. Entre estas
fracciones esta la PLA, (Braga et al., 2008), la lectina Tipo-C (Braga et al., 2006a)
y la trombina (Braga et al., 2006b). Las cuales alteraron todos los parametros
renales evaluados produciendo un aumento en la PP, la RVR, el FU y RFG, datos
diferentes a los obtenidos con el veneno total de B.ayerbei, por lo que cada una de
estas fracciones actla sobre diferentes mecanismos promoviendo dafio renal, y la
combinacion de dos a mas toxinas que actian sinérgicamente pueden tener mas
de una actividad especifica (Angulo y Lomonte, 2009). Finalmente las alteraciones
presentadas en este trabajo podrian haber sido modificadas por los eicosanoides
como lo son las prostaglandinas, bradicininas e histaminas, como consecuencia
del proceso inflamatorio, las cuales desempefian funciones importantes de
autorregulacion en la funcion renal, mediante la modificacién de la hemodinamica

renal, tubular y glomerular (Braga et al., 2006).
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7.2 Resultado de las alteraciones histolégicas en el rifidén

El analisis histologico se realizd6 comparando las muestras de rifion aislado
perfundido derecho, con el rifion izquierdo no perfundido, obteniendo como
resultado areas de congestidn discretas en el grupo control, sin alteraciones en el
glomérulo, el intersticio y los vasos (Figural5). Los rifilones perfundidos con el
veneno total de B. ayerbei, presentaron &reas de degeneracion vacuolar hidrépica
de las células tubulares renales, hemorragias, grasa perirrenal (Figura 17) y
dilatacion del espacio de Bowman (Figural6A).

En este estudio se evaluaron las alteraciones histolégicas producidas por el
veneno de la serpiente B ayerbei (10ug/mL), en rifion aislado, (figuras 15 y 16),
obteniendo como resultado en la observacién, una congestién discreta en todos
los 6rganos, areas hemorragicas en el parénquima de los 6rganos RD 719, RI
719, RD 619 y RI 619, y grasa perirenal en los animales Rl 819, RD 819, RD 419
y Rl 419 (Tabla 4), debido a que los resultados fueron presentados tanto en el
rifién izquierdo (control) como el rifion derecho (experimental). Se podria sugerir
gue estas observaciones son ocasionadas por la manipulacion quirdrgica, o bien
por el anestésico utilizado, y por lo tanto, este dafio no fue dado por el veneno de

la serpiente B. ayerbei.

En la tabla 4 se presenta como valor positivo (+) la presencia de la sintomatologia
descrita, y como valor negativo (-) la ausencia de la sintomatologia, los marcados
como RI (Rifion izquierdo) corresponder al grupo control, y los marcados como RD

(Rifibn derecho) corresponden al grupo experimental.
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Tabla 4. Analisis histologico de 5 animales experimentales. Tabla de las alteraciones encontradas en los rifiones.

RI319 RD319 RI819 RD819 RI719 RD719 RI619 RD619 RI419 RD419

Degeneracion () () () () () (+) (+) () () ()
Necrosis () () () () () () () () ) ()
Inf. Aguda () () () () () () () () ) ()
Inf. Crénica () () () () () () () () ) ()
Hemorragia () () () (+) (+) () (+) (+) (+) (+)
Calcificacion () () () () () () () () () ()
Hipertrofia () () () () () () () () () ()
Hiperplasia () () () () () () () () () ()
Congestion (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+)
Pigmentacion () () () () () () () () () ()
Dilatacion del () (+) () (+) () (+) () (+) () (+)

espacio de Bowman

Arquitectura OK OK OK Ok OK OK OK OK OK OK
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Figura 15. Evaluacion histologica del grupo control rifion izquierdo, en la frontera
de la zona medular cortical. A) Areas de congestion (a), hemorragias (b). B)

Glomérulos intactos (a). (n=5, coloracién de hematoxilina-eosina aumento 100x).

60



Figura 16. Andlisis histologico de los grupos tratados por el veneno de B. ayerbei
el cual mostr6 A) dilatacion del espacio de Bowman (a) y B) necrosis tubular

aguda (a). (n=5, coloracién de hematoxilina-eosina aumento 100x).
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Figura 17. Analisis histoldgico de los grupos tratados por el veneno de B. ayerbei
el cual mostrd: degeneracién vacuolar hidrépica (a), presencia de hemorragias y

grasa perirrenal. (n=5, coloracién de hematoxilina-eosina aumento 100x).

Seguidamente como se muestra en la Figura 16A y la Tabla 4 una alteracién
importante encontrada, solo en los rifiones experimentales, es la dilatacion en el
espacio de Bowman, que se presenta en la enfermedad glomeruloquistica, la cual
reporta una dilatacion de los espacios glomerulares con atrofia de los ovillos, y
sugiere que puede originarse, por compresion de los tubulos renales proximales
asociada con fibrosis, o bien como consecuencia de procesos inflamatorios
Salinas et al., 2008. segun estudios realizados por Linardi et al., 2011, utilizando el
veneno de B. alternatus, demostré6 cambios morfolégicos en el tejido renal de

ratas, al aumenta la excrecién de algunos iones, por lo que se sugiere que podria
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estar dada por el deterioro funcional en el tdbulo proximal. En otro estudio
realizado por Castro et al., 2004 se observaron los efectos de B. jararaca en los
tubulos proximales renales a través de la liberacion de Lactato Deshidrogenasa
(LDH) en la lesion celular, demostrando que este veneno causa un dafio directo en
los tubulos proximales, con exclusion de cualquier interferencia sistémica o
hemodinamica que pudiera haber causado dafio tubular. Esta lesion producida en
los tubulos proximales puede general una obstruccion, lo que incrementaria la
presion en el espacio de Bowman (Salinas et al., 2008), y por consiguiente llevaria
a una dilatacion en el mismo. Otra caracteristica observada fue la presencia de
necrosis tubular (figura 16B) en el riidn izquierdo de algunos animales
experimentales, el cual pudo ser ocasionado debido a una fuga del liquido
perfundido a través de los capilares glomerulares, actividad atribuida a la lectina
tipo-C de B. insularis en la cual Braga et al., 2006a asocia con caracteristica de
proteinas mostrando actividad de adhesién celular por lo que sugiere que algunas
glicoproteinas como las integrinas, que se expresan en el endotelio hacen posible
la unién o enlace con otras células endoteliales o con otras glicoproteinas de la
membrana basal (Barrero, 2008), ayudando a la adhesién celular mediante su
capacidad para alterar la conformacion del citoesqueleto por medio de la
contraccion celular, esto por consiguiente ocasionaria una ampliacion de los poros
endoteliales de union intercelular (Marcinkiewicz et al., 2005) y determinarian la
fuga del liquido de perfusiéon a la capsula de Bowman. Debido a que la expresiéon
de la integrinas es estimulada por ciertas citoquinas proinflamatorias se explicaria
el aumento de la permeabilidad vascular que se observa en la inflamacion aguda.
(Barrero, 2008).

Por lo anterior la alteracion observada en la dilatacion del espacio de Bowman
(Figura 16A), podria estar dada por una lesion en los tubulos proximales como
respuesta inflamatoria o por nefrotoxicidad directa. Y la necrosis tubular estaria

asociada a la adhesion celular estimulada por citoquinas proinflamatorias.
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7.3 Jaulas metabdlicas

Mediante la utilizacion de jaulas metabdlicas, se evalué el aclaramiento de
creatinina en sangre, utilizando 32 ratones separados en cuatro grupos, a cada
grupo de 8 ratones se le administr6é por via intraperitoneal una concentracion de la
DLso, del veneno de la serpiente de B. ayerbei, asi el primer grupo fue de 25%, el
segundo de 50% y el tercero de 75%. Pasadas 24 horas se evaluaron los efectos
obteniendo como resultado un aumento significativo en el aclaramiento de
creatinina en el grupo evaluado con la concentracion del 75% de la DLs, (Figura
17). Se llevé a cabo un analisis estadistico por comparacion utilizando ANOVA de
un factor (Tabla 5). Los datos se expresan como la media £+ SEM de 32 animales

experimentales.
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Figura 18. Evaluacion de los efectos de dosis subletales del veneno de B. ayerbei
en ratones, obteniendo un aumento significativo en la dosis subletal de 75%. Los

datos se expresan como la media + SEM *p< 0,05.
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En la tabla 5 se muestran el andlisis estadistico de aclaramiento de creatinina en
sangre, comparando los tres grupos experimentales, con diferentes dosis Yy el

control.

Tabla 5. Resultado estadistico del efecto de dosis subletales del veneno de B.

ayerbei en ratones. Los datos se expresan como la media + SEM *p< 0,05.

Control BaV 25% BaV 50% BaV 75%
Aclaramiento
de creatinina 27,07 = 18,65 + 26,91 + 47,44 +
(dL/min/qg) 0,3163 0,7316 1,985 4,943

De acuerdo a lo observado anteriormente se obtuvo un aumento en el
aclaramiento de creatinina en sangre, varios documentos sugieren que la
deteccion de las alteraciones en los niveles absolutos de creatinina sérica, urea
plasmatica y el volumen urinario son criterios importantes para la identificacién de
la IRA (Gomez, 2006). Fisiologicamente la creatina se filtra libremente a través del
glomérulo, en cambio se reabsorbe mal en los tdbulos renales, por lo que su
excrecion se da en grandes cantidades (Guyton y Hall, 2006). Teniendo esto en
cuenta, se podria sugerir que el aumento en el aclaramiento de creatinina se da
por un dafio a nivel del glomérulo, lo cual no permite que haya una filtracion de la

misma

Por otra parte Barone et al., 2011, evaltua el efecto del veneno de B. jararacay los

tratamientos del &cido lipdico y la simvastatina en la funcion renal, obteniendo

65



como resultado un aumento en la creatinina sérica, lo cual puede ser producido
por una accion directa que conduce a anormalidades glomerulares y tubulares, o
por manifestaciones sistémicas tales como la hemorragia y la inestabilidad

hemodinamica que pueden ocurrir con la coagulacion vascular generalizada.

Los mecanismos por los cuales se produce el aumento en creatinina, no se
pueden elucidar muy bien, ya que el resultado de esta metodologia no proporciona
la informacién necesaria, por lo tanto el aumento de creatinina puede ser causado
por cualguier mecanismo. La falta de otros datos se hace relevante para descartar

otras alteraciones.

El andlisis de creatinina en orina hubiera sido Util para la comparacion de esta
proteina en sangre, sin embargo no se pudo llevar a cabo porque la cantidad
recogida no era suficiente para desarrollar el procedimiento. Debido a esto
tampoco se pudo realizar andlisis de Na*, CI' y K* en orina, los cuales hubieran

proporcionado mayor informacion.

Se concluye que el aumento de creatinina puede ser dado por un dafio a nivel del
glomérulo o por manifestaciones sistémicas producidas por el veneno de B.

ayerbei.

7.4 Ensayo de viabilidad de las células

Se realiz6 el andlisis de la viabilidad de las células MDCK (1,0x10° cél/mL), las

cuales constituyen un linaje de células con caracteristicas morfolégicas y
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funcionales semejantes a las células del tubulo colector distal de mamiferos
(Perdigdo, 2011), las cuales fueron tratadas con el veneno total de B. ayerbei en
diferentes concentraciones (200; 100; 50; 25; 12,5 y 6,25 ug/mL), mediante el
método de MTT después de 6, 12 y 24 horas de incubacion. Los resultados
obtenidos muestran que el veneno presentd un efecto citotoxico, caracterizado por
la reduccion significativa de la viabilidad celular a las 6h (Figural8), 12h (Figura
19) y 24h (Figura 20), en todas las concentraciones estudiadas comparadas con el

grupo control (ICsp = 4,455 pg/mL).

Asimismo la Figura 21, muestra una comparacion de las concentraciones vs el
tiempo y se observa un efecto citotoxico al disminuir la viabilidad celular, siendo

mayor transcurridas las 24 horas,
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Figura 19. Efecto citotoxico del veneno total de B. ayerbei (200; 100; 50; 25; 12,5;
6,25; 3,12 y 1,56 ug/mL) sobre células MDCK, por el método de MTT después de
6h. Datos expresados como media = SEM (n=3) analizado por ANOVA con test
de Bonferroni y t de Student, *p<0,05.
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Figura 20. Efecto citotoxico del veneno total de B. ayerbei (200; 100; 50; 25; 12,5;
6,25; 3,12 y 1,56 pug/mL) sobre células MDCK, por el método de MTT después de
12h. Datos expresados como media = SEM (n=3) analizado por ANOVA con test
de Bonferroni y t de Student, *p<0,05.
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Figura 21. Efecto citotoxico del veneno total de B. ayerbei (200; 100; 50; 25; 12,5;
6,25; 3,12 y 1,56 ug/mL) sobre células MDCK, por el método de MTT después de
24h. Datos expresados como media + SEM (n=3) analizado por ANOVA con test

de Bonferroni y t de Student, *p<0,05.
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Figura 22. Comparacion del efecto citotoxico del veneno total de B. ayerbei (200;
100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 y 1,56 ug/mL) sobre células MDCK, por el método de
MTT después de 6, 12 y 24 horas. Datos expresados como media + SEM (n=3)
analizado por ANOVA con test de Bonferroniy t de Student p<0,05.

En la Tabla 6 se muestran los valores estadisticos de las diferentes

concentraciones utilizadas y el efecto que tuvo sobre la viabilidad de las células

MDCK.

Tabla 6. Efecto del veneno total de B. ayerbei sobre la viabilidad de las células
tubulares renales en diferentes concentraciones a las 6, 12 y 24h. Los datos se

expresan como media + SEM (n=3) analizado por ANOVA con test de Bonferroni

y t de Student, *p<0,05.
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Concentracion

(ng/mL) VT B. ayerbei 6h VT B. ayerbei 12h VT B. ayerbei 24h
Control 100,3 = 5,001 98,53 + 1,375 99,70 + 1,998
1,56 84,28 + 12,01 92,10 + 6,678 86,38 + 19,84*
3,12 70,89 + 12,22 76,49 + 17,32 52,71 + 19,62**
6,25 58,34 + 16,07* 63,19 £+ 20,18 43,48 + 19,42***
12,5 46,52 + 9,859*** 49,67 + 17,20* 15,95 + 2,245***
25 39,63  3,128*** 31,23 + 8,686** 11,55 + 2,168***
50 39,62 + 2,254*** 26,48 + 11,57*** 10,95 + 1,129***
100 36,22 + 4,579*** 22,92 + 2,241%** 8,921 + 1,037***
200 37,35  3,329*** 14,28 + 3,394*** 9,724 + 1,003***

Esta tabla nos indica la citotoxicidad que indujo el veneno de la serpiente B.
ayerbei, aplicando diferentes concentraciones y ser evaluadas en diferentes
tiempos en las células MDCK, Se sabe que los venenos de las serpientes tienen
actividad proteolitica que puede ejercer un efecto a través de la protedlisis de la
matriz extracelular, la interrupcion de la adhesion célula-matriz e induciendo la

apoptosis en linaje de células endoteliales, (Lopes et al., 2012).

Varios estudios se han llevado a cabo en diferentes linajes celulares para conocer
cuales son los procesos por los cuales se produce una disminucién en la viabilidad
celular, se ha propuesto que la toxicidad celular podria ser dada por procesos de
anoikis, por lo que Brenes et al., 2010 evalud la toxicidad en células adherentes
BAEC y no adherentes HelLa con el veneno de B. asper, obteniendo como
resultado una toxicidad mayor en células adherentes, pero se presentdé una
toxicidad del 50% en células no adherentes, lo que lleva a creer que los

mecanismos por los cuales se da esta toxicidad, podrian tener otros mecanismos,
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independientemente del desprendimiento en el anclaje celular, en este mismo
trabajo se evalud la via de muerte por la que se da la reduccion en la viabilidad
celular, obteniendo como resultado el proceso de apoptosis como principal via de
muerte. Asimismo Perdigdo 2011 evalia el mecanismo de muerte celular en
células MDCK producidas por el veneno de B. insularis por medio de citometria
de flujo, y observa que el mecanismo predominante es de apoptosis, (Simon et al.,
2000) sugiere que un aumento en los niveles de especies reactivas de oxigeno
(ROS), llevan a una oxidaciéon de lipidos, proteinas y acidos nucleicos, generando
un dafio oxidativo, y que una respuesta a tal dafio es una via importante de inicio

de apoptosis.
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8. CONCLUSIONES

El veneno de la serpiente B. ayerbei, aplicado a un sistema de perfusion renal en
cantidad de 10ug/mL, en rifidn aislado de rata, ocasiona: Insuficiencia renal aguda,
que se manifiesta en la disminucion del transporte de Na® y la Resistencia
Vascular Renal, la caida de la Presion de Perfusion y el aumento del Flujo

Urinario y el Ritmo de Filtracion Glomerular.

A nivel histolégico el veneno de B. ayerbei ocasiono en el rifion perfundido,
cambios histologicos en el glomérulo, consistentes en la dilatacion del espacio de
Bowman y necrosis tubular, el primero debido a una lesién en el tibulo proximal, o
tubulo colector y el segundo relacionado con la adhesion celular en respuesta de

procesos proinflamatorios.

El veneno de B. ayerbei, aplicado en dosis del 75% de la Dlsp, produjo aumento en

el aclaramiento de creatina, sintoma de dafio en el glomérulo.

A nivel celular los resultados mostraron un elevado efecto citotoxico del veneno de
B. ayerbei, caracterizado por la reduccion significativa de la viabilidad celular en

todas las concentraciones estudiadas, cuando se compara con el grupo control.

El veneno total de B. ayerbei, fue capaz de alterar todos los métodos propuestos
en este trabajo, por lo que se concluye que el veneno tiene una accion nefrotéxica

en: rifdn aislado de rata, en ratones y en la viabilidad de las células MDCK.
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9. RECOMENDACIONES

Teniendo en cuenta que los venenos de las serpientes son secreciones
constituidas por una gran cantidad de moléculas, se recomienda llevar a cabo
estos mismos andlisis con diferentes fracciones del veneno, para determinar cudl

podria ser el compuesto que pueda llegar a producir nefrotoxicidad.

Para el trabajo con jaulas metabdlicas se recomienda aumentar el nimero de
animales (ratones) con el fin de obtener una mayor cantidad de muestras, y asi

poder ampliar los andlisis de iones y creatinina en orina.

Para poder entender los procesos por los cuales se produce citotoxicidad en
células MDCK, se recomienda realizar un ensayo de citometria de flujo para saber
por cual via se podria estar generando la reduccion de la viabilidad celular, y asi
elucidar los posibles mecanismos ya sean apoptéticos o necréticos por los cuales

se produce esta muerte.
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