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RESUMEN

El ofidismo es un problema de salud publica en Colombia. De acuerdo con los
informes estadisticos emitidos por el Sistema de Vigilancia de Salud Publica en el
pais, en el afio 2016 se reportaron 4636 casos, de los cuales entre el 2 a 3% de
los registros correspondieron a Crotalus durissus cumanensis. Aunque representa
un porcentaje relativamente bajo, el envenenamiento crotalico ocasiona efectos
sistémicos letales tales como la neurotoxicidad, miotoxicidad y en ocasiones
perturbaciones en la coagulaciébn. En nuestro pais son escasos los estudios
relacionados con este tipo de accidente ofidico y sus complicaciones, entre las
cuales se ha descrito la hepatotoxicidad. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo
fue determinar el dafio hepatico inducido por el veneno de la cascabel colombiana;
para esto se identificaron las alteraciones histopatolégicas y en la actividad
enzimatica sobre ratas WISTAR macho (n=28) con un peso de 200 = 30 g. Se
implement6 un disefio experimental completamente aleatorizado con 3 grupos, a
los cuales se les aplicaron, por via intraperitoneal, dosis subletales del veneno
(80%, 40% y 20% de la DLsp); como grupo control se inyectaron animales con
solucion salina al 0,9% y el efecto fue evaluado luego de 8 horas de exposicion.
Los resultados muestran un incremento significativo en los valores de aspartato
aminotransferasa (AST) (p<0,05) en el grupo expuesto a la dosis del 80%. Por otro
lado, no se reportaron alteraciones significativas en los valores de alanina
aminotransferasa (ALT) (p>0,05). Asimismo, no se observé diferencia significativa
en los procesos de degeneracion hidropica e infiltrados inflamatorios observados.
Lo anterior sugiere que el envenenamiento inducido por la serpiente objeto de
estudio en esta investigacion se caracteriza por un efecto miotoéxico, asociado al
efecto de la crotamina, crotoxina y fosfolipasas A2 (PLA2), responsables de los
efectos miotoxico y los dafios estructurales a las membranas celulares, lo que
permite la liberacion de AST desde el citoplasma de los miocitos al torrente
sanguineo. Por otro lado, no se observan dafios a nivel hepatico porque no existe
dafno en las membranas de los hepatocitos tal como lo demuestra la ausencia de

ALT en sangre. En conclusién, el veneno de C. d. cumanensis distribuida en el
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Valle Seco del Rio Magdalena en Colombia, no produce dafios aparentes a nivel
hepatico en ratas, pero si genera dafio miotoxico severo, resultados que
contrastan con los envenenamientos ocasionados por otras poblaciones de C.

durissus en Suramérica.

1. INTRODUCCION

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) estima que a nivel global son
reportados cinco millones de casos de accidente ofidico (enfermedad producida
por la mordedura de serpientes) la cual puede ocasionar graves secuelas y
lesiones de salud con consecuencias psicolégicas asociadas (OMS, 2013), siendo
asi, una enfermedad muy frecuente y de sumo interés médico, considerada en
Colombia como un problema de salud publica, a pesar de la obligatoriedad del
reporte del ofidismo en el pais, existen muchos mas casos que no son registrados
(Otero-Patifio, 2011), estos pueden ser sub-estimados, debido a que en muchas
ocasiones, los accidentes ofidicos ocurren en zonas rurales donde las personas
mueren sin haber podido llegar a un centro de salud. En el mejor de los
escenarios, las personas recurren a remedios caseros y por tanto, no se reportan
en el ente responsable de realizar los andlisis estadisticos, como es el Sistema
Nacional de Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA) de Colombia.

En el 2016 el SIVIGILA reporté 4636 casos de ofidismo donde el 2 al 3% de los
mismos fue ocasionado por la serpiente de cascabel (INS, 2016). En nuestro pais
se encuentra la subespecie C. d. cumanensis, la cual se distribuye en la costa
Caribe desde el departamento de Coérdoba hasta el extremo este de Venezuela,
también se encuentra a lo largo del valle interandino del rio Magdalena, en el
Altiplano Cundiboyacense, los Llanos Orientales, Guaviare y Guainia. Esta
especie se encuentra asociada a zonas de bosque seco 0 semiseco tropical y sus

relictos o ecosistemas derivados (Campbell et al., 2004).

El envenenamiento ocasionado por la serpiente de cascabel es un evento de

suma importancia médica debido al mecanismo de accion del veneno, el cual se
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clasifica como neurotéxico, miotdxico y rara vez genera disturbios en los procesos
de coagulacién (Instituto Nacional de Salud INS, 2009). Se caracteriza por
presentar manifestaciones locales como dolor y edema. Entre las manifestaciones
sistémicas estan: pardlisis de pares craneales, vision borrosa, mialgias, paralisis
periférica progresiva hasta llegar a paro respiratorio y falla renal (Barraviera,
1999). Asimismo, genera elevacién en los niveles de creatina fosfoquinasa (CPK),
lactato deshidrogenasa (LDH), aspartato aminotransferasa (AST), potasio sérico
[K'] y descenso de los niveles de calcio sérico [Ca™] (Ayerbe, 2009).
Adicionalmente, a estos efectos toxicos, en Brasil se han realizado investigaciones
gue demuestran que el envenenamiento por Crotalus durissus terrificus induce
dafo hepatico en seres humanos (Azevedo-Marques et al., 1987, 1985). En
Colombia, existen escasos estudios relacionados con el compromiso de la funcion
hepatica o hepatotoxicidad producida por el envenenamiento crotalico (Ayerbe,
20009).

En Colombia existen escasos estudios relacionados con el accidente ofidico
crotalico y las lesiones de salud que produce esta enfermedad tropical, como es la
hepatotoxicidad. Por lo anterior, esta investigacion caracterizo el dafio hepatico
inducido por el veneno de C. d. cumanensis de la cuenca del rio Magdalena -
departamento de Huila (Colombia). Este estudio se realizO en ratas Rattus
norvegicus cepa Wistar, mediante la evaluacion de las alteraciones enzimaticas en
suero sanguineo e histopatoldgicas en el higado que genera el veneno de C. d.
cumanensis, con el propdsito de proporcionar nuevas estrategias, herramientas y
alternativas en pro de ayudar a mejorar los protocolos médicos del ofidismo

crotalico y sus problematicas asociadas en el sur-occidente colombiano.

2. JUSTIFICACION

El Ofidismo es una enfermedad tropical muy frecuente, por lo que se constituye en
un importante problema de salud publica en Colombia y de alto interés médico,

especialmente en &reas rurales. En gran parte del territorio colombiano el
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accidente ofidico no cuenta con la documentacién correcta, manejo y tratamiento
médico, resultado de las escasas campafas de capacitacion desde los entes
gubernamentales hacia los diferentes integrantes del area de la salud y la

comunidad en general.

En el caso de un accidente ofidico crotalico, ademas de los efectos neurotoxico y
miotoxico, se puede presentar hepatotoxicidad por tres vias: incidencia directa por
el envenenamiento, dafio hepatico por estrés celular y por exceso de
medicamentos al tratar el ofidismo. Ademas, este efecto puede provocar en el
paciente necrosis celular, hepatitis, lesiones vasculares, entre otros (Jaeschke et
al., 2002). Lo anterior refleja la importancia de caracterizar el dafio hepatico
inducido por el envenenamiento de C. d. cumanensis de la cuenca del rio
Magdalena - departamento de Huila (Colombia), permitiendo aportar nuevo
conocimiento en el campo de la salud y la biomedicina, y brindar mejores
herramientas y estrategias que minimicen los efectos adversos ocasionados por el

envenenamiento crotalico.

3. MARCO TEORICO

3.1.Generalidades de las serpientes

Las serpientes son reptiles que se caracterizan por poseer un cuerpo alargado y
carecer de extremidades. Su movimiento se debe a ondulaciones que realizan con
su cuerpo por medio de contracciones musculares que les permiten avanzar con el
cuerpo extendido (Ayerbe Gonzalez and Latorre Ledezma, 2010). Los ojos se
encuentran debajo de una escama, generalmente transparente. La lengua puede
ser considerada parte de su sistema olfativo, con la cual percibe las moléculas
odoriferas en el ambiente, posteriormente dirige estas moléculas al 6rgano de
Jacobson para ser interpretadas y ayudar a formar una imagen mas completa y

compleja de lo que se encuentra a su alrededor (Lillywhite, 2014).
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A nivel taxonémico se han descrito 3571 especies de serpientes a nivel mundial
(Uetz et al., 2016), registrandose en Colombia mas de 270 especies agrupadas en
diez familias, siendo dos de interés toxinologico: Elapidae y Viperidae (Lynch,
2012; Otero-Patifio, 2011; Zambrano et al., 2014).

3.2.Familia Viperidae

Las serpientes de la familia Viperidae son venenosas y peligrosas, generalmente
presentan pupilas verticales, cabeza en forma triangular o punta de lanza, fosetas
termorreceptoras y denticién solenoglifa, es decir, poseen colmillos retractiles
localizados en la parte delantera de la mandibula conectados directamente con la
glandula de veneno. Esta ultima caracteristica le confiere al veneno la facultad de
pasar a través del colmillo gracias a un canal interno y finalmente salir por una
apertura en la parte distal (Campbell et al., 2004). En Colombia esta familia esta
representada por 6 géneros, entre los cuales se incluyen las especies que son las
principales causantes de accidentes ofidicos en el pais (Ayerbe Gonzalez and
Latorre Ledezma, 2010).

3.3.Crotalus durissus cumanensis

La serpiente de cascabel C. durissus se caracteriza por llegar a medir hasta 180
cm de largo, presenta patrones de coloracion variables, generalmente café oscuro,
gris-café, café rojizo, entre otros. De igual forma, se suelen observar patrones en
forma de rombos o diamantes, encontrandose entre 18 y 32 rombos en el dorso
del cuerpo. En cuanto a patrones de escamacion, se caracteriza por tener de 2 a 5
intersupraoculares, especificamente en C. d. cumanensis se presentan 3.
Presenta de 11 a 18 supralabiales, entre 12 y 20 infralabiales, de 155 a 179
ventrales en machos y entre 163 y 190 en hembras, y de 25 a 32 subcaudales en
machos y de 18 a 26 en hembras. Por otro lado, tiene la cabeza pequefia, en
forma triangular, los ojos con pupila eliptica vertical, cola corta gruesa y terminada
en anillos cérneos (cascabel) siendo esta Ultima caracteristica la que confiere el

nombre comun a esta especie (Campbell et al., 2004).
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3.4.Taxonomia y distribucion geogréafica de C. d. cumanensis

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Subfilo: Vertebrata
Clase: Sauropsida
Orden: Squamata
Suborden: Serpentes
Familia: Viperidae
Subfamilia: Crotalinae
Género: Crotalus
Especie: C. durissus

Subespecie: C. d. cumanensis Humboldt, 1833

La serpiente C. durissus se distribuye desde Colombia hasta Argentina, excepto
en Ecuador y Chile. En Colombia se encuentra representada por la subespecie C.
d. cumanensis, la cual registra en toda la costa Caribe, desde el departamento de
Cordoba hasta el extremo este de Venezuela, esta subespecie, también se
encuentra a lo largo del valle inter-Andino del rio Magdalena, desde el municipio
de Garzon (Huila) hasta su desembocadura; igualmente se reporta en el Altiplano
Cundiboyacense, los Llanos Orientales, Guaviare y Guainia (figura 1) (Campbell et
al., 2004).
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Figura 1. Distribucion geogréafica de C. d. cumanensis en Colombia. Se amplifica
la zona de colecta de los especimenes de C. d. cumanensis empleados para
obtener el pool de veneno. En negro se resalta el departamento del Huila. El
triangulo rojo representa el lugar donde fueron colectados los especimenes 1y 2
en la finca “Las Mercedes” del municipio de Tarqui y el triangulo verde representa
al espécimen 3 del municipio de el Hobo, este uGltimo permanecia en cautiverio en

el Centro de Investigaciones Biomédicas (CIBUC). Fuente: este estudio.

3.5.Veneno de la serpiente C. d. cumanensis

El veneno es cualquier sustancia toxica de origen animal o vegetal que se produce
en un 6érgano excretor o grupo de células altamente especializado (Ayerbe, 2009).
El veneno de la cascabel colombiana se clasifica como neurotoxico, con un
mecanismo de accién esencialmente a nivel presinaptico, impidiendo la liberacion

de los neurotransmisores en las terminales nerviosas, asimismo produce un
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bloqueo neuromuscular y paralisis flacida progresiva que puede desembocar en

dafio al musculo esquelético, también presenta efecto miotoxico y rara vez genera

disturbios en los procesos de coagulacién (Brazil, 1966; Bucaretchi et al., 2014;

Instituto Nacional de Salud INS, 2009). Aunque se ha reportado compromiso de la

funcion hepatica o hepatotoxicidad durante el envenenamiento por esta especie,

existen pocos estudios al respecto (Ayerbe, 2009). Los principales componentes

del veneno crotalico se reportan en la tabla 1.

Tabla 1. Descripciéon general de los componentes mas frecuentes del veneno de

las serpientes del género Crotalus

Nombre

Tipo de molécula

Funcién

Efecto

Referencias

Fosfolipasa Az

Crotamina

Crotoxina

Enzimas

Polipéptido

Complejo
compuesto por
una subunidad
(B) de
Fosfolipasa-Az y
una subunidad
(A) acidica no
enzimatica
llamada
chaperona o
crotapotina

Hidrolizan el enlace

éster de los
glicerofosfolipidos
de células

musculares y

nerviosas liberando

acidos grasos y
lisofosfolipidos

Actla sobre los
canales de Sodio
(Na") de células
musculares y

nerviosas

Miotoxina y

neurotoxina de

accion presinaptica

gue inhibe la
liberacién de
acetilcolina

Neurotoxicidad,
miotoxicidad
sistémica, efectos
anticoagulantes y
edema

Miotoxicidad y
Neurotoxicidad

Neurotoxicidad y
rabdomidlisis

(Romero-Vargas
et al., 2010;
Saviola et al.,
2015)

(Jiménez-Porras,
1970; Ponce-
Soto et al., 2007;
Saravia et al.,
2002)

(Azevedo-
Marques et al.,
1985; Bucaretchi
et al., 2014;
Hendon, 1975;
Lomonte et al.,
2015; Saravia et
al., 2002)
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Convulxina Lecitina tipo C Se unen a los Agente activador (Batuwangala et
carbohidratos plaquetario al., 2004;
dependientes de Boldrini-Franca
Calcio (Ca*?) et al., 2010;

Murakami et al.,
2003; Prado-
Franceschi and
Vital Brazil,
1981)

Giroxina Serina Participa en los Hipofibrinogenemia, (Alexander et al.,
proteinasas, procesos activa factores 1988; Boldrini-
similares a la degenerativos anticoagulantes e Franca et al.,
trombina celulares por induce el sindrome 2010; De Oliveira

catalisis neuroldgico “rotacion et al., 2009; de
nucleofilicas de barril” Sousa-e-Silva et
al., 2003)

Metaloproteinasas Proteasa Protedlisis Hemorragico y (Aguilar et al.,
dependiente de dependiente de actividad fibrinolitica 2007; Saviola et
Zn*? metales al., 2015)

Glutamil ciclasas Familias Hidrolizan el enlace  Contribuye (Georgieva et al.,

2010; Saviola et
al., 2015)

y Fosfolipasa B enziméticas éster del primer indirectamente en la

acilo y del segundo toxicidad del veneno

acilo con el glicerol

3.6.Accidente Ofidico Crotalico

El accidente ofidico u ofidismo, es el evento desencadenado por la mordedura de
las serpientes ya sean venenosas 0 no, con inoculacion de veneno o sin ella
(Ayerbe, 2009).

envenenamiento ofidico con sus respectivos signos y sintomas (Ayerbe, 2009) y

Cuando ocurre inoculacion de veneno, se denomina
se entiende como accidente ofidico crotalico al causado por la mordedura de las
serpientes del género Crotalus. EI envenenamiento crotélico se caracteriza por
presentar manifestaciones locales como dolor, edema, sangrado escaso y ligero
eritema. Entre las manifestaciones sistémicas estan: pardlisis de pares craneales

con papiledema, midriasis paralitica, visidn borrosa, diplopia, ptosis palpebral,
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oftalmoplejia, estrabismo divergente y facies miasténica, mialgias, paralisis
periférica progresiva hasta llegar a paro respiratorio y falla renal, también se puede
presentar rabdomiolisis, hemoglobinuria, nefrosis de la nefrona intermedia,
mioglobinuria, oliguria o anuria (Barraviera, 1999; Bucaretchi et al., 2013). Por otro
lado, en cuanto a hallazgos paraclinicos es de resaltar las alteraciones en los
tiempos de coagulacién e incluso la incoagulabilidad de la sangre, elevacion
temprana en los niveles creatina fosfoquinasa (CPK), lactato deshidrogenasa
(LDH), aspartato aminotransferasa (AST), potasio sérico [K'], descenso de los
niveles de calcio sérico [Ca''] y sindrome compartimental (Ayerbe, 2009;
Bucaretchi et al., 2014).

3.7.Higado

Es el érgano mas voluminoso del cuerpo y representa el 2% del peso corporal
total. Se caracteriza por ser multifuncional (permite la filtracion y almacenamiento
de la sangre; metaboliza los carbohidratos, proteinas, grasas, hormonas y
compuestos quimicos extrafios; formacion de la bilis; depdsito de vitaminas y
hierro, asi como la sintesis de factores de la coagulacion) y muchas de sus
funciones guardan relacién entre si, por lo tanto se manifiestan en particular en los

trastornos hepaticos. (Guyton and Hall, 2011)

3.7.1. Acino hepatico

Es una unidad del higado, tiene una forma de diamante y esta formada por
la vena porta, la arteria hepatica y el conducto biliar (fig. 2). Esta unidad
funcional permite comprender los patrones de dafio celular que se producen
en casos de hipoxia o cuando el higado es expuesto a sustancias téxicas
(e.g. veneno de serpiente) (Guyton and Hall, 2011). Dentro del acino se

diferencian tres zonas:

Zona 1: Es la mas préxima a la arteria hepatica. En esta zona los
hepatocitos reciben una gran cantidad de nutrientes y oxigeno, por lo que
estas células son las primeras en ser expuestas a las sustancias téxicas

gue llegan al higado.
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Zona 2: Es una zona de actividad metabdlica intermedia entre la zona 1y la

zona 3.

Zona 3: Es la zona mas distal a la arteria hepatica y la mas proximal a la
vena porta. Los hepatocitos de esta zona son mas susceptibles a sufrir

dafios al exponerse a sustancias toxicas.
3.7.2. Hepatocito

Son las células especializadas en el desarrollo de las funciones metabdlicas
gue se realizan en el higado. Estas células son poliédricas de
aproximadamente 20 nm de longitud por 30 nm de ancho, presentan un
nacleo central redondeado u ovalado, y en el 25% de los casos pueden ser
células binucleadas. Asimismo constituyen cerca del 80% de las células del
tejido hepéatico como se muestra en la figura 2 (Gomes-da-Silveira and
Ribeiro-Filho, 2006).

3.7.3. Células de Kupffer

También denominadas células reticuloendoteliales, son macréfagos
altamente especializados, localizados Unicamente en el higado, revisten los
sinusoides y su funcién es fagocitar las bacterias y otros cuerpos extrafios
de la sangre de los sinusoides como se muestra en la figura 2 (Guyton and
Hall, 2011). Estos macréfagos se incrementan debido al envenenamiento
por serpientes y funcionan como un marcador para evaluar el dafio hepatico
(Franca et al., 2009).
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Figura 2. Tejido normal de higado de ratas observado con microscopio
optico H-E 10X. A. Arteria Hepatica. B. Conducto Biliar. K. Células de
Kupffer. H. Hepatocito. V. Vena Hepatica. Fotografia: Olaya, A (2017).

3.8.Hepatotoxicidad

Término general con el cual se hace referencia a las alteraciones y dafios
generados al higado por sustancias quimicas, xenobidticas, medicamentos y/o
estrés oxidativo (Jaeschke et al., 2002), este ultimo causante es un efecto
producido por algunos venenos de serpientes. (Abdel-Moneim et al., 2015; Al-
Quraishy et al., 2014; Asmari et al., 2015; Dasilva et al., 2011)

Los dafios hepéaticos asociados al envenenamiento crotalico han sido relacionados
al efecto directo del veneno sobre las mitocondrias y por la accidn de citocinas en
los hepatocitos, especialmente la interleucina-6 (Barraviera et al., 1995). Las
lesiones microscopicas son variables y responden a la cantidad de veneno
inoculado y al tiempo transcurrido post-inoculacién, generando aparicion de
infiltrados inflamatorios, degeneracion hidrépica durante las 12 horas siguientes a
la mordedura o inoculacién del veneno. Asimismo, los niveles séricos de AST y
ALT se pueden ver afectados con tendencia a incrementar significativamente

respecto a los grupos control (Dasilva et al., 2011; Franca et al., 2009).
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3.9.Alanina aminotrasferasa (ALT)

También conocida como transaminasa glutamico piravica (GPT), se encarga de
catalizar la reversion de un grupo amino de la alanina al a-cetoglutarato con
formacion de glutamato y piruvato. La ALT normalmente se encuentra en las
células hepéticas y renales. Esta enzima usualmente se emplea como marcador
serologico para el diagnostico de las enfermedades hepaticas como la
hepatotoxicidad (Dasilva et al., 2011; Franca et al., 2009). Barraviera et al., (1995)
establecieron que el incremento de esta enzima en el suero sanguineo se debe a
las lesiones en las membranas mitocondriales y citoplasmaticas de los hepatocitos

provocadas por el veneno de C. d. cumanensis.

A continuacion se presenta la reaccion catalizada por la alanina aminotrasferasa
en el higado y el principio fotométrico por el cual puede ser detectada de forma
indirecta utilizando LDH. La estimacion de la velocidad de disminucion de la
concentracion de NADH en el medio, la cual es proporcional a la concentracion
catalitica de ALT en la muestra ensayada, permite determinar la cantidad de ALT
presente en el suero sanguineo (Bergmeyer et al., 1978).

L-Alanina + a-Cetoglutarato —ALT_, | .Glutamato + Piruvato

LDH
Piruvato + NADH + HY —— L-Lactato + NAD"

3.10. Aspartato aminotransferasa (AST)

Anteriormente conocida como transaminasa glutamato oxaloacética (GOT)
cataliza la reversion de un grupo amino del aspartato al a-cetoglutarato con
formacion de glutamato y oxalacetato. Por otro lado, La AST es una enzima
intracelular, que se encuentra principalmente en el musculo del corazoén, las
células hepaticas, las células del masculo esquelético y en menores cantidades en
otros tejidos (Barraviera et al., 1995), es un buen marcador cuando ocurre dafio en

las células hepaticas.
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A continuacion se presenta la reaccidn catalizada por la aspartato aminotrasferasa
en el higado. Al igual que en el caso de la ALT, se presenta el principio
fotométrico, donde la velocidad de disminucion de la concentracion de NADH en el
medio, que a su vez es proporcional a la concentracion catalitica de AST en la
muestra ensayada, permite determinar la cantidad de AST presente en el suero
sanguineo (Bergmeyer et al., 1978).

AST

L-Aspartato + a-Cetoglutarato — L-Glutamato + Oxalacetato

MDH
Oxalacetato + NADH + H" —— Malato + NAD"

3.11. Relaciéon o cociente AST/ALT

La relacion AST/ALT funciona como un indicador de alteraciones hepaticas,
cuando este valor es menor a uno, se asocia con hepatitis virica, si el valor es
mayor a uno se relaciona con pacientes enfermos con fibrosis, es decir,
enfermedad hepatica avanzada. Un incremento mayor a dos puede sugerir
procesos de esteatohepatitis no alcohdlica o con cirrosis y es necesario realizar
una biopsia para establecer el diagndstico y pronostico. En caso de observarse un
valor superior a cuatro se sugiere fallo hepatico agudo (Garcia Martin and Zurita
Molina, 1998; Gopal and Rosen, 2000; Moseley, 1996).

4. ANTECEDENTES

Diferentes estudios abordan la epidemiologia, el cuadro clinico y la caracterizacion
bioquimica y bioldgica del veneno de C. d. cumanensis en Colombia y Venezuela,
al igual que para la subespecie C. d. terrificus en Brasil. Sin embargo, a nivel
nacional, los estudios son limitados y no existen investigaciones publicadas en

relacion con el efecto hepatotéxico del veneno de C. d. cumanensis.
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Grillo-Rodriguez y colaboradores (1974), son considerados los pioneros en el
estudio del veneno de C. d. cumanensis. Su grupo ha evaluado las propiedades
bioquimicas y fisicas del veneno incluyendo un andlisis del porcentaje de
proteinas y nitrégeno, asi como el contenido de nucleotidasas y PLA;, pH,
solubilidad, densidad, viscosidad. También reportaron la dosis letal 50 (DLsg)
intravenosa de 666 pg/kg e intraperitoneal de 1143 pg/kg.

Para el afio 2009 en Venezuela, se reportaron cambios séricos en las enzimas
ALT y AST inducidos por veneno de C. d. cumanensis en ratones. Se observo un
incremento significativo de estas enzimas en las pruebas bioquimicas realizadas
en grupos de ratones entre las 6 y las 9 horas, lo que sugiere que el veneno de

esta especie ocasiona dafo hepatico (Noriega-Alvarado et al., 2009).

Calvete y colaboradores (2010) realizaron la caracterizacion venOmica de
especimenes de Crotalus simus, C. d. cumanensis, C. d. durissus, C. d. ruruima y
C. d. terrificus. Presentaron la correlacion de las composiciones y actividades de
estos venenos y la tendencia adaptativa pedomorfica del complejo Crotalus en Sur

Ameérica.

Azevedo-Marques y colaboradores (1985) reportaron la evoluciéon clinica de dos
pacientes mordidos por C. d. terrificus en Brasil, los cuales presentaron hemalisis
y neurotoxicidad con secuelas psicolégicas asociadas y dafio renal. Ademas,
registraron variaciones significativas en los valores de CPK, LDH, AST, urea,
creatinina, acido urico, Foésforo, Potasio y Calcio. En 1987, los mismos autores,
presentaron tres estudios de caso de pacientes donde se determind la actividad
miotoxica y nefrotdxica del veneno de C. d. terrificus, a partir del incremento en la
actividad enzimatica de AST en las primeras 72 horas post-mordedura en los 3
pacientes evaluados; aunque los autores no referencian directamente la
hepatotoxicidad, este es un buen marcador serolégico de dafio hepatico (Azevedo-
Marques et al., 1987).

Para 1992 se reporto la presencia de neurotoxicidad facial (61%), mialgia (29%) y
orina oscura (40%) inducidas por el veneno de la cascabel suramericana en 87

pacientes del sureste brasilefio; solo a 13 de ellos se les realizd examenes

25



enzimaticos y se encontré un notable incremento en los niveles de creatina
quinasa (CK), AST y LDH en 12 pacientes (Portella Silveira and de Andrade
Nishioka, 1992). Para ese mismo afo, se realizé una caracterizacion toxinoldgica
de 20 especies diferentes de serpientes suramericanas, de las cuales las
serpientes C. d. terrificus de Brasil y Argentina presentaron alteraciones en la
coagulacién y ausencia de este efecto para la poblaciéon de Bolivia. Por otra parte,
el veneno de ningun individuo de esta especie presentd actividad proteolitica,
aunque si actividad edematizante leve (Sanchez et al., 1992).

En 1995, Barraviera y colaboradores encontraron que en 16 pacientes brasilefios
mordidos por C. d. terrificus se incrementaron los niveles de ALT y AST,
asociando estos resultados a un dafo celular en diferentes 6rganos; de igual
forma, se observo un incremento en los niveles de ALT lo cual esta directamente
relacionado con dafio celular en los hepatocitos. Por otro lado, se reportaron
cambios histolégicos en el higado, donde los hepatocitos ubicados cerca a la vena

centrolobulillar presentaron degeneracion hidropica.

En 1998, Acosta y colaboradores estudiaron el efecto del veneno de serpientes del
género Crotalus en ratones y observaron formacion de edema, cuya dosis
edematizante minima fue superior a la de las especies del género Bothrops, el
veneno desencadend una reaccion inflamatoria con presencia de leucocitos
polimorfonucleares; asimismo, se observo la presencia de infiltrados inflamatorios

alrededor de fibras nerviosas y no se reportaron alteraciones hemorragicas.

Aguilar y colaboradores en 2007, reportaron variaciones intraespecificas en las
actividades hemostéticas y bioquimicas del veneno de C. d. cumanensis. Algunas
poblaciones no presentaron uniformidad en las actividades toxicas, por ejemplo la
actividad hemorragica solo se reporto en tres de siete poblaciones. Las DLsp de los
venenos presentaron valores similares, exceptuando el de la Isla Margarita
(Venezuela) el cual presentd una mayor toxicidad. La actividad coagulante se
reporté en una de las poblaciones y la actividad fibrinolitica fue observada en

todas las poblaciones, aunque los valores correspondientes a las poblaciones de
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Santa Teresa y la Isla Margarita, fueron menores en comparacion con las otras 5
poblaciones estudiadas.

Franca y colaboradores en 2009 determinaron la hepatotoxicidad inducida por C.
d. terrificus midiendo los niveles de ALT, los cuales incrementaron cuando se
probaron las dosis mas altas de veneno. De igual manera, se encontraron células
de Kupffer, infiltrado inflamatorio, congestion vascular, aumento en la densidad
endotelial y degeneraciéon en los hepatocitos. Para ese afio, también reportd
incremento en los niveles de ALT (dosis de 300 ug/Kg a las 3 horas y dosis 100
Mg/Kg y 300 pg/Kg después de 6 horas de inyectado el veneno) y AST (dosis de
200 pg/Kg y 300 pg/Kg después de 3 horas y dosis de 300 pug/Kg despues de 6
horas de inyectado el veneno) al evaluar dosis altas de veneno de C. d. terrificus

en ratas (Dasilva et al., 2011).

Los estudios recientes sobre hepatotoxicidad ocasionada por venenos de
serpiente se han realizado con especies de la familia Viperidae de Medio Oriente y
de la familia Elapidae. Por ejemplo, Jarrar en 2011 reporté incremento en los
niveles de ALT y AST por accion del veneno de Echis coloratus en higado de
ovejos. Ademas, observo necrosis, alteraciones citoplasmaticas y nucleares,
atrofia de los hepatocitos y activacion de las células de Kupffer. Por otro lado y en
el 2013 se reporta una relacion entre el dafio hepatico, la cantidad y calidad del
veneno inoculado de Naja naja. De igual forma se presentd condensacion nuclear,
necrosis, células inflamatorias y congestion sanguinea de la vena central (Morad,
2013).

Al-Quraishy y colaboradores (2014) reportaron estrés oxidativo y apoptosis en
células del higado de ratas después inyectar veneno de Naja haje (DLsp). Se
incrementaron significativamente los niveles de bilirrubina total, AST, gamma
glutamil transpeptidasa (GGT), fosfatasa alcalina (ALP) y un aumento no
significativo de ALT. En este mismo afio, Asad y colaboradores reportaron dafios
drasticos por envenenamiento de Naja naja karachiensis en corazon, higado y

rifones.
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En 2015 se reportaron procesos de apoptosis celular, degeneracién de los
hepatocitos, infiltracion y necrosis celular en higado, ademas del efecto de la
melatonina para contrarrestar el estrés y las lesiones cardio-hepato-renales
provocadas por el veneno de Naja haje inyectado en ratas (Abdel-Moneim et al.,
2015). Por otro lado, se evaluaron la hepatotoxicidad y el estrés oxidativo inducido
por el veneno de Echis pyramidum por medio de la actividad de diversos
marcadores en suero sanguineo de ratas. Encontraron incrementos significativos
en la ALT cuando emplearon dosis altas de veneno (Asmari et al., 2015). De igual
forma, para ese afio, se reporto la presencia de un hematoma hepético provocado
por el veneno de Bothrops, se realiz6 un constante seguimiento de los niveles de
ALT y AST, los cuales tuvieron un incremento notable en los primeros dias, pero

luego descendieron hasta estabilizarse (Cunha et al., 2015).

5. OBJETIVOS
5.1.0bjetivo General

Identificar la hepatotoxicidad inducida por el veneno de la serpiente de
cascabel C. d. cumanensis (serpentes: viperidae) de la cuenca del rio

Magdalena - departamento de Huila (Colombia).
5.2.0bjetivos Especificos

1. Determinar la hepatotoxicidad inducida por el veneno de C. d.
cumanensis, utilizando los marcadores serologicos ALT y AST en
sangre de R. norvegicus cepa Wistar.

2. Establecer los efectos histopatoldgicos del veneno de C. d. cumanensis

en el higado de R. norvegicus cepa Wistar.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1.Colecta de especimenes

La colecta de especimenes de C. d. cumanensis se realizd6 en el municipio de
Tarqui (Huila-Colombia) en zonas rurales aledafas a la cuenca del rio Magdalena,
este proceso se llevé a cabo por medio de colecta libre en los horarios
internacionales establecidos de 7:00 a.m. a 10:00 a.m. y de 4:00 p.m. a 7:00 p.m.
se colectaron 3 individuos adultos (Almeida-Santos et al., 2004; Almeida-Santos
and Graca-Salomao, 1997).

6.2.0btenciéon del veneno

En el Centro de Investigaciones Biomeédicas de la Universidad del Cauca (CIBUC)
se extrajo el veneno de tres especimenes de C. d. cumanensis. Para ello, las
serpientes se inmovilizaron manualmente y se les indujo a morder una pelicula de
papel vinipel, el cual simulé una membrana, dispuesto sobre un embudo de cristal
y conectado a un tubo tipo Falcén. Se realizé una mezcla de los venenos, la cual

fue liofilizada y conservada a -20°C.
6.3.Analisis enzimatico en suero sanguineo

Al cabo de 8 horas post-inyeccion de veneno, las ratas se sedaron y se
anestesiaron con pentobarbital sodico (Penthal, Invet, S.A.). Posteriormente se
realizaron cirugias a las ratas, iniciando por la parte ventral, retirando la piel y
disecando hasta llegar al térax. Se tomaron muestras de sangre de la vena cava
ascendente, ubicada en la parte posterior de la masa visceral, la sangre se recogio
con un yelco de 20G en tubos separadores de suero (microtainer IMPROMINI,
tapa amarilla Gel and clot activator 0,5 ml) con el fin de facilitar la separacion entre
el suero y el contenido celular. Las muestras se dejaron reposar a temperatura
ambiente por 15 minutos, tiempo necesario para la formacion de coagulos. Pasado
este tiempo, se centrifugd durante 15 minutos a 3500 rpm, con el fin de extraer el
suero, el cual se separ6 y se refrigeré durante 12 horas. La actividad enziméatica

de ALT y AST en suero se determiné empleando 500 pL de los sustratos
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enzimaticos Cromatest del laboratorio Linear y 25 pL del suero sanguineo, el
procedimiento se realizé en un Analizador Bioquimico Semi-Automéatico URIT-810.

6.4.Histopatologia

Las ratas se eutanasiaron una vez se realiz0 la extraccion de la muestra
sanguinea, se extrajo el higado y se cort6 trasversalmente, posteriormente se fijo
con formol tamponado al 10% durante 24 horas. Se continué con la fase de
deshidratacion, dejando la muestra en una serie de alcoholes ascendentes una
hora por cada uno, de la siguiente manera: 1 alcohol al 80%, 3 alcoholes
absolutos (96%) y 3 alcoholes n-propanol, luego se hizo la aclaracién de las
muestras con xilol (2 veces) y posteriormente estas se infiltraron en un bloque de
parafina a 59°C. Los cortes se realizaron a un grosor de 4um por medio de un
microtomo y cada lamina se tifid con hematoxilina-eosina para analizarlas con el
microscopio optico y determinar las alteraciones causadas por el veneno en el
tejido hepatico; este proceso se realizd comparando la totalidad de las placas
histopatoldgicas de los grupos expuestos a las tres dosis de veneno, asi como el
grupo control: se observaron los acinos hepaticos y se reportaron alteraciones

como infiltrados inflamatorios y degeneracion hidropica.
6.5.Disefio Experimental

28 machos de ratas R. norvegicus cepa Wistar con pesos entre 170-230 gramos
se distribuyeron aleatoriamente en cuatro grupos de siete individuos los cuales se
inyectaron intraperitonealmente (i.p.) con 200 uL de las dosis de 20%, 40% y 80%
de la DLso (0,166 pg/g de rata) previamente determinada por Beltran-Vidal et al.

(2011). El grupo control se inyect6 con solucién salina al 0,9%.

El andlisis estadistico se realiz6 usando los programas BioEstat version 5.3. y
GraphPad Prism versién 5, Los graficos se elaboraron con el programa GraphPad
Prism versién 5. En la Tabla 2, se referencian las pruebas estadisticas aplicadas

para cada parametro analizado.
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Tabla 2: Distribucion de las pruebas estadistica segun los parametros evaluados

, PRUEBA PRUEBA
PARAMETRO ALTERACION ESTADISTICA  COMPLEMENTARIA
Enzima ALT ANOVA Dunnett
ENZIMAS HEPATICAS
Enzima AST ANOVA Dunnett

Vacuolizacion
ALTERACIONES

: Infiltrados
HISTOLOGICAS

Inflamatorios

Chi Cuadrado

Chi Cuadrado
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7. RESULTADOS
7.1.Andlisis enzimatico en suero sanguineo

Con el propésito de determinar el efecto hepatotéxico causado por el veneno de C.
d. cumanesis se cuantificaron los niveles de las enzimas ALT y AST en sangre de

los biomodelos experimentales.
7.1.1. Alanina aminotrasferasa (ALT)

Los resultados se muestran en la figura 2, en la cual no se observa
incremento o disminucion de los niveles de la enzima ALT asociados a la
cantidad de veneno inyectada en el modelo bioldgico; esto sugiere que en

las dosis evaluadas no se genera dafio hepatico.

ALT p>0,5 (n.s.)

60+

U/L

Dosis de veneno (% de DL-50)

Figura 3: Contraste por ANOVA de una via de los valores de concentracion
en suero sanguineo de la enzima ALT tras ocho horas post inoculacién del
veneno de C. d. cumanensis. No se observan diferencias significativas (n.s.)

en los niveles de esta enzima como marcador de dafio hepatico. El eje de
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las coordenadas muestra la concentracion de ALT y la desviacion estandar
de siete repeticiones.

7.1.2. Aspartato aminotrasferasa (AST)

La figura 3 muestra un incremento de los niveles de la enzima AST
directamente proporcional a la dosis de veneno inyectada. Se encontraron
diferencias altamente significativas al comparar la dosis mas alta (80%)
respecto al grupo control. Estos resultados sugieren dafio principalmente
miotoxico, como resultado de la liberacion de AST desde las células

musculares.
AST p<0,01
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Figura 4. Contraste por ANOVA de una via de los valores de concentracion
en suero sanguineo de la enzima AST tras ocho horas post inoculacion del
veneno de C. d. cumanensis. *** (p<0,01) diferencia altamente significativa
en la dosis del 80% respecto al grupo control. El eje de las coordenadas
muestra la concentracibn de AST y la desviacion estdndar de siete

repeticiones.

7.1.3. Relacion o cociente AST/ALT

Tomando el promedio de cada grupo expuesto al veneno se realizé la
relacion AST/ALT y se obtuvieron los siguiente valores.

Grupo de ratas expuestos a la dosis del 20% de veneno de C. d.

cumanensis
Relacion AST/ALT (20%) = 90.81/49.33 = 1.84

Grupo de ratas expuestos a la dosis del 40% de veneno de C. d.

cumanensis
Relacion AST/ALT (40%) = 126.6/45.99 = 2.75

Grupo de ratas expuestos a la dosis del 80% de veneno de C. d.

cumanensis
Relaciéon AST/ALT (80%) = 166.4/49.38 = 3.36

Lo anterior podria sugerir enfermedad hepética avanzada, pero se descarta
ya que el tiempo de exposicion al veneno es de so6lo 8 horas. Asimismo se
puede sospechar de esteatohepatitis no alcohodlica pero con los analisis
histopatoldgicos se descarta ya que no se observan acumulaciones grasas

en las placas con exposicion al veneno.
7.2.ANALISIS HISTOPATOLOGICO

Adicional a las muestras de sangre para la medicién de los niveles enzimaticos de

ALT y AST, se extrajo el higado de los biomodelos y se realiz6 un andlisis
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histopatoldgico. En los tejidos hepaticos se observaron procesos de vacuolizacion
e infiltrados inflamatorios como se indica en las figuras 4 y 5 respectivamente.

7.2.1. Vacuolizacién

La degeneracion hidrépica o vacuolizacién se presenta en la figura 4, en la
cual no se observa diferencia significativa respecto al grupo control, o que
sugiere que no se genera dafio hepatico.

Vacuolizacion

i

80- _
= Presencia

mw Ausencia

fo)
?

% de casos observados
¥y 8
L L

o
1

Control 20% 40% 80%
Dosisde veneno (% dela DL-50) C

Figura 5. Proceso de Vacuolizacion. a. Tejido normal de higado de ratas
control H-E 10X, b. Tejido hepético con degeneracion hidrépica en circulos
rojos, H-E 40X. c. Analisis estadistico de la vacuolizacién por la prueba de
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Chi-Cuadrado indicando que la presencia de esta alteracion no depende del
veneno. (V: Vena, A: Arteria, B: Conducto Biliar,)

7.2.2. Infiltrado Inflamatorio

La presencia de infiltrados inflamatorios en el tejido hepatico se presenta en
la figura 5, en la cual no se observa diferencia significativa, lo que sugiere
gue no se genera dafio hepatico, pero si se presenta una respuesta general

a la presencia de veneno.
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Figura 6. Infiltrados Inflamatorios. a. y b. Tejido hepatico con presencia de
infiltrados inflamatorios, H-E 40X. c. Analisis estadistico de la presencia de

infiltrados inflamatorios por la prueba de Chi-Cuadrado indicando que la
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presencia de esta alteracion no depende del veneno. (V: Vena, A: Arteria,
Inf: Infiltrado Inflamatorio)

8. DISCUSION

La serpiente suramericana Crotalus durissus se caracteriza por generar
envenenamientos con efectos sistémicos neurotdxico y miotoxico graves
(Azevedo-Marques et al., 1985) que en algunos casos conlleva a falla renal aguda
(Azevedo-Marques et al., 1987, 1985) y es acompafiado por la elevacion en los
niveles séricos de enzimas intracelulares como AST, ALT, ALP, CK-Total
(Azevedo-Marques et al., 1987, 1985; Barraviera et al., 1995; Dasilva et al., 2011;
Franca et al., 2009; Noriega-Alvarado et al., 2009).

Los efectos ocasionados por el veneno de la C. d. cumanensis se deben a la
presencia de componentes como nucleotidasa (AMPasa), adenosin trifosfatasa
(ATPasa), fosfodiesterasa, nucledtido pirofosfatasa, L-amino acido oxidasa,
hialuronidasa, proteasas dependientes de caseina, ADNAasas, Esterasas,
Crotamina, PLA, y crotoxina. Las esterasas y la PLA; son responsables de la
actividad neurotéxica (Grillo-Rodriguez et al., 1974); la crotoxina, compuesta por
dos subunidades: una PLA; basica, responsable del efecto miotéxico del veneno
(Gopalakrishnakone et al., 1984) por la alteracion de la organizacion estructural de
la membrana celular como resultado de la liberacion de &acidos grasos y
lisofosfolipidos (Valente et al., 1998), y una subunidad acida, la cual es una
chaperona llamada crotapotina, la cual favorece la unién de la subunidad basica a
las células blanco, lo cual potencia el efecto miotoxico de la PLA, (Faure and Bon,
1988).

Con respecto a las alteraciones en la actividad enzimatica, se encontré que el
veneno de C. d. cumanensis tiene la capacidad de alterar los niveles séricos de

AST, pero no de ALT en suero sanguineo de ratas R. norvergicus.

Con relacion a los niveles de AST se produjo un incremento altamente significativo
(p<0,001***) en las ratas inyectadas con la dosis mas alta de veneno (80% de la
DLsp) en contraste con el grupo control. Estos datos son similares a los reportados

para la poblacion venezolana de C. d. cumanensis (Noriega-Alvarado et al., 2009)
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quienes reportan incrementos significativos en los valores serologicos de AST a
partir de las tres horas post inoculacion de veneno. Lo mismo ocurre con C. d.
terrificus, se observaron incrementos significativos en las dosis mas altas (200
po/kg y 300 pg/kg) tres horas después de inyectar el veneno por via I.P. a los
bimodelos (Dasilva et al., 2011; Franca et al., 2009)

La AST es una enzima intracelular, considerada como marcador de dafio hepético,
aunque no es tan especifica como ALT, ya que se encuentra principalmente en las
mitocondrias de las células del masculo cardiaco, hepéaticas, y en mayor cantidad
en las células del musculo esquelético (Barraviera et al., 1995). La elevacién de
esta enzima podria explicarse por el efecto miotoxico de la crotoxina, cuyo
mecanismo de accion se basa en la union electrostéatica de la subunidad B o PLA;
sobre las membranas de los miocitos, debido a la presencia de aminoacidos
basicos como la lisina, arginina e histidina, responsables de la interaccion
especifica de esta enzima con los glicerofosfolipidos de las membranas celulares
cargadas negativamente (Perearfiez et al., 2009). Una vez unida a la membrana, la
PLA; hidroliza los glicerofosfolipidos liberando acidos grasos y lisofosfolipidos a la
matriz extracelular, lo cual provoca inestabilidad estructural a la membrana y
ruptura de la misma (Asmari et al., 2015). Lo anterior conduce a la liberacion de
AST, CK, mioglobina y lactato deshidrogenasa al torrente sanguineo ocasionando
mioglobinemia y mioglobinuria (Azevedo-Marques et al., 1985; Dasilva et al.,
2011).

Ademas del dafio miotoxico, la PLA; también esta relacionada con la disfuncion
hepatica. Se ha propuesto que esta enzima contribuye con la pérdida de la
integridad en la membrana celular de los hepatocitos, ya que en la regién de los
sinusoides hepaticos no existe una membrana basal lo suficientemente resistente
para evitar la propagacion de la PLA, (Dasilva et al.,, 2011). Asimismo, se ha
demostrado que la PLA; interfiere en los procesos de respiracidén mitocondrial en
los hepatocitos, generando pérdida progresiva de energia celular y lisis de la
mitocondria lo que se traduce en un extravasamiento de la enzima AST al
citoplasma y finalmente al torrente sanguineo (Azevedo-Marques et al., 1987;
Barraviera et al., 1995; Franca et al., 2009; Valente et al., 1998).
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Otro de los parametros seroldgicos evaluados fue el nivel de la enzima ALT, esta
enzima usualmente se emplea como marcador serologico para el diagndstico de
las enfermedades hepéticas como la hepatotoxicidad (Bénichou, 1990; Dasilva et
al., 2011; Franca et al., 2009). No se encontraron diferencias significativas entre
los niveles de ALT de las concentraciones evaluadas y el grupo control (p>0,5).
Los valores observados contrastan con los reportados para la misma especie C. d.
cumanensis que habitan en la zona costera de Venezuela, los cuales presentan
incrementos significativos respecto al control en ensayos de una, tres y seis horas
de exposicion (dosis I.P. 0,75 mg de veneno crudo/Kg de ratdén) (Noriega-Alvarado
et al., 2009). Los valores de ALT también son contrarios a los inducidos por el
veneno de otra especie de vipérido: Echis pyramidum, procedente de la peninsula
arabica. Las ratas tratadas con tres dosis de este veneno (0.25, 0.50 and 1.00
mg/kg de rata) mostraron diferencias altamente significativas respecto al control en
las dosis media y alta entre las 3 y las 6 horas de exposicion (Asmari et al., 2015).
De igual manera, estos resultados contrastan con los reportados para el veneno
de C. d. terrificus del sureste brasilefio, ya que este veneno genera un incremento
significativo en los valores de ALT a partir de las 3 horas en la dosis de 300 ug/kg
(Barraviera et al., 1995, 1989; Dasilva et al., 2011; Franca et al., 2009). Por otro
lado, los valores serologicos de ALT fueron similares a los reportados por Al-
Quraishy y colaboradores (2014), quienes emplearon la misma via de inoculaciéon
y los mismos biomodelos para evaluar el efecto del veneno de Naja haje del
sureste de Egipto, especie de familia Elapidae (Al-Quraishy et al., 2014). Esto se
puede deber a que la cobra egipcia al igual que la cascabel colombiana, posee un
veneno altamente neurotdxico y miotoxico, efectos asociados a la presencia de
PLA..

En la mayoria de los casos la lesidbn en los hepatocitos se asocia con el
incremento en los niveles de ALT. Pero es importante evaluar estos casos de
manera integral, para ello se debe tener en cuenta la relacion de AST sobre ALT,
ya que al observar un indice mayor a dos, como se observo en los resultados de
esta investigacion, se sugiere necrosis hepatica inducida por las toxinas asi como

una hepatitis isquémica asociada a un shock circulatorio (Gopal and Rosen, 2000;
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Moseley, 1996; Nyblom et al., 2006). La necrosis hepética se descartd ya que tras
el tiempo de exposicion al veneno no se observaron células necrosadas en el
estudio histopatologico, ya que en otros estudios estos efectos se observan
después de las primeras 3 horas de exposicion al veneno (Al-Quraishy et al.,
2014; Barraviera et al., 1995; Boldrini-Franca et al., 2010).

En el estudio histopatolégico se reportaron dos alteraciones, vacuolizacién y
aparicion de infiltrados, los cuales son indicadores de una afectacion hepatica
inducida por farmacos o toxinas, las dos alteraciones no presentaron diferencia
significativa respecto al grupo control, descartando asi un dafio a las células
hepaticas. Los presentes resultados son contrarios a los reportados por otros
autores para el veneno de C. d. terrificus (Barraviera et al., 1995; Dasilva et al.,
2011; Franca et al., 2009), esto puede explicarse por la variacion en la
composicion de los venenos; estudios protedmicos muestran que el veneno de C.
d. cumanensis presenta mayor cantidad de metaloproteinasas y menor cantidad
de crotoxina y PLA; que C. d. terrificus de Brasil (Calvete et al., 2010; Grillo-
Rodriguez et al., 1974) Estas proteinas tiene una relacién directa con la alta
especificidad que proporciona la crotapotina a la PLA, sobre las proteinas
receptoras en la membrana celular de los miocitos y no sobre los hepatocitos
(Faure and Bon, 1987; Pereafiez et al., 2009).

La presencia de infiltrados inflamatorios se puede explicar como una respuesta del
organismo al veneno de C. d. cumanensis ya que, como se ha reportado en otros
estudios se desencadena una reaccion inflamatoria, con presencia de leucocitos
polimorfonucleares, neutrofilos y macrofagos (Gutiérrez et al., 1990, 1984), estas
células inflamatorias son atraidas por la liberacion de citocinas, interleucina-2 (IL-
2) e interleucina-6 (IL-6) por las células afectadas en el tejido hepatico y las
células de Kupffer después de las primeras horas de envenenamiento ya que
estas células son moduladoras de la respuesta inflamatoria al actuar como células

presentadoras de antigenos (Claria and Titos, 2004; Lomonte et al., 1993).

La poblacion de C. d. cumanensis se distingue del resto de las poblaciones del

pais por encontrarse en el valle interandino del Rio Magdalena en Colombia,
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localizado entre las cordilleras Central y Oriental, cuya formacion tuvo origen
durante el cuaternario con el levantamiento de la cordillera de los Andes (Lobo
Guerrero Uscategui, 1994). Este aislamiento geografico y las diferencias
ecosistémicas propias del valle, pueden ser factores que influyen en la abundancia
de los componentes del veneno de la especie, variaciones que se reflejan en las
actividades bioldgicas y por lo tanto, ser determinantes en los niveles de AST y
ALT observados in vivo. Estas variaciones intraespecificas (e.g. geograficas,
ontogénicas e individuales) son reconocidas en diferentes especies de la familia
Viperidae (Saldarriaga et al., 2003; Tu and Adams, 1968), asi como en especies
del género Crotalus, como por ejemplo C. oreganus helleri (Sunagar et al., 2014),
y C. viridis concolor de Estados Unidos (Aird and Kaiser, 1985; Glenn and Straight,
1977; Mackessy, 2010; Pook, 2001; Pook et al., 2000), C. durissus durissus de
Suramérica (Lomonte et al.,, 1983) y C. d. cumanensis procedente de la costa

caribe colombiana y venezolana (Arévalo-Paez et al., 2017; Calvete et al., 2010).

Las variaciones geograficas en la composicion de los venenos han sido reportadas
exhaustivamente (Chippaux et al., 1991); se resaltan las diferencias encontradas
en la actividad de las PLA; y L-amino acido oxidasa en poblaciones aisladas de
Echis carinatus (Taborska, 1971) y del género Crotalus (Calvete et al., 2010). La
hipétesis del aislamiento geografico podria explicar las variaciones en la
hepatotoxicidad entre los venenos de C. d. cumanensis de Colombia y Venezuela,
como un proceso de adaptacion de estas dos poblaciones a la disponibilidad de
alimento y a las condiciones ambientales, tal como lo reporta Barrio y Brazil para
C. d. terrificus, quienes observaron variaciones en las actividades biologicas del
veneno de esta especie entre poblaciones con distinta distribucion geografica, por
lo que proponen la existencia de dos grupos, el primero caracterizado por generar
convulsiones, hipotonia y pardlisis y el segundo grupo por presentar hipotonia y

flacidez muscular (Barrio and Brazil, 1951).

En general, esta investigacion evidencia que el veneno de C. d. cumanensis
distribuida al sur del Valle del rio Magdalena se caracteriza por presentar un efecto
principalmente miotdxico, que podria estar asociado a la presencia de PLA, como

es el caso de la poblacion venezolana de la misma especie y contrasta con los
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efectos hepatotoxicos y miotdxicos observados en el veneno de C. d. terrificus de

Brasil; por lo anterior se considera que la distribucidon geografica, la disponibilidad

de alimento y las condiciones medioambientales en las que habitan los

organismos, son factores que pueden contribuir con las variaciones en la

composicion del veneno y en los efectos nocivos que producen en la victima

durante el envenenamiento (Calvete et al., 2010).

9. CONCLUSIONES

El veneno de C. d. cumanensis no generé alteraciones significativas en los
niveles de la enzima ALT ni a nivel histopatolégico en el higado respecto al
control.

A pesar de generar un incremento significativo en los valores de la enzima
AST, no se observaron lesiones histopatologicas a nivel hepatico que
soporten alteraciones en el higado, lo que sugiere que el veneno de C. d.
cumanensis no presenta efecto hepatotoxico aparente en las ratas durante
las primeras 8 horas de exposicion al veneno.

La elevacion en los valores de la enzima AST sugiere que el veneno de la
serpiente de cascabel distribuida al sur del Valle del rio Magdalena genera
dafo miotoxico severo por alteraciones estructurales a la membrana celular

de los miocitos.

10.RECOMENDACIONES

Realizar estudios de los niveles en sangre de fosfatasa alcalina, gamma
gutamil transferasa y bilirrubina total ya que permitirian esclarecer el efecto
del veneno de C. d. cumanensis en el higado y descartar colestasis.
También es importante determinar los niveles séricos de lactato
deshidrogenasa (LDH) para observar procesos de hipoxia y complementar
los estudios miotoxicos realizando un perfil de creatina quinasa (CK).

Realizar un analisis funcional (actividad miotoxica, proteolitica desfibrinante,

DL50, etc...) del veneno de C. d. cumanensis en los diferentes érganos del
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cuerpo. De ser posible, soportar mediante la descripcion exhaustiva de un
caso clinico de un paciente mordido por Crotalus.

Realizar un analisis protedémico y funcional del veneno de C. d. cumanensis
con el objetivo de conocer su composicién y las actividades biolégicas que
produce por medio de ensayos in vitro e in vivo.

Fraccionar el veneno total de C. d. cumanensis de Colombia y Venezuela y
C. d. terrificus de Brasil, para determinar cuales son las moléculas
causantes del dafio hepatico.

Realizar la cuantificacion de las enzimas y los andlisis histolégicos a 3, 6, 9,
12 y 24 horas post inyeccion de las dosis de veneno.

Evaluar los protocolos de manejo médico del accidente ofidico crotalico y
las enfermedades asociadas al mismo con el fin de mejorar la atencion
meédica y asegurar la calidad de vida de los pacientes afectados por esta

enfermedad.
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