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Resumen

Elaccidente ofidico representa un importante problema de salud pablica enlas zonas tro-
picales y subtropicales del mundo. La cascabel comtin (Crotalus durissus cumanensis) es
la serpiente del género Crotalus mds abundante en Venezuela. El objetivo fue determinar
los cambios séricos en la alanino aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa
(AST), lactato deshidrogenasa (LDH) y creatina fosfocinasa (CK) en ratas, inducidos
por el veneno de Crotalus durissus cumanensis, asi como el establecimiento de los efectos
histopatoldgicos. Se prepararon cinco grupos experimentales con tres ratas cada uno,
reservando un grupo control placebo (G1), el cual fue tratado por ruta IP con 100 pL de
solucién salina fisiolégica estéril (SSFe). Al resto de los animales se les administraron
50 pg de veneno nativo por la misma via. Estos fueron sacrificados a las 1 (G2), 3 (G3),
6 (G4) y 9 (GS) horas posinoculacién, con tomas de muestras séricas para determina-
ciones de las referidas enzimas y de diferentes drganos para estudios histopatolégicos
(corazén, musculo esquelético, higado y rifidn). Se observé un incremento enla ALT (p
< 0,005) a partir de la primera hora posinyeccién, con un pico a la novena hora de 147 +
8 UI/L; parala AST (p < 0,005) a partir de la primera hora posinyeccién con concentra-
cién pico ala sexta hora (293 + 8 UI/L). Dela LDH (p < 0,005) se registré un pico méxi-
mo de 2700 = 8 UI/L ala novena hora posinyeccién. La CK (p < 0,005) mostré un pico
méximo de concentracién a la sexta hora (1489,66 + 8,5 UI/L). Los resultados histopa-
tologicos en tejido cardiaco mostraron hiperemia, congestion y necrosis de Zenker; en
musculo esquelético, hiperemia, infiltrado inflamatorio, necrosis de Zenker; en higado,
extravasacion de glébulos rojos, congestion de sinusoides, telangiectasia e infiltrado in-
flamatorio en vena centrolobulillar. El rinén mostré hemorragia en tdbulos contornea-
dos, infiltrado inflamatorio, colapso de los tubulos hasta la pérdida de la arquitectura
del 6rgano. Los efectos observados fueron tiempo-dependientes. Los resultados pueden
indicar un posible efecto miotdxico y hepatotdxico.

Palabras clave: Crotalus durissus cumanensis, ALT, AST, LDH y CK, alteraciones histo-
patoldgicas.
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Biochemical and Histopathological Effects in rats Induced
by the Poison of Crotalus durissus cumanensis from the
Falcon Municipality, Falcon State, Venezuela

Abstract

The ophidian accident represents a major public health problem in the tropical and
subtropical areas of the world. The common rattlesnake (Crotalus durissus cumanensis)
is the most abundant snake of the genus Crotalus in Venezuela. The objective was to
determine the serum changes in alanine aminotransferase (ALT), aspartate amino-
transferase (AST), lactate dehydrogenase (LDH) and creatine phosphokinase (CK) in
rats, induced by the poison of Crotalus durissus cumanensis, as well as the establishment
of histopathological effects. Five experimental groups were prepared with 3 rats each,
reserving a placebo control group (G1), which was treated by IP route with 100 pL of
sterile Physiological Saline Solution (SSFe), the rest of the animals were administered
50 pg of venom native by the same route, which were sacrificed at 1 (G2), 3 (G3), 6 (G4)
and 9 (GS) hours post-inoculation, with serum samples taken for determinations of said
enzymes, as well as different organs for histopathological studies (heart, skeletal muscle,
liver and kidney). An increase in ALT (p <0.005) was observed from the first hour post
injection, with a peak at the ninth hour of 147 + 8 IU / L; for AST (p <0.005) from the
first hour post-injection with peak concentration at the sixth hour (293 + 8 IU / L); with
respect to LDH (p <0.005), a maximum peak of 2700 + 8 IU / L was recorded at the
ninth hour post-injection. CK (p <0.005) registered a maximum concentration peak at
the sixth hour (1489.66 + 8.5 IU / L). Histopathological results in cardiac tissue showed
Zenker hyperemia, congestion, and necrosis; in skeletal muscle hyperemia, inflammato-
ry infiltrate, Zenker’s necrosis; in liver extravasation of red blood cells, sinus congestion,
telangiectasia and inflammatory infiltrate in the centrilobular vein; the kidney showed
hemorrhage in contoured tubules, inflammatory infiltrate, collapse of the tubules until
loss of the organ architecture. The observed effects were time-dependent. The results
could indicate a possible myotoxic and hepatotoxic effect.

Keywords: Crotalus durissus cumanensis, ALT, AST, LDH and CK, Histopathological
Alterations.

INTRODUCCION

El accidente ofidico es un problema grave de salud pu-
blica en el mundo que se relaciona con las actividades de
campo en regiones tropicales (1). Se estima que ocurren
5.000.000 accidentes ofidicos por afio, que ocasionan
125.000 muertes, especialmente en las regiones tropi-
cales y subtropicales, debido a la abundancia de las ser-
pientes de Asia, Africay América Latina (2-4). En 2017,
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) clasificé el
envenenamiento por mordedura de serpientes en la cate-
goria A de las enfermedades tropicales desatendidas (5).

Entre las serpientes venenosas se encuentran las del gé-
nero Crotalus. En Venezuela se han descrito hasta el pre-
sente cinco subespecies: Crotalus durissus cumanensis,
C. vegrandis, C. durissus ruruima, C. durissus pifanorumy
C. durissus maricelae, que estin implicadas en el 30 % de
los casos de envenenamiento ofidicos (6,7). La C. duris-
sus cumanensis es la especie mds abundante, en especial
en zonas bajas y secas, aunque en ocasiones suele en-
contrarse en bosques y zonas de 2500 m s. n. m. (8). En
Venezuela entre 1996-2004, se registraron 53.792 mor-
deduras de serpientes (9), y para 2010 se presentaron
5.710 accidentes ofidicos, con una mortalidad cercana
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al 2,3% (10). El pais ocupa el tercer lugar de importan-
cia en cuanto a incidencia de mordeduras de serpientes.
Aqui el estado Falcon tiene un lugar preponderante res-
pecto a la mortalidad por estados, ya que se ubica en el
tercer puesto (11,12).

Los venenos de las serpientes que pertenecen a la fami-
lia Viperidae, subfamilia Crotalinae, estin quimicamen-
te compuestos por una gran cantidad de constituyentes
organicos (proteinas y muchos tipos de enzimas) (13).
Algunas de estas proteinas tienen actividad enzimati-
ca, entre las que se destacan las enzimas proteoliticas y
las de tipo fosfolipasas (14). Asi mismo, hasta la fecha se
han podido aislar y clasificar ciertas enzimas en grupos
de miotoxinas de bajo y alto peso molecular, como las de
tipo fosfolipasas A2, hemorraginas y, segtin su actividad
enzimadtica en proteasas, L-amino oxidasa, fosfodiestera-
sa, fosfolipasas, quinogenasa e hialurodinasas (15). En la
especie Crotalus durissus cumanensis (cascabel) se descri-
ben dos mecanismos de accién: 1) neurotéxico, debido a
la accién de la crotoxina sobre las terminaciones nervio-
sas motoras que inhiben la liberacién de acetilcolina enla
placa neuromuscular. Esto conduce a parilisis flacida y,
ademas, tiene un notorio efecto hemolitico; 2) miotdxi-
co, atribuido igualmente a la crotoxina, que junto con la
crotamina producen lesiones en el tejido muscular y es
responsable de la falla renal por mioglobinuria (16-19).

La medida de estas alteraciones in vivo puede realizarse
mediante la cuantificacién de marcadores caracteristi-
cos, en algunos casos enzimas, cuyas actividades solo se
detectan incrementadas en sangre cuando se lesionan
las células que las contienen, lo que ocasiona dano tisu-
lar (20,21). Entre estas se encuentra la enzima aspartato
aminotransferasa (AST), que est4 presente como isoen-
zima citosolica y mitocondrial en numerosos tejidos. Es
necesario que exista una lesion celular grave para que se
libere la isoenzima mitocondrial. La enzima AST no es
especifica del higado. Se halla en casi todos los tejidos.
El aumento de la actividad de la AST sérica suele estar
asociado a daflo muscular o hepético, tomando en con-
sideracion la ubicacidn en la célula y la vida media de la
enzima, que en este caso es relativamente menor que la
alanino aminotransferasa (ALT), considerada especifi-

ca para determinar dafos al tejido hepatico, como lesio-
nes hepatocelular subletal o necrosis. La enzima lactato
deshidrogenasa (LDH) y sus isoformas son utilizadas
como herramientas diagndsticas de dano al tejido car-
diaco (22). La enzima creatina fosfocinasa (CK) puede
encontrarse en la musculatura estriada, lisa y en el tejido
cerebral; sus concentraciones séricas han sido emplea-
das como indicador sensible en dafio en musculo (es-
triado y cardiaco), y en menor concentracién en otros
tejidos (21,22). Ademds, se puede realizar el estudio
histopatolégico, que es un determinante fundamental
en los diagndsticos, en particular en los envenenamien-
tos por animales ponzofiosos (23).

No hay estudios previos en el estado Falcon sobre las
alteraciones bioquimicas e histopatolégicas causadas
por el veneno de estas serpientes. Por eso es necesario
estudiar detalladamente los efectos que producen, par-
tiendo del hecho de que la variabilidad de los efectos
producidos es consecuencia de su composicién quimi-
ca. Existen evidencias de variaciones en la composicion,
en funcion de la distribucion geogréfica de los ofidios
(24,25). También se han descrito diferencias en la leta-
lidad, actividades enzimaticas, patrones electroforéti-
cos, efectos locales, respuesta inmunolégica, entre otras
(26-33). Por todo esto, es vital evaluar la actividad toxi-
coldgica del veneno de esta especie presente en el estado
Falcén. De acuerdo con esto, el objetivo fue determinar
los cambios séricos en la ALT, AST, LDH y CK y esta-
blecer los efectos histopatolégicos en ratas cepa Wistar
(Rattus novergicus), inducidas por el veneno de la ser-
piente Crotalus durissus cumanensis autéctonas del mu-
nicipio Falcén, estado Falcon, Venezuela.

MATERIALES Y METODOS
Animales y veneno

Se empled veneno de C. durissus cumanensis en forma
cruda obtenido de un ejemplar adulto (macho) captu-
rado en las sabanas de Adicora, municipio Falcén, es-
tado Falcon, Venezuela, y mantenido en cautiverio en
el zoocriadero Las Guarichas ubicado en Las Ventosas,
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municipio Colina, estado Falcén. Para la obtencién del
veneno se anestesi6 el espécimen con gas carbdnico y
luego se extrajo el veneno por compresion de las glan-
dulas venéfilas, colocando la boca de la serpiente sobre
un vaso de precipitado (34). Una vez extraido el veneno,
se puso en una cava con hielo y se llevo al laboratorio
de Analisis Clinico, Programa de Ciencias Veterinarias,
Universidad Nacional Experimental “Francisco de Mi-
randa” (UNEFM). Alli se trasvasé a un tubo de ensa-
yo v se procesé en una centrifuga (Clay Adams Dynac
Centrifuge), a 1200 revoluciones por minuto (r. p. m.)
durante 15 minutos. Finalmente, se colecté el precipita-
do, con previa remocion y descarte del sobrenadante en
tubos de Eppendorf estériles con 0,5 mL del veneno, y
luego se congelé a -20 °C (congelador —20 °C Cool-lab)
hasta su posterior utilizacion.

Se emplearon 15 ratas cepa Wistar (Rattus novergicus),
de ambos sexos, con un peso aproximado de 180-200 g,
todas procedentes del bioterio del Area de Ciencias de
la Salud de la UNEFM. Se distribuyeron en cinco gru-
pos experimentales con tres réplicas cada uno (n = 3).
El primer grupo (G1, control) fue tratado con 100 yL de
solucién salina fisioldgica estéril (SSFe), suministrada
en una dosis inica por ruta intraperitoneal (IP). El resto
de los animales fueron inoculados también por via IP
con 50 pg del veneno nativo de la serpiente, para eva-
luacién, luego de 1 (G,), 3 (G,), 6 (G,) y 9 (G,) horas de
exposicién. Los especimenes experimentales se sacrifi-
caron por dislocacidn cervical, previa anestesia con éter,
a los lapsos de tiempo sefialados, para colectar sangre
por puncién cardiaca.

Determinacion de los niveles
de marcadores bioquimicos

Las muestras de sangre fueron centrifugadasa 2500 r. p. m.,
para la obtencién de la fase sérica sobrenadante. Esta
se obtuvo cuidadosamente y se dispuso en tubos Ep-
pendorf de 2,5 mL identificados de forma escrupulosa.
Dicho material se us6 para realizar las pruebas enzima-
ticas de ALT, AST, CPK y LDH, las cuales se tomaron
en las instalaciones de un laboratorio privado el mismo
dia de la extraccion. Las determinaciones enzimdticas

se efectuaron con métodos colorimétricos (Wiener La-
boratorios, S. A., Argentina) (34) con lectura en espec-
trofotémetro UV a 340 nm:

« AST: es determinada mediante la actividad de la
misma enzima, cuya reaccion estd desplazada hacia
la formacién de oxalacetato, que reacciona inme-
diatamente con la malato deshidrogenasa (MDH),
de modo que la velocidad de oxidacién de la nico-
tinamida adenina dinucleétido reducido (NADH)
medida a 340 nm es proporcional a la actividad
AST de la muestra.

« ALT:lareaccidn de esta enzima estd desplazada ha-
cia la formacién de piruvato, que reacciona inme-
diatamente con la LDH, de modo que la velocidad
de oxidacion del NADH medida a 340 nm es pro-
porcional ala actividad ALT de la muestra.

«  CK:sedetermina mediante lareaccidn colorimétri-
ca de fosfatemia, donde la enzima cataliza la trans-
ferencia de un grupo fosfato del ATP a la creatina
a pH 9, para formar creatin-monofosfato, siendo el
fosforo liberado por hidroélisis proporcional a la ac-
tividad enzimitica.

« LDH: esta enzima cataliza la oxidacién del 1-lacta-
to a piruvato, en presencia de NAD como coenzi-
ma aceptora de hidrégeno. El método se basa en la
determinacion del piruvato formado por deshidro-
genacion del lactato (reaccién directa) en presencia
de NAD, mediante la reaccién con 2,4 dinilhidra-
zina, lo que forma la correspondiente hidrazona
coloreada. Esto se expresa mediante las concentra-
ciones de las enzimas en unidades internacionales
sobre litros (UI/L) (35).

Analisis histologicos del dano inducido
por el veneno

Luego del sacrificio de los animales, se procedi6 a rea-
lizarles la necropsia para la recuperacién de los siguien-
tes organos: corazén, musculo esquelético, higado
y riflones, los cuales se fijaron con formalina al 10%, y
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posteriormente fueron procesados mediante técnicas
histopatolégicas cldsicas (36). Se aplicaron tinciones
con hematoxilina y eosina, y luego los cortes se exami-
naron con un microscopio de luz con aumento 10X y
40X, para la respectiva caracterizacion histopatoldgica.

Anailisis estadistico

Se realizaron estimaciones de medidas de tendencia cen-
tral (medias) y de dispersion (error estandar o S. E. M.).
Los datos fueron evaluados por andlisis de varianza
(ANOVA), considerando a cada tratamiento como una
variable independiente. Con un nivel de significancia de
95%, el valor de la tasa de error tipo I fue de o = 0,05,
por lo que el sistema de hipétesis propuesto fue:

«  Hipétesis principal: si p < 0,05, entonces las dife-
rencias de los promedios entre los grupos experi-
mentales son estadisticamente significativas.

«  Hipotesis nula: si p > 0,05, se descarta la hipotesis
principal y se asume que las diferencias de medias
no son estadisticamente significativas entre los gru-
pos experimentales.

Luego de la aplicaciéon del ANOVA (prueba a priori), se
selecciond el test de Bonferroni como prueba a posteriori,
y asi identificar cual(es) fue(ron) el(los) grupo(s) conla
media significativamente diferente.

RESULTADOS
Marcadores bioquimicos

La figura 1 muestra el registro de la actividad de cada
enzima en los diferentes tiempos de exposicion. Se de-
tectan diferencias significativas (p < 0,05) entre los
resultados de AST, LDH y CK de todos los grupos expe-
rimentales. En el caso de la ALT, también se registraron
estas variaciones (p < 0,05), excepto las comparaciones
entre los grupos G2 vs. G3, G2 vs. G4y G3 vs. G4.Enla
determinacion sérica de la enzima AST se observé un
incremento a partir de la primera hora posinoculacién
del veneno, con una concentracién pico a la sexta hora
(293 +8 UI/L). Enla enzima ALT, hubo un aumento de
la actividad a partir de la primera hora posinoculacién
del veneno con una concentracién pico ala novena hora
(147 £ 8 UI/L); este es altamente significativo p < 0,05
respecto al control y el resto de los grupos. Ademds, se
evidencia una elevacion paulatina en la actividad enzi-
mética LDH desde la primera (689,66 + 8,5 UI/L) has-
ta la novena hora (2700 + 8UI/L) posinoculacién del
veneno, en consideracion al grupo control, respectiva-
mente. En el comportamiento CK, hubo un incremento
progresivo en la actividad enzimdtica desde la prime-
ra (200,00 * 8,0 UI/L) hasta la sexta hora (1489,66 +
8,5UI/L) posinoculacion del veneno.
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Figura 1. Valores de actividad enzimatica promedio de cada grupo experimental (n = 3),
tratados con veneno nativo de C. durissus cumanensis. Barras de error: S. E. M.
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Cambios histologicos inducido
por el veneno

En las ratas inoculadas experimentalmente, via IP, con
50 pg del veneno de la serpiente Crotalus durissus cu-
manensis se produjo una serie de alteraciones fisiopa-
tolégicas en diversos tejidos. Estos cambios fueron
tiempo-dependientes. En el corazén se observé que las
lesiones se intensificaban a medida que transcurria el
tiempo de inoculacion. Presentd dreas hiperémicas y
congestion de los vasos sanguineos, infiltracion de célu-

toH [l cx

lasinflamatorias entre las fibras con indicios de necrosis,
evidenciada por la pérdida del nuicleo de las células mio-
cérdicas hasta llegar a necrosis de Zenker (figuras 2 y 3).

Con respecto a las lesiones encontradas en musculo es-
quelético, se puede sefialar lo siguiente: se evidenciaron
extensas areas de hiperemia e infiltrado inflamatorio
para luego progresar con dreas hemorrdgicas, células
inflamatorias entre las fibras musculares y necrosis de
Zenker con ruptura de las fibras musculares y marcada
pérdida de las estriaciones (figuras 4y 5).
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Figura 2. (40X) H. E. Corazdn: se observa congestion de vasos Figura 3. (40X) H. E. Corazén: se observa hiperemia (flecha A),
sanguineos (flecha A) y drea hiperémica (flecha B); infiltrado inflamatorio (flecha B) y congestién vascular
tiempo: 3 h posinoculacién del veneno (flecha C); tiempo: 9 h posinoculacion del veneno;

tiempo: 9 h posinoculacién del veneno

Fuente: elaboracién propia Fuente: elaboracién propia
Figura 4. (40X) H. E. MUsculo gastronemio: se observa Figura 5. (40X) H. E. MUsculo gastronemio: se observa
infiltrado inflamatorio (flecha A) e hiperemia (flecha B); hemorragia (flecha A), células inflamatorias entre las fibras
1 h posinoculacién del veneno musculares (flecha B) y necrosis de Zenker (flecha C);

3 h posinoculacién del veneno

Fuente: elaboracién propia Fuente: elaboracion propia
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Este veneno aumenta la actividad de las enzimas hepati- En lo que se refiere a los efectos del veneno de Crotalus
cas y también produce alteraciones histopatolégicas en  sobre el tejido renal, se tiene lo siguiente: hemorragia en
el tejido hepdtico, lo que sugiere un posible efecto he-  la zona de los tibulos contorneados, gran infiltrado in-
patotoxico. En la evaluacién histopatoldgica del tejido  flamatorio, colapso de los tibulos contorneados hasta
hepdtico expuesto al veneno, se evidenci6 extravasaciéon ~ pérdida de la arquitectura glomerular y del érgano. Es-
de glébulos rojos, congestién de los sinusoides hepati-  tos resultados reflejan una accién nefrotéxica del vene-
cos, hiperemia, infiltrado inflamatorio en vena centro-  no (figuras 8 y9).

lobulillar y telangiectasia (figura 6y 7).

Figura 6. (10X) H. E. Higado: extravasacién de gldbulos rojos Figura 7. (40X) H. E. Higado: infiltrado inflamatorio (flecha A);
(flecha A) y congestion vena centrolobulillar (flecha B); 6 h posinoculacién del veneno
1 h posinoculacién del veneno

Fuente: elaboracién propia Fuente: elaboracién propia
Figura 8. (10X) H. E. Rifién: colapso de los tibulos renales Figura 9. (10X). H. E. Rifién: hemorragia (flecha A), colapso
(flecha A) y hemorragia en los tibulos contorneados de los tabulos (flecha b) y glomérulos con pérdida de la
(flecha B); 1 h posinoculacién del veneno arquitectura (flecha C); 6 h posinoculacién del veneno

Fuente: elaboracién propia Fuente: elaboracién propia
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DiscusION

En este trabajo se observé que después de la adminis-
tracion intraperitoneal del veneno de C. durissus cuma-
nensis se incrementaron los valores de las enzimas AST.
Esta enzima y la ALT aumentada producen dafio hepa-
tico. Sin embargo, también pueden aumentar en caso de
dafo muscular severo. El dafo es citotdxico, lo cual con-
cuerda con los resultados obtenidos en investigaciones
realizadas al administrar el mismo veneno en ratones,
y que reportan valores de AST elevados de manera sig-
nificativa. Esta enzima fue la que mas rdpidamente au-
mento entre 1y 24 horas, con valores maximos de 2327
UI/L alas 3 horas (33). Igualmente, incrementaron las
enzimas CPK, AST y LDH en pacientes mordidos por
C. durissus cumanensis (37). También hubo cambios sé-
ricos en las enzimas AST, ALT, LDH, FA, CK total, con
un incremento en los valores de todas las enzimas. Esto
indica un posible dafio hepatico, muscular y/o cardia-
co en las primeras 24 horas después de la exposicion al
veneno (20,33). Pérez-Urrieta et al., en 2010, determi-
naron las concentraciones séricas de ALT y AST en ra-
tones (NMRI) inoculados con el veneno de C. durissus
cumanensis, con perfiles electroforéticos diferentes en
cuanto al nimero de bandas. No arrojaron diferencias
significativas entre los dos venenos, pero si al comparar
los valores de las enzimas con respecto a los controles.
En ambos casos se evidencié que el higado es suscepti-
ble a la accién toxica del veneno (38).

Ahora bien, en investigaciones realizadas con otra sub-
especie, inocularon ratas Wistar con veneno de C. du-
rissus terrificus con 100,200, 300 pg/kg para evaluarla
hepatotoxicidad. Tras esto, se incrementaron los valo-
res de AST, ALT, FA, GGT y bilirrubina, con lo cual se
concluye que el veneno es hepatotéxico, actiia segun
la dosis y es tiempo-dependiente (32). Asi mismo, se
evalud en ratas el efecto del veneno de C. durissus terri-
ficus desecado a una dosis de 120 pg/100 g. Con esto se
pudo observar un incremento en los valores de CPK,
AST y ALT. Estos, junto a los resultados histopatold-
gicos, inducen a pensar que el veneno posee, ademds
de un efecto hepatdxico, un efecto miolitico y hepato-
nefrotéxico (29).

La enzima LDH tiene sus principales fuentes en mus-
culo, higado y eritrocitos. Cuenta con poca especifi-
cidad tisular, y ademads tiene una vida media mas larga
que las enzimas CPK y ALT (22). Poco se conoce acerca
del efecto del veneno del Crotalus sobre la actividad de
la enzima LDH. Asi mismo, en dos casos de mordedura
de Crotalus durissus terrificus se evidenci6 rabdomiolisis,
con elevadas concentraciones de CPK, LDH y AST (37).

En este orden de ideas, en trabajos realizados con el
veneno de C. durissus cumanensis se han descrito alte-
raciones ultraestructurales del tejido cardiaco en rato-
nes después de seis horas posinyeccion del veneno. Esto
coincide con el aumento de la concentraciéon de CK
(39). Asi mismo, los venenos de serpientes inducen va-
rias etapas de necrosis con accién significativa sobre las
concentraciones de CPK con incrementos de 5 a 10 ve-
ces més de lo normal. Posiblemente este efecto se atri-
buye a la accién de las miotoxinas (40).

En estudios realizados sobre las alteraciones histolégi-
cas del cerebro y el cerebelo en ratones adultos inocu-
lados con C. durissus cumanensis y las concentraciones
de CKT y su isoforma CK-BB, se registraron lesiones
degenerativas y necrosis neuronal, edema, gliosis y des-
mielinizacion localizada. Las concentraciones séricas
de CKT revelaron un incremento a las 3, 6 y 12 horas
posinoculacién; mientras que la CK-BB reporté solo a
las 3 y 6 horas. Esto sugiere que el veneno causa dafo en
el muasculo esquelético, el corazdén y el sistema nervioso
central, y produce lesiones histopatoldgicas asociadas a
las altas concentraciones de CK-BB, ya que el veneno es
capaz de vencer la barrera hematoencefélica (41).

Asi, en estudios clinico-epidemioldgicos sobre las al-
teraciones hemorrdgicas y necréticas causadas por el
veneno de C. durissus cumanensis realizados en 135 pa-
cientes venezolanos durante 1998-2008, se determiné
la actividad de la CK. Aqui se observé mayor alteraciéon
alas 24 horas del ingreso respecto ala LDH, con la cual
no hubo diferencias significativas. La CK es indicativo
de dafo muscular, lo que causa trauma, rabdomidlisis,
infarto al miocardio, miocarditis (42). Algo semejante
ocurre con el efecto que produce el mismo veneno sobre
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los marcadores enziméticos de lesiones cardiacas en ra-
tones. A este respecto se obtuvo un incremento en las
concentraciones séricas de CKT, CKMB, LDHT, LDH-1
y LDH-2 en cuanto al control. Esto puede ser indicativo
de dafo en el musculo cardiaco (43). Asi mismo, con un
pool de 10 venenos de serpientes adultas sobre cultivos
celulares de cardiomiocitos de ratones, se observé un
incremento en los marcadores enzimaticos de lesiones
cardiacas LDH y AST en el sobrenadante, los cuales in-
ducen una cardiotoxicidad dentro de las primeras horas
de exposicién del veneno. Esto no ocurrié con la CK,
cuyo valor fue indetectable en el estudio, lo que no con-
cuerda con los resultados presentados (44).

Por otra parte, en trabajos realizados en ratones con ve-
neno de C. durissus terrificus se detectd en las determi-
naciones enzimdticas incremento de creatinina, CPK,
mioglobina con necrosis tubular aguda, con mioglobina
en tubulos proximales (31). Asi mismo, se evalu6 la acti-
vidad biolégica de la CTX con una fraccién del veneno
de C. durissus terrificus, C. durissus collilineatusy C. du-
rissus cascavella. Al parecer,la CTX de C. durissus terri-
ficus provocé un elevado incremento de CPK con fuerte
actividad miotdxica, en comparacion con otros venenos
(30). Ademds, se realizé una comparacién entre dos ve-
nenos en ratas Wistar adultas. De aqui result6 un incre-
mento enla ALT, AST, CK, ureay creatinina mayor con
C. durissus collilineatus que con C. durissus terrificus. No
fue asi con los valores de ALP y CKMB, que disminu-
yeron con la inoculacién de este, pero con respecto a
C. durissus collilineatus, no a los controles usados; las
alteraciones bioquimicas registradas se explican por la
accién miotéxica y nefrotéxica de los dos venenos (45).

De la misma manera se determinaron los efectoslocales y
sistémicos causados por el veneno de las serpientes C. du-
rissus terrificus, C. durissus collilineatusy C. durissus casca-
vella en ratones suizos. Aqui se observ6 un incremento en
laliberacion de CKT, CK-MB y LDH, lo cual indicé mio-
toxicidad y ALT, AST, GGT y ALP. Esto produjo dafio
hepatotéxico y provocé un bloqueo neuromuscular (46).

El veneno de la serpiente C. durissus cumanensis induce
a una serie de alteraciones fisiopatoldgicas en diversos

tejidos de los animales tratados. Estas fueron tiempo-
dependientes. Los cambios histopatolégicos han sido
extensamente estudiados debido a los componentes del
veneno, como enzimas y otros compuestos. Ahora bien,
son escasas las investigaciones sobre la fisiopatologia in-
ducida por dosis bajas del veneno, y ha sido poco estudia-
do parala especie C. durissus cumanensis. Los resultados
obtenidos en este trabajo coinciden con lo reportado por
Hernéndez et al. (39), quienes indican que el veneno
provoca pérdida del sistema contractil, mitocondrias de-
generadas, dreas de necrosis con degradacién de la mem-
brana plasmitica e infiltrado de macréfagos.

Por otro lado, los mismos autores, en otra investigacién
(47), senalan que el veneno lleva ala dilatacién de los ca-
pilares, cardiomiocitos con mitocondrias pleomérficas,
terminales de los nervios colinérgicos con deplecién de
acetilcolina y espacios vacios en las zonas donde debe-
rian estar los elementos contrictiles. No obstante, en
intoxicacion experimental con veneno de C. durissus te-
rrificus en bovinos se observaron petequias y equimosis
en el epicardio, e histopatolégicamente se evidenci6 ne-
crosis hialina de los miocitos (48). Asi mismo, se halla-
ron pequenos focos de necrosis del miocardio dispersos
através de la base de los ventriculos. Estas lesiones eran
predominantemente perivasculares y fueron asociadas
a un leve a moderado edema intersticial, asi como a in-
filtracién de células mononucleares y a una gran canti-
dad de células mastoideas. Estos resultados llaman la
atencion por su localizacion preferencial en la base del
corazoén y la asociacion de los focos de la necrosis mio-
citolitica con una gran cantidad de células mastoideas
(49). Ademas, hay lesién miocirdica documentada a
través de evidencias clinicas, electrocardiograficas, en-
zimaticas e histopatologicas.

Los principales hechos patolégicos estuvieron repre-
sentados por vacuolas sarcopldsmicas, miofibrillas den-
samente agrupadas y masas amorfas acidéfilas en las
fibras miocérdicas (50). Todo lo referido indica que
la posible accién cardiotdxica del veneno sea inducida
probablemente por las fosfolipasas A2 o metaloprotei-
nasas presentes en estos venenos, y que sus efectos lo-
cales principales son hemorragia, edema con dafio a las

42 Rev.Med. Vet. ISSN 0122-9354 ISSNe 2389-8526: Bogot4 (Colombia) N° 41: 33-47, julio-diciembre de 2020



Efectos bioquimicos e histopatoldgicos en ratas inducidos por el veneno de Crotalus durissus cumanensis del municipio Falcén

membranas basales de los tejidos adyacentes y células
endoteliales de los capilares (51).

Por el contrario, los resultados no coinciden con lo re-
portado por Sangiorgio et al. (52), quienes sefialan que
el veneno de C. durissus terrificus afecta el musculo es-
quelético, rifién, bazo e higado, pero no afecta el muscu-
lo cardiaco. De igual manera, Posner et al. (53) indican
que al parecer el tejido cardiaco es relativamente resis-
tente al efecto del veneno de Crotalus atrox. Es posible
que estas especies tengan componentes diferentes del
veneno de la serpiente C. durissus cumanensis. Estos fac-
tores pueden actuar directamente sobre los tejidos e in-
ducir los efectos sobre el miocardio.

En la investigacion, los resultados también concuer-
dan con estudios en los que el envenenamiento por ser-
pientes del género Crotalus provoca alteraciones graves,
como hemorragia sistémica, hepatotoxicidad, miotoxi-
cidad, hipotension, fallarenal aguday shock. Esto hasido
relacionado con miélisis, hemdlisis, hipotensién y/o ne-
frotoxicidad directa del veneno (17). Asi, algunos estu-
dios sefialan que este veneno tiene actividad miotdxica,
la cual puede conducir al desarrollo de rabdomidlisis,
que puede seguir al dafio del musculo esquelético, libe-
rando creatinfosfocinasa, lactato deshidrogenasa y mio-
globina (37). De igual manera, hay investigadores que
sugieren dafio del tejido muscular esquelético y necrosis
miolitica y coagulativa (29,20).

La necrosis sistémica del musculo esquelético, induci-
da por la crotoxina, el principal componente del vene-
no de la serpiente C. durissus terrificus, provoca lesion
muscular selectiva y sistémica en regiones compuestas
por fibras musculares oxidativas (54). Asi, al compa-
rar efectos de la crotoxina se evidencia una fuerte ac-
tividad de fosfolipasa A2, determinada con mediciones
de CPK (30), ademds de necrosis hialina de células de
musculo esquelético, hemorragia, infiltrado inflama-
torio y pérdida de las estriaciones musculares (48,52).
Asi mismo, con el veneno de C. durissus cumanensis y
C. durissus vegrandis, luego de 12 y 24 horas posinocu-
lacién, se observaron pequenios grupos de células mus-
culares con edema, degeneracion, necrosis de Zenker,

infiltrado de células inflamatorias y leve necrosis de te-
jido adiposo cercano al musculo (23). Aparentemente
los componentes del veneno, como las miotoxinas y las
metaloproteinasas, son responsables de la mionecrosis y
dermonecrosis. Al mismo tiempo, comparando dos ve-
nenos en ratas Wistar adultas en el drea muscular con
C. durissus collilineatus, se observé infiltrado inflamato-
rio con predominio mononuclear y necrosis de Zenker
multifocal moderada, y con C. durissus terrificus, ne-
crosis de Zenker multifocal severa que empeora con el
tiempo (45).

Estos resultados coinciden con los anélisis histologicos
de cortes de higado de ratas expuestas al veneno de C.
durissus terrificus. En estos se hall6 dafio endotelial, in-
filtracién de células inflamatorias, congestion portal y
de los sinusoides (32). También se encontré tumefac-
cién celular severa, células de Kuffer activadas y necro-
sis coagulativa focal, lo cual supone dano hepato-biliar
(33), congestién y dilatacién de los vasos sanguineos
grandes; los sinusoides periféricos presentaron hemosi-
derina y vénulas pequefias con trombosis (29).

En un estudio ultraestructural en ratones inoculados
con el veneno de C. vegrandis, se obtuvieron muestras
de higado y se fijaron para estudios de microscopia elec-
tronica. Alli se encontraron hepatocitos con alto conte-
nido de lipidos, vacuolizacidn cerca de los espacios de
Disse y eritrocitos adheridos a las células endoteliales;
en algunos casos, los sinusoides hepdticos estaban lle-
nos de glébulos rojos (17). También hay evidencia de
veneno C. durissus cumanensis sobre el tejido hepatico
a las 12 y 24 horas posinoculacién, hepatocitos tume-
factos, células de Kupffer, pequeios focos de células in-
flamatorias y linfocitos. Por su parte, en los inoculados
con C. durissus vegrandis a las 12 y 24 horas se observé
hiperemia, hepatocitos tumefactos, células de Kupffer
reactivas y presencia de megalocitos (23). Es probable
que este efecto hepatotdxico esté mediado por la accién
de la fosfolipasa A2, que es componente de la crotoxina,
la principal toxina del veneno de serpientes del género
Crotalus. Se recomienda continuar realizando estudios
para determinar los efectos histologicos causados por el
accidente ofidico en diferentes tejidos.
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Los resultados reflejan una accién nefrotéxica del ve-
neno, similares a la serpiente Crotalus durissus terrificus,
conocida por sus efectos neurotéxicos, acompanados
por dafio renal agudo atribuido a la mioglobinuria aso-
ciada a rabdomiélisis (55). La crotoxina aislada de este
veneno produce nefrotoxicidad directa enlos rifiones de
ratas aislados y mantenidos bajo perfusién (56). La in-
suficiencia renal aguda es una de las complicaciones sis-
témicas mas frecuentes después de un accidente ofidico.
Aqui se observa en la corteza renal congestion y degene-
racion granulo-hialina de las células epiteliales tubula-
res, acompanadas de dilatacién y cilindros hialinos enla
luz tubular (57,58), ademas de cuadro de insuficiencia
renal aguda atribuida a la accién nefrotéxica y hemoliti-
ca del veneno (37). Hay, por otra parte, necrosis tubular
aguda con mioglobina en los tibulos proximales, lo que
muestra que los efectos renales inducidos por este vene-
no conllevan multiples factores, entre los cuales la rab-
domidlisis es uno de los responsables (31).

También hay evidencia de dano del tejido renal con con-
gestion cortical a partir de la tercera hora posinyeccién
de veneno hasta llegar a la congestion de las zonas yux-
taglomerulares con escasa cantidad de cilindros hia-
linos (29) y degeneracién tubular renal (52). Por otra
parte, el dafio renal es una causa importante de muer-
te en los pacientes que sobreviven a los efectos iniciales
de los severos envenenamientos crotélicos. Este estudio
describe cémo las proteinas del citoesqueleto y los com-
ponentes de la membrana basal muestran alteraciones,
con la acciéon del veneno crudo de C. vegrandis y una
fraccion hemorragica (urocoina-1) del mismo veneno,
ya que la matriz extracelular del tejido es alterada porla
actividad de estas toxinas (59).

CONCLUSIONES

El veneno de la serpiente C. durissus cumanensis indujo
una serie de alteraciones fisiopatologicas en varios te-
jidos de los animales inoculados experimentalmente.
Las diversas alteraciones fueron tiempo-dependientes.
Aument? la actividad de las enzimas hepdticas asparta-
to aminotransferasa (AST) y alanino aminotranferasa

(ALT), y produjo alteraciones histopatolégicas en teji-
do hepidtico. Esto sugiere un posible efecto hepatotoxi-
co y el dafio al musculo cardiaco y esquelético, aunado
alincremento de las concentraciones séricas de creatina
fosfocinasa (CK) ylactato deshidrogenasa (LDH). Ade-
mas, podria conllevar un posible efecto cardiotéxico y/o
muscular. Las marcadas lesiones en tejido renal pueden
indicar un posible efecto nefrotéxico, quizas por accién
citotoxica o por rabdomidlisis.
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