|. RESUMEN

El envenenamiento por mordedura de serpiente es un problema importante
de salud publica en Guatemala ya que se registran anualmente entre 600 y 700
mordeduras de serpiente y cerca de 10 muertes por afio, segun informes del
Instituto Clodomiro Picado de Costa Rica (ICP).

El principal problema del accidente ofidico es la velocidad con que se
desencadena el envenenamiento. Se debe tener presente que la entrada
masiva al organismo de agentes toxicos como los venenos de serpientes, no le
permiten al sistema inmune de un individuo desarrollar una respuesta rapida y
protectora. Por lo que la utilizacion de antisueros especificos, sea la Unica
alternativa especifica para el tratamiento eficaz de las mordeduras de
serpientes venenosas.

En Guatemala, las especies ofidicas responsables de la mayoria de
accidentes son las representativas de la familia Viperidae las cuales son
Bothrops asper, Crotalus durissus durissus y de la familia Elapidae que se
incluyen especies del género Micruridae conocidas como corales y el género
Bothriechis.

Bothriechis bicolor (B. bicolor, gushnayera, cantil loro) es una de las
especies de ofidios venenosos que se encuentran en el Litoral Pacifico y se
distribuye desde México a Honduras por toda la cordillera volcanica. Se han
identificado cuatro subespecies dentro de éste mismo género que son: B.
aurifer, B. lateralis, B, marchi, y B. schlegelii o vibora de pestafias. Estas
especies se han identificado como cantil loro, ya que son de costumbres
arboricolas y todas ellas poseen cola prensil y debido a su color se confunden
con el follaje pudiendo ocasionar accidentes en los miembros superiores a las
personas que se dedican a los trabajos agricolas como el corte de café.

El objetivo de esta investigacion fue determinar los efectos toxicologicos del
veneno de B. bicolor de mayor importancia médica, siendo éstos la dosis letal
media (DLso) la actividad hemorragica minima, la actividad coagulante, la
actividad miotoxica minima y la actividad de la enzima fosfolipasa A2 .

Se determind que la dosis letal media de B. bicolor (122.12 nug/ratdén) es
similar a la Bothrops nummifer (mano de piedra) siendo ésta de 127 ug/raton. .
La actividad hemorragica minima es 80 pg/mL, la cual no presentd mayor
relevancia, la actividad coagulante (15 pug/mL de veneno), fue de mayor
importancia pues resulté ser mayor a las reportadas para las demas especies
representativas. La actividad de la Fosfolipasa A2 esta dentro de los valores
reportados de las demés especies. Esta actividad es muy importante dentro
del envenenamiento ofidico.



Para el tratamiento del accidente ofidico en Guatemala, como Unica
alternativa, se encuentran disponibles tres antivenenos polivalentes siendo
éstos los provenientes de México, Costa Rica y Argentina. Tales antivenenos
no incluyen especies del género Bothriechis donde la letalidad reportada en la
presente investigacion es similar a la Bothrops nummifer (mano de piedra)
realizado por Rojas et al (1986) en el Instituto Clodomiro Picado. La DLso
reportado para la B. bicolor guatemalteca es de 122.7 mg/raton. La dosis letal
de B.nummifer (Honduras) es de 127 mg/ratén B. asper (barba amarilla) es de
64 mg/raton, Agkistrodon bilineatus (cantil de agua) de 22 mg/ratén y la mas
letal es Crotaluss durissus durissus (cascabel) con 16 mg/raton (24).

Este estudio demostré que la potencia del veneno de B. bicolor posee
algunas actividades tOxicas similares a las de las especies de mayor
relevancia del pais y se recomienda evaluar los antisueros comercialmente
disponibles contra el veneno de B bicolor, para estar seguro de la efectividad
de éstos en el tratamiento del envenenamiento por esta serpiente. También
sera importante ampliar los estudios sobre la actividad de la Fosfolipasa A2 en
modelos animales, (ratones Webster).



II. INTRODUCCION

En 1981, la Organizacion Mundial de la Salud estim6 que ocurren en el
mundo de 300,000 a 400,000 mordeduras por serpiente al afio causando una
mortalidad del 10 por ciento, siendo Birmania y Brasil los lugares mas
afectados por estos accidentes ofidicos. En 1993 se reportd que a nivel
mundial ocurren de 50,000 a 100,000 muertes anuales producidas por
mordeduras de serpientes en todo el mundo (1).

Debido a las diversas condiciones ecologicas y climéaticas que prevalecen
en los paises de Centroamérica, existe una gran diversidad de flora y fauna.
Guatemala se encuentra ubicada en el extremo norte de la zona neotropical,
con tres regiones bien marcadas: La costa pacifica plana o litoral pacifico, la
zona central alta formando la Sierra de Chuacus, la  Sierra de los
Cuchumatanes, la Sierra de Chama y Sierra de las Minas atravezando todo el
territorio nacional y la extensa zona tropical norte (2). Es por ello que la
herpetofauna es muy variada por lo que se han documentado 139 especies de
serpientes de las cuales 18 son venenosas (3).

En nuestro pais, se registran anualmente entre 600 y 700 mordeduras de
serpiente y cerca de 10 muertes por afio. El accidente ofidico es un importante
problema de salud publica. La mayoria de las mordeduras son ocasionadas por
vipéridos, donde méas del 50 por ciento de los casos son atribuidos a la
terciopelo (Bothrops asper) (4).

El principal problema del accidente ofidico es la velocidad con que se
desencadena el envenenamiento. Se debe tener presente que la entrada
masiva al organismo de agentes toxicos como los venenos de serpientes, no le
permiten al sistema inmune de un individuo desarrollar una respuesta rapida y
protectora. De ahi que el tratamiento con sueros antiofidicos es la Unica
alternativa especifica para el tratamiento eficaz de las mordeduras de
serpientes venenosas (4).

Botriechis bicolor es una serpiente arboricola que habita en toda la
cordillera volcanica del sur de Guatemala hasta el Volcan de Agua, entre los
600 a 2,000 metros sobre el nivel del mar y cuyo veneno no ha sido evaluado
toxicolégicamente.

Se ha determinado que la alimentacion, el clima o la distribucién geografica,
entre otros, pueden alterar la composicion bioquimica del veneno de las
especies de ofidios, por lo que la especificidad y la capacidad neutralizante de
los sueros son diferentes. En Guatemala se distribuyen sueros antiofidicos del
Instituto Clodomiro Picado (ICP) y el antiveneno MYNN, elaborados con
venenos costarricenses y mexicanos respectivamente. Ademas existe un
nuevo suero antiofidico polivalente elaborado por el Instituto Bioldgico
Argentino (Biol) (5,6).



Investigaciones realizadas por Rojas y Valdés demostraron que el antisuero
polivalente posee baja especificidad para neutralizar algunos de los efectos
farmacoldgicos de los venenos de serpientes del pais y consideraron
conveniente producir localmente los sueros antiofidicos, utilizando veneno de
las serpientes guatemaltecas, con el fin de lograr una mayor efectividad en el
tratamiento (7).

Debido a que el veneno de B bicolor no ha sido evaluado, la presente
investigacion tiene como objetivo caracterizar toxicolégicamente al veneno
determinando la Dosis Letal Media (DL 50) , la Dosis Hemorragica Minima
(DHM), la Dosis Coagulante Minima (DCM), los efectos proteoliticos sobre la
caseina el efecto miotdoxico y la actividad de la fosfolipasa A, segun las
metodologias descritas por el Instituto Clodomiro Picado la cual es necesario
para su posterior neutralizacion con los antisueros disponibles en el mercado

(8).



[Il. ANTECEDENTES
A. Generalidades

El hombre tiene tendencia a ponerse en contacto con una gran variedad
de animales venenosos, estos contactos ocurren con muchas especies
zoologicas que comprenden viboras, saurios, animales marinos, arafias,
alacranes y muchas especies de insectos. En general resultan dos tipos de
lesiones: las secundarias al efecto directo del veneno en la victima como en
mordeduras de viboras y las debidas a efectos indirectos del veneno de las
cuales son ejemplo las reacciones de hipersensibilidad a picaduras de abejas.
Esto tiene gran significacion en salud publica debido a la pérdida en
productividad economica y potencial humano que resulta de los
envenenamientos graves que ocurren anualmente alrededor del mundo (9).

En Guatemala las investigaciones sobre ofidios son muy pocos, algunos
trabajos que se realizaron fueron de Van den Brule investigador del ofidismo en
nuestro pais, la mayoria de sus investigaciones inéditas y otras con la Facultad
de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de
Guatemala (10).

B. Carateristicas generales de los ofidios

Los ofidios se diferencian facilmente de algunos lagartos y anfibios
apodos, por la siguiente combinacion de caracteres: a) En craneo de las
serpientes, la mandibula no esta directamente articulada al craneo, sino por
medio de un hueso corto, intermediario, llamado cuadrado b) La mandibula de
los ofidios consta de dos ramas separadas y débilmente unidas entre si por
medio de un ligamento elastico c) Los ofidios carecen de oido externo, timpano
y oido medio, es decir son sordas d) El cuerpo siempre esta cubierto por
escamas yuxtapuestas y no por anillos con placas o piel lisa (11).

La herpetofauna mundial es sumamente abundante y diversa, existiendo
alrededor de 2,400 especies de ofidios registrandose 139 especies en
Guatemala, con 18 venenosas (3,12).

1. Clasificacioén

Las serpientes estan clasificadas en cinco grandes familias que son:

a) Familia Hidrophidae (serpientes de mar)

En Guatemala solo existe un representante, Pelamis platurus que se
localiza anicamente en el Océano Pacifico. Normalmente se le encuentra a 1-
3 km de la costa, pero por efecto de las mareas se sabe que puede llegar a las
playas, es decir cerca de los bafiistas. Las razones de la escasa incidencia de



estos accidentes se relacionan con el hecho de que estas serpientes rehuyen
el contacto humano y ademas, sus colmillos son fijos y muy pequefios.

La serpiente de mar alcanza tamafos de hasta un metro, su coloracion
tipica es: una banda de color negro en el dorso, una banda de color amarillo a
cada lado y una banda de color gris en el vientre . La cola es plana en la punta
por lo que le sirve para impulsarse en el agua (13).

b) Familia Elapidae (serpientes corales)

Se encuentran en Guatemala siete especies venenosas del género
Micruridae siendo éstas M. browni, M. diastema, M. hippocrepiss, M.
latifasciatus, M nigrocintus, M. stuarti. Son conocidas popularmente como coral
macho o coralillo. Existen serpientes coral en todos los paises de la region. El
veneno es neurotoxico y estos envenenamientos son tratados con el suero
anticoral (14 ).

c) Familia Boidae (serpientes constrictoras).

En nuestro pais existe la Boa Constrictor Imperatus ( mazacuata) la cual
llega a medir hasta metro y medio. Esta serpiente se alimenta enrollando a su
presa asfixiAndola por lo que carece de colmillos y foseta loreal y no es
venenosa. Posee boca en forma de pico y manchas obscuras a lo largo de su
cuerpo y habitan las regiones calidas de la costa Pacifica en Guatemala (14).

d) Famila Colubridae

La mayoria de serpientes son no venenosas. Existen en nuestro pais
aproximadamente 100 especies y poseen el mismo tipo de colorido. Algunos
del género Pliocercus y Lampropeltis (14).

C. Familia Viperidae
1. Generalidades.

Son serpientes ponzofiosas que se caracterizan por tener huesos faciales
moviles, maxilar muy corto, perpendicularmente eréctil y soportando un par de
enormes colmillos curvados, huecos e inoculadores de veneno, pero sin surco
externo seneloglifas. Esta familia incluye serpientes en su mayoria ovoviparas
y de hébitos diversos. Hay mas de 80 especies distribuidas por América,
Europa, Asia y Africa (14).

Estas serpientes son conocidas en Centroamérica como tabobas
venenosas y se han clasificado tradicionalmente en los géneros Lachesis,
Bothrops y Crotalus. Sin embargo, estudios taxondémicos recientes han
culminado con la ubicacién de algunas especies clasificadas anteriormente en
el género Bothrops en los nuevos géneros Atropoides, Bothriechis,
Cerrophidion, Porthidium y Agkistrodon las cuales son conocidas como la
mano de piedra, cantil de arbol o cantil loro, tamagas o sheta, devanadora y
cantil de agua correspondientemente.



Es importante aclarar que no se trata de nuevas especies sino de la nueva
reclasificacion de las especies ya conocidas, por lo que dicho en otras
palabras, existen ahora ocho géneros de los tres anteriormente conocidos
(14).

Esta familia incluye 17 especies que se distribuyen en diferentes zonas de
Centroamérica. El género Agkistrodon esta Unicamente representado por la
especie Agkistrodon bilineatus, conocida popularmente como cantil de agua y
se distribuye desde Guatemala hasta Costa Rica en la region semiarida del
Litoral Pacifico. Este género incluye muchas especies en Norteamérica, pero
s6lo una en Centroamérica (14).

El género Lachesis es comin en Panamd y Costa Rica, habita zonas
selvéticas de condicidon humeda . Dentro de los vipéridos de Centroamérica
esta serpiente es la Unica ovipara cuyo nombre es Lachesis muta stenophrys
(14).

El género Bothriechis incluye a las serpientes arboricolas que se encuentran
en los bosques nubosos de la regién Centroamericana (14) la cual se incluye a
la serpiente de estudio Bothriechis bicolor donde se caracterizan por poseer
colmillos largos los cuales emplea para inocular veneno a especies pequefas
como aves y reptiles de los cuales se alimenta ( ver seccion 4).

2. Especies venenosas en Guatemala

Agkistrodon bilineatus, Crotalus durissus durissus, Bothrops asper,
Botriechis bicolor, Bothriechis schlegelii, Cerrophidion godmani, Porthidium
nasatum , Pothridium ophryomegas y Atropoides nummifer son las 10 especies
de ofidios venenosos distribuidas en Guatemala de la familia Viperidae. Las
tres primeras y la Gltima de estas especies son las involucradas comunmente
en el accidente ofidico (15).

3. Distribucion geogréafica en Guatemala

Agkistrodon bilineatus habita en zonas hiumedas de baja altura, a orillas
de rios, pantanos o campos de cafias de azUcar. Se distribuye en las vertientes
Pacifica y Atlantica, entre 0 y 600 metros sobre nivel del mar, en los
departamentos de Escuintla, Suchitepéquez, Retalhuleu y San Marcos. Se le
conoce comunmente como cantil de agua o mocasin (15).

Crotalus durissus durissus habita en zonas terrestres aridas, bosques de
pino de altura, sabana de coniferas y de palmas. Se distribuye en la vertiente
Pacifico entre 0 y 1500 metros sobre el nivel del mar en Escuintla, Santa Rosa,
Guatemala, Suchitepéquez y Petén. Se le conoce comunmente como cascabel
o crotalo (15).



Bothrops asper habita en zonas terrestres hiumedas y se distribuye en la
parte sur y norte, entre 0 y 1500 metros sobre el nivel del mar, en Alta Verapaz,
Baja Verapaz, Izabal, Retalhuleu, Escuintla y Santa Rosa. Se le conoce
comunmente como barba amarilla o terciopelo. Bothiechis aurifer es una
especie arboricola de bosques nubosos y bosques subtropicales himedos, se
distribuye en la vertiente Atlantica entre 1,200 y 2,300 metros sobre el nivel del
mar. Bothriechis bicolor se distribuye en la vertiente del Pacifico, entre 600 y
2,700 metros sobre el nivel del mar en Solola y Escuintla. Se le conoce como
cotorra o cantil loro. Bothriechis schlegelii es arboricola y habita en selvas
hamedas. Se distribuye en la vertiente Atlantica entre 0 y 1,500 metros sobre
nivel del mar (15).

En Alta Verapaz Cerrophidion godmani es terrestre y habita en lugares
con rocas, bosques de coniferas y a orillas de riachuelos. Se distribuye en la
vertiente Caribe y algunas llanuras Pacificas del sur occidente entre 0 y 600
metros sobre el nivel del mar en Alta Verapaz, Baja Verapaz, Petén y Escuintla.
Se le conoce como cantil tamagéas o cantil sapo(15).

Porthidium ophryomega habita en zonas terrestres, se distribuye en la
vertiente Pacifica entre 0 y 1,500 metros sobre el nivel del mar y algunos valles
secos de la vertiente Atlantica en Alta Verapaz, Baja Verapaz, Escuintla y El
Progreso. Se le conoce comunmente como chatilla, hocico de cerdo, vibora
castellana, tamagas o niatas (16).

4. Género Bothriechis ( Peters 1859)

El género Bothriechis comprende siete especies de serpientes de
costumbres arboricolas las cuales llegan a medir entre 600-800 mm. Se sabe
que B. aurifer, B. bicolor y B. lateralis llegan alcanzar 1 metro de longitud. Se
les designa como pitviper debido a que se encuentran en vegetaciones de
pequefas palmas y por tener foseta loreal o que les permite percibir el calor.
B. bicolor y B.marchi son similares con la diferencia del color del iris (16).

Seis de las siete especies de éste género estan confinadas en las regiones
montafiosas habitando entre México (Tehuantepec) hasta el centro de Panama.
Bothriechis schlegelii habita en las regiones mas bajas pues se le ha
encontrado en arbustos o matorrales, lo que da lugar a que sus mordeduras
ocurran en la cara, cuello y otros puntos superiores del cuerpo, lo que siempre
es de mayor gravedad (16).



a. Bothriechis bicolor (Bocourt)

i. Nombres locales: En Guatemala se denomina: guashnayera, vibora
romana y vibora verde. En México se denomina nauyaca bicolor y nauyaca
verde.

ii. Distribucién: Bothriechis bicolor habita en las elevaciones moderadas e
intermedias de la vertiente Pacifica y sur de la Cordillera Volcéanica de
Guatemala desde el Volcdn de Agua hasta el cerro Ovando al Suroeste de
Chiapas México. También ha sido vista en algunas localidades en Honduras,
incluyendo la Sierra Merendon y el Cerro Santa Barbara. La distribucién vertical
de la serpiente estd entre los 500 metros a 2,000 sobre el nivel del mar.
También habita en las espesuras de las lomas de la Sierra Madre en la zona de
Soconusco, vive entre el ramaje y se oculta en las ramas y palmas, casi por lo
general a unos dos metros del suelo (17).

iii. Habitat : Montafias de follaje himedo y bosques nubosos entre los 500 a
2,000 metros sobre el nivel del mar.

IV. Descripcion: Es relativamente delgada, verde de cola prensil pudiendo
alcanzar un metro de su largo total, pero generalmente es de 60 a 70
centimetros. La parte superior de la cabeza es uniformemente verde y su dorso
es verde o tonos de color azul. Algunos ejemplares de México y Honduras
pueden tener en el dorso manchas negras en forma de puntos o manchas
azules. La piel intersticial y bordes de algunas escamas son generalmente
azules . El iris es verde con algunas reticulaciones negras y el extremo de la
cola puede ser negro o gris especialmente en ejemplares jévenes (17).

Esta especie posee de 7 a 11 escamas intersupraoculares de 9 a 12
supralabiales, de 10 a 13 infralabiales , 21 escamas dorsales, e 160 a 175
ventrales y 58 a 72 subcaudales individuales Esta serpiente posee habitos
nocturnos y rara vez se le observa activa durante el dia, su reproduccion es
vivipara y se alimenta de pequefios vertebrados como roedores, ranas y
lagartijas. También se alimenta de lagartos anolis y ranas trepadoras. Sus
costumbres son poco conocidas pero en lo general se parecen a las de otras
nauyacas arboricolas (17).

v. Especies similares: Bothriechis bicolor se puede distinguir de B. aurifer
B.marchiy B. rowleyi por tener pequefias quillas intersupraoculares (17).
D. Caracteristicas de los venenos ofidicos

Una propiedad de los venenos de las serpientes es la de iniciar la digestion
extracelular de sus presas.
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Otra propiedad de numerosos venenos es la de inmovilizar rapidamente a la
presa (15). En general, se puede decir que los venenos tienen una funcién de
defensa en todos los animales y en los ofidios, también alimenticia y de ataque
(16). Los venenos son producidos por glandulas especiales que
filogenéticamente son equivalentes a las pardétidas (18).

En las familias Viperidae y Elapidae, las glandulas presentan células de
tipo epitelial que vierten su secrecion en canaliculos que desembocan en un
receptaculo (lumen) en donde es almacenada hasta su expulsion. Las
glandulas de veneno de los vipéridos tienen forma triangular y poseen una
glandula accesoria globular que rodea el extremo terminal del canaliculo (18).

Los venenos de las serpientes contienen alrededor de un 25 por ciento de
sélidos totales de los cuales entre un 70 a 90 por ciento estan constituidos por
proteinas y polipéptidos de alta masa molecular, responsables de la mayoria de
los efectos farmacoldgicos.

El resto de los componentes (10 a 30 por ciento) lo forman sustancias
organicas de baja masa molecular, tales como carbohidratos, lipidos, péptidos
pequefios, aminoacidos libres, aminas biogénicas y nucleétidos, riboflavinas,
acidos organicos como también compuestos inorganicos y elementos, tanto
aniénicos como cationicos (19).

E. Enzimas

Los venenos contienen una gran variedad de enzimas principalmente
hidroliticas, debido a la funcion en su digestion externa de las presas. La
mayoria de enzimas no tienen un efecto letal y tampoco participan en los
efectos fisiopatolégicos del envenenamiento. Existe un grupo de enzimas que
poseen importancia meédica, tales como la fosfolipasa Az y algunas enzimas
proteoliticas (17).

1. Fosfolipasa A2

Esta enzima ha sido encontrada en todos los venenos hasta hoy
estudiados. Antiguamente se le conocia como lecitinasa, por la lecitina, uno de
sus principales sustratos. Hoy en dia se han reportado numerosos sustratos
sobre las cuales actla.

La fosfolipasa A2 actia hidroliticamente sobre el carbono 2, formando la
molécula conocida como lisolecitina, la cual es capaz de lisar eritrocitos.
Debido a que la fosfolipasa A2 no actla directamente sobre los eritrocitos,
requiere del sustrato lecitina por lo que la accion de esta enzima es de tipo
hemolitico indirecto (17).
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La fosfolipasa puede actuar también sobre los fosfolipidos del sistema
nervioso y se cree que interfiere en la conduccion axénica. La accion sobre
fosfolipidos de membranas celulares produce alteraciones que se evidencian
en aumento de su permeabilidad, induciendo la liberacion de enzimas
intracelulares. Sobre las mitocondrias es capaz de provocar tumefaccién y
destruccién y por lo tanto, afecta el sistema de transporte de electrones. Sin
embargo, a pesar de la accién enzimética, la fosfolipasa A2 no es responsable
de la letalidad del veneno crudo. Su toxicidad puede considerarse como baja
(17,20). Las masas moleculares de las fosfolipasa A2 que han sido investigadas
varian entre un minimo de 8,500 daltons hasta un méaximo de 36,000 daltons
ubicandose la mayoria entre 10,000 y 16,000 daltons (17).

Recientemente se han estudiado las lesiones musculares inducidas por la
accion de enzimas miotéxicas con estructura fosfolipasa A2. Estas enzimas
basicas actian a nivel de la membrana plasmatica de las células musculares.
Algunas de estas toxinas poseen una actividad enzimética o ninguna actividad
fosfolipasa A2, pero con actividad miotdxica (20).

Este tipo de enzimas que inducen graves edemas han sido detectadas en
los venenos de especies del género Bothrops, algunas de las cuales
pertenecen ahora a los géneros Porthidium, Atropoides, Cerrophidion o
Agkistrodon (20).

2. Enzimas proteoliticas:

El efecto proteolitico de los venenos sobre sustratos tales como la caseina,
gelatina, albumina bovina y otras proteinas se conoce desde los inicios del
siglo pasado. Pronto se llegé a observar que el fenbmeno era complejo,
interviniendo una serie considerable de enzimas con diferentes mecanismos de
accion (17). Las enzimas proteoliticas agrupan el conjunto de enzimas que
participan en la degradacion de proteinas. Actualmente se reconocen, en
general, tres grupos de enzimas proteoliticas: endopeptidasas, exopeptidasas
y proteasas altamente especificas (21).

a. Endopeptidasas

Se encuentran ampliamente distribuidas en venenos de serpientes de la
familia Viperidae y excepcionalmente en Elapidae. Las endopeptidasas actian
en el interior de las cadenas peptidicas (21) pudiendo hacerlo inclusive, sobre
los mismos componentes del veneno.
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Las masas moleculares de diferentes proteasas de venenos muestran una
considerable variacion desde 21,400 hasta 95,000 daltons, no obstante debe
tenerse presente que algunas de estas enzimas tienden a formar dimeros,
trimeros o tetrdmeros, situacion que altera la figura de la masa molecular. Las
proteasas, con una masa molecular relativamente alta, pueden tener una
buena antigenicidad. Estas proteasas dependen de iones metalicos, como el
calcio y el zinc, para su actividad enzimética. Su accion enzimatica es inhibida
por la presencia de agentes quelantes como el EDTA (21).

b. Exopeptidasas

Aparentemente sin importancia en la patologia del envenenamiento. Estas
enzimas se encuentran ampliamente distribuidas en los venenos de las
diferentes especies de serpientes venenosas. Se caracterizan por su efecto en
di o tripéptidos y no se les conoce efecto farmacoldgico alguno (17). Las
exopeptidasas actian en el extremo terminal de las cadenas peptidicas (21).

c. Proteasas especificas

Estas enzimas solamente actlan sobre un sustrato especifico y su efecto
tiene gran importancia en la patologia del envenenamiento (17).

d. Quindgenos

El quinégeno o bradiquindgeno, es una globulina plasmatica cuyo sustrato
especifico es la bradiquinina. La bradiquinina es un polipéptido que tiene un
drastico efecto vasopresor y ademdas, aumenta la permeabilidad capilar. La
actividad de bradiquindgeno produce una brusca caida de la presion arterial y
del edema que se manifiesta en el envenenamiento por vipéridos. El
mecanismo de accion del bradiquinégeno pareciera ser a través de una
inhibicion de la angiotensinasa , enzima productora de angiotensina, un potente
vasopresor. La bradiquinina no es un constituyente del veneno, sino que es
liberada por este de los tejidos de la victima. Este fendmeno se conoce con el
nombre de accién autofarmacologica de los venenos, siendo tipico del
envenenamiento por vipéridos (17).

3. Enzimas Procoagulantes
El mecanismo normal de coagulacion sanguinea puede ser alterado de muy

diversas formas por los venenos de serpientes, pero todas conducen
Unicamente a dos situaciones: coagulacion y anticoagulacion.
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La mayoria de los venenos contienen factores que pueden producir ambos
tipos de efecto, dependiendo el resultado final de las concentraciones relativas
de ambos. Las enzimas tipo trombina son proteasas altamente especificas para
el fibrindbgeno produciendo alteraciones en la cascada de coagulacion (17), y
son las responsables del sangramiento del paciente.

4. Otras Enzimas

Dentro de las enzimas hidroliticas se encuentran las fosfodiasterasas
capaces de hidrolizar ésteres del acido fosférico que actian sobre &cidos
nucleicos, ATP, etc. La hiarulonidasa actta hidrolizando el acido hialurénico,
facilitando la difusion del veneno en los tejidos. La hialuronidasa esta presente
en todos los venenos de vipéridos. La acetilcolinesterasa, encontrada
frecuentemente en el veneno neurotdxico, tipico de los elapidos ( 16).

Dentro de las enzimas no hidroliticas, se pueden encontrar
aminotransaminasas, glutamica, piravica y lactica. La L-aminoacido oxidasa
que transforma aminoéacidos libres a cetoacidos. El grupo prostético de esta
enzima es el responsable del color amarillo de los venenos (22).

5. Proteinas y Polipéptidos no Enzimaticos

Las mas importantes toxinas de este grupo estan representadas por las
neurotoxinas, las cardiotoxinas, las citocinas, las hemorraginas y las
miotoxinas (17).

a. Neurotoxinas

Son tipicas de las familias Hydrophidae y Elapidae y se caracterizan por
interferir con las transmision nerviosa (23).

Estas toxinas han sido las mejores documentadas en los venenos de
serpientes hasta la fecha. Las neurotoxinas postsinapticas impiden la
interaccion entre la acetilcolina liberada en la membrana presinaptica y la
subunidad del receptor colinérgico. Como consecuencia de esto, no es posible
sostener la contraccion del musculo. Ellos causan que los musculos del
sistema respiratorio no realicen la transmisién postsinaptica por lo que pueden
causar la muerte por paralisis respiratoria ( 23).

b. Hemorraginas

El fendbmeno hemorragico provocado por venenos de serpientes es uno de
los eventos mas importantes en la patologia del envenenamiento.
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Los venenos por vipéridos son extremadamente hemorragicos. Su accion
depende de cationes bivalentes (Ca* Mg*? y zZn*? ) lo que sugiere que son
metaloproteinas. Sus masas moleculares oscilan entre 40,000 y 100,000
daltons, lo que en este caso coincide con la excelente antigenicidad con que
estan dotadas (17,20).

El sangrado se produce como consecuencia de la accion de las
hemorraginas sobre los vasos sanguineos al degradar los componentes de los
capilares y vénulas, ocasionando colapso de los capilares y extravasacion.
Puede haber necrosis muscular local a causa de la isquemia, por bloqueo de la
irrigacion sanguinea (20).

c. Miotoxinas

Las miotoxinas son pequefas proteinas basicas que actdan a nivel de las
células musculares provocando necrosis el cual es uno de los efectos del
envenenamiento por serpientes de la familia Viperidae mas importante en su
patologia. La necrosis es el mayor agente de secuelas permanentes en el
accidente ofidico (17,20).

d. Aminas biogénicas

Clinicamente los accidentes ocasionados por mordedura de serpientes de
la familia Viperidae se caracterizan, entre otras cosas, por un dolor intenso
inmediato a la mordedura, a diferencia de las serpientes de la familia Elapidae ,
quienes presentan dolor paulativamente. Este hecho es importante, ya que se
ha relacionado con la presencia de aminas biogénicas en los venenos, los
cuales estan presentes en todos los vipéridos pero practicamente ausentes en
los eldpidos. Las aminas biogénicas estan relacionadas con la formacién de
edema y alteraciones en la presion arterial ocasionando dilatacion capilar y
aumento de la permeabilidad con extravasacion de liquidos (24).

F. Caracteristicas de los envenenamientos producidos por vipéridos

En el caso de mordeduras de serpientes de la familia Viperidae (géneros
Bothrops, Crotalus, Porthidium y Agkistrodon), los venenos poseen una
composicién quimica muy compleja, con presencia de toxinas y enzimas que
afectan multiples procesos fisiologicos. El cuadro de envenenamientos en este
caso esta caracterizado por efectos locales inmediatos y en casos moderados y
severos por alteraciones sistémicas diversas (2). La severidad de estos
envenenamientos es muy variable y su evaluacion es fundamental para el
disefio de un adecuado tratamiento, esta severidad depende de los siguientes
factores:
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1. Cantidad de veneno inoculado

En el caso de ejemplares adultos o de especies mas grandes (por ejemplo
la terciopelo o cascabel) el volumen de veneno inyectado es mayor
provocando por lo tanto accidentes de mayor riesgo (6).

1. El sitio anatémico de la mordedura

La severidad de la mordedura depende del sitio anatémico de inoculacion
del veneno, siendo mayor en el tronco y/o cabeza que en las extremidades
superiores o inferiores. La severidad de la mordedura también depende del
peso de la persona de tal manera que en nifios hay complicaciones y deterioro
rapido de su estado fisioldgico (2).

Los efectos locales se caracterizan por presentarse en el sitio de la
mordedura, teniendo una evolucién rapida y caracterizandose por dolor severo,
edema, hemorragia y necrosis (2).

3. Edema

Este es el efecto mas comuan en el envenenamiento por serpientes de esta
familia. Este fendmeno es producido por multiples factores, como consecuencia
que la toxinas afectan directamente el endotelio, originando la exudacién del
plasma (14,15).

Los venenos liberan ademas una serie de compuestos mediadores en
funciones inmunoldgicas, como lo son histamina, kininas prostaglandinas y
anafilatoxinas, que actdan en el proceso inflamatorio (15).

4. Mionecrosis

Se debe a la acciéon directa de las miotoxinas que laceran la membrana
plasmatica de las células musculares y al efecto de isquemia (obstruccion de la
oxigenacion del tejido) sobre el tejido muscular, como consecuencia de la
hemorragia y el edema.

Ademas de los fenomenos estudiados, estos accidentes cursan
frecuentemente con infecciones debido a que los venenos y la cavidad bucal de
las serpientes estan altamente contaminados con gran cantidad de bacterias.
Mas aun, las lesiones cutaneas que se producen favorecen la entrada de
microorganismos en los tejidos (25).
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5. Hemorragia

La hemorragia local se produce como consecuencia de la accion de las
hemorraginas del veneno sobre la microvasculatura. Estas hemorraginas son
metaloproteinasas dependientes de zinc, los cuales degradan los
componentes de la lamina basal de los capilares y vénulas, originando como
consecuencia que los capilares se colapsen y se produzca la extravasacion.
Como consecuencia de esta accion hay un profuso sangrado tanto local como
sistémico. A nivel local, las alteraciones en la vasculatura contribuyen a la
necrosis tisular, al afectar drasticamente la perfusion, originando isquemia.
(25).

G. Estudios realizados sobre venenos de serpientes

La especie Bothrops neuwiedi Wagler ocupa principalmete las éareas
abiertas de América del Sur, ocurriendo en Brasil, Bolivia, Paraguay, Argentina
y Uruguay, existiendo cerca de 31 especies dentro de éste género con
diferentes patrones de coloracion y disefio.

Se han estudiado las actividades toxicas de algunas de éstas serpientes
empleando patrones electroforéticos en SDS-PAGE, llegando a concluir que
existen variaciones marcadas entre dichas especies al ser evaluados sobre las
actividades proteoliticas, toxicas y coagulantes(26).

En Guatemala, se han desarrollado trabajos de investigacion sobre la
capacidad neutralizante de los antivenenos disponibles en Guatemala llegando
a concluir que el antisuero ICP (Instituto Clodomiro Picado) es mas efectivo
que el suero antiofidico mexicano (MYN) para neutralizar los efectos letal,
hemorragico, miotéxico y coagulante del veneno de Crotalus durissus durissus
y que la neutralizacién para la actividad de fosfolipasa A2 fue similar para
ambos antisueros. Estudios sobre el veneno de la Atropoides nummifer (mano
de piedra), han demostrado poseer una actividad de la Fosfolipasa A2 mas
importante que para las especies Bothrops asper y Crotalus durissus durissus
por lo que producen edemas a nivel muscular mas severas (26).

El estudio epidemioldgico retrospectivo realizado en el Hospital de Coban
en los afos de 1993-1995, evidencio que en el mes de octubre la incidencia
de accidente ofidico por barba amarilla es del 14 por ciento y para la cascabel
es el 7 por ciento , 1 por ciento para la mano de piedra y 7 por ciento para la
cantil de agua. El género Botriechis habita en los bosques nubosos de la parte
norte de la Republica pudiendo encontrarse el resto dentro del porcentaje
antes mencionado (27).

Otros estudios se han realizado sobre la neutralizacion de las actividades
toxicas de tres venenos de serpientes: Agkistrodon bilineatus, Potridium
nummifer y Croétalus durissus durissus por el suero antiofidico producido en
México, llegando a concluir que Unicamente el veneno de cascabel se
neutraliza efectivamente y no se observé una neutralizacién adecuada de la
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letalidad de los venenos de mano de piedra (P. nummifer) y mocasin de agua
(A. bilineatus) (28).

H. Tratamiento del accidente ofididico:

El tratamiento del accidente ofidico debe partir de una comprension
adecuada de la fisiopatologia de estos envenenamientos. En primer lugar, el
médico debe identificar el grupo al que pertenece la serpiente que causé la
mordedura, para lo cual debe basarse en la observacion directa de la serpiente
0 en los signos y sintomas que presenta el paciente. Debe tenerse precaucion
con la descripccion de la serpiente que dan los pacientes o sus familiares, ya
gue muchas veces las mismas no responden a la realidad (15,20).

En esta observacion existen cuatro opciones fundamentales: a) la serpiente
que mordié no es venenosa, b) la serpiente es venenosa pero no inoculd
veneno, c¢) la serpiente si inoculé veneno y pertenece a la familia Viperidae. En
los casos (a) y (b) no se debe administrar suero antiofidico y el paciente debe
permanecer en observacion durante 12 horas. En el caso (c) se debe
administar suero anticoral y en el caso (d) se debe emplear suero polivalente
(15).

Una vez que se ha establecido que el paciente fue mordido por una
serpiente venenosa y que la serpiente inoculd veneno, se debe evaluar la
severidad del envenenamiento con el fin de determinar el voliumen de suero
antiofidico que recibird el paciente. El envenenamiento se califica como leve,
moderado o severo. Posteriormente, una vez que se ha iniciado el tratamiento,
es fundamental la vigilancia de la evolucion del caso, en la que debe incluirse
tanto la evaluacion clinica como las pruebas de laboratorio. Esta vigilancia
permite decidir si el paciente debe recibir dosis adicionales se suero antiofidico
(15).

1. Medidas recomendadas para evitar complicaciones en el paciente.

Las recomendaciones basicas relativas para personas con mordedura de
serpiente son las siguientes

a) No utilizar torniquetes, ya que el tejido esta siendo afectado por
hemorragia, necrosis y edema . El torniquete complica aun mas la
irrigacion a zonas distales, aumentando la isquemia y la lesion tisular.

b) No efectuar ningun tipo de incision, ya que se aumenta el riesgo de
infeccion y se favorece el sangrado.

c) No efectuar succién con la boca, ya que se favorece la infeccion y, de
todas maneras, es muy poco el veneno que se puede retirar con ese
procedimiento. En cuanto al uso de aparatos de succion, no se ha
demostrado su utilidad, por lo que tampoco se recomiendan.
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d) No aplicar compresas de hielo, ya que pueden empeorar las lesiones
originadas por el veneno, causando isquemia y necrosis.

e) No administrar sustancias quimicas ni extractos de plantas o animales ni
aplicar emplastos de ningun tipo. No existe ningun tipo de evidencia
cientifica que apoye el uso de este tipo de productos en los
envenenamientos por mordedura de serpiente (15).

2. Uso del suero antiofidico fuera del hospital

En general, no se recomienda la aplicacion del suero antiofidico por la via
intramuscular, por las siguientes razones: a) Existe el riesgo de una reaccién
adversa luego de aplicado el suero, la cual puede llegar incluso a un choque
anafilactico. b) Los anticuerpos equinos del suero antiofidico se absorben muy
lentamente y de manera incompleta cuando se inoculan por via intramuscular:
por ello, los anticuerpos del suero llegan a la circulacién al cabo de varias
horas de inoculado. c) Las inyecciones intramusculares introducen el riesgo de
hematomas ya que el veneno de las serpientes de la familia Viperidae
producen coagulopatias. El tratamiento intramuscular debe circunscribirse en
casos en que se imposibilite hacerlo intravenosamente como el caso de nifios o
personas obesas cuya identificacion de venas sea dificil y se tenga la certeza
del envenenamiento donde el centro de salud mas cercano esti a mas de
cuatro horas de distancia(15).

En casos de emergencia, y por situaciones antes mencionadas, antes de
aplicar el suero por la via intramuscular, se debe efectuar una prueba
intradérmica inyectando 0.1 ml del suero. Si la prueba es negativa ( no existe
reaccion adversa), se debe administar como maximo hasta cuatro frascos del
suero antiofidico por via intramuscular previo al tratamiento del hospital (15).

3. Tratamiento hospitalario con suero antiofidico

El suero antiofidico o antiveneno, constituye el principal elemento en la
terapia del accidente ofidico. Este producto estd compuesto por anticuerpos de
origen equino capaces de neutralizar las toxinas presentes en los venenos. En
Centroamérica se producen principalmente dos tipos de sueros antiofidicos: el
centroamericano de la familia Viperidae y el anticoral, efectivo contra los
venenos de todas las especies de las principales serpientes del género
Micrurus del area Centroamericana (20).

a. Indicaciones de uso del suero antiofidico

Las indicaciones para el uso del suero antiofidico segun el Instituto
Clodomiro Picado son las siguientes:
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i) En condiciones hospitalarias, el suero antiofidico debe ser administrado por la
via intravenosa. La via intramuscular es inconveniente ya que la absorcion de
los anticuerpos es muy lenta e incompleta, existiendo ademas es riesgo de
infecciones.

i) Repetidamente se ha demostrado que las pruebas intradérmicas para
predecir la hipersensibilidad al suero no son confiables, por lo que no se
efectdan en los hospitales .

iif) Se debe canalizar una via venosa.

iv) Con base a los signos y sintomas del paciente, asi como en la observacion
de las caracteristicas de la serpiente que origind el accidente, se debe
determinar si se trata de una mordedura por serpiente coral, por vipérido o
serpiente coral, por vipérido o serpiente no venenosa.

v) Establecer la dosis inicial de suero antiofidico que se va a utilizar. En el caso
del suero polivalente se recomienda cinco frascos para casos leves y diez para
casos moderados y severos. En casos exepcionalmente criticos, asi como en
envenenamientos causados por las especies Lachesis muta (matabuey o
verrugosa), se recomienda una dosis inicial de quince frascos de suero
polivalente.

Es importante enfatizar que las mordeduras en nifios son generalmente de
mayor severidad, por lo que la dosis de suero antiofidico debe ser igual que en
los adultos. En los envenenamientos de serpientes de coral, se recomienda
una dosis inicial de cinco frascos de suero anticoral para casos leves y de diez
frascos para casos moderados y severos . El criterio clinico es esencial a la
hora de determinar si se debe administrar suero antiofidico o no, ya que un
cierto numero de mordeduras cursan con envenenamiento muy leve que, no
amerita la administracion del suero. La observacion meticulosa de la evolucion
de cada caso es el principal recurso para la toma de una decision correcta (20).

b) Administracion del suero antiofidico

i) Ya establecida la dosis inicial a administrar, agregar el suero antiofidico a 500
mL de solucion salina estéril (200 mL en el caso de nifios para evitar
sobrecarga de fluidos) e iniciar la infusion a goteo lento. Se debe observar con
cuidado la aparicion de reacciones adversas (urticaria, hipotension cefalea,
nausea, broncoespasmo) (20).

i) Si no hay reacciones adversas en quince minutos,se incrementa el flujo para
que todo el suero pase en una hora.
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iii) Si se produce una reaccion adversa, se suspende inmediatamente la
infusion del suero antiofidico y se administra adrenalina 1:1000 por via
subcutanea, asi como un antihistaminico y un esteroide por la via intravenosa.
Cuando el paciente mejora la reaccion adversa, en el transcurso de unos 15
minutos, se reinicia el goteo del suero antiofidico y se termina de pasarlo en 1-2
horas. Se debe tener a mano equipo de resucitacién cardiopulmonar ante la
eventualidad de una reaccion severa (20).

iv) Algunos casos requeriran de dosis adicionales del suero antiofidico, esto
dependera de la evolucion de cada caso en particular. Si la dosis inicial de
antiveneno es adecuada, los signos y sintomas del envenenamiento deben
estar debidamente controlados 12 horas despues de aplicado el suero. Por ello,
si al cabo de 12 horas mantienen las alteraciones de la coagulacién, o persiste
el sangrado o la hipotension, se debe de adicionar una dosis adicional de cinco
o diez frascos de suero antiofidico, de acuerdo a la severidad del caso.

v ) Por otra parte, hay descripciones de casos en los que, una vez controlado el
envenenamiento, reaparecen signos y sintomas al cabo de 12 6 24 horas,
posiblemente como consecuencia de la liberacién tardia de veneno de sitios en
los que se habia acumulado en los tejidos. En estos casos se recomienda
administrar cinco frascos adicionales de suero polivalente (20).

4. Tratamiento de la infeccion y profilaxis del tétano

Los venenos de serpientes son fluidos biol6égicos muy contaminados con
enterobacterias, bacilos anaerobios del género Clostridium y cocos Gram
positivo, las cuales pueden originar infeccién local e incluso sepsis. Por lo
tanto, se recomienda la antibioticoterapia en las fases tempranas del
tratamiento hospitalario. Se debe utilizar penicilina y un antibiético de amplio
espectro (aminoglucdsido por ejemplo). Cuando se tenga sospecha de sepsis,
se deben efectuar hemocultivos. Por otra parte, se debe administrar toxoide
tetanico de acuerdo al historial de vacunaciones del paciente (20).

5. Tratamiento del sangrado y las alteraciones cardiovasculares

Los envenenamientos severos por serpientes de la familia Viperidae se
caracterizan por el sangrado local y sistémico, lo que puede desembocar en un
choque cardiovascular. Se debe mantener la volemia mediante infusién de
solucion salina, vigilando la recuperacion de la presion arterial. Se recomienda
la medicion de la presion venosa para evitar sobrecarga de fluidos (20).

Es importante enfatizar que estos tratamientos complementarios deben ser
precedidos por el suero antiofidico, ya que es necesario neutralizar las toxinas
circulantes como primera medida.
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En el tratamiento de la coagulopatia y las alteraciones cardiovasculares esta
contraindicado el uso de esteroides y de heparina (20).

6. Tratamiento de alteraciones renales

Es muy importante mantener en el paciente una volemia adecuada para
prevenir la aparicion de alteraciones renales en accidentes por vipéridos. Se
debe vigilar la diuresis y mediante pruebas de laboratorio, efectuar urianalisis y
determinacion de los niveles séricos de urea y creatinina. Si la diuresis no se
recupera con la infusion de solucion salina, se debe administrar manitol o
furosemida. En caso de que estas medidas sean insuficientes, se debe
considerar la necesidad de la dialisis (20).

7. Tratamiento de las lesiones locales

Es conveniente lavar el sitio de la mordedura con agua estéril y jabon. Por
otra parte, en caso de que se formen ampollas, el contenido de las mismas
debe aspirarse con una jeringa estéril . Los abscesos deben ser drenados y se
debe desbridar el tejido necrético. En casos severos se puede presentar un
sindrome compartimental, el cual debe ser valorado rigurosamente mediante la
medicion de la presion (20).

8. Tratamiento del dolor
Dado que el dolor en el sitio de la mordedura se presenta en la mayoria de

los casos de los vipéridos, es recomendable el uso rutinario de analgésicos
(20).
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IV. JUSTIFICACIONES

Guatemala cuenta en su herpetofauna con 18 especies de ofidios
venenosos, haciéndolo un pais rico en este tipo de especimenes, a pesar de
esto, sin que pueda restarsele importancia, no se ha podido determinar la
magnitud real del accidente ofidico. Los datos epidemioldgicos reportados del
accidente ofidico producidos por Bothriechis bicolor son inexactos e
incompletos haciendo dificil el seguimiento de este tipo de accidente.

En un pais como el nuestro, la agricultura es el principal medio de
produccion de alimento y de actividad econOmica para la mayoria de la
poblacién que vive en el area rural, encontrandode también el habitat de
serpientes venenosas que ocasionan accidentes graves. Es por ello que el
ofidismo es un problema real y es responsable de la incapacidad fisica-parcial
o total de las personas que son mordidas. Esto conlleva a un alto costo por el
tratamiento en sueros polivalentes y estancia hospitalaria.

Es importante caracterizar toxicolégicamente el veneno de Bothriechis
bicolor debido a que esta serpiente pertenece a la familia Viperidae y segun
estudios a nivel mundial, es la que se encuentra con mayor frecuencia
involucrado en el accidente ofidico.
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V. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Caracterizar toxicolégicamente el veneno de Bothriechis bicolor en
cautiverio de Guatemala

B. Objetivos especificos

1. Determinar el efecto letal del veneno de B. bicolor expresado como la dosis
letal media (DL so0)

2. Determinar la actividad miotéxica del veneno de B. bicolor expresaa como la
dosis miotdxica minima (DMM).

3. Determinar la actividad hemorragica del veneno de B. bicolor expresada
como la dosis hemorragica minima (DHM).

4. Determinar la actividad coagulante del veneno de B. bicolor expresada
como la dosis coagulante minima (DCM)

5. Determinar la actividad fosfolipasa A2 del veneno de B.bicolor.
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VI. HIPOTESIS

Por tratarse de una investigacion descriptiva no es necesario
plantear hipotesis.



VIl Materiales y Métodos.

A. Universo de Trabajo.

Veneno liofilizado de serpientes adultas en cautiverio de la especie B.

bicolor en Guatemala.

B. Muestra.

Veneno obtenido de al menos 4 ejemplares de la especie B. bicolor
procedentes de las regiones de San Marcos y parte de Escuintla y que se
encuentran en el Herpetario del Museo de Historia Natural.

C. Materiales

1. Recursos humanos:
Tesista: Br. Werner Soto
Asesora: Licda. Alba Marina Valdés de Garcia. QB.
Colaborador: Lic Nils Santos del Serpentario del Zoolégico La Aurora.
Dra. Amarillis Saravia: Bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia.
2. Recursos Institucionales.
a. Laboratorio de Bioquimica, Escuela de Quimica Biolégica. Facultad
de CCQQ y Farmacia USAC.
b. Laboratorio del Instituto Nacional de Nutricion de Centroamérica y
Panama.
c. Serpentario Museo de Historia Natural.
d. Bioterio de la Facultad de C.C.Q. Q y Farmacia .
3. Equipo
Cronémetro
Bafio de maria.
Equipo de diseccion
Vortex
Espectrofotdmetro Spectronic 21
Centrifuga para capilares
Balanza analitica.
Liofilizador de vacio Fisher (INCAP)
4. Material

Gradillas para tubos

Jeringas desechables para insulina 25g x 16mm
Micropipetas de volumen variable

Papel parafilm

Probeta de vidrio

Tapones de hule para tubos

Tubos capilares con heparina

Tubos capilares sin anticoagulante

25
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5. Modelos Experimentales

Ratones Webster de 18-20 gramos de peso
6. Reactivos

Azul de Timol 0.01%

Buffer 0.1M tris-HCI, 10m CaClz pH 8.5

Etanol al 90%

Agua destilada

NaOH 0.018 N

Plasma humano anticoagulado con citrato de sodio (3.8gr/dl)
Solucién salina amortiguada con fosfatos pH 7.2 (PBS)
Titron X-100 al 1%

Yema de huevo

Veneno liofilizado de Bothriechis bicolor

Acido sulfarico concentrado G.R.

Mezcla extraccion Isopropanol (160 mL) Heptano (40mL) y H2SOa4
concentrado (110 mL)

Eter

D. Procedimientos

1.0Obtencién del veneno de B. bicolor

a) Se localizaron varios ejemplares de B. bicolor para hacer una mezcla
de sus venenos.

b) Se ordefaron las serpientes por personal capacitado para garantizar el
minimo de pérdida de la actividad bioldgica de la proteina y toxinas del
veneno.

c) Se centrifugd en frio a 7 °C para eliminar el material en suspension.

d) Se liofilizé la mezcla de veneno de 6 ejemplares hasta un punto residual
(no mayor de 5% de humedad en el liofilizador Fisher)) y se conservé a
7°C hasta su utilizacion.

2. Condiciones de los modelos experimentales

Previo inicio del trabajo de laboratorio, se aparearon ratones Webster para
obtener camada de ratones de 16 a 20 gramos de masa corporal para realizar
los trabajos toxicoldgicos.

Para caracterizar el veneno de B. bicolor segun protocolo del Instituto
Clodomiro Picado se estandarizaron las técnicas de trabajo tomando en cuenta
ratones de 21 dias de nacidos de ambos sexos.
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2.Caracterizacion toxicolégica del veneno
a. Dosis letal media (DL 50)

La DLso esta definida como pug de veneno por gramo de masa corporal con
la que se asegura la muerte del 50% de ratones en 48 horas calculado por el
método estadistico de Spearman-Karber (28).

Procedimiento

I A partir del liofilizado de B. bicolor se prepard una solucion de veneno de 1
mg/mL, con solucion salina amortiguada con fosfatos a pH 7.2 (PBS).

ii Se establecieron 5 niveles de concentracion de veneno para calcular la dosis
letal media en pug de acuerdo a Theakson H.A (30) siendo éstos de 43.2 ng,
51.8 ug, 62.2 png,74.6 ng y 89.6ug (30)..

iii Una vez efectuadas las diluciones, se inyectaron intraperitonealmente 0,5
mL de cada dilucibn de veneno a grupos de ratones Swiss- Webster (6
ratones por cada nivel de toxicidad de los 5 niveles realizados anteriormente
con un peso de 18-20 gramos).

iv Se anotdé las muertes que ocurrieron en el transcurso de las 48 horas
posteriores a la inoculacion.

v Se calculd la dosis letal (DLso) mediante el método de Spearman-Karber
(WHO 1981) o el método de probitos, empleando los programas de coOmputo
elaborados para éstos procedimientos. Estos métodos dan el valor de la dosis
letal media del 50% y los limites de confianza del 95%(29).

b) Dosis Coagulante Minima (D.C.M.)

La actividad coagulante del veneno se determin6 en plasma humano
citratado, como se encuentra descrito por Theakson y Reid (1983) con las
modificaciones de Gené et al (1989) (29,30).

La actividad desfibrinante de los venenos es consecuencia de la accién de
los componentes coagulantes, particularmente de su enzima trombina. Cuando
venenos con actividad coagulante se administran en animales experimentales
por via intravenosa, se consume el fibrindbgeno y se prolongan los tiempos de
coagulacion como consecuencia de la desfibrinacién. Esta actividad se puede
detectar mediante la cuantificacion de los niveles de fibrinbgeno o, mas
facilmente, mediante la determinacién de las dosis de veneno que inducen
incoagulabilidad en la sangre.
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Procedimiento

I A partir del liofilizado se prepararon soluciones de veneno, a diferentes
concentraciones o a probar, utilizando PBS como diluyente. Se trabajé en un
rango de 5 ug/mL y 200ug/mL.

i Se inyecté 0.2 mL de cada solucion por via intravenosa a grupos de 4
ratones. Un grupo adicional de 4 ratones inocular con 0.2 mL de PBS como
control.

iii Esperar una hora después de las inyecciones, y bajo anestesia con éter,
obtener aproximadamente 200 uL de sangre, ya sea mediante puncién
cardiaca o del plexo venoso ocular. Utilizar en este caso capilares no
heparinizados ya que afectan la coagulacién. Colocar las muestras de sangre
en tubos de ensayo pequefios, limpios y secos. Incubar los tubos a
temperatura ambiente, por término de una hora. Se observaron los tubos cada
media hora.

iv Elaborar una curva dosis-respuesta (ug de veneno vs tiempo de coagulacion
en segundos) empleando escala logaritmica para la dosis y escala milimétrica
para la respuesta. Extrapolar la cantidad de veneno que coagula el plasma en
60 segundos, la cual corresponde a la Dosis Coagulante Minima (DCM).

c) Dosis Hemorréagica Minima (DHM)

La dosis hemorragica minima es la cantidad de veneno que se necesita
para inducir un area hemorragica de 10 mm de diametro, dos horas después de
la inyeccién intradérmica en el raton (31).

Procedimiento

i Se prepararon varias soluciones conteniendo diferentes concentraciones del
veneno a probar, utilizando PBS como diluyente. Se trabajé en un rango de 1
ug/mL y 1000ug/mL .

i Se inyectaron 0.1 mL de cada solucién por via intradérmica, en la region
abdominal, a grupos de 4 ratones. Un grupo adicional de 4 ratones se inoculd
con 0.1 mL de PBS sin veneno como control.

iii Dos horas después de la inyeccion, se sacrificaron los animales mediante
inhalacién de éter y se removio la piel para medir el area hemorragica que
queda después de las dos horas de la inyeccion.

iv Se midio el area hemorragica en la region interna de la piel y determinar el
diametro de la regién hemorragica mediante el siguiente calculo:
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Diametro = 2X \/érea/n
en donde: == 3.14

Elaborar una curva dosis-respuesta (ug de veneno vs mm del didmetro de la
lesion hemorragica) empleando una escala logaritmica para la dosis y una
escala milimétrica para la respuesta. Extrapolar la dosis de veneno que
corresponde al diametro de 10 mm, la cual corresponde a la Dosis
Hemorragica Minima (DHM) (32).

d. Actividad Fosfolipasa A2

Es un método titrimétrico o de titulacibn que permite medir la actividad
enzimatica de las fosfolipasas A2, de los venenos de serpientes, por la
medicion de la cantidad de base (NaOH) consumida para neutralizar los acidos
grasos liberados de un sustrato de fosfatidilcolina (lecitina) obtenida de la yema
de huevo por la accion de la fosfolipasa A2. Este método esta basado en la
extraccion de Dole (33).
Procedimiento

i Se colocd en un tubo limpio 1 mL de sustrato (lecitina) con 0.1 mL de muestra
(veneno, toxina etc).(anexo 2)

il Se incubo el sustrato con la muestra por 10 minutos a 37 °C.
iii Se agregd 5 mL de mezcla de extraccion (ver anexo 2).

iv Se agito fuerte el tubo y se dejo en reposo por 10 minutos a temperatura
ambiente.

v Se tom6 2 mL de heptano con 3 mL de agua destilada y se invirtieron los
tubos

vi Se tomo 2 mL de la fase superior con 1 mL de la mezcla de titulacion.
vii Se titul6 con NaOH 0.018 N hasta la aparicion de un color amarillo verdoso.
viii Se anotaron la cantidades de NaOH consumido por la titulacién.
ix Se calculo el nimero de miliequivalentes de NaOH 0.018 N. asi:
Volumen de NaOH X concentracion NaOH= meq
meq(ueq)X 1/20 min) x (1000 ug de toxina utilizado) =ueg/mg &cido graso/min.

X La actividad enzimatica convierte un sustrato a un producto en una razon de
tiempo.



30

e) Determinacion de la actividad miotoxica

La actividad miotdxica se determind cuantificando la actividad de la enzima
creatina Kinasa (CK) en plasma de ratones previamente inyectados. La CK es
una enzima que se encuentra en altas concentraciones en el citoplasma de
células musculares, liberdndose al fluido intersticial y a la sangre luego de la
lesion celular. Para la mayoria de venenos, los niveles de CK se determinan a
las tres horas debido a que se ha demostrado que es el tiempo en el que dicha
actividad se encuentra mas elevada en mionecrosis inducida por venenos y
miotoxinas en ratones.

Procedimiento

I Se prepararon diferentes concentraciones de veneno dentro de un rango de
00ng/ mL a 1000pg/mL utilizando PBS como diluyente.

ii. Se inyectdé 0.1 mL de cada solucidén por via intraperitoneal a grupos de 4
ratones. A Un grupo adicional de 4 ratones se inyecté 0.1 mL de PBS como
control.

iii. Tres horas después de la inyeccidn, se obtuvo muestra de 25uL de sangre
de cada ratdon mediante corte de la porcion distal de la cola. Alternativamente,
la sangre puede obtenerse del plexo ocular. Se colect6 la sangre en tubos
heparinizados y se procedi6 a sellar un extremo del tubo con plasticina.

iv. Se centrifugd los tubos capilares en una microcentrifuga y se obtuvo el
plasma de cada tubo.

v. Se determiné la actividad de CK en el plasma, de acuerdo al procedimiento
del juego de reactivos utilizado

vi Se prepar6 una curva dosis-respuesta (ug de veneno /actividad de CK en
plasma) empleando la escala logaritmica para la dosis y la milimétrica para la
respuesta. Extrapolar la dosis de veneno en la que la actividad de CK
plasmatica corresponde a 4 veces la actividad de CK de los ratones inyectados
con PBS. Esta dosis de veneno corresponde a la Dosis Miotdxica Minima
(DMM).

E. Disefio de la investigacion

El presente estudio es descriptivo por lo que se efectudé un estudio de la
relacion dosis-respuesta con el veneno, lo que permitié obtener la dosis minima
de veneno o dosis-reto, necesaria para inducir un efecto en particular.
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F. Anélisis de datos

Para determinar el efecto letal DLso se empled el programa de Sperman
Karber, el cual reporta los intervalos de confianza al 95%. El grado de
significancia utilizado en cada prueba fue de 0.05 (Rojas, 1987) (WHO, 1981).

Para las actividades miotdxica, hemorragica, coagulante y fosfolipasa Az
del veneno, se utilizdé un analisis de regresién en funcion de la concentraciéon
del veneno en estudio.
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VIIl. RESULTADOS

La caracterizacion toxicolégica del veneno de Bothriechis bicolor abarco la
determinacion de los efectos letal, miotoxico, hemorragico, coagulante y la
actividad Fosfolipasa Az.

En la tabla 1 se presentan los resultados obtenidos de la dosis letal media
DLso con cincos niveles de toxicidad, los cuales fueron ajustados hasta lograr
los valores significativos . La DLso se observa en el nivel de 120 ul de
veneno/raton y el calculo estadistico utilizando el método de probitos
(Spearman Karber) es de 122.12 nug/ratén con intervalo de 95% de confianza
(113.57-131.32).

Tabla 1 Determinacion de la dosis letal media (n= 36)

Nivel (ug/0.5mL) |Veneno (mL) |PBS (mL) Muertes 48horas | Vivos 48 horas
100 pg 1.00 4.0 0 6
110 pg 1.10 3.9 1 5
120 ng 1.20 3.80 3 3
130 pug 1.30 3.70 4 2
140 ug 1.40 3.60 5 1
Control 0 0.5 0 6

Fuente : Datos experimentales.

La actividad miotoxica del veneno se describe en la tabla 2,utilizando los
mismos niveles encontrados para la dosis letal media DLso. La dosis miotdxica
minima es de 272 Ul. Se utilizo el protocolo del Instituto Clodomiro Picado en
que se indica la DMM es 4 veces el valor obtenido al medir
espectrofotométricamente la concentracién de CK en suero por lo que el valor
al emplear solamente PBS al raton es de 68 Ul, siendo la DMM=272 UI. Las
lecturas se determinaron en un Microlab-200 a una longitud de onda de 340 nm
ya37C.

Tabla 2. Determinacion de la actividad miotoxica (n=6)

Concentracién | Ln concentracion de veneno | Actividad creatina
veneno pg/mL kinasa U/L
100 4.60 88
110 4.70 99
120 4.80 427
130 4.86 525
140 4.94 642
PBS 0.1 mL 0 68

Fuente : Datos experimentales.

Dosis Miotoxica Minima 68Ul X 4= 272Ul.
Ecuacion de la recta y= 0.06x + 98.43
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La grafica 1 describe la actividad de la creatina kinasa plasmatica, utilizando
el andlisis de regresion y su valor critico de significancia, que debe ser menor
de 0.05.

Tabla 3. Actividad Hemorragica del Veneno (n=16)

ug de veneno Logaritmo natural de Diametro de la lesion (mm)
ug de veneno
20 3.00 4
20 3.00 4
20 3.00 5
20 3.00 6
40 3.69 6
40 3.69 7
40 3.69 7
40 3.69 8
80 4.38 10
80 4.38 9
80 4.38 9
80 4.38 10
160 5.08 12
160 5.08 13
160 5.08 13
160 5.08 12

Fuente : Datos experimentales.

La tabla 3 describe la actividad hemorragica del veneno con cuatro
determinaciones por nivel encontrdndose la dosis hemorragica minima en el
nivel de 80 ng de veneno la cual induce un diametro de 10 mm sobre la piel del
raton. Las otras determinaciones se encuentran por encima y por debajo a
dicha aproximacion con diferentes concentraciones del veneno.
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Control Diametro de la lesion (mm).
PBS 0
PBS 0
PBS 0

DHM= Dosis Hemorragica Minima que provoca una lesion hemorragica de
10mm de diametro. DHM=80 +/-0.5

Grafica 2
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En la grafica 2 se presenta la concentracion de veneno versus diametro
(mm) en la piel de raton.
La Tabla 4 describe la actividad coagulante del veneno en plasma humano
con anticoagulante de citrato de sodio. La dosis coagulante minima est4 en 15
ug de veneno la cual coagula el plasma en 60 segundos.

Tabla 4. Determinacion de la Actividad Coagulante (n=15)

Veneno pg/mL Tiempo (segundos)
80 10.1
80 10.5
80 10.3
40 19.5
40 19.4
40 19.3
20 38.4
20 39.0
20 38.9
15 60.2
15 60.3
15 60.1
10 70.1
10 69.8
10 71.2

Fuente: Datos experimentales
DCM=Dosis Coagulante Minima, cantidad de veneno que coagula el plasma

en 60 segundos. DCM= 15ug/ mL
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Grafica 3

Actividad coagulante B.bicolor
y = -0.7884x + 65.825
80 R?=0.7728
60 -
40 -
20 +
0

tiempo
segundos

0 20 40 60 80 100
concentracion de veneno ug

La gréfica 3 describe el comportamiento de la actividad coagulante

Tabla 5. Determinacion de la actividad Fosfolipasa Az (n=15)

ug de veneno pL de NaOH pL de NaOH-uL de peg/min.mg veneno
PBS
100 430 340 3.06
100 420 330 297
100 420 330 2.97
50 410 320 5.76
50 410 320 5.76
50 400 310 5.58
25 370 280 10.08
25 360 270 9.72
25 360 270 9.72
12.5 320 230 16.56
12.5 320 230 16.56
12.5 310 220 15.84
6.25 270 180 25.92%
6.25 260 170 24.45%
6.25 260 170 24.45%

Fuente : Datos experimentales

* Para la interpretacion de la tabla 5, la fosfolipasa A2 se reporta como la
dosis de veneno que provoca la mayor actividad enzimatica en el sustrato de
fosfatidilcolina. El rango comprendido en 6.25ug de veneno es la menor dosis
con la mayor actividad promedio del rango dando como resultado 24.94
nwEg/min.mg de veneno como promedio de las tres Ultimas determinaciones.
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Grafica 4
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La actividad de la Fosfolipasa A2 se describe en la tabla 5 con tres
determinaciones por nivel encontrandose que la actividad enzimatica es alta
cuando el nivel de toxicidad del veneno es baja dentro de un rango de 100 a

6.25 ug de veneno (grafica 4).
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

B. bicolor es una de las especies de ofidios venenosos que se encuentran
en el Litoral Pacifico y se distribuye desde México a Honduras por toda la
cordillera volcanica. Se han identificado cuatro subespecies dentro de este
mismo género las cuales son: B. aurifer, B. lateralis, B. marchi y B. schlegelii o
vibora de pestafas. Estas especies de han identificado como cantil loro por sus
costumbre arboricolas ademas poseen cola prensil y debido a su color se
confunden con el follaje, pudiendo ocasionar accidentes en los miembros
superiores las personas que se dedican a los trabajos agricolas como corte de
cafe.

Para el tratamiento del accidente ofidico en Guatemala, como Unica
alternativa, se encuentran disponibles tres antivenenos polivalentes siendo
éstos los provenientes de México, Costa Rica y Argentina. Tales antivenenos
no incluyen especies del género Bothriechis donde la letalidad reportada en la
presente investigacion es similar a la Bothrops nummifer (mano de piedra)
realizado por Rojas et al (1986) en el Instituto Clodomiro Picado. La DLso
reportado para la B. bicolor guatemalteca es de 122.7 mg/raton, donde el
veneno se inoculd por via intraperitoneal y se observaron las muertes por 48
horas. La dosis letal de B.nummifer (Honduras) es de 127 mg/raton B. asper
(barba amarilla) es de 64 mg/raton, Agkistrodon bilineatus (cantil de agua) de
22 mg/raton y la mas letal es Crotaluss durissus durissus (cascabel) con 16
mg/ratén (24).

Para la determinacién de la actividad miotoxica los animales control fueron
inyectados solamente con PBS y se determiné el valor de la CK para luego
calcular la Dosis Miotoxica Minima que es cuatro veces el valor reportado en
las determinaciones donde se utilizO Uunicamente PBS. La Dosis Miotoxica
Minima (DMM) para B. bicolor es de 272 Ul. El dafio tisular fue evidente en
ratones Webster observandose el sangrado de los animales por nariz, boca y
oidos.

La obtencion de sangre de los ratones para efectuar la DMM, se realiz6 a
través del corte de cola (extremo final)

La dosis hemorragica para B. bicolor es de 80 ug/mL, 7 veces menos
potente que el de B. asper (barba amarilla) con 11 ug/mL (Saravia et al. 2,000)
que es una de las serpientes méas venenosas de Centroamérica y la que tiene
mayor incidencia en accidentes ofidicos por afio en nuestro pais (9). Crotaluss
durissus durissus (cascabel) posee una actividad hemorrdgica de 5.08ug/mL
(Guevara et al.2,000) siendo 16 veces mas potente que B. bicolor.

La actividad coagulante del veneno de B. bicolor determinado en éste
estudio es de 15 pug/mL en tanto que para B. nummifer (mano de piedra) es de
19.5 pg/mL (16).
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Para la Crotaluss d.d. (cascabel) la actividad coagulante reportada es de
19.58 ug/mL (Guevara et al. 2000) resultando muy similar a la mano de piedra.
De lo anterior puede decirse que B. bicolor posee una mayor actividad
coagulante de los dos especies mencionadas por lo que resulta ser una
caracteristica para ésta especie. Solamente B. asper (barba amarilla) posee
una mayor actividad coagulante con 3.9 ug/mL (Saravia et al, 2000).

La actividad Fosfolipasa A2 determinada para B. bicolor es de 24.94
meg/min.mg, en tanto B. nummifer es de 20 meg/min.mg, Crotaluss d.d. es de
11.52 meg/min.mg, B. asper de 24 meg/min.mg . La actividad de ésta enzima
se vincula con los efectos miotéxico, cardiotoxico, hemorragico, hemolitico,
edematigeno y agregacion de plaquetas entre otros (16). El veneno de B.
bicolor resulté tener una actividad de Fosfolipasa A2, muy similar a las
especies mas representativas del pais, con excepcion a la cascabel (11.52
meg/min.mg).

Este estudio demostr6 que la potencia del veneno de B. bicolor posee
algunas actividades tOxicas similares a las de las especies de mayor
relevancia del pais.
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X. CONCLUSIONES
A. El efecto letal del veneno de B. bicolor expresado como la dosis letal
media (DLso) es de 122.12ug/ratén con |. C. del 95% de (113-131.32).

B. La actividad miotoxica del veneno de B. bicolor expresada como la dosis
miotéxica minima (DMM) es de 272 UI.

C. La actividad hemorragica del veneno de B. bicolor expresada como la
dosis hemorragica minima (DHM) es de 80 ug de veneno.

D. La actividad coagulante del veneno de B. bicolor expresada como la dosis
coagulante (DCM) es de 15ug/mL .

F. La actividad Fosfolipasa A2 de B. bicolor es de 24.94uEqg/min.mg
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XI. RECOMENDACIONES

A. Evaluar los antisueros comercialmente disponibles en el pais contra el
veneno de B bicolor, para estar seguro de la efectividad de éstos en el

tratamiento del envenenamiento por esta serpiente.
B. Ampliar los estudios sobre la actividad de la Fosfolipasa A2 en modelos

animales, (ratones Webster).
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Anexo 1
Distribucion de Bothriechis bicolor
en Guatemala

83

21—

18p—

15+—  Bothriechis bicolor

l

93

( Campbell J A, Lamar W. The venomous reptiles of latin America Cornell
University Press , USA 1989)
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Anexo 2

Preparacion de reactivos

1. Solucion salina amortiguada con fosfatos pH 7.2 (PBS)

Na2HPO 42H20.......coooii e 0.31g
NazHPO412 H20.......co o 2.86¢
NaCHL. .. 7.65¢9

Ajustar a 1 Litro
AjustarpHa 7.2
Autoclavear 20 minutos a 15 Ib/pulg

2. Sustrato para determinar la actividad fosfolipasa A2
Colocar 10 mL de yema de huevo sin burbujas en una probeta con 50 mL de

Buffer Tris HCL CaClz y tritron X-100 al 1%.
Homogenizar bien el sustrato.

3. Mezcla de extraccidn para determinar la actividad fosfolipasa A 2

Isopropanol (2 propanol).........ccceeveiiiiiiinnnnn. 40 partes
Heptano........oooo i 10 partes
H,SO4 concentrado.............cooveveveievineenn ... 55uL/100 mL.

4. Mezcla de titulacion para determinar la actividad fosfolipasa A2

a) Etanol 90% en agua destilada + Azul de Timol (0.01%).
b) Guardar en frasco ambar cubierto con papel aluminio.
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Anexo 3

Preparacion de niveles veneno/ antiveneno para la neutralizacion de la
actividad letal de los venenos (prueba de potencia)

Nivel Antiveneno PBS veneno ratones
(mg/ mL) (mL) (mL) (mL) por dosis

2.0 1.05 1.65 1.50 6

3.0 0.70 2.00 1.50 6

4.5 0.47 2.23 1.50 6
controles  --—- 2.70 1.50 6
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