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RESUMEN

Rojas. N, Romero. Y, 2015 Efecto del extracto de Citrus aurantifolia sobre la
toxicidad del veneno de Crotalus durisuss cumanensis del Estado Falcén.

Venezuela tiene un alto porcentaje en accidentes ofidicos, y pocas alternativas que
sean eficaces para las victimas que han sido emponzofiados, a partir del extracto del
Citrus aurantifolia se buscé comprobar el poder neutralizante sobre el veneno de la
Crotalus durissus cumanensiss la cual es altamente hemorragico. El objetivo de esta
investigacion fue comprobar la efectividad del extracto de citrus aurantifolia sobre la
toxicidad del veneno, ya que existen deficiencias en el pais en cuanto a la produccién
de suero antiofidico efectivos, por lo tanto se desea proporcionar a las comunidades
de éareas rurales del estado Falcon un antiveneno efectivo en los accidentes ofidicos
por esta especie. Para este estudio se utilizaron pools de venenos liofilizados, para
este estudio, se usaron ratones albinos (cepa NMRI). Se realizaron las pruebas
bioquimicas para evaluar la toxicidad in vitro con la determinacién de la actividad
proteolitica del veneno de Crotalico y la determinacién de la actividad fosfolipasa A2 .
donde tuvo como resultado Para estas pruebas se usé el método de titulacion
propuesto por Yang y King XXXX para la actividad fosfolipasa. Como solucién
tituladora se utilizara NaOH 0,01 N, previamente valorado. Como sustrato se utilizaron
una emulsion de yema de huevo en 200 ml de agua destilada, afiadiendo 60 [l de
timerosal y 20 mM de cloruro de calcio en 100 ml de agua destilada, Toxicidad in vitro:
Determinacion de la Actividad Proteolitica el ensayo se manipulo por el método
espectrometria UV a 280 nanometros. Para las  pruebas bioquimicas donde se
evaluaron la toxicidad in vivo Determinacion de la Dosis Letal 50 (DL50) del veneno
Crotalus durisuss cumanensis: 50 Dosis letal, Determinacion de la Actividad
Hemorragica del veneno de Crotalus durisuss cumanensis, manejo por el método de
Kondo et al., (1.960). Que consiste en inocular por triplicado a los ratones con 10ug de
veneno diluido en 0.1ml en Solucion Amortiguadora Fosfatada (SAF). 2 horas después
de ser inoculados por via subcutanea los animales seran sacrificados para
posteriormente medir el &rea hemorragica sobre la piel disecada y distendida, cercana
al punto de inoculacién del veneno.

Palabras clave: veneno, serpiente, citrus aurantifolia.



INTRODUCCION

En el mundo cada afio se registran cerca de cinco millones de mordeduras de serpiente
y picaduras de escorpion, mayoritariamente en Africa, Asia y América Latina, de las
cuales, entre 50 y 75% requieren tratamientos con antisueros para evitar el
fallecimiento, amputacion, graves trastornos neurolégicos causan 4.000 muertes
anuales (Balladelli, 2009). Venezuela ocupa el tercer lugar en lo referente a coeficiente
de mortalidad por emponzofiamiento ofidico a nivel mundial, siendo ocupados los dos
primeros lugares por Birmania y la India respectivamente. Durante los 4 primeros afios
de la década de los 90 el estado Falcon ocupd el sexto lugar en orden decreciente de

mortalidad por emponzofiamiento ofidico (Sadner y Montilla, 1994).

Las serpientes habitan vastas regiones del planeta por ser de sangre fria sus
poblaciones aumenta desde los climas frios a los templados y los tropicales;
también son mas abundantes en las zonas silvestres y pocos transitadas por el
hombre y muy poco presentes en las zonas pobladas muchas accidentes ofidicos son
causados por desconocimiento de esta especie veneno y también por invasién a su
habitad.

La mordedura de la serpiente cascabel tiene efectos biolégicos del veneno de
serpiente, se debe conocer que se trata de una mezcla compleja de enzimas, toxinas y
otras proteinas, destinados a la digestion de sus presas, cuyo efecto se combina en
funcién de sus propiedades y proporciones; por otra parte la composicion de estos
venenos varia considerablemente de una especie a otra, explicando ello la diversidad
de sus efectos biolégicos. Las principales manifestaciones clinicas causadas por la
mordedura de serpientes y en especial Crotalus durissus cumanensis, son
generalmente atribuidas a los efectos neurotoxicos de su veneno, la miotoxicidad
sistémica (ocasionada fundamentalmente por fosfolipasas A2) y a los efectos sobre la

hemostasia (Hernandez et al., 2005).



Por otra parte, las manifestaciones locales en este tipo de envenamiento son escasas
con respecto a aquellas por los envenamientos botrépicos. A los pocos minutos de la
inyeccion del veneno aparece dolor local de leve a moderada intensidad, que
dependiendo de la cantidad de veneno inyectando, aparece en la articulacion mas
cercana de la zona mordida, irradiandose al resto del miembro. Esta sensacion
desaparece rapidamente, siendo sustituida por un adormecimiento (hipoestesia) y
pesadez en todo el miembro lo que puede llevar a la muerte de la victima (Rengifo,
2005).

En la actualidad no existe un suero antiofidico especifico para envenenamiento
crotalico, lo que ha llevado a muchos investigadores a la busqueda de una nuevas
alternativas para contrarrestar las manifestacion que presenta la victima cuando es
emponzofiado por la serpiente, en este caso por la especie Crotalus durissus
cumanensis. Ente las busquedas de tratamientos efectivos que pueden contrarrestar
los efectos de los venenos de serpientes con pocas complicaciones o efectos adversos
y de bajos costo han sido objetivos la evaluacion de multiples componentes
medicinales y formulas de origen artesanal tradicionalmente se han utilizado otros
tratamientos antiofidicos basados en la herbolaria y sustancias naturales como: orine

de venado, medicamento, entre otros (Otero et al., 2002).

En esta investigacion se buscé una alternativa de medicina terapéutica tradicional de
origen natural a partir del citrus aurantifolia que ayude a detener o inhibir el efecto del
veneno una vez es inoculado por la serpiente en las victimas y asi evitar
manifestaciones clinicas descritas anteriormente que puedan ocasionar la muerte, asi
como también se busca ayudar a las comunidades que son afectadas con accidentes
ofidicos y que se encuentran alejadas de un centro hospitalario o en otro caso no
cuenten con recursos para obtener un suero antiofidico polivalente ya que es de alto

costo.



OBJETIVOS

General

Probar la efectividad del extracto Citrus aurantifolia sobre la toxicidad del veneno de

Crotalus durisuss cumanensis del Estado Falcén.

Especificos

Determinar la toxicidad in vivo mediante las pruebas biolégicas como,
determinacion de la dosis letal 50 (DL 50), determinacion de la actividad

hemorragica del veneno de Crotalus durisuss cumanensis del Estado Falcon

Determinar la toxicidad in vitro mediante las pruebas bioquimicas,
como determinacion de la actividad proteolitica, determinacion de la fosfolipasa Az
del veneno de Crotalus durisuss cumanensis del Estado Falcon

Demostrar el efecto del extracto de Citrus aurantifolia sobre la toxicidad del

veneno de Crotalus durissus cumanensis del Estado Falcon.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Las serpientes pertenecen a la clase de Reptilia donde se ubican aquellos animales
gue presentan un corazon con tres cavidades, respiracion pulmonar y temperatura
corporal variable poiquiloternomos, estos tienen una piel distensible y recubierta
totalmente por escamas corneas epidérmicas (orden Spquamatha) representada por 3
subodrdenes: Sauria o Lacertilia, Ambhisbaenia, Serpentia u Ophidia. Las serpientes
(Suborden: serpemtia) se caracterizan por poseer un cuerpo alargado y recubierto por

escamas, buen olfato, ausencia de extremidades y de oidos, externo. (Lancini, 1986).

Las serpientes son mas abundantes en las zonas silvestres y pocos transitados por
el hombre y muy poco presentes en las zonas pobladas. Generalmente resulta en la
mordedura por parte de la serpiente al humano, consecuencias fatales si el ofidio es
de tipo venenoso. Las serpientes venenosas representa el 19% del total de todas las
especies de serpientes conocidas y todas las serpientes venenosas descritas en la
bibliografia cientifica especializada pertenecen a cinco familias: Vipiridae, Crotalidae,
Elapidae, Hidrophydae y Culobridae. Todas las especies pertenecientes a las cuatro
primeras familias son venenosas. Aunque el hombre es sensible a todos los venenos,
el de las serpientes que se alimentan de presas de sangre caliente representan el
mayor peligro dada a la semejanza entre las fisiologias de dichas presas y el hombre.
(Zug y Carl, 1999).

De acuerdo con Silva (1989) las serpientes de Cascabel se clasifican

taxon6micamente de la siguiente manera (ver tabla 1):



Tabla 1. Clasificacion taxondémica de la serpiente Crotalus durisuss cumanensis

Phyllum Chordata
Clase Reptilia
Orden Squamatha

Familia Viperidae

Género Crotalus

Especie Crotalus durissus

Nombre comdn Cascabel

Fuente: Silva, 1989.

Las serpientes venenosas
La familia virperidae comprende a las serpientes venenosas las cuales corresponde a
la mapanare, cascabeles y la cuaima son de extrema peligrosidad, no solo por su
condicibn de ser serpiente venenosa, sSin0 también por su comportamiento
sumamente agresivo, sobre todo las mapanares y cascabeles. Este a pesar de su
peligrosidad se puede catalogar como una serpiente noble ya que nos anuncia con su
cascabel cuando estamos cerca de ella o cuando se siente amenazada (Rodriguez,
2010). Este género también presenta un grupo de especies y subespecies en el
pais Crotalus durissus cumanensis, Crotalus vegrandis, Crotalus pifanorum, Crotalus
durissus maricelae, Crotalus durissus ruruima de las cuales Crotalus cumanensis

abarca todo el territorio nacional (Navarrete et al, 2009).

La serpiente cascabel esta ampliamente distribuida en el pais se encuentra en
zonas bajas asi como en montafias, como por ejemplos la cascabel comun
Crotalus durissus cumanensis también existen otras sub especies cuya condicion
es endémica como por ejemplo la cascabel negra Crotalus durissus pifanorum y la
cascabel de aracoa Crotalus durissus vegrandis las cuales se encuentran en Guarico
y Monagas. Estas serpientes son de actividad nocturna y son una pieza
fundamental en el control natural biologico de roedores y otras plagas (Rodriguez,
2010).



Estas se distinguen por tener cabeza pequefia, acorazonada y cubierto de escamas,
en su mayoria, pequefias y aquilladas o en forma de tubérculo. El cuerpo es robusto y
triangular; la cola es muy corta, gruesa y siempre terminada en anillos huecos,
corneos y engastados entre si que producen un ruido peculiar cuando en animal agita
la cola. Estos anillos estan formados por una substancia similar a las ufias, llamada
queratina y se forma con el resto de cada muda de la capa epidérmica de la piel del
reptil (Lancini, 1986).

Las serpientes son las mas prodigiosas fuente de toxinas que pueden llegar a ser
Utiles a la humanidad. Sus venenos estdn compuestos por complejas mezclas de
polipéptidos y proteinas que inducen una variada gama de efectos farmacolégicos, los
cuales proveen una util herramienta para la comprensiéon de muchos eventos
moleculares dentro de procesos fisioldgicos normales. Los quimicos fueron los
primeros en considerar los venenos como objetos de interés, esforzandose por definir
su composicién. Sometieron a los venenos a reacciones con diferentes tipos de
reactivos e intentaron separar sus componentes. Observaron que algunos tipos de
reactivos los destruian, mientras que otros los precipitaban. En 1878, ocurrié un
nuevo hallazgo en la investigacion de los venenos de las serpientes, cuando Pelder,
propuso que los venenos eran sustancias “tipo proteinas” y luego utilizando el veneno
de Crotalus adamanteus, determind que su naturaleza no era homogénea (Boquet,
1992).

Caracteristicas del veneno del género Crotalus

El veneno de Crotalus presenta un conjuntos de péptidos y proteinas toxicas que
presentan actividad hemorragica coagulante, nefrotoxica y miotoxica (Levano et al.,
2004; Pérez et al., 2008) el cual es utilizado por la serpiente tanto para movilizar como

para dar el comienzo a la digestidon de los tejidos de la presa (Pérez et al., 2008).

El mecanismo de accion del veneno no estad totalmente dilucidado, pero se
pueden identificar de acuerdo a su actividad en el organismo en Citotoxico y Neutdxico

aunque existen combinaciones de ambos que generan variabilidad del veneno



(Gutiérrez y Rucavado, 2000). Los venenos citotdxicos tienen gran cantidad de
enzimas proteasas que hidrolizan el enlace péptico de proteinas de acuerdo al sitio
activo y del mecanismo de accion esta se puede clasificar en cuatro clases
principales: serina, proteasa, cisteina proteasa, zinc proteasa, aspartil proteasas
(Moreira, 1994).

En estudios realizados se han propuesto que los venenos citoxicos que presentan
principalmente enzima metaloproteinazas, alcanzara a hidrolizar algunas proteinas que
componen la lamina basal que rodea las células endoteliales de los vasos
capilares y vénulas, afectando Ila integridad funcional y ruptura de las
células endoteliales ocasionandose extravasacion e isquemia de tejidos adyacentes,
manifestados el efecto necrético caracterizado posterior a la inoculaciéon del

veneno (Moreira 1994; et al., Gutiérrez y Rucavado, 2000).

Las hemorraginas representadas por la metaloproteinasas y desintegrinas causan
dafios al tejido endotelial ocasionando una fuerte hemorragia, influyen en la
coagulacion sanguinea y la agregacion plaquetaria interfiriendo, potenciando o
inhibiendo la agregacion (Kini y Evans, 1990; Mclane, 1998). Estas enzimas evitan
la formacién del tapdén hemostatico, convirtiendo el fibrinbgeno en fibriopeptidos
estas enzimas pueden mostrar menor toxicidad que las neurotoxinas (Chippaux,
1998).

El veneno neurotéxico, constituido principalmente por fosfolipasas Az (PLA2s) se
caracteriza por presentar actividad a nivel sistémico principalmente en la inhibicion de
la conduccién nerviosa originando el bloqueo de la uniébn neuromuscular y con la
consecuente paralisis flaccida (Bolafios, 1984; Fran y Cardoso, 1995; Gutiérrez,
1995; Hernandez,

2005).



Las PLA2s, son enzimas del tipo hidroilasa-lipasa que induce cambios en la
composicion de membranas, activan las cascadas inflamatorias y generan vias de
sefialamiento celular (transduccién de sefiales) existen diversos tipos de PLA2s
clasificadas por su funcionalidad y localizacién celular y tisular indicado para los
venenos de los grupo IA (cobras y crotalus) IIB (viboras de gabon) y IX (veneno de
viboras ) siendo esta PLA2s de tipo “secretoria” (Garcia y Garcia, 2009) esta PLA2s
son moléculas que hidrolizan el enlace acil-ester en la posicion senz-acil de
glicerofosfolipidos, liberado 3-snlisofosfoglicerido y acidos grasos (Tizard, 1995). El
principal acido graso liberado es el araquidénico, el cual es transformado por la
enzima ciclooxigenasas Y lipoxigenasas en eicosanoides o sustancias proinflamatorias
como prostaglandina, prostaciclinas, leucotrienos, tromboxanos por el cual afecta
también la coagulacion (Okumura, et al 2002; Ohno et al., 2003). Dentro de las
sustancias incluidas en el veneno, Ilas fosfolipasa que originan actividad
miotOxicas y neurotéxica ejercen funcibn en receptores pre y post simpéatico, las
toxinas, generalmente por los efectos cataliticos se acoplan a receptores de membrana

induciendo lisis celular.

La evaluacién de las toxinas de serpientes incluye como moléculas centrales al metal y
serinproteasas, asi como (PLA2s por cuantos ellas son responsables de
practicamente el 100% de la fisiopatologia del envenenamiento ofidico. Las actividad
proteolitica se mide in vitro incubando veneno de serpientes a evaluar, con una
concentracién conocida de una proteina de referencia normalmente albumina o
caseina trascurrido un periodo de tiempo determinado (normalmente 10 minutos), se
cuantifica la proteina remanente. La diferencia es el resultado de la degradacién
proteolica por proteasas del veneno. Por su parte la actividad de fosfolipasa Az se
mide incubando fosfolipido (usualmente lecitinas de huevo) con el veneno.
Transcurrido un periodo de tiempo determinado (normalmente de 10 se titula los
acidos grasos liberados con una base en ambos casos se expresa la actividad
enzimatica como unidad de actividad proteolitica y fosfolipasa respectivamente que
corresponde a los miligramos de sustratos por miligramos de venenos por minutos
(Newsholme, 1987).



La composicion quimica de los veneno es muy compleja presenta mdaltiples
toxinas y enzimas que alteran los procesos fisiologicos originando un cuadro
caracterizado por presentar efectos locales inmediatos y en casos graves
alteraciones sintéticas variables y dafo local y sistémico que genera una serie de
procesos morbosos que ocasionan una inestabilidad orgénica pudiendo llevar la

muerte del individuo afectado (Gutiérrez et al., 2005; Castillon et al., 2007).

En la evaluacion de los diferentes parametros en quimica de pacientes que sufrieron
envenenamiento ofidico, los niveles enzimatico que son clinicamente importantes,
pueden encontrarse alterados debidos al dafio ocasionado a tejidos celulares que
provocan su liberacion desde las células dafiadas hacia el torrente sanguineo
(Ramirez, 2006) tal es el caso de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) que
comprende un grupo de isoenzimas que se encuentran presentes en diversos
tejidos como lo son el musculo esquelético, musculo cardiaco, higado, eritrocitos,
al igual que en pancreas, huesos y pulmoén, su incremento principal esta asociado a

trastornos del musculo esquelético musculo cardiaco, higado y rifién (Tietz, 1994).

Araujo y Valdespino (2006) en su trabajo de investigacion realizaron la comparaciéon
de los resultados de LDH por pruebas de analisis de varianzas donde fueron
evaluadas las alteraciones enzimatica e histopatolégicas en rata inoculadas con
veneno de la serpiente Bothorops venezuelensis, presentado valores promedios
elevados LDH, luego de haber pasado una y tres horas posteriores a la inoculacion
del veneno con un leve descenso de estos niveles a partir de las nueves horas post
envenenamiento corroborando lo anteriormente citado en la alteracion de los valores

de quimica sanguinea.

En el envenenamiento ofidico, Soler y Rodriguez (2005), manifiesta cambios a nivel
hematolégico y funcién organica caracterizados por el aumento del tiempo parcial
de tromboplastina (TPT) y el tiempo protrombina (TP) hipoproteinemia,
hipoalbuminemia y miglobinemia el incremento de la enzimas creatinin kinasa (CK)

lactato deshidrogenasas (LHD) fosfatasa alcalina, aspartatoamiotransferasa (AST),



alaminotransferasa (ALT) aumento de la relacion BUN/creatinina con presencia de
hipercalcenenia, hiperfosfatemia y bilirrubinemia.

Caracteristica del envenenamiento Veneno crotalico

Las manifestaciones locales en este tipo de envenamiento son escasas que aquellas
de los envenamientos botrépicos. A los pocos minutos de la inyeccion del veneno
aparece dolor local de leve a moderada intensidad, que dependiendo de la cantidad de
veneno inyectando, aparece en la articulacion mas cercana de la zona mordida,
irradiandose al resto del miembro. Esta sensacion desaparece rapidamente, siendo
sustituida por un adormecimiento (hipoestesia) y pesadez en todo el miembro. El dolor
se exacerba con cualquier movimiento o presion. Se pueda observar en los 5 a 10
minutos siguientes a la mordedura, edema directo en la zona sin que la piel se torne
roja y caliente, lo cual no pone en peligro la vitalidad del miembro afectado. Estas
manifestaciones iniciales del envenenamiento pueden durar varias horas a dias,
dependiendo de la sensibilidad de la persona al veneno. Determinar la severidad
del envenenamiento sobre la base de estas manifestaciones es un poco dificil. Las
manifestaciones neuroldgicas sistémicas son de instalacion rapida, apareciendo
parestesias a los 15 minutos después de la mordedura, sin embargo, pueden ser la
primera manifestacion del envenenamiento, apareciendo, incluso, antes del edema.
Estos sintomas se presentan como sensacion de sabor metalico en la boca,
hormigueo y adormecimiento en nariz y lengua, con una pesadez y dificultad para
hablar. En caso de envenenamientos severos, estas parestesias pueden ser notadas
en cuero cabelludo y en algunos casos en las manos (Rengifo, 2005).

Las manifestaciones neurolégicas se acomparfan de paralisis muscular progresiva, sin
embargo, esta manifestacion es de aparicion tardia (1 a 2 horas posteriores al
envenenamiento) por el periodo de la latencia entre la absorcion del veneno y la
llegada del mismo a los terminales nerviosos. Comienzan en los o0jos con caidas de
los parpados o ptosis palpebral, que puede estar acompafado de estrabismo.
Luego se generaliza con afeccion de gran niumero de grupos musculares, siendo

dificil para el paciente mantenerse de pie e imposible mantener la cabeza erguida, y
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puede presentarse dificultad respiratoria, a pesar de este cuadro el paciente
permanece lucido. La aparicion de coma durante el cuadro neuroldgico es de muy mal
prondéstico (Rengifo, 2005).

Menos frecuentes que los sintomas neurolégicos, pero de mayor gravedad es la
aparicion tardia de insuficiencia renal, donde hay disminucion del volumen miccional u
oliguria con desequilibrio electrolitico. Es de muy mal prondstico que el examen de
laboratorio no presente normalizacion de los valores alterados espontaneamente
dentro de las primeras 24 a 36 horas de instalado el cuadro. Esto, generalmente
denota dafio renal irreversible que termina en insuficiencia de grado variable (Rengifo,
2005).

Todos estos sintomas son reversibles cuando se trata a tiempo una terapéutica
adecuada, con suero antiofidico que neutralice la accién del veneno (Gonzélez y
Acosta, 2004). El veneno de este género es altamente toxico siendo principalmente
neurotoxico y coagulante. Del Carmen y colaboradores, (2006) reportaron para el
veneno de este género Crotalus durissus cumanensis es responsable de inducir
actividad téxica. Este veneno ejerce influencia directa sobre el sistema nervioso,
pudiendo presentar paralisis de musculo respiratorio (musculo intercostales y

diafragma) sobreviniendo una insuficiencia respiratoria que mayormente es mortal.

Chirinos y Wietstruck (2000) indicaron que el veneno de serpientes Crotalus
terrificus cumanensis falconiana es cardiotoxico para las ratas, ya que los valores
de las enzimas fue mayor a medida que aumenta la dosis del veneno y el tiempo de
accion del mismo (1 y 2 horas después de la inoculaciéon) lo cual indica que dicho
efecto es dosis dependiente, las alteraciones en los de CK —MB han sido un indicio
para el diagnéstico del infarto del miocardio. Como consecuencia de ser expuesto

esto animales una dosis letal 50 del veneno crotalico.
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Terapias alternativas para el envenenamiento ofidico

En las busquedas de tratamientos efectivos que pueden contrarrestar los efectos de
los venenos de serpientes con pocas complicaciones o efectos adversos y de bajos
costo han sido objetivos la evaluacion de multiples componentes medicinales y
formulas de origen artesanal tradicionalmente se han utilizado otros tratamientos
antiofidicos basados en la herbolaria y sustancias naturales (orine de venado,
mapurite, medicamentos, entre otros) que han mostrado mayor o menor efectividad en
mejorar el cuadro clinico del paciente, brindando alivio al mismo por su efecto positivo
en contra del veneno de serpientes produciendo analgesia o inhibiendo de actividad
del veneno (Castro et al, 1999 ; Otero et al.,, 2002., Irausquin y Bremo, 2008;
Pereafiez et al., 2008).

Pereafiez et al., (2008) evaluaron la capacidad inhibitoria de tres especies de plantas
de la familia heliconiaceae, utilizadas para el tratamiento de las mordeduras de
serpientes sobre los efectos proteolitica, coagulantes y hemoliticos inducido por el
veneno Bothrosps asper manifestando un porcentaje de inhibicién del efecto
hemolitico indirecto e inhibicién del efecto proteolitico en dos especies de plantas
extracto de Helioconia curtispatha mostro la mayor capacidad inhibitoria de los efectos
hemoliticos, proteolitico y coagulantes e incluso indujo una degradacion del 100% de
las proteinas del veneno complejo de B. asper. Como habia sido reportado por Otero

et al, (2000) previamente.

Rico (2010), evalu6 la actividad de los venenos Bothrops venezulensis y Bthrops
colombiensis y Crotalus durissus cumanensis inoculo 40 animales de
experimentacion ratas DL50 de veneno en el miembro posterior derecho
intramuscular determinando a niveles seéricos de lactato deshidrogenasa (LDH) a las
24 y 72 horas post inoculacién de los venenos, se realiz6 la descripcidon del dafio
histologico ocasionado a nivel del tejido cutaneo, hepético y renal, por medio
microscopia de luz, se realizo el analisis de varianzas multiples para la comparacion

de medidas grupales, los resultados obtenidos en las diferentes pruebas en presencia
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y ausencia de Antimoniaco Meglumine , a través de la pruebas de T (t de student).
Las actividad proteolitica y fosfolipasa A2 de los venenos de Bothrops y Crotalus
fueron incrementadas con el Antimonio Meglumine, sin embargo hubo una
disminucion eventos secundarios al accidentes ofidicos que conlleven a una
disminucibn  de los efectos edematicos e inflamatorios del veneno crotalico y en
consecuencia limita la aparicion y fosfolipasa presente en el veneno bothtropico de alli
la importancia para la aplicacion de compuesto alternativos en la terapia de los

accidentes ofidicos.

Jara et al., (2004) en el Método para la determinacion de la actividad terapéutica
de compuestos inhibidores de metaloproteinasas, compuestos inhibidores nuevos
y el uso terapéutico de los mismos afirman que los venenos de serpiente, son
mezclas complejas que contienen una amplia variedad de enzimas proteoliticas cuya
funcién es digerir la presa o alterar sus funciones fisiolégicas, especialmente por lo
gue respecta al sistema circulatorio. Los venenos de las serpientes de la familia
Viperidae causan unos efectos importantes sobre los sistemas hemostéaticos vy
fibrinolitico, puesto que muestran actividad procoagulante o actividad anticoagulante.
Se han encontrado factores con un poderoso efecto inhibidor sobre la agregacion
plaguetaria y otros que interfieren en la activaciéon de la protrombina o de la fibrina.
Una clase extremadamente importante de enzimas que se encuentran en los venenos
de las serpientes de la familia Crotalidae son los llamados Factores Hemorragicos o
Hemorraginas Tienen una utilidad estructural para las serpientes ya que inducen
rapidamente grandes hemorragias internas en las victimas, lo que provoca el colapso
circulatorio e impide que la victima escape. El mecanismo de la accion hemorragica se
debe a la especial facilidad con la que las enzimas degradan un gran namero de
proteinas filiformes que mantienen unidas las diversas células del endotelio vascular,

permitiendo de este modo que los elementos sanguineos salgan de los vasos.
En Colombia también se han hecho estudios de 8 plantas con capacidad neutralizante

para los venenos de Lachesis muta, Crotalus durissus cumanensis y Micrurus

mipartitus y en el resto del mundo se han utilizado mas de 700 plantas pero
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poco son validadas en el laboratorio (Otero et al., 2002). Entre las 8 plantas
estudiadas estan Citrus limon (fruto maduro), Pleopeltis percussa (planta entera),
Brownea rosademonte (corteza del tallo), Heliconia curtispatha (rizomas), Trichomanes
elegans (planta entera), Tabebuia rosea (corteza del tallo), Bixa orellana (hojas y
ramas) y Renealmia alpinia (rizomas), cuyos extractos etanolicos inhibieron in vitro el
efecto letal del veneno de Bothrops atrox asper de Antioquia y Choc6 (Vitelbina Nufiez
et al., 2007).

Carvallo (1999) estudio el efecto del extracto mikania f. hastata de esta planta sobre
las lesiones histopatolégicas inducidas por veneno crotalico en rifion de raton.
Luego de la inoculacién de veneno mas guaco intraperitoneal y el posterior analisis
histopatolégico se diagnosticé rifidn congestivo, mientras que con la inoculacion de
veneno o0 de este mas antivenina se encontraron cambios caracteristicos de
insuficiencia renal aguda. También se evalud la eficacia del guaco por via oral, sin

embargo se concluyé que es mas efectivo por via intraperitonial.

Saez y Soto (2009) evaluaron la actividad antiveneno en platas en pruebas in vitro en
in vivo produciendo las condiciones y efectos naturales de las mordedura lo cual la
mayor parte de los casos econOmicamente variable en muchos paises. extracto de
varios centenares de especie vegetales han sido en ratas como antidotos efectivo
frente  venenos ofidicos procedentes Agkistrodon Acutus, Bungarus Multicintus,
Crotalus durissus, Naja Naja, N Hannah, N Malanoleuca, N Bothrops Jaraca,
Bothrops Atrox, Bothrops Punctatus, Bothriechis Scheleglii, Laticauda Semifasciata,
Porthidium  Nasutum, Trimesurus Flavoviridis y Vipera sp. Algunas de ellas como:
Brownea Rosademonte. Pleopeltis Percussa, Heliconia Cortispatha , Bixa Orellana,
Citrus limén, philodendro, tripartum, Ficus Nymphaeifolia, Struthanthus Orbicularis,
Gonzalagunia panamensis, Tababuia Rosea, Renealmia Alpinia, o Senna Dariensis
resultan 100% activas frente a los efectos hemorragicos, enzimaticos y letales veneno
de mapanare suramericano en cierta especies de la india, caso aristolochia,

hemidesmus Indicus, Gloriosa Superba Strychns Nux-Vomica, Eclipta prostrata o
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Andrographis paniculata han mostrado un gran efecto neutralizador del veneno de

crotalus adamantus.

Los Antivenenos (Sueros Antiofidicos)

Entre los agentes neutralizantes de los efectos de los venenos de las serpientes se
encuentran los sueros hiperinmune, tanto monovalentes, que poseen anticuerpos
especificos contra componentes del veneno del genero de serpientes en especial,
como los polivalentes, que son preparados por inmunizacion de animales con los

venenos de varias especies de serpientes (OMS, 1971).

La produccién y distribucion de antivenenos para la proteccion de la salud
humana o animal son limitadas y a menudo localizadas en los niveles centrales, lo
cual dificulta el acceso; también sucede que los antivenenos son producidos utilizando
serpientes provenientes de otras regiones. Este Ultimo aspecto es de especial
importancia debido a que la experiencia muestra que los antivenenos pueden tener
mayor o menor efectividad en regiones geograficas diferentes, dependiendo de las
variaciones en las propiedades bioquimicas entre los venenos utilizados en la
produccion de antivenenos y en los venenos responsables de accidentes. Por lo tanto,
la capacidad de neutralizacion de las toxinas del veneno, que tienen los anticuerpos

del antiveneno, seria diferente en las distintas regiones (Ruiz, 1999).

Se entiende por anti veneno o0 suero antiofidico una preparacion de suero
natural, de inmunoglobulinas purificadas o de inmunoglobulinas tratadas a partir
de un suero que contiene anticuerpos contra el veneno de las serpientes que se trate
(OMS, 1971).

El suero antiofidico polivalente puede ser una mezcla de varios sueros antiofidicos,
cada uno de ellos especificos contra una sola especie de serpiente, producidos en
diferentes animales de una misma especie, o bien puede ser un suero preparado por

inmunizacion de animales de la misma especie contra mezclas de los venenos de
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diferentes especies de serpientes. Se fabrican con frecuencia sueros anti ponzofiosos
polivalentes para el tratamiento de personas mordidas con serpientes de especies
desconocidas (OMS, 1971).

Guillen, (2011) produjo antiveneno monovalente en gallinas ponedoras y evalué su
capacidad de inhibir de los efectos letales del veneno de especie ofidica Bothrops
colombiensis, comparando los porcentaje de sobrevivencia del suero antiofidico
plivalente (antibothropico, anticrotalico, antilachesico) elaborado por la cas
comercial “probiol” igualmente se compararon el area hemorragica generada del
veneno en presencia Yy ausencia de los antivenenos, el promedio de sobrevivencia
de ambos suero fueron 66.6% la Igy neutralizo en un 84,1 y 58,4% de las actividades
hemorragicas y necrotizantes respectivamente, Igy es una excelente herramienta para

neutralizar los efectos letales y toxicidad local del veneno Bothropico.

Pérez y Morles, (2013) determinaron Dosis Letal 50 (DL5Q) del veneno crudo de
Botrhops colombiensis ubicando a una concentracion de 10 ug (0,01lmg/kg P.V. de
veneno). Lo que arrojé6 como resultado el extracto total de la planta Petiveria alliacea
es capaz de inhibir la letalidad del veneno Bothropico en un 100% a las 48 hrs
postinoculacion. Eso estima que la capacidad neutralizante del extracto total de la
planta Petiveria alliacea sobre la actividad proteolitica del veneno de Bothrops

colombiensis es de un 69,63% de inhibicion.

Citrus aurantifolia

El arbol del citrus aurantifolia mide de 2 a 5 metros de altura, con ramas con espinas
agudas, hojas de forma eliptico-aovadas y presencia de numerosas glandulas traslucidas.
Inflorescencia en glomérulos axiales con flores blancas. El fruto es globoso amarillo hasta
verde amarillento. Segun Lemus (2014), la clasificacidon taxondmica del Citrus

aurantifolia es de la siguiente manera:
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Tabla 2. Clasificacién taxondmica del Citrus aurantifolia

Division Magnoliophyta
Orden Sapindales
Familia Rutaceae
Género Citrus
Especie Citrus aurantifolia

Fuente: Lemus, 2014

Uso: el jugo del fruto con soda de emplea como gargarismo. El jugo es empleado para
aclarar manchas de piel, si se diluye con agua es tomado para combatir dolores
estomacales y la diarrea, también puede ser empleado para combatir la caspa. La
preparacion de una pasta con soda y jugo de limén se puede emplear como desodorante.

Gamarra et al.,(2006) sefiala que el aceite esencial de limén son mezclas complejas de
compuestos quimicos como el limoneno, g- terpineno, citral, linalol y b- cariofileno entre
otros, que puede ser representada por tres clases principales: terpenos, compuestos
oxigenados y sesquiterpenos . El compuesto de sabor mas significativo es el citral,
mientras linalol posee caracteristicas organolépticas muy distintivas. Ademas, limoneno,
mirceno, octanal , y g- terpeno entre otros contribuyen con alta sabor aroma de aceite

de limén .

La calidad del aceite esencial depende de diferentes factores, entre ellos se encuentran
el quimiotipo y el biotipo de la planta, las condiciones climaticas, asi como proceso de
extraccion, Hay mas de 130 compuestos volatiles identificados en aceite de limon,
siendo la mayoria de ellos insaturado, como los terpenos, que se pueden modificar
facilmente, causando pérdidas en el sabor y aroma del aceite esencial, Aceite esencial
de limén, basicamente, consiste en el 75% de terpenos, el 12% de compuestos

oxigenados.
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Carrillo y Moreno. (2007) realizaron un estudio para determinar las plantas con mayor
grado de creencia popular en sus propiedades curativas. Los problemas de salud mas
frecuentes fueron: gripe (21%), seguido por fiebre y dolor de cuerpo (17 y 12%,
respectivamente). Se identificaron 29 especies de plantas medicinales, pertenecientes a
27 géneros y 21 familias boténicas. Entre las plantas medicinales mas utilizadas para
tratar dichos problemas (NUS >20%) figuran: Sambucus sp. "Sauco" (36,67%),
Micromenia brownei (SW.) Brig. "Poleo" y Citrus aurantifolia (L.) Swingle "Limon" (26,67
%), seguidas de Matricaria recutita L. "Manzanilla", Eucalyptus globulus Labill.
"Eucalipto" y Verbena litoralis H.B.K. "Verbena" (20,00%). La forma de preparacion mas
comun fue la decoccion, administrada por via oral. Como resultado de esta
investigacion de diferentes plantas determinaron que la comunidad le da el uso
terapéutico de estas especies d plantas tiene una accidén farmacologicas para ciertos
sintomas de enfermedades como tos, fiebre, dolor de cabeza, inflamacion, dolor
estomacal, hipertension. De acuerdo a la metodologia TRAMIL, de las 29 especies
medicinales registradas, las que presentaron niveles de uso significativo (>20%), fueron,
en orden decreciente de importancia: Sambucus sp. "Saulco”, Micromeria brownei

"Poleo", Citrus aurantifolia ” Limén", Matricaria recutita "Manzanilla.

Prieto et al., (2005), sefialan que para la terapia de enfermedades de seres humanos,
las plantas son una materia prima para la produccion biotecnolégica de medicamentos,
sin embargo, en medicina veterinaria y en especial en acuicultura, los objetivos del uso de
las plantas son utilizarlas en su forma natural, primordialmente para abatir costos, el citrus
aurantifolia tiene como uso terapéutico cicatrizante, antibacteriano, antiviral y

antiparasitario

En algunas comunidades es reportado para uso contra la mordedura de serpientes.
También es recomendada para mas de 200 enfermedades, entre las que se encuentran
gripe, resfriados, dolor de cabeza, amigdalitis, nauseas, vomito, artritis, diarrea, disenteria,
tos, mordeduras y picaduras de animales ponzofiosos, para facilitar el parto y expulsar la

placenta.
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Su cultivo es similar al del naranjo, aunque resiste mejor el frio. La parte mas
utilizada es el fruto (pericarpio y pulpa). EIl pericarpio contiene un aceite esencial
de composicion compleja: limoneno, pineno, citral, citronelal, terpinol, canfeno,
felandreno, cumarinas, flavonoides (neohesperidosidos y rutindsidos), vitamina C,
carotenoides, mucilagos, oxalato célcico; la pulpa contiene abundante pectina,
azlucares, acido citrico, ascorbico, mélico, flavonoides. El aceite esencial es
antiséptico, eupéptico, carminativo y diurético, actividad reforzada por la presencia de
flavonoides (citroflavonoides) que, ademas, ejercen una actividad vasoprotectora
(reducen la permeabilidad capilar y aumentan su resistencia). La pectina tiene un
efecto hemostético local, antidiarreico y protector de la mucosa gastrointestinal. Se
considera ademas antianémico, antiemético, antipirético, analgésico, remineralizante y

antiesclerodtico

En uso externo es antiséptico, cicatrizante, hidratante y demulcente. Tiene
indicaciones en varices, hemorroides, fragilidad capilar, flebitis, artropatias,
retinopatias, hipertension. Estados en los que se requiere un aumento de la
diuresis: afecciones genitourinarias (cistitis, uretritis, ureteritis, pielonefritis, oliguria,
urolitiasis), hiperazoemia, hiperuricemia, gota, hipertension arterial, edemas, sobrepeso
acompafado de retencion de liquidos. Resfriados, gripe, convalesencia. Inapetencia,
dispepsias hiposecretoras, meteorismo, hiperacidez gastrica, disquinesia hepatobiliar,
vomitos, diarrea, oxiuriasis. Prevencion del escorbuto. En uso topico en aftas,
estomatitis, anginas, blefaritis, conjuntivitis, otitis, vulvovaginitis, distrofia de Ila

mucosa vaginal, heridas, piel seca, ictiosis, psoriasis (Delgado y Suarez 2002).
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MATERIALES Y METODOS

El estudio efecto del Extracto de Citrus aurantifolia sobre la toxicidad del veneno de
Crotalus durisuss cumanensis del estado Falcén, es de tipo descriptivo ya que mide
de forma independiente las variables. Es una Investigacion transversal y experimental
ya que se va someter a un objeto o grupo de individuos a determinadas condiciones o
estimulos (variable independiente), para observar los efectos que se producen

(variable dependiente).

Obtencion del Veneno:

El veneno utilizado de Crotalus durissus cumanensis fue donado por el T.S.U José
Yrausquin a la unidad de ofideologia de la Universidad Nacional Experimental
Francisco de Miranda para luego ser liofilizado y conservado a -20°C hasta el

momento de su utilizacion.

Animales experimentales utilizados:
Para evaluar el Efecto del extracto de Citrus aurantifolia sobre la toxicidad del veneno

de Crotalus durissus cumanensis se usaron 80 ratones Albinos (Cepa NMRI) que
fueron comprados en el bioterio de Universidad de los Andes (ULA), con un peso entre

21-34 gr, todos del sexo macho.

Obtencion de los Sueros Antiofidico Utilizados para las pruebas de toxicidad:
Estos fueron comprados a un veterinario que los poseia para su utilizacién el mismo

posee las siguientes caracteristicas:

Solucién liofilizada de Suero Antiofidico Polivalente liofilizado MASTER SUERO
PLUS®, es una solucién de inmunoglobulinas especificas, purificadas por digestion
enzimatica, concentradas y liofilizadas obtenidas del suero de equinos
hiperinmunizados con veneno de serpiente de los géneros Crotalus, Bothrops y

Lanchesis.
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Obtencién del Extracto del Citrus aurantifolia

El Citrus aurantifolia fue obtenido en la poblacion de Cumarebo municipio Zamora del
estado Falcon, al cual se le quito la cubierta con un cuchillo para separar la piel de la
pulpa, luego la piel (la concha del fruto) que se extrajo, fue licuada y tamizada para la
realizacion del extracto total del fruto.

PRUEBAS BIOLOGICAS:

Toxicidad In Vivo

1.- Determinacion de la Dosis Letal 50 (DLso) del veneno Crotalus durisuss
cumanensis: 50 Dosis letal

Se inoculo un pool de veneno liofilizado de Crotalus durissus cumanensis diluido con
solucion salina isotonica (S.S.1). Para determinar la dosis letal 50 a una concentracion
10 mg/kg/pv a un grupo de 4 ratones cepa NMRI con un peso promedio de 32.33 gr, a
una dosis de 0.1 mg/kg/pv iniciando la inoculacién por via intraperitoneal hasta llegar a
la muerte consiguiendo la dosis letal post-inoculacion y observado por 60 minutos
donde ningun espécimen murid y se repitid el ensayo aumentando la dosis hasta

producir la muerte de la mitad del grupo de ratones.

2.- Determinacion de la Actividad Hemorragica del veneno de Crotalus durisuss
cumanensis:

Se evalu6 por el método de (Kondo 1960), que consiste en aplicar, por via
subcutanea 10ug de veneno diluido en 0.1 ml de Solucibn Amortiguadora Fosfatada
(S.A.F.) a tres grupos de cinco ratones albinos (Cepa MNRI) cada uno. 60 minutos
después de la aplicacién del veneno, se sacrificaron los animales y se medi6 el area
hemorragica sobre la region interna de la piel, previamente disecada y distendida,
adyacente el punto de la aplicacion.
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PRUEBAS BIOQUIMICAS

Toxicidad In vitro:

a) Determinacion de la Actividad Proteolitica del veneno de Crotalus durissus
cumanensis:

Se utilizé una solucién de gelatina como sustrato a una concentracion final de 10mg/ml
(1%), a 1 ml de esta se le afiadié 10 pl de solucion salina isotonica seguidamente se
incubo esta solucion a 37 °C durante 30 minutos. Se midié la cantidad de proteina
mediante el método de espectrometria UV a 280 nandmetros que consiste en que las
proteinas muestran un fuerte grado de absorcién debido a los residuos de triptéfano y
tirosina en las proteinas. El equipo utilizado para esta prueba es Cole Parner.

b) Determinacién de la Actividad fosfolipasa Az:

Determinacién de la Actividad Fosfolipasa A, del veneno de Crotalus durissus

cumanensis:

Se manej6é el método de titulacion propuesto por Yang y King. Como solucion
tituladora se utiliz6 NaOH 0,01 N, previamente valorado.

Como sustrato se utilizd una emulsién de yema de huevo en 200 ml de agua
destilada, afiadiendo 60 pl de timerosal y 20 mM de cloruro de calcio en 100 ml de
agua destilada. Para cada determinacion se us6 10 ml de sustrato con cantidades
ascendentes de veneno (20 pl, 40 pl, 60 pl y 80 upl) en cada determinacién. Se
define la unidad de actividad enzimética como la liberacion de un micromol de

acido graso por minuto.
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Pruebas con Extracto de Planta

La pruebas que se realizaron en este caso extracto de Citrus aurantifolia se utilizé el

método utilizado y descrito por Delgado y Suarez (2002).

1.- Prueba con Extracto de Citrus aurantifolia

Para la determinacion del extracto de Citrus aurantifolia, se utilizaron 3 grupos de
ratones identificados como grupo control, grupo experimental, grupo experimental 1,

grupo experimental 2 y grupo experimental 3.

El grupo control se conformé con 4 subgrupo con 1 ratén cada uno identificado AO, BO,
CO, DO donde el grupo identificado AO se le administr6 0,1 ml de solucion fisiologica
isotonica, el BO se le administro 0,1 ml de DL50 de Crotalus durissus cumanensis, CO
con suero antiofidico se le coloco 0,1 ml, DO se le administro 0,1 de citrus aurantifolia

observandose por 60 minutos.

Grupo experimental 1: se subdividié en 4 ratones, donde se inoculo por via subcutanea
un contenido de 0,1 ml de veneno completo contenido de dosis letal 50 (dI50) Crotalus

dursisus cumanensis.

Grupo experimental 2: se subdividi6 en 4 ratones donde se le inoculo por via
subcutanea una dosis letal 50 en 0,1 ml mas 0,1 suero antiofidico que se le aplico

después de 10 minutos en el mismo punto de inoculacion.
Grupo experimental 3: se subdividid en 4 ratones donde se inoculo por via subcutanea
una dosis letal 50 0,1ml mas 0,1 ml del extracto de citrus aurantifolia que se le aplico

después de 10 minutos en el mismo punto de inoculacion.

Cada una de estas mezclas se pre inocularon a 10 min a temperatura ambiente. Para

las observaciones se realizaron a los 60 min post inoculacion.
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2.- Efecto del extracto de la planta Citrus aurantifolia sobre de la Actividad

Hemorragica del veneno de Crotalus durissus cumanensis:

Para determinar este efecto se procedié a separar los ratones en un grupo de 5
animales cada uno, designado como grupo A se inoculdé con 10 pg de veneno diluido
en 0.1 ml de S.A.F. por via subcutdnea, 10 minutos pos inoculacién se administrara
igual dosis del extracto Citrus aurantifolia en el mismo punto de inoculacion. Los
animales fueron sacrificados 1 hora post-inoculacién y se procedera a disecar y

distender la piel para la medicién del area hemorragica.

3.- Efecto del extracto de las Planta, Citrus aurantifolia sobre la Actividad

Proteolitica del veneno Crotalus durissus cumanensis.

Se utilizd una solucion de gelatina como sustrato a una concentracion final de 10mg/ml
(1%), a 1 ml de esta se le afiadié 10 pl de solucién salina isotdonica seguidamente se
incubo esta solucion a 37 °C durante 30 minutos. Se midié la cantidad de proteina
mediante el Método de espectrometria UV a 280 nandmetros que consiste en que las
proteinas muestran un fuerte grado de absorcién debido a los residuos de triptéfano y

tirosina en las proteinas. El equipo utilizado para esta prueba es Cole Parner.

4.- Efecto del extracto de Citrus aurantifolia sobre la Actividad Fosfolipasa

A2 del veneno de Crotalus durisuss cumanensis:

Se empled el método de titulacion propuesto por (Yang y King 1977). Como solucion
tituladora se utiliz6 NaOH 0,01 N, previamente valorado. Como substrato se utilizd
una emulsién de yema de huevo en 200 ml de agua destilada, afiadiendo 60 pl de
timerosal y 20 mM de cloruro de calcio en 100 ml de agua destilada. Para cada
determinacion se usé 10 ml de substrato con cantidades ascendentes de veneno (20
pl, 40 pl, 60 ply 80 pl) e igual cantidad de el extracto en la determinacion. Se define
la unidad de actividad enzimatica como la liberacion de un micromol de acido graso

por minuto.
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ANALISIS ESTADISTICO:

Para Comparar estadisticamente las variaciones observadas se realizé un analisis de
comparacion de las medias grupales, de los parametros evaluados, utilizando los
programas estadisticos Infostat y SPSS versién 17. Con el fin de determinar si existen
0 no diferencias significativas entre los 2 tratamientos (extracto de citrus aurantifolia se
hizo una comparacioén de medias y suero antiofidico polivalente) utilizando la prueba no

parametrica Prueba de Friedman

Segun Harris (2007) El test t se utiliza para comparar dos conjuntos de medidas y

decidir si son o no diferentes.

Las Variables Independientes (Factores) que fueron probados son:
Tratamiento 1: Dosis letal 50 + (Citrus aurantifolia)

Tratamiento 2: Dosis letal 50 + Suero Antiofidico Polivalente

Las Variables Dependientes a medir son:
— % de Sobrevivencia
— % Actividad Proteolitica

— % Actividad Fosfolipasa
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 3. Correlacion de la Prueba in vitro de la actividad fosfolipasa A2 del veneno
liofilizado de Crotalus durissus cumanensiss con la actividad hemorragica, actividad
proteolitica, inhibicion de proteasas e inhibicion de actividad hemorragica bajo el
efecto de los diferentes tratamientos.

TO T1 T2 T3
Km (mg/ml) - 1,43 -1,275 -2,5
Vmax (mg/ml/min) - 2x10-8 42,173 35,932
Area hemorragica (cm?) 0 7,75 8,31 4,92
Proteolisis (%) 0 8,1 8 33,3
% inhibicion de 0 91,9 92 66,7
proteasas
% Inhibicién de 0 0 0 42,85
hemorragia

TO: Solucion fisiologica isoténica; T1: Veneno; T2: Veneno+Suero antiofidico; T3: Veneno+Citrus
aurantifolia.

En la tabla 3, se observa una actividad hemorragica de 7,75 cm? para el veneno
Crotalus durissus cumanensiss siendo el 100%. En el tratamiento 2, se observa un
valor mayor de 8,31 cm? mayor al del veneno solo, lo que demuestra que existe un
sinergismo entre el suero antiofidico y las enzimas presentes en el veneno. Para el
tratamiento 3, se encontré una disminuciéon del area hemorragica a 4,92 cm?
representando un 42,85 de inhibicién de la actividad hemorragica correlacionandose
con la prueba in vitro teniendo un valor de Km de -2,5 representando una afinidad de 6
veces por encima de la afinidad de los valores que muestra los valores de km del
veneno con el sustrato y 2 veces por encima de la afinidad que tiene la mezcla del

veneno con suero antiofidico.
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Figura 1. Correlaciéon de la Prueba in vitro

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE VENENO LETAL 50 (DLso)

Para determinar la dosis letal 50 la unidad experimental consisti6 en grupos de 4
ratones, y se inocularon 13 unidades experimentales con diferentes concentraciones
contenida en 100 pL de volumen de inoculacion, en la que se determin6 que la dosis de
concentracion 17 pg/uL reporto una mortalidad de 2 especimenes de la cepa NMRI con
peso promedio (21-34 gr), llevandonos a considerar esta como dosis letal 50 (DL50)

como se representa en la tabla 4., Para 60 minutos post inoculacion.
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Tabla 4. Determinacion de la Concentracién de Veneno Letal 50 (DL50)

Dosis (mg/ml) | Sobrevivencia Estg distico Muerte Estg distico % .
Friedman Friedman sobrevivencia

1 4 B 0 A 100

2 4 B 0 A 100

3 4 B 0 A 100

5 4 B 0 A 100

10 4 B 0 A 100

11 4 B 0 A 100

12 4 B 0 A 100

13 4 B 0 A 100

16 4 B 0 A 100

17 2 A 2 A 50

18 0 A 4 B

19 0 A 4 B
20 0 A 4 B

110
100
a0
&0
mn
&0
50
40

a0

:EHHHHHHHHHH

1 2 3 4 5 6 7T 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 XD

W Dosis (g mil

B tobrevivendia
Buerte

W% Muerte

= % sobrevivencia

Figura 2. Determinacién de la Concentracién de Veneno Letal 50 (DL50)
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El veneno crotalico presenta un conjuntos de péptidos y proteinas toxicas que
presentan actividad hemorragica coagulante, nefrotoxica y miotoxica que resultan
altamente toxico al momento de ser inoculado las victimas. (Levano et al., 2004;
Pérez et al., 2008

Esta investigacion obtuvo como resultado en la determinacion de dosis letal 50 guiado
por el método descrito por Pereira (1993). Causando La muerte del 50% de los ratones
inoculados con una dosis de 17 mg/Kg/ P.V. de veneno observado por 60 min, estos
resultados coinciden, con los obtenidos por Fuenmayor, y Salazar (2009). Que
Determinaron Dosis letal 50 del veneno de Crotalus durissus cumanensis y Crotalus
durissus vegrandis (Serpentes, Viperidae) en los modelos maridos NMRI 'y BALB ¢ con
una dosis 15,85 mg/Kg/P.V. vy de la Crotalus durissus vegrandis para la Crotalus

durissus cumanensis fue de de 19,95 mg/Kg P.V. observado por 60 min.

Para los resultados efecto del extracto crudo de Citrus aurantifolia sobre la letalidad del
veneno crotalico se obtuvo una inhibicién de 91,6 % para una sobrevivencia del 100%
post-inoculaciéon de 60 min al igual que el trabajo realizado por Vitelbina Nufiez et al.,
2007) que demostraron la capacidad neutralizante de los extractos etandlicos de
dichas plantas contra el efecto letal de los venenos de Lachesis muta, Crotalus durissus
cumanensis y Micrurus mipartitus registrando un porcentaje de supervivencia durante
48-72 horas. Todos los extractos neutralizaron 100% el efecto letal del veneno de L.
muta, pero solo 7 de ellos (la excepcion es C. limon) neutralizaron el efecto letal de los
venenos de C. d. cumanensis y M. mipartitus. Brownea rosademonte mostrd la mayor
capacidad neutralizante frente a todos los venenos asi Carvallo (1999) estudio el
efecto del extracto mikania f. hastata de esta planta sobre las lesiones histopatologicas
inducidas por veneno crotalico en rifion de raton, obteniendo una inhibicion de la
hemorragia, también se puede decir que los resultados reportados por Delgado et al.
(2002) reportan sobrevivencia de un 100% en ratones inoculados con DL100 de
Botrhops colombiensis utilizando extracto acuoso de la planta Mikania f. hastata,
sobrevivencia del 60% y 80% con extractos acuoso de las plantas Persea americana y

Citrus limén respectivamente.
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Para los resultados obtenidos en La actividad proteolitica del veneno de Crotalus
durissus colombiensis fue inhibida en un % con el extracto total de citrus aurantifolia, en
contraste con un % de inhibicion por el suero antiofidico, de acuerdo con Aguero
(1999) la actividad proteolitica del veneno crotalico fue inhibida en un 97% con el
extracto total de Mikania f. hastata, en contraste con un 14% de inhibicion alcanzado
con el suero antiofidico. La inhibicion de tal actividad implica la interrupcion de la
cascada del sistema de complemento activado por proteasas del veneno crotalico. Por
otra parte Pereafiez et al., (2008) evaluaron la capacidad inhibitoria de tres especies de
plantas de la familia heliconiaceae mostrando como resultado efectos proteolitica,
coagulantes y hemoliticos inducido por el veneno Bothrosps asper manifestando un
porcentaje de inhibicién del efecto hemolitico indirecto e inhibicién del efecto proteolitico
en dos especies de plantas resultados similares obtuvieron Peresy Morles ( 2013) con
una actividad proteolitica del veneno de Bothrops colombiensis fue inhibida en un
69,63% con el extracto total de Petiveria alliacea, en contraste con un 56,30% de

inhibicion por el suero antiofidico.

Las actividad fosfolipasa A2 del veneno Crotalus durissus cumanensis fue inhibida en
un % con el extracto total de Citrus aurantifolia en contraste con un % de inhibicién por
el suero antiofidico que estos hallazgos son similares a los encontrados por Aguero et
al (1999), donde demostraron que en el extracto total de Mikania f. hastata, estan
presentes compuestos que inhiben la actividad fosfolipasa A2 en un 80%. Ademas cita
que utilizando los extractos de Ciacocca alba sobre la actividad hemolitica indirecta,
fosfolipasica, se observé un 80% de inhibicion de la hemdlisis indirecta producida por
10 pg de veneno crotalico sobre glébulos rojos humanos y un 60% de inhibicién de la
actividad fosfolipasica. Los resultados de Pereafiez et al., (2008) con el extracto de
frutos maduros de Citrus limon mostré resultados promisorios como agente
neutralizante de algunos efectos del veneno de B. atrox (7, 8), el extracto etandlico de
las semillas de C. sinensis no dio resultados muy prometedores en la inhibicién de
efectos de los venenos de B. asper y P. nasutum, posiblemente por las diferencias que
existen en la droga utilizada y por el hecho de que aunque dichas plantas pertenecen al
mismo género y familia, son especies diferentes el estudio realizado por Ruppelt (1991)
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demostrd la inhibicién de la actividad fosfolipasa A2 de serpientes de varios géneros,
por los extractos de las plantas Apuleia leiocarpa, Casearia sylvestris, Brunflesia
uniflora, Chiococca brachiata, Cynara scolymus, Dorstenia brasiliensis, Elephantopus
scaber, Marcipianthes chamadrys, Mikania glomerata y Trianosperma tayuya.

Con respecto a otros estudios realizado como el Rico (2010), que los resultados
obtenidos en las diferentes pruebas en presencia y ausencia de Antimoniaco
Meglumine , a través de la pruebas de T (t de student). Las actividad proteolitica y
fosfolipasa A2 de los venenos de Bothrops y Crotalus fueron incrementadas con el
Antimonio Meglumine, sin embargo hubo una disminucion eventos secundarios al
accidentes ofidicos que conlleven a una disminucion de los efectos edematicos e
inflamatorios del veneno crotalico y en consecuencia limita la aparicion y fosfolipasa
presente en el veneno bothtropico de alli la importancia para la aplicacion de
compuesto alternativos en la terapia de los accidentes ofidicos al igual que Jara et al.,
(2004) en el Método para la determinacion de la actividad terapéutica de
compuestos inhibidores de metaloproteinasas, compuestos inhibidores nuevos y el
uso terapéutico de los mismos afirman que los venenos de serpiente, son mezclas
complejas que contienen una amplia variedad de enzimas proteoliticas cuya funcion es
digerir la presa o alterar sus funciones fisiolégicas, especialmente por lo que respecta
al sistema circulatorio. Son alternativas similares que tienen un efecto inhibitorio sobre

el veneno crotalico como nuestro trabajo.

La tabla 5 permite observar el area hemorragica (expresada en cm 2) de los diferentes
grupos de ratones inoculados con 17 mg de veneno Crotalico por via subcutanea. En
ellas se aprecia que los animales que recibieron unicamente veneno Crotalico, el area
hemorragica tuvo un promedio de 7,5 cm2, lo que indica que dicha actividad
hemorragica fue del 42,85 Por su parte, los animales que recibieron veneno con Suero
antiofidico fue de 8,31, cm? en comparacion a los que fueron inoculados con el extracto

de Citrus aurantifolia que obtuvieron un area hemorragica de 4,92 cm?
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Tabla 5. &rea hemorragica (expresada en cm 2) de los diferentes grupos de ratones
inoculados con 17 mg de veneno Crotalico por via subcutanea.

Tratamientos |A.H (cm) % Hemorragia | % Inhibicion
T0 0 0 0
T1 7,75 0
T2 8,31 0
T3 4,92 42,85

TO: Solucion fisiologica isotonica
T1: Veneno

T2: Veneno + Suero antiofidico
T3: Veneno + Citrus aurantifolia
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CONCLUSIONES

Se determind que la Dosis Letal 50 (DL50) del veneno de Crotalus durissus
cumanensiss, donde la concentracion de ubicé en 17ug (0,17mg/kg P.V. de

veneno).

En el extracto del Citrus aurantifolia se pudo encontrar componentes que son
capaces de inhibir la letalidad del veneno Crotalico en un 100% a los 60

minutos luego de la inoculacion.

Gracias a este estudio se puede deducir que el extracto Citrus aurantifolia es
una alternativa de relativa efectividad para el tratamiento del veneno

Crotalico
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RECOMENDACIONES

— Continuar con los trabajos de investigacion con la misma especie de limon que

estimen su efecto inhibitorio sobre la toxicidad del veneno de otras especies

— Seguir en la busqueda de tratamientos alternativos con plantas que puedan
servir como terapias de antivenenos al momento del emponzofiamiento crotalico

o de otra especie

— Motivar para que se sigan realizando este tipo de investigaciones, a objeto de
darle las herramientas necesarias a los productores para preveer y solventar

algunos problemas a nivel de fincas.
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