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Resumen

El objetivo del trabajo fue demostrar que dosis bajas del veneno de
Bothrops asper pueden causar patologias renales que se acentdan
con el tiempo de exposicion al veneno, especialmente a nivel
glomérular. Se emplearon cinco grupos de ratas de cinco individuos
cada uno, los cuales fueron inoculados con una dosis de veneno de
2.1pg/g de peso (por via intraperitoneal), con adicion de un grupo
control, al cual se le inyectd solucion salina. A los animales se les
practicéd la eutanasia secuencialmente (1, 48, 96, 144 y 288 horas).
En cada tiempo se extrajeron los riflones del grupo seleccionado, para
procesarlos con técnicas de coloracion (HE — PAS). Con el diagnéstico
histopatoldégico se evidenci6 en la primera hora glomérulos
congestionados con tumefaccion, después de 48 horas se presentd
una glomérulonefritis, seguida de un colapso glomerular a las 96
horas. Las patologias se evidenciaron mas en los ultimos periodos de
experimentacion; a las 144 horas se observd glomérulonefritis
membranosa y proliferativa endocapilar culminando con la
desaparicion de la capsula de Bowman y la estructura total del
glomérulo a las 288 horas. Se concluye que cantidades bajas del
veneno pueden causar patologias renales progresivas con el paso del
tiempo.

Palabras claves: rifidn | por patologias progresivas | dosis baja |
veneno | Bothrops asper |
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Abstract

Aim of this work was to demonstrate that low doses of Bothrops
asper venom can cause pathologies that progress over time on the
renal tissue, at the glomerular level especially. Five groups of rats
consisting of five individuals were used and a single dose of poison
2.1pg/g in weight was injected. Control group was injected with
saline solution. Euthanasia sequentially was practiced (1, 48, 96, 144
and 288 hours). In each time was extracted the kidneys of group
selection, to procession with color's techniqgues (HE — PAS).
Histopathological diagnostic evidenced congested glomeruli with
swelling in the first hour, after 48 hours a glomerulonephritis was
presented, followed by a collapsed glomerular at 96 hours.
Pathologies in last experimentation period were evident; at 144 hours
glomerulonephritis membranous and proliferative endocapilar
culminating with the disappearance of the Bowman capsule was
observed and finally the entire structure of the glomerulus to 288
hours. We conclude that very low quantities of poison can cause
progressive renal disease over time.

Keywords kidney | progressive pathologies | low dose | poison |
Bothrops asper |

INTRODUCCION

En América Latina, cerca del 90% de las mordeduras de serpientes
son ocasionadas por el género Bothrops ® 2°. En Colombia, B. asper
(mapana) es la especie causante del 70 al 90% de los cerca de 3.000
accidentes ofidicos informados cada afio y muchos otros solo dejan
secuelas ?’. En el pafs, B. asper es conocida popularmente como
mapana, triple equis o barba amarilla, esta especie es la que inocula
la mayor cantidad de veneno y la que presenta mayor potencia toxica
dentro de este género % > 2" ?°, En el Departamento del Atlantico se
presenta un gran numero de casos por mordedura de esta serpiente y
los municipios de mayor incidencia son Tubard, Luruaco, Sabanalarga
y Puerto Colombia ** %°.

Los efectos fisiopatolégicos de los envenenamientos son complejos y
varian de acuerdo al grupo zooldgico al que pertenezca el ofidio
agresor™ °. Existen diferencias en la proporcién y composicién
quimica del veneno de serpientes pertenecientes a una misma
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especie, que estén distribuida en diferentes areas geograficas® %°. La
edad de la serpiente parece que influye igualmente en las diferencias
lesnziméticas y de composicion del veneno, segun lo indican estudios
Desde el momento del nacimiento, las serpientes poseen una
secrecion salival que consiste en una mezcla compleja de sustancias,
compuesta por una serie de enzimas y toxinas utilizada para la
captura de la presa y digestion de la misma, estas secreciones
también son utilizadas como un mecanismo de defensa, en los que
ocasionalmente esta implicado el hombre *2.

El dafio renal es una secuela asociada a distintos venenos ofidicos, en
su etiologia han sido sefialados los efectos de agentes nefrotdxicos
directos, el desarrollo de coagulaciéon intravascular diseminada y la
accion de enzimas proteoliticas y sustancias vasoactivas que
actuarian sobre las células epiteliales tubulares % 3 % 10. 11. 15,17 |
veneno de las serpientes Bothops inoculado a una dosis baja no
ocasiona dafios aparentemente visibles e inmediatos, sin embargo
permanecen en la circulacion renal las toxinas a concentraciones
mayores que las alcanzadas en el plasma debido a la disposicion de la
circulaciéon renal y a la funcién que este lleva a cabo 3 *°.

Se ha observado en riidn de ratas inoculadas con veneno de
diferentes especies de Bothrops, necrosis tubular, degeneracion
granulohialina, lesiones del glomérulo, tubulos distales, tuabulos
colectores e intersticio que llevan en muchos de los casos a una
insuficiencia renal aguda provocando la muerte cuando la cantidad de
veneno inoculado es alta 1 ® 132230

Los venenos de otras especies de Bothrops a dosis minimas
ocasionan histopatolégias renales en los primeros momentos de
exposicion al veneno, presentandose degeneracion hidropica en las
células epiteliales de los tubulos, acompafiados de cilindros hialinos
en la luz tubular, dilatacién de la luz y congestién renal y en horas
posteriores se describe necrosis del epitelio tubular acompafiado de
dafio glomerular **.

Todavia no existen reportes de los efectos nefrotéxicos observados en
diferentes horas de exposicion tras la inoculaciéon de una dosis baja
de veneno de B. asper originaria del Caribe colombiana. Por
consiguiente el objetivo del presente trabajo, fue describir las
alteraciones histopatoldgicas renales que produce el veneno de la B.
asper a una dosis baja inoculada en ratas (Rattus norvegicus), a
diferentes tiempos de exposicion de hasta doce dias, pues las
concentraciones séricas circulantes oscilan entre siete a diez dias ?*.
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MATERIALES Y METODOS

Se trabajo con ratas hembras (Rattus norvegicus) adultas de 238 +
50 g de peso, obtenidas del Bioterio de la Universidad del Norte
(Barranquilla). Los animales fueron mantenidos en condiciones
ambientales controladas con temperatura de 24 = 2 °C, se les
suministro dieta para conejos con acceso constante al agua ad
libitum. Los animales fueron divididos en cinco grupos de cinco
individuos cada uno, correspondientes a los diferentes tiempos de
exposicion al veneno: 1, 48, 96, 144 y 288 horas; después de la
inoculacion de 2.1ug/g de peso del animal. También se tuvo un
grupo control de cinco ratones inoculados Unicamente con solucion
salina.

A través del procedimiento de Screening de Smith® se determiné la
dosis baja a utilizar, partiendo de la menor concentracion del rango
de la Dlsg hallada para B. asper, el cual consistié en administrar via
(im) gastrocnemio a grupos de tres individuos dosis de 2.1, 1.9, 1.7,
1.5, y 1.3 pg/gr. peso del animal, respectivamente, y un grupo
control al que solo se le aplico solucidon salina. Después de 20 dias
todos los animales sobrevivieron a las dosis aplicadas, sin presentar
anomalias fisicas observables a simple vista, por tanto se escogi6 la
dosis mayor para el trabajo, es decir, la de 2.1 pg /g peso del animal.

El veneno liofilizado utilizado fue obtenido de ejemplares adultos de
B. asper, originarios de la Regién Caribe Colombiana provenientes de
un zoocriadero comercial. Se realizé una solucion madre de 0.25 g de
veneno en un volumen total de 100 ml de solucion salina. La
inoculacion del veneno se hizo en horas sucesivas el mismo dia por
via (im) gastrocnemio. Despues de la inoculacion del veneno cada
grupo se marcé y se observd hasta su respectivo tiempo de
exposicion y practica de la eutanasia por dislocacion cervical,
realizandose inmediatamente la diseccién ventral donde se extrajeron
y fijaron los dos rifiones en formalina tamponada al 10 % con pH 7.2
por 24 — 48 horas y con formalina alcohdlica al 10 %, en igual
tiempo. Luego las muestras se deshidrataron con alcohol Isopropilico
(85%,90%, 95%, 100%) por 45 minutos. Se incluyeron en parafina
(58-60°C) por tres horas, y una vez que solidificé se realizaron los
cortes en un micrétomo marca Leitz de 4 a 8u (micras). Los cortes
realizados se recogieron en un bafo de flotacion con gelatina a una
temperatura de aproximadamente 60 ©C y se fijaron a portaobjetos.
Luego los cortes se colorearon con hematoxilina — eosina (HE) y acido
periédico de Schiff (PAS). Las alteraciones histopatoldgicas presentes
en el tejido se observaron por medio de los microscopios oOpticos
Leic%QGalen Il y el microscopio Olympus con camara incorporada a
40x 7.
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RESULTADOS

Hasta el momento de su sacrificio todas las ratas estuvieron activas y
Nno mostraron alteraciones en su comportamiento habitual. Las
lesiones del tejido renal se presentaron a partir de la primera hora y
se acentuaron hasta las 288 horas (Tabla.1l). Después de inocular la
dosis de veneno de B. asper se revel6 la presencia de tumefaccion en
los glomérulos y congestion (Fig.1.A). Posterior a un lapso de 48
horas, se observé una fibrosis celular, congestion capilar y
glomérulonefritis endocapilar difusa de etapa inicial, que se
caracteriza por un ligero aumento celular a nivel de todos los
glomérulos, con presencia de cilindros hialinos (Fig.1.B). Los animales
sacrificados a las 96 horas, mostraron glomérulonefritis proliferativa
endocapilar difusa en media luna, con desaparicion de segmentos de
la capsula de Bowman, ligera hipercelularidad y colapso glomerular
(Fig.1.C.). Transcurridas 144 horas de exposicion al veneno se
hicieron evidentes lesiones mas pronunciadas donde se observa un
colapso del glomérulo, proliferacion mesangial con glomérulonefritis
membranosa y proliferativa endocapilar (Fig.1.D.). A las 288 horas se
observaron cilindros hialinos gigantescos con dilatacién tubular,
infiltrado inflamatorio (a nivel vascular), hipercelularidad glomerular
(en paredes de los capilares), con glomérulonefritis membrano-
proliferativa, hipercelularidad y por Jdltimo se evidencia Ila
desaparicion de la capsula de Bowman (Fig.1.E, 1.F y 1.G). Estas
observaciones contrastan con los cortes histolégicos del grupo
control, a los cuales no se les observaron dafos renales (Fig.1.H).
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Tabla 1. Alteraciones renales evidenciadas por el veneno de la B.
asper en la mayoria de los riflones de ratas a través de las diferentes

horas.

ALTERACIONES
RENALES

A TRAVES DE LAS
HORAS

HE

PAS

48

96

14

48

96

14

Tumefacciéon en los
glomérulos

Congestién Glomerular

Presencia de eritrocitos
en el glomérulo

Glomerulonefritis
exudativa

Glomerulonefritis
endocapilar difusa

Cilindros hialinos en los
tumulos

Presencia de neutroéfilos
en el glomérulo

Ligera hipercelularidad

Colapso glomerular

Glomeérulo polinuclear

Gloméruloesclerosis

Proliferacion mesangial

Glomerulonefritis
proliferativa endocapilar

Glomerulonefritis
membranosa

Desaparicion de la
Capsula de Bowman

Tubulos dilatados

membrana basal del
glomérulo gruesa

Hiperplasia endotelial
(Arteria)

Hinchazon de las células
en el glomérulo

Discretas areas de
infiltrado inflamatorio

Congestiéon tubular

Fibrosis celular
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Figura 1. Cortes histoldgicos de rifiones de ratas (Rattus norvegicus) después de
una inoculaciéon con 2.1 pg de veneno de la serpiente Bothrops asper a diferentes
horas; A. 1 hora hay evidencia de glomérulos congestionados con tumefaccion. HE;
B. 48 horas presencia de glomérulo nefritis y congestion capilar en el glomérulo.
PAS; C. 96 horas se observa colapso Glomerular. PAS; D. 144 horas
Glomerulonefritis membranosa, neutrofilos y Eritrocitos. HE; E. 288 horas se
evidencia desaparicion de la capsula de Bowman y estructura total del glomérulo.
HE; F. 288 horas se observa engrosamiento de la membrana basal con
Glomérulonefritis membranoproliferativa. PAS; G. 288 horas hay cilindros hialinos
gigantescos en los tubulos. PAS; H. Rifibn sin veneno. Glomérulo y tubulos
normales. HE. 40x
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DISCUSION

Se demostré que una dosis baja de veneno de B. asper puede causar
alteraciones renales progresivas de forma directa o indirecta en el
transcurso de las horas subsiguientes a su administracion. Los
hallazgos patoldgicos se encontraron desde la presencia de cilindros
hialinos, colapso glomerular, infiltrado inflamatorio, tubulos dilatados
y varios tipos de glomerulonefritis hasta la desaparicion de las
capsulas de Bowman en el rindn. Estas patologias concuerdan
parcialmente con los informes de distintos investigadores en estudios
similares realizados con la serpiente B. asper y otras especies de
Bothrops de Argentina, Brasil y México, en los cuales se sefala el
dano glomerular y tubular del rifidn, pero por la induccion de dosis
altas del veneno administrado por la misma via (im)* % 1315,

Los resultados evidenciaron progresion histopatoldgica a partir de las
48 horas de exposicion al veneno hasta las 288 horas cuando finaliza
el seguimiento, esto es posiblemente por una acumulacion a nivel del
glomerulo de enzimas proteoliticas que componen el veneno de B.
asper®. El mecanismo de ciertas proteinas puede ser de accion directa
sobre los factores de coagulacion como la L-Arginina hidrolasa, que
puede activar directamente al fibrinGgeno y algunas pueden actuar
sobre las membranas celulares y el endotelio vascular®. En este
sentido, el veneno de B. asper es altamente hemotdxico, por su
composicion en metaloproteinasas que activan los factores X y Il de
la coagulacién y sustancias parecidas a la trombina® 8 23 30,

La disposicidon de la circulacion renal hace que sustancias téxicas y de
desecho se filtren en este 6rgano®™ y por consiguiente se alcancen
concentraciones altas de proteinas y otras sustancias que hacen parte
del veneno, lo que provocaria mas dafio a nivel del glomérulo®. Por
consiguiente, estos hallazgos histopatoldégicos podrian ocasionar con
el transcurso del tiempo una insuficiencia en el filtrado glomerular
cronica o a una enfermedad renal severa que puede llevar a la
muerte, observacion que puede ser de gran utilidad en el manejo,
tratamiento y seguimiento de accidentes ofidicos por B. asper en
asentamientos humanos de la Costa Norte de Colombia, teniendo en
cuenta la similitud de las estructuras renales entre muchos grupos de
vertebrados, en cuanto a su constitucién anatémica y fisiologica®®.

La valoracion del dafio del tejido renal en este estudio fue Unicamente
histolégica, aunque es conveniente ser valorado también
fisiolbgicamente a través de indicadores fisicoquimicos y bioquimicos,
urinarios o séricos. Sin embargo, estudio relatado en la literatura
utilizando veneno Bothrdépico en ratas, muestran que determinaciones
en suero de creatinfosfoquinasa, creatinina y urea, fueron alteradas
solamente las primeras seis horas de exposicion al veneno, pero a las
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12 horas vuelven a la normalidad hasta las 24 horas y continuaron
normales hasta la cuarta semana de la inoculacion. Pero con los
cortes histoldgicos de los riflones se deduce un cambio de la funcién
renal ya que se observaron lesiones degenerativas del epitelio
tubular, no evidenciado a través de las técnicas clinicas
convencionales™.

CONCLUSIONES

La inoculacion de wuna dosis baja del veneno de la mapana (B.
asper), indujo a la progresibn de alteraciones histologicas
degenerativas en el rifidn de las ratas (R. norvegicus), especialmente
en el glomérulo. Los hallazgos histopatoldgicos se evidenciaron mejor
con la técnica de laboratorio PAS.
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