UNIVERSIDAD DE CIENCIAS COMERCIALES
SEDE CENTRAL MANAGUA
FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
LICENCIATURA EN MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA

Monografia

Para Optar al Titulo de Licenciatura en Medicina Veterinariay
Zootecnia

Alteraciones Histoldgicas y Hematoldgicas Inducidas por Veneno de Vibora
Cascabel (Crotalus simus) en Ratones (Mus musculus) Managua Nicaragua.
Agosto 2023

Autores:

Br. Angela Yadira Garcia Gonzales
Br. Gilian Mariela Réapalo Rivera

Tutores:

Lic. José Miguel Lara Lazo MV.
Dra. Ligia Hernandez Phd.MV.
Dr. William Jirén Phd.MV.

Managua, Nicaragua
Octubre 2023



DEDICATORIA

Principalmente a Dios, por brindarme el amor, la fortaleza y sabiduria necesaria para
afrontar cada proceso. A mi familia, por su amor y apoyo que trasciende fronteras;
todo lo que hoy soy y llegaré a ser es gracias a ellos. Y finalmente, a la vida, por
ensefiarme de resiliencia.

-Angela Garcia

A Dios por ser quién guia siempre mis pasos dandome fortaleza y entendimiento a
lo largo de mi vida. A mis padres por todo el amor y apoyo incondicional brindado
durante todos estos afios, en especial a mi madre que sin importar las
circunstancias ha sido siempre un pilar importante en mi desarrollo personal y
profesional.

-Gilian Répalo



AGRADECIMIENTO

Ante todo, nuestro profundo agradecimiento a Dios, quien nos ha guiado y llenado

de gracia y sabiduria durante todo este proceso.

A nuestros padres, pilar fundamental para alcanzar esta meta, quienes creyeron en
nuestro potencial en todo momento y con sSu amor, apoyo y consejos, nos
impulsaron a seguir adelante y nunca desistir. Sin su ayuda no habria sido posible
superar los retos que se presentaron a lo largo de este camino. Las palabras no son

suficientes para expresar nuestra eterna gratitud.

A cada uno de nuestros tutores, por su asesoria y paciencia. En especial, al Lic.
José Lara MV., quien fue pieza clave al fomentar nuestro interés por la investigacion,

por su apoyo y conocimientos compartidos.

A cada uno de los colaboradores de CEDIVE, Msc. César Gallo MV., Msc. Cristina
Toledo MVZ., y Dipl. Kevin Berrios MV., por su ardua colaboracién y orientacion en
diagnéstico laboratorial, su ayuda fue una herramienta de mucho valor al desarrollar

esta investigacion.

De igual manera, a José Delgadillo por donar el veneno de los dos ejemplares de
Crotalus simus del zoocriadero Mascotas Escamosas, dicha donacion fue

indispensable para llevar a cabo este estudio.

A Adriana Urbina, nuestra amiga incondicional, por hacer mas ligera la carga de

este proceso con su carifio y amistad.

-Angela Garcia y Gilian Rapalo



INDICE DE CONTENIDO

SECCION PAGINA
[. INTRODUCCION 1
IILOBJETIVOS 3
2.1. Objetivo General 3
2.2. Objetivos Especificos 3
IILMARCO TEORICO 4
IV.MATERIALES Y METODOS 16
4.1. Ubicacion del area de estudio 16
4.2. Disefio metodolégico 17
4.3. Variables 20
4.4. Recoleccion de datos 28
4.5. Analisis de datos 28
4.6. Materiales y equipo 28
V.RESULTADOS Y DISCUSION 29
5.1. Alteraciones hematoldgicas inducidas por el veneno de Crotalus 29
simus

5.2. Alteraciones histoldgicas en tejido muscular y visceral inducidas 40

por el veneno de Crotalus simus

VI. CONCLUSIONES 54
VII.LRECOMENDACIONES 56
VIII.REFERENCIAS 57

IX.ANEXOS 70




INDICE DE TABLAS

TABLA PAGINA
1.Descripcion taxonomica 4
2.Numero estimado de mordeduras por serpientes y especies de 6
mayor importancia médica a nivel centroamericano

3. Composicion del veneno de Crotalus simus, familias de proteinas y 11
la proporcion en qué se encuentran

4. Resumen las principales proteinas y las actividades toxicas que se 13
le atribuyen

5. Tabla de variables 20
6. Alteraciones cuantitativas del analisis hematoldgico de los 29
diferentes grupos experimentales

7. Alteraciones cualitativas del analisis hematoldgico de los diferentes 32
grupos experimentales

8. Alteraciones histoldgicas en tejido muscular encontradas en el 40
grupo uno (Gz)

9. Alteraciones histolégicas en tejido visceral encontradas en el grupo 40
uno (Gy)

10. Alteraciones histolégicas en tejido muscular encontradas en el 41
grupo dos (G2)

11. Alteraciones histolégicas en tejido visceral encontradas en el 41
grupo dos (G2)

12. Alteraciones histolégicas en tejido muscular encontradas en el 42
grupo tres (Gs)

13. Alteraciones histolégicas en tejido visceral encontradas en el 42

grupo tres (Gs)




INDICE DE FIGURAS

FIGURA PAGINA
1. Componentes del veneno de C. simus. Diferencias entre individuo 10
A) Adulto, B) Juvenil

2. Vista satelital de la Universidad de Ciencias Comerciales 16
3. Caracteristicas taxondmicas de Crotalus simus 17
4. Alteraciones morfologicas encontradas en hematologia en el Gu, 37

una hora post inoculacion

5. Alteraciones morfolégicas encontradas en hematologia en el Gz, 38
tres horas post inoculacion

6. Alteraciones morfolégicas encontradas en hematologia en el Gs, 39

seis horas post inoculacion

7. Alteraciones histolégicas encontradas en tejido muscular a7
8. Alteraciones histolégicas encontradas en tejido cerebral 48
9. Alteraciones histologicas encontradas en tejido pulmonar 49
10. Alteraciones histolégicas encontradas en tejido cardiaco 50
11. Alteraciones histolégicas encontradas en tejido hepatico 51
12. Alteraciones histolégicas encontradas en tejido esplénico 52

13. Alteraciones histolégicas encontradas en tejido renal 53




INDICE DE ANEXOS

ANEXO PAGINA
a. Ejemplar adulto de Crotalus simus 70
b. Aparato ponzofioso de Crotalus simus 70
c. Centrifugado del veneno 71
d. Eliminacion del sobrenadante 71
e. Colocacion del sedimento en vial 71
f. Dilucion del veneno en agua destilada 71
g. Pesaje de ratones Mus musculus 72
h. Sedacién de ratones Mus musculus con Cloroformo al 4% 72
i. Inoculacion del veneno de Crotalus simus 72
j- Individuos post inoculacién 72
k. Ratones sacrificados mediante el método de dislocacion cervical 73
|. Toma de muestra sanguinea 73
m. Diseccion de ratones 73
n. Muestras para remision 73

A. Ficha de protocolo experimental 74

Vi



RESUMEN

Esta investigacion tuvo por objetivo evidenciar las alteraciones inducidas por el
veneno de C. simus, inoculado por via intraperitoneal en ratones Mus musculus. Se
realizaron estudios hematoldgicos e histopatoldgicos en un total de doce ratones,
divididos en tres grupos de cuatro individuos, cada uno con su respectivo control
(G1, G2, G3). Los grupos fueron sacrificados una, tres y seis horas post inoculacion.
El estudio hematoldgico, evidencidé en el Gi, eritrocitopenia, sélidos plasmaticos
totales (SPT) elevados, leucocitosis, neutrofilia, eosinofilia, linfocitosis, monocitosis,
trombocitosis, plasma ictérico, anisocromia, poiquilocitosis, equinocitosis tipo 1y I,
cuerpos de Howell-Jolly, neutrofilos con granulaciones téxicas y con nucleo en
forma de anillo y linfocitos reactivos. En el G2, hematocrito disminuido,
eritrocitopenia, SPT elevados, leucocitosis, neutrofilia, linfocitosis, trombocitosis,
plasma ictérico y hemolizado, anisocromia, poiquilocitosis, anisocitosis, células
diana, esferocitos, dacriocitos, cuerpos de Howell-Jolly, rouleaux, metamielocitos y
mielocitos, neutrofilos con granulaciones toxicas y con nucleo en forma de anillo y
linfocitos reactivos, y en el Gs, eritrocitosis, SPT elevados, leucocitosis, neutrofilia,
basofilia, linfocitosis, trombocitosis, plasma ictérico, anisocromia, poiquilocitosis,
células diana, esferocitos, dacriocitos, cuerpos de Howell-Jolly, rouleaux,
mieloblastos y mielocitos, neutréfilos con granulaciones toxicas y con nucleo en
forma de anillo, macroplaquetas y linfocitos reactivos. Mientras que, en el estudio
histopatologico, se encontraron las siguientes alteraciones: en el Gi, a nivel
muscular: congestion, edema, hemorragia e infiltrado inflamatorio; en cerebro:
congestion y edema; en pulman: congestiéon y enfisema; en corazén: congestion; en
higado: congestién y hemorragia; en bazo: congestion, edema y aumento de la
pulpa roja; en rifidn: congestidon, hemorragia, y dilatacion del espacio urinifero. En
el G2, en musculo: infiltrado inflamatorio y edema; en cerebro: congestion y edema;
en pulmoén: congestion, enfisema y hemorragia; en corazén: congestién y
hemorragia; en higado: congestion y degeneracion celular; en bazo: deplecion de la
pulpa roja y en rifidén: congestion y hemorragia, para el Gs, en musculo: edema e
infiltrado inflamatorio; en cerebro: edema y congestién; en higado: congestion y
degeneracion celular; en bazo: deplecién de la pulpa roja e infiltrado inflamatorio y
en rindn: congestion e infiltrado inflamatorio.

Palabras clave: Cascabel, Crotalus simus, ratones, Mus musculus, alteraciones,

hematologia, histopatologia, metaloproteinasas, fosfolipasa Az, serino proteinasas,
hialuronidasas.
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ABSTRACT

This research aimed to demonstrate the alterations induced by C. simus venom,
inoculated intraperitoneally in  Mus musculus mice. Hematological and
histopathological studies were carried out in a total of twelve mice, divided into three
groups of four individuals, each with its respective control (Gi1, G2, G3s). The groups
were sacrificed one, three and six hours post inoculation. The hematological study
showed in Gi, erythrocytopenia, total plasma solids elevated (TPS), leukocytosis,
neutrophilia, eosinophilia, lymphocytosis, monocytosis, thrombocytosis, icteric
plasma, anisochromia, poikilocytosis, echinocytosis type | and I, Howell-Jolly
bodies, neutrophils with toxic granulations and ring-shaped nucleus and reactive
lymphocytes. In G2, decreased hematocrit, erythrocytopenia, elevated TPS,
leukocytosis, neutrophilia, lymphocytosis, thrombocytosis, icteric and hemolyzed
plasma, anisochromia, poikilocytosis, anisocytosis, target cells, spherocytes,
dacryocytes, Howell-Jolly bodies, rouleaux, metamyelocytes and myelocytes,
neutrophils with toxic granulations and ring-shaped nucleus and reactive
lymphocytes, and in Gs, erythrocytosis and elevated TPS, leukocytosis, neutrophilia,
basophilia, lymphocytosis and thrombocytosis, icteric plasma, anisochromia,
poikilocytosis, target cells, spherocytes, dacryocytes, Howell-Jolly bodies, rouleaux,
myeloblasts and myelocytes, neutrophils with toxic granulations and ring-shaped
nuclei, macroplatelets and reactive lymphocytes. While, in the histopathological
study were found, in Gi, at muscle: congestion, edema, hemorrhage and
inflammatory infiltrate; in brain: congestion and edema; in lung: congestion and
emphysema; in heart: congestion; in liver: congestion and hemorrhage; in spleen:
congestion, edema and increased red pulp; in kidney: congestion, hemorrhage, and
dilation of the urinary space. In Gz, in muscle: inflammatory infiltrate and edema; in
brain: congestion and edema; in lungs: congestion, emphysema and hemorrhage;
in heart: congestion and hemorrhage; in liver: congestion and cellular degeneration;
in spleen: depletion of red pulp and in kidney: congestion and hemorrhage, for Gs,
in muscle: edema and inflammatory infiltrate; in brain: edema and congestion; in
liver: congestion and cellular degeneration; in spleen: depletion of the red pulp and
inflammatory infiltrate and in kidney: congestion and inflammatory infiltrate.

Keywords: Rattlesnake, Crotalus simus, mice, Mus musculus, alterations,
hematology, histopathology, metalloproteinases, phospholipase A2, serine
proteinases, hyaluronidases.
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I. INTRODUCCION

“El ofidismo en el mundo es un importante problema sanitario al que debe prestarse
especial atencién por sus caracteristicas epidemioldgicas y clinicas” (Zufiga y Caro,
2013 p.125). “La OMS en el 2017, incluyo la mordedura de serpiente en la lista de
Enfermedades Tropicales Desatendidas” (OPS, 2022), “y reconocié que, aunque los
datos estan incompletos, la mortalidad y la morbilidad asociada a esta enfermedad
se han subestimado” (OMS, 2019).

“El accidente ofidico posee una mayor incidencia en regiones tropicales y
subtropicales” (Lastra et al., 2014 p.2). “La herpetofauna centroamericana es
abundante y diversificada; se estima que el suborden serpientes esta representado
regionalmente por no menos de 180 especies, agrupadas en cinco principales
familias: Boidae, Colubridae, Hidropidae, Elapidae y Viperidae” (Acevedo y Chavez,
2014 p.14).

“‘En Nicaragua, las serpientes de mayor importancia médica pertenecen a las
familias Elapidae y Viperidae” (Acevedo y Chavez, 2014 p.17), “Crotalus simus ha
sido reportada como una de las especies mas letales a nivel latinoamericano”
(Solano et al., 2019), “y nacionalmente, ocupa el segundo lugar como causante de
accidentes ofidicos” (MINSA, 2011 p.7).

“Estudios han demostrado la importancia de la caracterizacion de las actividades
toxicas de los venenos, pues es necesaria para el entendimiento de los procesos
fisiopatoldgicos inducidos” (Roodt et al., citado por Lara, 2019 p.211). “El cuadro
clinico inducido por Crotalus, se caracteriza por alteraciones locales y sistémicas
compatibles con actividades hemorragicas, coagulantes, miotdxicas y neurotoxicas”

(Bolafios y Saravia et al., citados por Castro et al., 2013 p2).

“Su diagnostico esta fundamentado en el conocimiento detallado de las
caracteristicas del cuadro clinico y la actividad fisiopatoldgica del envenenamiento”
(Urbay et al., 2023 p.399) “En aquellos casos agudos donde se encuentra muerto al

animal y es dificil ver la serpiente atacante” (Soler y Rodriguez, 2006 p.111) “para



llegar a un diagnostico definitivo es necesaria la evaluacion post mortem

macroscopica y microscopica de las lesiones” (Soler y Rodriguez, 2006 p.105).

“Es importante recalcar el subregistro, que a su vez implica el subdiagndstico, de
accidentes ofidicos existentes tanto en animales domésticos, como de pastoreo”
(Estrada et al., 2014 p.1; Posada, 2015 p.151). “Por lo tanto, es preciso realizar un
acercamiento a este fendmeno, a su comportamiento en otros paises, las
caracteristicas de los cuadros clinicos en dependencia de la composicion del
veneno, y las medidas que deben emplearse en su tratamiento” (Posada, 2015
p.152).



II. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Analizar los cambios inducidos por la inoculacién del veneno de Crotalus simus en

ratones (Mus musculus) en los diferentes tejidos.

2.2 Objetivos Especificos
Describir las alteraciones hematoldgicas inducidas por la inoculacion de veneno de
Crotalus simus en ratones (Mus musculus).

Identificar las alteraciones histologicas inducidas por la inoculacion de veneno de

Crotalus simus en ratones (Mus musculus) a nivel muscular y visceral.



lIl. MARCO TEORICO

“Las serpientes constituyen un grupo de amniotas, con aproximadamente 3,100
especies distribuidas en todos los continentes, exceptuando la Antartida, siendo
consideradas el segundo grupo mas especioso de reptiles en la actualidad” (Uetz
citado por Scanferla, 2010 p.3). “Cabe destacar que de esta gran diversidad

solamente una sexta parte de ellas son venenosas” (Solis y Tinoco, 2014 p.7).

Tabla 1

Descripcion taxonémica

Taxonomia
Reino Animalia
Subreino Metazoo
Division Chordata
Subdivision Vertebrata
Superclase Tetrapoda
Clase Reptilia
Superorden: Lepidosauria
Orden: Squamata
Suborden: Serpentes
Familia Viperidae

Elapidae

Hydrophinnae

Fuente: Aguinada et al. citado por Lara (2019 p.183).

“‘Este suborden representa uno de los grupos animales que mas interés ha
despertado en diversas culturas, desde la antigledad hasta nuestros dias”

(Scanferla, 2010 p.2), “de tal manera que aun la ciencia moderna no ha escapado


https://es.wikipedia.org/wiki/Reino_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Animalia
https://es.wikipedia.org/wiki/Chordata
https://es.wikipedia.org/wiki/Vertebrata
https://es.wikipedia.org/wiki/Clase_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Lepidosauria
https://es.wikipedia.org/wiki/Orden_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Squamata

de este particular interés, siendo sus rasgos anatémicos y bioldgicos en general,

motivo de especial atencion y profundos estudios” (Scanferla, 2010 p.2).

“Actualmente, el accidente ofidico es considerado un potencial riesgo a la salud
publica, especialmente en regiones tropicales y subtropicales, donde se encuentran
ambientes de habitats ideales para la existencia de gran diversidad de ofidios
venenosos” Lastra et al., 2014 p.2.

“Datos disponibles por la OMS muestran que entre 4,5 y 5,4 millones de personas
son mordidas por serpientes cada afio. De estos, 1,8-2,7 millones desarrollan
complicaciones clinicas y 81.000 a 138.000 mueren” (OPS, 2022).

“‘En Nicaragua se calcula que cada afio se producen aproximadamente 650
accidentes de pacientes mordidos por serpientes venenosas”. (Acevedo y Chavez,
2014 p.6). “Presentandose una mayor incidencia en los departamentos de

Matagalpa, Jinotega, Chontales y Rio San Juan” (Acevedo y Chavez, 2014 p.57).

“La cifra real de casos puede ser mas alta, dado que esta patologia adolece
importantes problemas de subregistro” (Lomonte, 2012 p.86). “Estas estadisticas
son resultado de datos recogidos en pacientes humanos, sin embargo, esta
situacién se extiende hasta la medicina veterinaria, pues tanto animales de
produccién como de compafia son victimas de mordeduras de serpiente en el
ambito mundial” (Posada, 2015 p.151).

“La incidencia del envenenamiento por serpientes, varia entre regiones de un mismo
pais, dependiendo de diversos factores como el clima, los parametros ecoldgicos,
la biodiversidad, la densidad poblacional, las actividades econdmicas, etc.”
(Castarieda et al., 2016 p.101). “La herpetofauna del istmo centroamericano no sélo
se considera muy abundante sino también diversificada, se estima que el suborden
serpientes esta representado regionalmente por no menos de 180 especies,
agrupadas en cinco principales familias: Boidae, Colubridae, Hidropidae, Elapidae
y Viperidae” (Acevedo y Chavez, 2014 p.14).



Tabla 2.

Numero estimado de mordeduras por serpientes y especies de mayor relevancia
médica a nivel centroamericano

Pais Mordeduras por afo Especies méas importantes
Belice 50 Bothrops asper
Costa Rica 500-600 Bothrops asper

Crotalus simus
El Salvador 50 Crotalus simus
Guatemala 500 Bothrops asper
Crotalus simus
Honduras 500 Bothrops asper
Nicaragua 600 Bothrops asper
Crotalus simus

Panama 1300-1800 Bothrops asper

Fuente: Modificado de Gutiérrez et al.,, Sasa y Vasquez, citados por Gutiérrez
(2011).

“‘En Nicaragua, las serpientes de mayor importancia meédica pertenecen a las
familias Elapidae y Viperidae” (Acevedo y Chavez, 2014 p.6). “Siendo el 95% de los
casos reportados, ocasionados por algunas especies pertenecientes a la familia
Viperidae, como ser Bothrops asper, Crotalus simus, Lachesis muta y

Porthidium nasutum” (Solis y Tinoco, 2014 p.9,14).

“Crotalus simus ha sido reportada como una de las especies mas letales a nivel
latinoamericano” (Solano et al., 2019 p.120), “y nacionalmente, ocupa el segundo

lugar como causante de accidentes ofidicos” (MINSA, 2011 p.7).



“El género Crotalus incluye alrededor de 53 especies” (Solorzano, 2020), “las cuales
son endémicas del continente americano, y estan presentes desde el sudeste de
Canada hasta el norte de Argentina” (Posada, 2015 p.157).

De acuerdo a Castro et al., (2013 p.2):

Anteriormente, las poblaciones solian clasificarse dentro del taxon Crotalus
durissus, donde se incluian las serpientes de cascabel centroamericanas y
sudamericanas, sin embargo, recientemente este fue dividido en tres
especies, C. totonacus, del norte de México, C. simus, cubriendo poblaciones
en México y Centroameérica, y C. durissus que incluye las poblaciones

sudamericanas.

Por lo tanto, “Crotalus simus es reportada como la Unica especie de cascabel que
habita en Centroamérica” (Vasquez y Avendafio, 2009 p.17.; Sunyer, 2014 p.197)
“Distribuyéndose con frecuencia en tierras célidas y en el bosque seco”
(HerpetoNica, 2015 p.391), en zonas aridas, matorrales espinosos o sabanas
secas. También han sido reportadas en bosques tropicales deciduos, bosques de
pino, 0 zonas rodeadas de selva baja” (Semarnat, 2018 p.93). “En Nicaragua, ha
sido capturada en la vertiente del Pacifico y en el borde lacustre de Boaco,
Chontales y Esteli” (HerpetoNica, 2015 p.392).

“‘El nombre genérico de las serpientes de cascabel centroamericanas, hace
referencia al propio cascabel, derivandose del griego krotalon, que significa
cascabeleo o traqueteo” (Rubio citado por Villegas, 2017 p.33) y del “latin simus que
significa nariz plana, y hace referencia a la forma de su cabeza” (Semarnat, 2018
p.91) (Anexo 1) “que se caracteriza por ser grande y triangular con un cuello bien
marcado, y ademas por poseer foseta loreal, ojos con pupila vertical o eliptica y

escamas aquilladas” (Vasquez y Avendario, 2009 p.17).

La Guia llustrada de Anfibios y Reptiles de Nicaragua de HerpetoNica (2015 p.391),

describe estos ejemplares de la siguiente manera:



Su color corporal es gris, con marcas romboidales oscuras bordeadas de
blanco y un par de lineas oscuras ventrales. El color ventral es claro y

amarillento en la cola.

“Es una serpiente de tamano grande, ya que suele alcanzar una longitud maxima
de 180 cm, sin embargo, en promedio los adultos oscilan entre 100y 120 cm (Moya,
2019). “Esta especie se caracteriza por poseer cascabel, estructura epidérmica
compuesta por eslabones interpuestos que se forman en cada muda. Contrario a la
creencia popular ni la cantidad de eslabones, ni el tamafio del cascabel reflejan la

edad de la serpiente” (Sasa et al., 2019 p.53).

“Al pertenecer a la familia Viperidae este género posee fosetas loreales cuya funcién
es termorreceptora y un aparato ponzofioso bien desarrollado” (Vélez, 2016 p.19),
“‘denominandose asi, al conjunto de estructuras anatémicas relacionadas con la

inoculacioén del veneno” (Brussel citado por Lara, 2019 p.308).

“Dicho aparato venenoso se considera el mas evolucionado de los sistemas de
inoculacién. Sus colmillos son huecos, muy largos y gozan de mucha movilidad”
(Bruni et al., 2020 p.89) (Anexo 2). “Las mordeduras son rapidas y el veneno es
inoculado profundamente en los tejidos, siendo comparadas con el alcance de

penetracion de una inyeccion intramuscular profunda” (Bruni et al., 2020 p.89).

“Se denomina veneno a la secrecidn toxica, viscosa y de color amarillo, que se
produce y almacena en glandulas especializadas, conectadas a sus colmillos a
través de ductos” (Chaves citado por Uribe, 2014 p.21). “El veneno constituye uno
de los sistemas mas sofisticados de defensa en el mundo natural, formado por
mezclas complejas de polipéptidos y proteinas farmacolégicamente activas”
(Gallegos et al., 2015 p.24), “que perturban los sistemas fisioldgicos vitales, en
especial aquellos relacionados con la circulacion, el movimiento o la respiracion”

(Das et al., Koh y Manjunatha citado por Coto, 2023 p.17).

“Atendiendo a criterios farmacocinéticos, sus componentes se pueden clasificar en
toxinas o enzimas; las toxinas son abundantes en los elapidos, mientras que en los

vipéridos predominan las enzimas” (Duque et al., citado por Lara, 2019 p.211). “Lo



cual hace que los efectos de su veneno dependan mas del tiempo que de la dosis
inoculada” (Duque et al., citado por Lara, 2019 p.212).

“La composicion quimica de los venenos es altamente variable y puede estar
determinada por factores filogenéticos, ontogénicos, geograficos, relacionados a la
dieta e incluso el sexo” (Chippaux et al., citado Gallegos et al., 2015 p.24).

Mackessy citado por Chinchilla (2019 p.8), propone clasificar los venenos de las

serpientes del género Crotalus segun su composicion, en tipo | y tipo I

Venenos Tipo |: Son compuestos principalmente por metaloproteinasas
(SVMPs), por lo que son principalmente hemorragicos. Las serpientes con
este tipo de veneno se distribuyen mayoritariamente en México y en parte de

Centroamérica, como ser las C. simus, C. atrox, y C. viridis.

Venenos Tipo II: Contienen principalmente fosfolipasas (PLAz2), por lo que
son neurotoxicos y de alta toxicidad. Estas serpientes se distribuyen
mayoritariamente en Sudameérica, como las especies de C. d. terrificus, C. d.

collilineatus, C. d. cascavella, C.scutulatus y C. tigris.

“Sin embargo, esta clasificacién presenta limitaciones pues existen cascabeles que
muestran fenotipos intermedios entre los tipos | y II” (Mackessy citado por Castro
et al.,, 2020 p.8) “y existen algunas especies que presentan variabilidad
intraespecifica” (Chippaux et al., citado por Gallegos et al., 2015 p.62), “como es el
caso de C. simus que presenta variaciones ontogénicas lo que implica que, los
ejemplares juveniles posean veneno del tipo Il y los adultos del tipo I” (Calvete citado
por Chinchilla, 2019 p.9).



Figura 1.

Componentes del veneno de C. simus. Diferencias entre individuo A) Adulto, B)
Juvenil

A Vasoactwg!;t;][::{l:c;t;?“ B PII-SVMP ., Vzl!-i(ﬂ)_il_s_tivt: peptides
N B |y - Disintegrin
Bl Crotoxin
Other PLA, Other PLA,
Serine
proteinase
Q LAO

Pl

Fuente: Modificado de Calvete et al., (2009 p.538).

“El veneno de las serpientes de cascabel se caracteriza por ser uno de los mas

complejos y por contener enzimas proteicas de mayor peso molecular” (Pirela citado

por Gallegos et al., 2015 p.25). “La composicion del veneno de C. simus de México,

Guatemala y Costa Rica se ha caracterizado biologica y bioquimicamente

anteriormente” (Castro et al., 2013 p.17), describiéndose el proteoma muestreado

obtenido de individuos adultos en la Tabla 3.
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Tabla 3

Composicion del veneno de Crotalus simus, familias de enzimas proteicas y la
proporcidén en qué se encuentran

Familia de proteinas Proporcion
Serina Proteinasas (SVSP) (30.4%)
Metaloproteinasas (SVMP) (27.4%)
Fosfolipasas Az (PLA2) (22.4%) (Crotoxina 14%)
Péptidos vasoactivos (PEP) (6.5%)
L-aminoacido oxidasas (LAO) (5.7%)
Desintegrinas (DIS) (1.5%)
Desconocidos (UNK) (2.9%)
Factor de crecimiento (NGF) (1.1%)
Proteinas secretoras ricas en (1.0%)
cistina (CRISP)

Proteinas de tipo lectina tipo C (0.6%)
(CTL)

PDE (0.5%)

Fuente: Modificado de Castro et al., (2013 p.17).

“Se han aislado distintas serinas proteinasas (SVSPSs) en el veneno de serpientes
Viperidaes, que se consideran multifuncionales” (Matsui et al., Barret y Rawlings
citados por Roldan, 2019 p.11). “La mayoria de ellas, pertenecen a la serina
proteinasas tipo trombina (SVSTLES) y son clasificadas como enzimas coagulantes”
(Roldan, 2019 p.12), “sin embargo también se encuentran algunas SVSPs tipo
calicreina, que estimulan la bradiquinina y fomentan la presentacion de hipotension

y otras activadoras del plasmindgeno” (Chinchilla, 2019 p.4).

“De esta manera las SVSPs influyen en diferentes procesos como la agregacion
plagquetaria, la coagulacion sanguinea, la fibrindlisis, los sistemas de complementos,
la presion sanguinea e incluso alteran el sistema nervioso” (Panfoli y Manjunatha

citados por Gallegos et al., 2015 p.26).
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“Las metaloproteinasas (SVMPs) dependientes de zinc presentes en el veneno,
poseen efecto citotoxico en las células del endotelio e inhiben la coagulacion
sanguinea” (Panfoli y Manjunatha citados por Gallegos et al., 2015 p.62). “De
acuerdo a su composicion, también son capaces de degradar el fibrinégeno o la
fibrina” (Gutiérrez y Rucavado citados por Rengifo, 2017 p.8). “En su mayoria, estas
degradan los componentes de la matriz extracelular hasta provocar el debilitamiento
de los vasos sanguineos, generando hemorragias locales o sistémicas” (Arnaud et
al., 2019 p.46).

“Las fosfolipasas Az son una de las principales responsables de la inflamacion local
y de los efectos hemoliticos, hemorragicos, cardiotéxicos, miotéxicos,
anticoagulantes, antiplaquetarios y neurotoxicos” (Panfoli y Manjunatha citados por
Gallegos et al., 2015 p.26). “Estas, junto con las SVMPs, inducen una patologia
tisular compleja y generalizada” (Roldan, 2019 p.16). “La crotoxina, es una PLA2
neurotoxica compuesta por dos subunidades, una subunidad acida que carece de
actividad enzimatica y toxicidad, y la subunidad basica que posee actividad
enzimatica fosfolipasa y tiene toxicidad” (Faure et al., Gutiérrez et al., citados por
Castro et al., 2020 p.2).

“Los efectos hemorragicos, se relacionan también con las enzimas parecidas a la
lectina tipo C, que presentan actividades como la induccién o inhibicion de la
agregacion plaquetaria y de la coagulacion mediante de su union a distintos factores

de coagulacién” (Chinchilla, 2019 p.7).

Castro et al., (2020 p.2) reportan las diferentes actividades téxicas del veneno de C.

simus y sus componentes, de la siguiente manera:

El veneno en ensayos in vitro, ha demostrado tener actividad procoagulante
relacionada a la presencia de enzimas similares a la trombina; actividad
hemorragica atribuible en gran parte a las metaloproteinasas, y alta actividad
letal principalmente asociada a la crotoxina, siendo esta una potente

neurotoxina.
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Tabla 4.

Resumen las principales enzimas y las actividades toxicas que se le atribuyen

Enzimas

Caracteristicas

Metaloproteinasas

Fosfolipasas A2

Serina Proteinasas

L- Aminoacido Oxidasas

Proteinas
Anticoagulantes
No enzimaticas

Lectinas Tipo-C

Desintegrinas

Hialuronidasa

Enzimas dependientes de Zn+. Degradan proteinas de
la matriz extracelular y componentes del sistema
hemostatico. Efecto citotoxico en las células del
endotelio. Son fibrindbgenasas y algunas inhiben la
coagulacion sanguinea.

Enzimas que hidrolizan glicerofosfolipidos.
Responsables de la inflamacion local. Inducen efectos
neurotéxicos, cardiotoxicos, miotdxicos, hemoliticos,
convulsivos, anticoagulantes, antiplaquetarios y dafio
tisular.

Afectan la agregaciéon plaquetaria, coagulacién
sanguinea, fibrinolisis, presion sanguinea, sistema de
complemento y el sistema nervioso.

Afecta la hemostasia a través de la inhibicion de la
actividad de Factor X.

Inhiben los procesos de coagulacién por interaccion
directa con un factor de coagulacién especifico.

Aglutinacion de glébulos rojos y en ocasiones forman
parte integral de proteinas procoagulantes como el
activador Factor X, también actia como subunidad
reguladora.

Inhiben la agregacion plaquetaria. Enlazan a las
integrinas que se encuentran sobre la superficie de las
células y actian como inhibidores competitivos de sus
ligandos de preferencia. Actian como antagonistas de
los receptores del fibrinégeno.

Generan disminucion de la viscosidad intersticial y
difusién de los componentes del veneno (Mackessy et
al., 2008).

Fuente: Modificado de Gallegos et al., (2015 p.26).
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“La caracterizacion de las actividades toxicas de los venenos de serpientes es
estrictamente necesaria para el entendimiento de los procesos fisiopatologicos que

se producen ante su mordedura” (Roodt et al., citado por Lara, 2019 p.211).

Segun Villena 'y Tamayo (2011 p.16), el cuadro clinico provocado por el veneno del

género Crotalus segun la gravedad del caso puede tener dos manifestaciones:

Un cuadro local que cursa con leve eritema, acompafado o no, de discreto
edema y el cuadro sistémico que puede presentar diplopia, disminucién de
la agudeza visual, ptosis palpebral, mioglobinuria, trastornos de Ila

coagulacion sanguinea, paralisis respiratoria e insuficiencia renal aguda.

“Esta signologia resulta de la combinacion de los diferentes efectos producidos por
los componentes del veneno, siendo evidente que predominan los efectos
sistémicos sobre los locales” (Pirela et al., citado por Gallegos et al., 2015 p.27). “En
casos moderados y severos, el veneno se distribuye a nivel sistémico causando

lesiones en los capilares de distintos 6rganos” (Brenes, 2014 p.543).

En el analisis hematoldgico se manifiestan algunas alteraciones en el conteo de
eritrocitos, leucocitos, plaquetas y factores de la coagulacién segun Posada (2015

p.158), que reporta en envenenamientos por Crotalus spp.:

Leucocitosis predominantemente en neutréfilos, sin reduccién en el nimero
de plaguetas y moderadas manifestaciones hemorragicas. Sin embargo, no
en todos los casos los pardmetros hematoldgicos resultan estar alterados.

Rodriguez et al., (2014 p.3-5) reportan las siguientes lesiones inducidas por el
veneno de individuos del género Crotalus en el analisis histopatologico de tejido

hepatico, pulmonar y musculo esquelético en ratones nmri:

Hiperemia, hemorragia, edema, enfisema pulmonar, congestién del septum
alveolar y trombosis intravascular. Observandose también, hepatocitos
tumefactos, presencia de las células de Kupffer, focos de células

inflamatorias y linfocitos.
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“Sobre los efectos generados en el tejido renal, destaca la hemorragia, infiltrado
inflamatorio, colapso de los tubulos contorneados e incluso la pérdida de la

arquitectura glomerular y del érgano” (Olivera y Manzano, 2020 p.40).

“En el musculo cardiaco es posible encontrar areas hiperémicas, congestion de los
vasos sanguineos, infiltracion de células inflamatorias, indicios de necrosis hasta
llegar a necrosis de Zenker” (Olivera y Manzano, 2020 p.39). Mientras que, “en el
muasculo esquelético se reportan areas de hiperemia, infiltrado inflamatorio,
hemorragia y necrosis de Zenker con ruptura de las fibras musculares” (Olivera y
Manzano, 2020 p.38).

“‘En aquellos casos graves por mordeduras de serpientes, cuando otras
caracteristicas circunstanciales se vuelven imprecisas, destaca la necesidad de un
analisis histopatologico y otros examenes complementarios” (Satish et al., 2021
p.1), “pues sus resultados son de inmensa ayuda al momento de establecer un

diagndstico definitivo” (Satish et al., 2021 p.1).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Ubicacion del area de estudio

Se llevo a cabo en el Centro de Estudios, Diagnostico e Investigaciones Veterinaria
(CEDIVE) de la Universidad de Ciencias Comerciales, ubicado en la ciudad de
Managua, con las siguientes coordenadas: “12.123278896827932 de latitud norte y
-86.24988131151574 de longitud oeste” (Google Maps, s.f.).

Segun la Alcaldia de Managua (ALMA) citada por Velasquez et al., (2014), la ciudad
de Managua se encuentra delimitada geogréaficamente de la siguiente manera:
Al norte con el Lago Xolotlan, al sur con el municipio ElI Crucero, y los
municipios de Ticuantepe y Nindiri, al este con el municipio de Tipitapa, al
oeste con los municipios de Ciudad Sandino y Villa Carlos Fonseca. Cuenta
con un clima tropical de sabana, caracterizado por una prolongada estacion
seca y por temperaturas altas todo el afio, que van desde 27° C. hasta 32°C.

La precipitacion anual promedio es de 1,125 milimetros de agua.

Figura 2.

Nota: Vista satelital de la Universidad de Ciencias Comerciales ubicada en la ciudad
de Managua. Fuente: Tomado de Google Maps (s.f.)
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4.2 Disefio Metodolégico
4.2.1 Tipo de Investigacion

Esta investigacion es de tipo transversal, descriptivo y experimental analitico con un

enfoque mixto.

4.2.2 Criterios de Inclusion
e Ratones blancos aparentemente sanos, procedentes del bioterio de la
Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua, UNAN Leon.
e Peso aproximado de 21-30 g.
e Sin distincién de sexo.

e Veneno procedente de Crotalus simus.

El veneno utilizado fue donado por el zoocriadero Mascotas Escamosas, ubicado
en Matagalpa, procedente de dos ejemplares adultos de Crotalus simus con una
longitud de 100 cm y 140 cm respectivamente, cuyas caracteristicas fisicas
coinciden con la descripcion de la taxa para la especie, documentada por
HerpetoNica (2015 p.391); Sasa et al., (2019 p.53); Vasquez y Avendafio (2009
p.17) (Figura 3).

Figura 3

Caracteristicas taxondmicas de Crotalus simus

Nota: (A) Cabeza triangular (Flecha 1), foseta loreal (Flecha 2), ojo con pupila
eliptica (Flecha 3), cuello pronunciado (Flecha 4). (B) Cascabel (1), marcas
romboidales oscuras bordeadas de blanco (2). Fuente: Autoria propia.
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4.2.3 Fase Experimental

El veneno donado fue trasladado en hielera con gel refrigerante a una temperatura
promedio de 6°C (Olivera'y Manzano, 2020 p.36) a las instalaciones del CEDIVE en

UCC-Managua, donde se llevo a cabo el procedimiento.

El estudio se realiz6 en un total de 12 ratones, divididos en tres grupos (G1, G2, G3)
de cuatro individuos, teniendo cada grupo su respectivo control. Los individuos
control fueron inoculados con 0.1 ml de solucion salina fisiolégica estéril (SSI 0.9%)
por via intraperitoneal (IP), y el resto de los sujetos fueron inoculados con una dosis
de 1.02 pg/g (Coto, 2023 p.41) de veneno de C. simus por via intraperitoneal.

En primera instancia el veneno fue centrifugado a 1200 r.p.m. durante 15 minutos
(Olivera y Manzano, 2020 p.36), desechando el sobrenadante y colectando el
precipitado con la ayuda de una micropipeta (ul), obteniéndose 200 ul totales de
veneno, que fueron diluidas en un volumen final de 100 ml, para llegar a la

concentracion de 0.02 ul/0.10ml.

Calculo del requerimiento:

® Requerimiento = Dosis de veneno * Peso vivo (ratones)

Célculo de la concentracion:

AxB
Cc

e X =

X= volumen a la concentracién requerida; A= requerimiento o concentracion

deseada; B= volumen total del solvente; C= cantidad total de veneno disponible.

Célculo del volumen a administrar

Requerimiento

o Volumen a administrar = —
Concentracion
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Todos los individuos sometidos al estudio fueron colocados en una camara
anestésica para su sedacion con cloroformo al 4%, garantizando asi el bienestar
animal en cumplimiento con la seccién VII, art. 42 y 43 de la Ley para la Proteccion
y Bienestar Animal nicaragliense, que trata sobre los animales destinados a
experimentacion e investigacion (LEY N°. 747, Art.42 y 43, 2011).

“Siendo el cloroformo clasificado como un depresor del sistema nervioso central, de
accion rapida y duradera, que induce un plano anestésico fase Ill (quirdrgico) ya
gue genera mayor narcosis que otros gases” (Charles, 2011, INSHT, 2007 p.2). Fue
administrado por via inhalatoria por medio de cadmara anestésica a una dosis de
“0.15 ml/ 20g durante un periodo de exposicién de 30 segundos” (Isea et al., 2008
p.60), retirando al individuo una vez comprobado la pérdida del reflejo de

enderezamiento y sensibilidad.

Posteriormente, los ratones fueron sacrificados mediante el método de dislocacion
cervical sugerido por Melgar et al., (2015 p.62), en distintos tiempos post

inoculacion, el G1 a una hora, el Gz a las tres horas y el Gz a las seis horas.

Inmediato al sacrificio se realiz6 la toma de muestra sanguinea por puncién cardiaca
(Olivera y Manzano, 2020 p.36). Posteriormente se efectud la diseccion de los
ratones segun el método descrito por Morales Bricefio et al., (2018 p.57), para la
obtencion de muestra de tejido muscular (gastrocnemio) y tejidos viscerales

(cerebro, pulmén, corazén, higado, bazo y rifidn).

Las muestras de sangre fueron procesadas dentro de las instalaciones del CEDIVE,
mientras que las muestras de tejido muscular y visceral fueron remitidas en frascos
con formalina al 10% (Olivera y Manzano, 2020 p.36) al Centro Veterinario de

Investigacion y Diagnostico (CEVEDI) de la UNAN-LeoOn para su procesamiento.
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4.3 Variables a evaluar

Tabla 5
Tabla de variables
Objetivo Variable Indicador Instrumento
Alteraciones Alteraciones cuantitativas: Hemograma

hematoldgicas

Eritrocitos

Hematocrito

Hemoglobina

Leucocitos

Neutrofilos

Eosinéfilos

Linfocitos

Monocitos

Basofilos

Normal: 7.1 - 9.5 x108/ul, Bajo: <7.1 x106/pl,
Alto: >9.5 x10%/pl

Normal:37.4 - 51.7 %, Bajo: <37.4%, Alto:
>51.7%

Normal: 11.6 -15.8(g/dL), Bajo: <11.6(g/dL),
Alto: >15.8 (g/dL)

Normal: 1.5 - 4.8 10x%/ul, Bajo: < 1.5 10x%/pl,
Alto: > 4.8 10x3/ul

Normal: 0.22 - 1.09 10x3/ul, Bajo: < 0.22
10x3/ul, Alto: >1.09 10x3/ul

Normal O - 0.19 10x3/ul, Alto: >0.19 10x3/ul
Normal: 1.28 - 3.26 10x3/ul, Bajo: <1.28 10x3/ul,
Alto: >3.26 10x3/ul

Normal: 0 - 0.22 10x3/ul, Alto: >0.22 10x3/pl
Normal: 0 - 0.04 10x3/ul, Alto: >0.04 10x3/pl
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Plaquetas

Solidos Totales

Alteraciones cualitativas:

Plasma

Alteraciones

de la serie roja

Normal: 325 - 888 (g/dL), Bajo: <325(g/dL),
Alto: >888(g/dL)

Normal: 4.5 — 5.8 (g/dL), Bajo: <4.5(g/dL), Alto:
>5.8 (g/dL)

Plasma transparente: plasma claro, casi
incoloro.

Plasma ictérico: plasma de color amarillento
debido a altas concentraciones de bilirrubina.
Plasma hemolizado: plasma de aspecto rojizo,
indica la presencia de hemoglobina libre.
Policromasia: eritrocitos de color rojo azulado en
extendidos de sangre tefidos.

Anisocitosis: variacion en el diametro de los
eritrocitos.

Poiquilocitosis: presencia de eritrocitos con
formas anormales.

Equinocitos: eritrocitos espiculados en los que
sus espiculas estan espaciadas relativamente

uniforme y son de tamafo similar.
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Acantocitos: eritrocitos con espiculas
espaciadas irregularmente 'y de tamafo
variable.

Estomatocitos: eritrocitos que tienen &areas
ovaladas o alargadas de palidez central.
Esquistocitos: fragmentos de eritrocitos con
extremidades puntiagudas.

Excentrocitos: eritrocitos en los que la
hemoglobina esta localizada en una parte de la
célula, dejando visible un &rea pobre en
hemoglobina en su parte restante.

Dacriocitos: eritrocitos en forma de lagrima con
extremidades Unicas, alargadas o puntiagudas.
Eliptocitos: Eritrocitos con forma eliptica u
ovalada.

Cuerpos de Howell-Jolly: pequefios restos
nucleares esféricos.

Cuerpos de Heinz: agregados de hemoglobina
precipitada oxidada, adheridos a las superficies

internas de las membranas de los eritrocitos.
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Serie Blanca

Plaquetas

Rouleaux: agregaciones de  eritrocitos
agrupados en forma de pila de monedas.
Granulocitos inmaduros:  constituyen una
desviacion a la izquierda que supone la
presencia de neutréflos en  banda,
metamielocitos, mielocitos y, muy raramente,
promielocitos y mieloblastos.

Neutrofilo hipersegmentado: neutréfilos con
cinco o mas Iébulos nucleares.

Neutrofilo toxico: se considera toxico cuando
presenta un citoplasma con basofilia
aumentada, vacuolacion espumosa, cuerpos de
Dohle o granulos citoplasmaticos que se tifien
de magenta.

Linfocitos reactivos: linfocitos aumentados de
tamafio con una mayor basofilia citoplasmatica.
Macroplaquetas: plaquetas tan grandes como
los eritrocitos o de mayor diametro.

Agregacion plaquetaria: puede ocurrir cuando

las plaquetas se activan durante la recoleccion
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de sangre, al transferir las muestras

recolectadas al tubo con anticoagulante.

Nota: Variables en hematologia. Fuente: Modificado de Harvey (2012 p.15, 59-209); Reagan et al., (2019 p.45); Santos et

al., (2016 p.4).

Objetivo

Variable

Indicador

Instrumento

Alteraciones

inducidas en tejido

muscular y visceral.

Alteracion en tejido

muscular

Alteracion en tejido
visceral:

Cerebro

Pulmén

Corazén

Higado

Bazo

Rifi6N

Musculo: edema, degeneracion celular, necrosis Analisis

de Zenker e infiltrado de células inflamatorias y histopatolégicos

hemorragia.

Cerebro: degeneracion celular, necrosis neuronal
y edema.

Pulmoén: hiperemia, enfisema, hemorragia y
edema.

Corazon: congestion, infiltrado inflamatorio,
pérdida del nacleo de las células miocéardicas
hasta llegar a necrosis de Zenker.

Higado: hepatocitos  tumefactos, células

inflamatorias, células de Kupffer y congestion.
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Bazo: reduccion del nimero de células y atrofia.

Rifion: hemorragia, infiltrado inflamatorio.

Conceptos:

Edema: acumulacion de liquido en
espacios intersticiales y cavidades.
Degeneracion: sucede cuando en la célula
se vulneran los mecanismos homeostaticos
de adaptacion, se alcanza el estado de
lesion celular.

Necrosis: cambios morfoldégicos de una
célula o tejido, que ocurren cuando el dafio
ha ido mas alla del “punto de no retorno”, y
provocan la muerte celular.

Infiltrado Inflamatorio: acumulo celular,
constituido por distintas células
inmunitarias.

Hemorragia: extravasacion sanguinea,
consecuente a la ruptura de los vasos

sanguineos.
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Hiperemia: resultado del aumento de flujo
sanguineo local en tejidos especificos
debido a la dilatacion arterial.

Enfisema: distensién y ruptura de las
paredes alveolares, formando burbujas de
aire de tamafio variable en el parénquima
pulmonar.

Congestion: es la ingurgitacién pasiva de
un lecho vascular generalmente causada
por una disminucién del flujo de salida con
un flujo de entrada normal o aumentado de
sangre.

Hepatocitos tumefactos: La célula se llena
de agua y sufre cambio hidrépico por
aumento en la permeabilidad de las
membranas de las mitocondrias.

Células de Kupffer: fagocitos
mononucleares propios del higado.

Atrofia: es la disminucion del tamafo de
una célula, tejido u érgano después de

haber alcanzado el crecimiento normal.
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e Deplecion: atrofia o lesibn degenerativa

célula.

Nota: Variables en histopatologia reportadas con mayor frecuencia segun diferentes autores. Fuente: Harvey (2012 p.
129); Hobbie et al., (2023 p.2); Lopez et al., (2017 p.94,179,188); Portiansky et al., (2019 p.6); Ramis y Pallarés (2019 p.2);
Villalba y Vildozo (2014 p.82); Zachary y Donald (2012 p.83, 86, 30, 483).
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4.4 Recolecciéon de datos

La informacioén de los individuos fue plasmada en un formato donde se registraron
datos como: el numero de individuo, peso, protocolo de sedacion, dosis de veneno
inoculada, método de sacrificio y la hora en que se realizé cada procedimiento. Los
resultados del analisis hematoldgico fueron registrados en hojas de Excel, mientras
que el reporte de histopatologia fue recibido en hojas de resultado oficiales del

Centro Veterinario de Investigacion y Diagndstico (CEVEDI), UNAN-Leoén.
4.5 Anédlisis de datos

El analisis consistio en identificar y describir las alteraciones encontradas a nivel
hematoldgico e histopatoldgico inducidas por la inoculacion del veneno de C. simus
en ratones Mus Musculus. Estos cambios fueron reportados de manera escrita y
visual (fotografias), a partir de los resultados de laboratorio y las laminas de
histopatologia.

4.6 Materiales y equipos

e Frascos estériles e Jeringas de 1ml
e Formalina 10% ¢ Kit de diseccion

e Cloroformo 4% e Alcohol

e Bisturis e Agua destilada

e Bolsas plasticas e Solucion Salina

e Guantes e Contenedores de
e Batas quirargicas plastico

e Gorro quirdrgico e Micropipetas

e Mascarillas quirargicas e Probeta graduada
e Tubos con EDTA e Viales de plastico
e Jeringas de 3ml e Nebulizador
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Alteraciones hematoldgicas inducidas por el veneno de Crotalus simus
5.1.1 Alteraciones cuantitativas

Tabla 6
Alteraciones cuantitativas del analisis hematolégico de los diferentes grupos
experimentales

) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Alteraciones
Control ini:u?:csi;gn Control ingsu?:csign Control ing:u?aocsifﬁn
Serie Roja

Hematocrito - - - l - -
Hemoglobina - - - - - -
Eritrocitos - l - l T. T
Sélidos

plasmaticos T T T T T T
totales

Serie Blanca

Leucocitos T T T T T T
Neutréfilos 1 1 1 i) 1 1
Eosinofilos - T - - - -
Basoéfilos - - - - - )
Linfocitos T T T T - T
Monocitos - 1 - - - i
Plaquetas - T - T - T

Nota: Alteraciones cuantitativas de la serie roja y blanca en los diferentes grupos
experimentales e individuos control, de acuerdo al tiempo de sacrificio post

inoculacién (| disminuido, 1 aumentado, — sin alteraciones). Fuente: Autoria Propia

En las alteraciones cuantitativas de la serie roja, en el grupo uno (G1) los individuos
inoculados presentaron eritrocitopenia y sélidos plasmaticos totales (SPT) elevados,
y en su control (C1) Unicamente se reporté SPT elevados. En el grupo dos (G2), los
individuos inoculados presentaron valores de hematocrito disminuidos,
eritrocitopenia y SPT elevados, como en el caso anterior su control (C2) solo
presentd SPT elevados. Y para el grupo tres (Gs), se reportaron tanto en los

individuos inoculados como en su control (Cs), eritrocitosis y SPT elevados.
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Las alteraciones en el hemograma son de origen multifactorial, siendo algunas,
efecto directo de los componentes del veneno sobre las distintas poblaciones
celulares, otras atribuidas a la respuesta organica generada ante estimulos
estresantes o bien al proceso inflamatorio agudo desarrollado en el curso del
envenenamiento, que genera mayores demandas tisulares y promueven cambios

reactivos.

Las alteraciones del Gi1 y Gz, eritrocitopenia y disminucion del hematocrito, de
acuerdo a (Ricciardi, 2020 p.74) son asociadas a la hemdlisis producida por la
actividad de la lisolecitina, liberada por las fosfolipasas A2, al actuar sobre los
fosfolipidos de las membranas eritrocitarias. Gallegos et al., (2015 p.26) indica que
un alto contenido de fosfolipasas Az ha sido demostrado en la caracterizacion del
veneno de Crotalus spp., las cuales son responsables de generar una gran variedad

de efectos, donde destaca su acciéon hemolitica.

Para el Gs, las alteraciones encontradas fueron diferentes, tanto en los individuos
inoculados como en su control (Cs), se reporta eritrocitosis y SPT elevados. Estos
cambios segun Gallo (2014 p.63) son asociados a una eritrocitosis relativa ligada a
deshidratacion y a su vez, a una redistribucién eritrocitaria mediada por
catecolaminas, en respuesta a estimulos estresantes. De la misma manera, esta
alteracion se encuentra relacionada con una “eritrocitosis secundarias, por un
estimulo excesivo de la eritropoyesis, generalmente mediado por un aumento en los
niveles de eritropoyetina, en respuesta a mayores demandas tisulares” (Montes et
al., 2012 p.1191).

En las alteraciones de la serie blanca, los individuos inoculados del G1 presentaron
leucocitosis, neutrofilia, eosinofilia, linfocitosis, monocitosis y trombocitosis, y en su
control (C1) leucocitosis, neutrofilia y linfocitosis. Para los individuos inoculados del
G2, se reportd leucocitosis, neutrofilia, linfocitosis y trombocitosis, y en su control
(C2) leucocitosis, neutrofilia y linfocitosis. En el Gs, se encontré leucocitosis,
neutrofilia, basofilia, linfocitosis y trombocitosis, y en su control (Cs) leucocitosis y

neutrofilia.
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Algunos de estos hallazgos coinciden con los resultados de Hideaki et al., (2022
p.22), en el estudio de los cambios inducidos por el veneno de Crotalus durissus
fabrificus inoculado en ratas, donde reporta leucocitosis y neutrofilia, sin embargo,
a diferencia de esta investigacion no reporta alteracion en el conteo de eritrocitos o
plaguetas. De la misma manera, Posada, (2015 p.158), reporta en el
envenenamiento por serpientes del género Crotalus en perros y gatos, las mismas

alteraciones en leucocitos.

Las alteraciones en el leucograma de los individuos inoculados son atribuibles a una
‘respuesta inflamatoria sistémica y aguda inducida por los componentes del
veneno” (Aroch et al., y Goddard et al., citados por Schoeman y Goddard, 2013),
“‘que implica mayores demandas tisulares y provoca una granulopoyesis medular
acelerada” (Harvey, 2012 p.137; Sanz, 2016 p.22). Estas alteraciones también se
encuentran relacionadas “a un leucograma de estrés transitorio” (Del Rosario y
Gutiérrez Millon, 2019 p.5).

En el caso de los individuos control las alteraciones en el leucograma son
unicamente asociadas a un “estimulo estresante de caracter agudo” (Del Rio, 2020),
atribuido a la manipulacion de los animales durante el ensayo que genero
alteraciones relacionadas a un “leucograma de estrés fisiolégico y transitorio” (Suiza
Vet, 2014).

La trombocitosis mostrada en los grupos inoculados, segun Gallo (2014 p.103) es
propia de una trombocitosis reactiva en respuesta a la hemorragia generada por la
accion de las metaloproteinasas (SVMPs), “que degradan los componentes de los

vasos sanguineos hasta ocasionar su ruptura” (Sanchez et al., 2017).
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5.1.2 Alteraciones cualitativas

Tabla 7

Alteraciones cualitativas del analisis hematoldgico de los diferentes grupos

experimentales

Alteraciones

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Control

1 h post
inoculacion

Control

3 h post
inoculacion

Control

6 h post
inoculacion

Se

rie Roja

Plasma ictérico

X

X

X

Plasma
hemolizado

Poiquilocitosis

Anisocitosis

Policromasia

Anisocromia

Células diana

Dacriocitos

Equinocitos tipo |

Equinocitos tipo
Il

XXX PX XX [ XX ] X

Esferocitos

Cuerpos Howell-
Jolly

X

X

Rouleaux

XXX XXX XXX X | X

Seri

e Blanca

Mieloblastos

Mielocitos

x| X

Metamielocitos

Neutréfilos con
granulaciones
toxicas

Neutréfilos con
nacleo en forma
de anillo

Macroplaquetas

Agregaciones
plaguetarias

X

X

X

Linfocitos
reactivos

X

X

X

X

X

Nota: Alteraciones cualitativas de la serie roja y blanca en el extendido periférico,

de los diferentes grupos experimentales e individuos control, de acuerdo al tiempo

de sacrificio post inoculacién (X alterado). Fuente: Autoria propia.
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En las alteraciones cualitativas de la serie roja los individuos inoculados del Gi
presentaron plasma ictérico, poiquilocitosis, policromasia, anisocromia, equinocitos
tipo | y Il 'y cuerpos de Howell- Jolly, y en su control (C1) Gnicamente anisocitosis,

policromasia y cuerpos de Howell- Jolly.

Para el Gz, se evidencid plasma ictérico, poiquilocitosis, anisocitosis, policromasia,
anisocromia, células diana, dacriocitos, equinocitos tipo | y Il, cuerpos de Howell-
Jolly y rouleaux; su control (C2) present6 anisocitosis, policromasia, equinocitos tipo

| y cuerpos de Howell- Jolly.

Los individuos inoculados del Gs presentaron plasma ictérico, poiquilocitosis,
anisocitosis, policromasia, anisocromia, células diana, dacriocitos, equinocitos tipo
| y tipo Il, esferocitos, cuerpos de Howell-Jolly y rouleaux, y en su control (Cs) se
reportd anisocitosis, policromasia, células diana, equinocitos tipo | y cuerpos de

Howell-Jolly.

Algunos cambios morfolégicos reportados, como la equinocitosis transitoria y la
presencia de esferocitos concuerdan con la bibliografia documentada por
Schoeman y Goddard (2013) quienes consideran estas alteraciones indicativas de
un envenenamiento severo por Crotalus spp. De la misma manera, reportan que las
variaciones en el contenido hemoglobinico de los eritrocitos son resultado de la

hemolisis intravascular generada por el veneno.

Las variaciones presentes en el extendido sanguineo de los grupos inoculados son
producto del efecto de los componentes del veneno en el organismo, a través de
dos mecanismos: el primero, por la accién directa de dichos componentes sobre las
poblaciones celulares, y el segundo, por el proceso inflamatorio agudo desarrollado,
gue cursa con un aumento de las demandas tisulares que generan cambios

reactivos celulares.

Se reporta plasma ictérico en los individuos inoculados, anomalia que se atribuye a
la manifestacion de una “ictericia por alteraciébn hepatica, originada por la

sobreproduccion de bilirrubina resultante de la hemdlisis brusca e intensa, generada
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por las PLAz, que lleva a una sobrecarga funcional hepatica y es mantenida por el

dafo en los hepatocitos” (Ricciardi, 2020 p.17; Sousa y Araujo, 2022 p.1).

Dentro de las alteraciones morfoldgicas eritrocitarias inducidas por “la accién de las
fosfolipasas A2 sobre las membranas celulares” (Ricciardi, 2020 p.17), se
encuentran la poiquilocitosis, los dacriocitos, los equinocitos tipo 1l y los esferocitos.

La poiquilocitosis y los dacriocitos son considerados “un hallazgo frecuente en
desérdenes que inducen fragmentacion eritrocitica” (Harvey, 2012 p.104; Reagan
et al., 2019 p.23), “y son sugerentes a una produccion y maduracion medular de
células sanguineas anormal o defectuosa, en respuesta a mayores demandas
tisulares” (Del Rosario y Gutiérrez Millon, 2019 p.5; Diccionario Médico, 2023). De
la misma manera, los equinocitos de tipo Il y los esferocitos son consideradas
“alteraciones frecuentes en envenenamientos provocados por el género Crotalus
spp” (Schoeman y Goddard, 2013).

El hallazgo de rouleaux segun Harvey (2012 p.59) depende de la presencia de
eritrocitos alterados y de elevadas concentraciones de fibrindgeno; “las fosfolipasas
A2 del veneno han demostrado alterar las membranas celulares eritrocitarias y las
serinas proteinasas tipo trombina poseen la capacidad de activar el fibrinégeno y
aumentar sus concentraciones en el plasma sanguineo” (Ricciardi, 2020 p.165;
Roldan, 2019 p.12; Ruiz et al., 2017 p.464), favoreciendo de esta manera la

aparicion de rouleaux.

“La lisis eritrocitaria y la hemorragia mediada por la accién de las PLA2 y las SVMPSs”
(Vélez, 2016 p.30) contribuyen a la pérdida del hierro intracelular, lo que explicaria
la anisocromia en los individuos inoculados. Esta alteracion es definida como “una
falta de consistencia en la coloracion de los eritrocitos, producto de una fluctuacion

en su contenido hemoglobinico” (Gallo, 2014 p.199; Pereyra, 2019 p.44).

Tanto en los individuos inoculados como en los controles, fueron reportados algunos
hallazgos que, segun Reagan et al., (2019 p.22) son considerados artefactos, como
los equinocitos tipo | que suelen ser resultado de la crenacion del eritrocito durante

la preparacién del frotis y las células diana que en realidad son policromatofilos que
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adoptan esta apariencia. También se considera un artefacto, el plasma hemolizado
reportado en uno de los individuos del G2, que “es un efecto preanalitico y su
aparicion esta relacionada con la técnica de extraccion empleada o la preparacion

de la muestra” (Espejo, 2018).

Otros hallazgos encontrados en los grupos experimentales como la anisocitosis y la
policromasia son considerados “cambios sin relevancia clinica en los roedores, por
la corta vida media de sus eritrocitos. De la misma manera, también es comun

observar cuerpos de Howell-Jolly en los eritrocitos de los ratones” (Fox, 2007 p.143).

En las alteraciones cualitativas de la serie blanca los individuos inoculados del G1
presentaron neutrofilos con granulaciones toxicas, neutréfilos con nucleo en forma
de anillo y linfocitos reactivos; en su control (C1) agregaciones plaquetarias y

linfocitos reactivos.

Para el G2 en los individuos inoculados se encontraron mielocitos, metamielocitos,
neutréfilos con granulaciones toxicas, neutréfilos con nucleo en forma de anillo,
agregaciones plaquetarias y linfocitos reactivos; en su control (Cz2) agregaciones

plaquetarias y linfocitos reactivos.

En los individuos inoculados del Gs se reportaron mieloblastos, mielocitos,
neutréfilos con granulaciones toxicas, neutréfilos con nucleo en forma de anillo,
macroplaquetas y linfocitos reactivos; en su control (Cz) Unicamente agregaciones

plaquetarias.

La presencia de mieloblastos, metamielocitos y mielocitos en el extendido
sanguineo de los individuos inoculados supone una “desviacién a la izquierda
regenerativa y es consecuente a un aumento en el reclutamiento medular de
granulocitos, debido a mayores necesidades organicas estimuladas por el proceso

inflamatorio en curso” (Pérez et al., 2012; Reagan et al., 2019 p.45).

“La presencia de neutrdfilos con granulaciones téxicas y con nucleo en forma de

anillo son también un hallazgo indicativo de inflamacion y dafio téxico” (Harvey,
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2012 p.137; Sanz, 2016 p.22). Estas alteraciones ponen en manifiesto la respuesta

inflamatoria sistémica generada ante los distintos componentes del veneno.

Los linfocitos reactivos en los individuos control, son asociados a una “linfocitosis
benigna ligada a estrés transitorio” (Teggatz et al., citado por Hamad y Mangla,
2023). Sumado a ello, en los individuos inoculados este hallazgo también es
“‘producto de la estimulacion antigénica” (Gallo, 2014 p.96) generada ante las

proteinas presentes en el veneno.

La aparicion de macroplaquetas en los individuos inoculados del Gs, se atribuye a
“‘una marcada trombopoyesis activa” (Cowell et al., citados por Morales, 2023 p.29),
gue se da en respuesta a la hemorragia generada por las SVMPs del veneno
(Sanchez et al., 2017 p.2).

Mientras que, los agregados plaguetarios encontrados en algunos individuos
inoculados e individuos control, fueron considerados “artefactos que se dan por la
activacion y agregacion plaquetaria durante el proceso de extracciéon de sangre”

(Satue et al., citado por Morales, 2023 p.30).
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Figura 4

Alteraciones morfolégicas encontradas en hematologia del Gi, una hora post
inoculacion

Nota: (A) Equinocito tipo | (Flecha), Equinocito tipo Il (). (B) Neutrdfilo con
granulaciones toxicas. (C) Neutréfilo con nacleo en forma de anillo. (D) Linfocito

reactivo. Fuente: Autoria propia.
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Figura 5

Alteraciones morfolégicas encontradas en hematologia en el Gz, tres horas post
inoculacién
A TR

= ===

Nota: (A) Equinocito tipo | (Flecha 1), Equinocito tipo Il (Flecha 2). (B) Dacriocito.
(C) Rouleaux. (D) Mielocito. (E) Metamielocito. (F) Neutroéfilo con granulaciones
toxicas. (G) Neutroéfilo con nucleo en anillo. (H) Linfocito reactivo. Fuente: Autoria
propia.
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Figura 6

Alteraciones morfoldgicas encontradas en hematologia en el Gs, seis horas post
inoculacién

Nota: (A) Equinocito tipo | (Flecha 1), equinocito tipo Il (Flecha 2). (B) Dacriocito
(Flecha 1), neutréfilo con vacuolizacion (Flecha 2). (C) Esferocito. (D) Rouleaux. (E)
Mielocito. (F) Mieloblasto. (G) Neutréfilo con granulaciones toxicas. (H) Neutrdfilo
con ndcleo en forma de anillo. (I) Macroplaqueta. (J) Linfocito reactivo.

Fuente: Autoria propia.
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5.2 Alteraciones histoldgicas en tejido muscular y visceral inducidas por el veneno de Crotalus simus.
Tabla 8

Alteraciones histolégicas en tejido muscular encontradas en el grupo uno (G1)

" Alteraciones
Tejido Muscular i i i ! — -
Hemorragia Edema Infiltrado inflamatorio Congestién Degeneracioén celular
Control 1
1 hora post inoculacién X X X X

Nota: Alteraciones histolégicas encontradas en tejido muscular del grupo uno (G1). Fuente: Autoria propia.
Tabla 9

Alteraciones histolégicas en tejido visceral encontradas en el grupo uno (G1)

Alteraciones
Hemorragia | Edema Infiltrado Enfise- | Congestion | Degeneracion | Aumento | Depleciéon | Dilatacion
Tejido Visceral inflamatorio ma celular dela dela
pulpa pulpa roja
roja

Cerebro X
- Pulmon
g Corazoén X
5 Higado X
@)

Bazo

Rifién X

Cerebro X X
S -
o 2 Pulmén X X
a 9 _
© L; Corazén X
28 Higado X X
- £ Bazo X X X

Rifién X X X

Nota: Alteraciones histolégicas encontradas en tejido muscular del grupo uno (Gi). Fuente: Autoria propia.
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Tabla 10

Alteraciones histologicas en tejido muscular encontradas en el grupo dos (G»)

Alteraciones

Tejido Muscular , Infiltrado - .,
Hemorragia Edema . : Congestion Degeneracion celular
inflamatorio
Control 2
3 horas post inoculacién X X

Nota: Alteraciones histolégicas encontradas en tejido muscular del grupo dos (G2). Fuente: Autoria propia.

Tabla 11

Alteraciones histologicas en tejido visceral encontradas en el grupo dos (G>)

Alteraciones

Tejido Visceral

Hemorragia

Edema

Infiltrado
inflamatorio

Enfise-
ma

Congestién

Degeneracion
celular

Aumento

dela

pulpa
roja

Deplecién | Dilatacion
dela

pulparoja

Cerebro

Pulmoén

Corazoén

Higado

Control 2

x| X

Bazo

Rifion

Cerebro

Pulmoén

Corazoén

Higado

3 horas post
inoculacion

XIX|X]| X |X

Bazo

X

Rifn6N X

X

Nota: Alteraciones histologicas encontradas en tejido visceral del grupo dos (G2). Fuente: Autoria propia
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Tabla 12

Alteraciones histologicas en tejido muscular encontradas en el grupo tres (Gs)

Alteraciones

Tejido Muscular . Infiltrado . .,
Hemorragia Edema . . Congestién Degeneracion celular
inflamatorio
Control 3
6 horas p_qst X X
inoculacion

Nota: Alteraciones histolégicas encontradas en tejido muscular del grupo tres (Gs). Fuente: Autoria propia.

Tabla 13

Alteraciones histolégicas en tejido y visceral encontradas en el grupo tres (Ga)

Alteraciones

Tejido visceral

Hemorragia

Edema

Infiltrado
inflamatorio

Enfise-
ma

Congestién

Degeneracion

celular

Aumento
dela
pulpa
roja

Deplecién
dela
pulparoja

Dilatacion

Cerebro

Pulmoén

Corazén

Higado

Control 3

Bazo

XXX

Rifion

Cerebro

Pulmoén

Corazoén

Higado

6 horas post
inoculacion

X|X|X| X

Bazo

X

X

Rifién

X

X

Nota: Alteraciones histolégicas encontradas en tejido visceral del grupo tres (Gs). Fuente: Autoria propia.
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“La compleja composicion quimica de los venenos induce una amplia gama de

alteraciones fisiopatoldgicas en los diferentes tejidos” (Olivera y Manzano, 2020

p.35), “donde predominan por lo general, los efectos sistémicos sobre las lesiones

locales” (Pirela et al., citado por Gallegos et al., 2015 p.25).

Las alteraciones histolégicas encontradas en los diferentes tejidos de G, fueron:

e Tejido Muscular: hemorragia, edema, infiltrado inflamatorio y congestion.

e Tejido Visceral: cerebro: edema y congestion; pulmén: enfisema y

congestion; corazon: congestion; higado: hemorragia y congestion; bazo:
edema, congestion y aumento de la pulpa roja; riidn: hemorragia,
congestion, y dilatacion del espacio urinifero.

Alteraciones del individuo control (Ci): cerebro: congestion; corazon:

congestion; higado: congestion; rifion: congestion.

Para el Gz, las alteraciones histologicas encontradas fueron:

Tejido Muscular: edema e infiltrado inflamatorio.

Tejido Visceral: cerebro: edema y congestion; pulmon: hemorragia, enfisema
y congestion; corazon: hemorragia y congestion; higado: congestion y
degeneracion celular; bazo: depleciéon de la pulpa roja; rifidn: hemorragia y
congestion.

Alteraciones del individuo control (C2): corazon: congestion; higado;

congestién; rindn: congestion.

En el Gs, los individuos presentaron las siguientes alteraciones histologicas:

Tejido Muscular: edema e infiltrado inflamatorio.

Tejido Visceral: cerebro: edema y congestion; pulmén: infiltrado inflamatorio,
enfisema y congestion; corazén: hemorragia y congestion; higado:
congestién y degeneracion celular; bazo: infiltrado inflamatorio y deplecion
de la pulpa roja; rifidn: infiltrado inflamatorio y congestion.

Alteraciones del individuo control (Cs): corazdén: congestion; higado:

congestion; bazo: congestion.
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Debido a las escasas investigaciones sobre lesiones histopatoldgicas inducidas por
el veneno de la cascabel centroamericana (Crotalus simus), se procedié a la
comparacion con reportes en especies del mismo género, donde se describen

alteraciones que coinciden con las descritas en este estudio.

Olivera y Manzano (2020 p.33), estudiaron las lesiones inducidas por el veneno de

Crotalus durissus cumanensis en muasculo, corazén, higado y rifion, reportando:

En tejido cardiaco hiperemia, congestion y necrosis de Zenker; en musculo
esquelético hiperemia, infiltrado inflamatorio y necrosis de Zenker; en higado
hemorragia, congestion, telangiectasia e infiltrado inflamatorio y en rifién
hemorragia, infiltrado inflamatorio y colapso de los tabulos hasta la pérdida

de la arquitectura del 6rgano.

De la misma manera Rodriguez et al., (2014 p.3-6) en la evaluacion histopatolégica
de las alteraciones en higado, pulmén y musculo esquelético inducidas por el

veneno de Crotalus durissus cumanensis y Crotalus durissus vegrandis, reportan:

En higado, hepatocitos tumefactos, presencia de células de Kupffer e
hiperemia; en pulmoén hiperemia, enfisema, hemorragia y edema; en

musculo, edema, degeneracién y necrosis de Zenker e infiltrado inflamatorio.

La hemorragia presente en distintos 6rganos de los individuos inoculados, es
ocasionada por “la accion de las hemorraginas sobre la microvasculatura® (ICP,
2016 p.14). Siendo éstas segun Roldan (2019 p.14), metaloproteinasas
dependientes de Zinc responsables del efecto hemorragico, al degradar los
componentes de la membrana basal hasta causar la disrupcién de las paredes de

los vasos sanguineos que permite la extravasacion de eritrocitos.

El efecto hemorragico de las SVMPs es potenciado por la actividad de las
hialuronidasas (SVHAs) que “ademas de ser un factor de dispersién para los
distintos componentes del veneno, altera la integridad estructural de la matriz
extracelular, mediante la degradacion del acido hialuronico” (Girish et al., citados
por Roldan, 2019 p.16).
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El edema que se presenta consecuente a la accion de los componentes del veneno,

segun Vélez (2016 p.36), es originado por:

Los disturbios en la microvasculatura, ocasionados por la accion de las
hemorraginas y a su vez por la liberacion y sintesis de mediadores

inflamatorios que inducen un incremento en la permeabilidad vascular.

Una respuesta inflamatoria caracterizada por “la formacion de edema y la migracion
leucocitaria” (Ledn et al.,, 2015), es evidente en los individuos inoculados y es
consecuente al efecto proinflamatorio del veneno, el cual segun Uribe (2014 p.31)
estimula numerosos mediadores inflamatorios como las prostaglandinas,
leucotrienos, o6xido nitrico, etc., que interacttan de manera compleja y

desencadenan multiples procesos celulares y tisulares.

El enfisema pulmonar reportado en los individuos inoculados del G2 y Gs, se
relaciona al proceso inflamatorio severo desencadenado ante el ingreso de los
componentes del veneno. Ademas, “este hallazgo, se atribuye a la actividad de las
PLA2, SVMPs, SVSPs y las L- aminoacido oxidasa (LAAOs), que tienen la
capacidad de alterar la integridad de las distintas membranas celulares, causando
asi dano tisular” (Figueiredo et al., 2023 p.2).

Se reporta congestion en los grupos experimentales, hallazgo que se define segun
Zachary y Donald (2012 p.83) como:

Una ingurgitacion pasiva de un lecho vascular, causada generalmente por
una disminucién en el flujo de salida sanguineo, con un flujo de entrada
normal, que puede ocurrir de forma aguda. Se acomparfa de un aumento del
volumen sanguineo y de la presion arterial que genera una dilatacion capilar

y la consiguiente extravasacion.

En los individuos control la aparicion de esta alteracion esta asociada al método de
sacrificio empleado, el cual “no implicé un proceso de desangrado, lo que produce
la congestion de algunos 6rganos” (Necropsia en Mamiferos, 2016 p.2).
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Sumado a ello, este hallazgo en los individuos inoculados es asociado a las
alteraciones en la microvasculatura y membranas celulares provocadas por la
accion de los componentes del veneno y la respuesta inflamatoria en curso. “En
dependencia de la gravedad de la lesion al endotelio vascular, se acompafia de
edema o hemorragia de diferentes grados” (Zachary y Donald, 2012 p.167), como

se observa en el reporte de algunos 6rganos.

También se evidencié degeneracion celular hepatica en los individuos inoculados
del G2 y Gs, considerada segun Zachary y Donald (2012 p.410) un cambio zonal
ligado a la congestion hepética que produce hipoxia, consecuente a la estasis de la
sangre. De igual manera, en este proceso degenerativo influye la accién de las PLA2
que “afectan directamente la integridad de diferentes tipos celulares, al hidrolizar los
fosfolipidos de sus membranas plasmaticas” (Chinchilla, 2019 p.3), permitiendo asi
que el agua ingrese en grandes cantidades al interior de la célula y altere su

estructura.

En los individuos inoculados del G1, se reporta el aumento de la pulpa roja, hallazgo
gue se relaciona con “un proceso activo de hematopoyesis extramedular” (Dolian,
2018 p.7) originada por una elevada demanda de células sanguineas, consecuente
a la hemdlisis y hemorragia ocasionada por la actividad de las PLA2 y SVMPs

presentes en el veneno.

Caso contrario, los individuos inoculados del G2 y Gs, presentan deplecion de la
pulpa roja, considerada por (Hobbie et al., (2023 p.2) como una atrofia o lesion
degenerativa caracterizada por un descenso en la cantidad relativa de sus
componentes, incluyendo las células hematopoyéticas, esta degeneracion se

encuentra asociada al efecto citotdéxico de los componentes del veneno.

Ademas, se reporta dilatacion del espacio urinifero, catalogado como un tipo de
lesion renal aguda de origen multifactorial, que segun Uribe (2014 p.54) puede ser
secundaria a disturbios cardiovasculares, como hemolisis o coagulopatias, que
conduzcan a una hipoperfusion renal, asi mismo, es consecuente al efecto citotoxico

de algunos componentes del veneno que alteran la estructura organica.
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Figura 7

Alteraciones histolégicas encontradas en tejido muscular
- ¥ ',’ ‘ ¥

Nota: (A) Tejido muscular sin alteraciéon. (B) Edema (——) e infiltrado inflamatorio
(T). (C) Edema (———-). (D) Hemorragia (). Fuente: Autoria propia.
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Figura 8

Alteraciones histolégicas encontradas en tejido encefalico

> - =

Nota: (A) Tejido encefalico sin alteracion. (B) Congestion meningea () y edema
perivascular (———). (C) Edema perivascular (——). (D) Edema en sustancia
blanca (———-). Fuente: Autoria propia.
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Figura 9

Alteraciones histolégicas encontradas en tejido pulmonar
, . = -

[ - —
r N T

Nota: (A) Tejido pulmonar sin alteracién. (B) Enfisema («—), hemorragia (). (C)
Congestién () enfisema («—). (D) Infiltrado inflamatorio (). Fuente: Autoria

propia.
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Figura 10

Alteraciones histoldgicas encontradas en tejido cardiaco

Nota: (A) Tejido cardiaco sin alteracion. (B) Hmorragia (). (C) Congestic’)n en

miocardio (—). (D) Congestién en pericardio (T). Fuente: Autoria propia.
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Figura 11
Alteraciones histologicas encon
““.: cxed] .,'A 3 s Ak L

tradas en tejido hepatico

4

Nota: (A) tejido hepatico sin alteracién. (B) hemorragia () y congestion ( 4).(©
degeneracion de hepatocitos (O). (D) vacuolizacion citoplasmatica (4 ). Fuente:

Autoria propia.
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Figura 12

} I i

Nota: (A) | | n (O). (C) Edema (——i).
(D) Infiltrado inflamatorio en la capsula del bazo ([]). (E) Aumento de la pulpa roja.

(F) Deplecion de la pulpa roja. Fuente: Autoria propia.
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Figura 13

Alteraciones histolégicas encontradas en tejido renal

Nota: (A) Tejido renal sin alteraciéon. (B) Aumento del espacio urinifero (———) y

congesti()n(T). (C) Hemorragia (O). (D) Infiltrado inflamatorio ([]). Fuente: Autoria

propia.
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VI. CONCLUSIONES

A través de las lesiones reportadas en esta investigacion es posible inferir que el
veneno de Crotalus simus presente en Nicaragua, ademas de producir cambios de
manera directa por la accion de sus componentes proteicos, induce alteraciones
secundarias al proceso inflamatorio y a mecanismos compensatorios desarrollados

por el organismo durante el envenenamiento.

En hematologia, en los individuos inoculados se encontraron las siguientes
alteraciones:

e En el Gy, eritrocitopenia, SPT elevados, leucocitosis, neutrofilia, eosinofilia,
linfocitosis, monocitosis, trombocitosis, plasma ictérico, anisocromia,
poiquilocitosis, equinocitosis tipo |1 y I, cuerpos de Howell-Jolly, neutréfilos
con granulaciones toxicas y con ndcleo en forma de anillo y linfocitos
reactivos.

e En el G2, hematocrito disminuido, eritrocitopenia, SPT elevados, leucocitosis,
neutrofilia, linfocitosis, trombocitosis, plasma ictérico y hemolizado,
anisocromia, poiquilocitosis, anisocitosis, células diana, esferocitos,
dacriocitos, cuerpos de Howell-Jolly, rouleaux, metamielocitos y mielocitos,
neutroéfilos con granulaciones téxicas y nacleo en forma de anillo y linfocitos
reactivos.

e En el Ggs, eritrocitosis y SPT elevados, leucocitosis, neutrofilia, basofilia,
linfocitosis y trombocitosis plasma ictérico, anisocromia, poiquilocitosis,
células diana, esferocitos, dacriocitos, cuerpos de Howell-Jolly, rouleaux,
mieloblastos y mielocitos, neutréfilos con granulaciones téxicas y nacleo en

forma de anillo, macroplaquetas y linfocitos reactivos.

En histopatologia, en los individuos inoculados se encontraron las siguientes

alteraciones:

e En el Gi, en musculo, congestion, edema, hemorragia e infiltrado
inflamatorio; en cerebro congestion y edema; en pulmoén congestion vy

enfisema; en corazon congestion; en higado congestion y hemorragia; en
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bazo congestion, edema aumento de la pulpa roja; en rifidbn congestion,
hemorragia, y dilatacion del espacio urinifero.

e En el G2, en musculo, inflamacion y edema; en cerebro, congestion y edema;
en pulmdn, congestion, enfisema y hemorragia; en corazon, congestion y
hemorragia, en higado, congestion y degeneracién celular; en bazo,
deplecion de la pulpa roja y en rifion, congestion y hemorragia.

e Gz, en musculo, edema e infiltrado inflamatorio; en cerebro, edema y
congestion; en higado, congestion y degeneracion celular; en bazo,
deplecién de la pulpa roja e infiltrado inflamatorio; en rifién, congestion e

infiltrado inflamatorio.

Basado en estas alteraciones, es posible concluir que el veneno de C. simus adulta
se caracteriza por poseer accion principalmente hemotéxica, coincidiendo con la
variacion ontogénica reportada por diversos autores; siendo capaz de inducir
disturbios hemodindmicos y proinflamatorios, debido a la respuesta exacerbada
como resultado del dafio tisular. Asi mismo, las lesiones estructurales en higado,

riion y pulmaon atribuyen actividad hepatotdxica, nefrotoxica y neumotoéxica.
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VIl. RECOMENDACIONES

Para determinar la amplitud de las alteraciones musculares y viscerales
inducidas por el veneno de C. simus con mayor precision se sugiere en
futuras investigaciones analizar marcadores bioquimicos especificos de dafio
tisular y alteraciones funcionales priorizando tiempo de coagulacion, perfil

renal, perfil hepatico y saturacién de oxigeno.
Desarrollar un analisis epidemioldgico a nivel nacional que permita elaborar

una base de datos sobre la incidencia de accidentes ofidicos en animales

domésticos y de produccion.
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IX ANEXOS

Anexo a

Ejemplar adulto de Crotalus simus

Nota: Vista dorsal de Crotalus simus. Fuente: Berroneau (2017).

Anexo b

Aparato ponzofioso de Crotalus simus

Orificio nasal

Ojo sin parpado

Glandula de veneno

Cobertura del
colmillo

Colmillo

Colmillos de repuesto

Dientes de agarre

Dientes de presion

Tejido elastico debajo
de la mandibula

Lengua
Nota: Estructura anatébmica del aparato inoculador de Crotalus simus.
Fuente: Pérez (2012).
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Anexo ¢

Centrifugado del veneno

Nota: Centrifugado del veneno a
2000 rpm. durante 15 minutos.
Fuente: Autoria propia.

Anexo e

Colocacion del sedimento en vial

Anexo d

Eliminacion del sobrenadante

Nota: Eliminacion del sobrenadante
del veneno para posterior dilucion
del sedimento. Fuente: Autoria
propia.

Anexo f

Dilucion del veneno en agua
destilada

Nota: Colocacién del sedimento del
veneno en vial para su dilucion.
Fuente: Autoria propia.

Nota: Diluciébn del veneno agua
destilada para su inoculacion.
Fuente: Autoria propia.



Anexo g

Pesaje de ratones Mus musculus

Nota: Pesajes de los ratones para
calcular dosis de inoculacion.
Fuente: Autoria propia.

Anexo |

Inoculacion del veneno de Crotalus

Nota: Inoculacion del veneno de
Crotalus simus por via
intraperitoneal. Fuente:
Autoria propia.
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Anexo h

Sedacioén de ratones Mus musculus
con Cloroformo al 4%

Nota: Sedacion de los individuos
sometidos al estudio. Fuente:
Autoria propia.

Anexo |

Individuos post inoculacién

Nota: Grupos experimentales de
individuos inoculados.
Fuente: Autoria propia.



Anexo k

Ratones sacrificados por el método
de dislocacion cervical

£
Nota:

inoculados e
individuo control, sacrificados con el
método de dislocacion cervical.
Fuente: Antoria propia.

Ratones

Anexo m
Diseccion de raton
s T ; ,

> .

_— e Ly
' 9

‘ s { )

Nota: Diseccion de ratén para toma
de muestra de tejidos viscerales y
muscular. Fuente: Autoria propia.
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Anexo |

Toma de muestra sanguinea

Nota: Toma de muestra sanguinea
por puncion cardiaca.
Fuente: Antoria propia.

Anexo n

Muestras para remision

Nota: Muestras rotuladas para

laboratorio  de
CEVEDI.

remision  al
patologia
Fuente: Autoria propia.



Anexo i

Ficha de Protocolo Experimental

UCC
PROTOCOLO EXPERIMENTAL
N* Grupo:
| N Individuo | Peso Sedacion Hora | Dosisdeinoculacion |  Hora Sacrificio Hora

Nota: Ficha de Registro y control. Fuente: Autoria propia.
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