Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XIX, N° 4, 408 - 413, 2009

CAMBIOS SERICOS EN LAS ENZIMAS ALT, AST, FA, CK-TOTAL
Y LDH INDUCIDOS POR VENENO DE Crotalus durissus
cumanensis EN RATONES Balb/C

Serum Changes in ALT,AST,FA CK-TOTAL and LDH Enzymes Induced by the Venom
of Crotalus durissus cumanensis Snake in Mouse Balb/C

José Noriega-Alvarado, David Colmenarez, Alexander Mogollon, Nelson Marquez, Virgilio Hernandez y Mirleny Pérez

Laboratorio de Toxicologia del Decanato de Ciencias Veterinarias de la Universidad Centroccidental “Lisandro Alvarado”.
Barquisimeto, Venezuela. E-mail: jnoriega@ucla.edu.ve

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue medir los cambios séricos en
las enzimas ALT, AST, FA, CK-TOTAL Y LDH inducidos por ve-
neno de Crotalus durissus cumanensis en ratones balb/c que
fueron inoculados con veneno crudo a una dosis de 0,75 mg pro-
teinas/kg via intraperitoneal, y los controles con solucién fisiolégi-
ca. Las muestras fueron obtenidas a diferentes intervalos de
tiempo post inyeccion (1; 3; 6; 12 'y 24 h) y se determind la activi-
dad de las enzimas: Alanina Aminotransferasa (ALT), Aspartato
Aminotransferasa (AST), Fosfatasa Alcalina (FA), Creatina cina-
sa-total (CK-total) y Lactato Deshidrogenasa (LDH). Se observd
diferencia significativa (P<0,05) en las ALT a partir de 1h post in-
yeccion hasta la 6h y (P<0,01) desde la 12h a las 24h con un va-
lor maximo de 181 U/L a las 24h. La AST presenté un aumento
significativo entre las 1h y las 24h, y entre las 3h y 12h alcanzan-
do un maximo de 1066,8 U/L a las 6h, mientras que en la FA
esta diferencia se observo desde la 12h a las 24h con un maxi-
mo de 201,6 U/L a las 12h. La CK- Total comienza a incremen-
tarse a partir de la 1h post inyeccion, pero este incremento es
significativo (P<0,01) desde las 6h hasta las 24h. La enzima LDH
no presenta diferencias significativas en la 1h post inyeccion, sin
embargo, experimenta un aumento significativo (P<0,01) desde
la 3h y se mantiene a las 24h con un valor maximo 1390,2 U/L.
El incremento de ALT, AST, y FA sugiere dafio hepatico. Los re-
sultados obtenidos en la determinacion de la CK-total y LDH pu-
dieran indicar un dafio de la musculatura del tejido cardiaco y/o
esquelético en las primeras 24h de exposicién al veneno de Cro-
talus durissus cumanensis.
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ABSTRACT

The objective of the present work was to measure the serum
changes in the enzymes ALT, AST, AF, TOTAL-CK and LDH
induced by the venom of Crotalus durissus cumanensis in
Balb/C mice which been inoculated with crude venom in a
doses of 0.75 mg/kg by intraperitoneal way, and the control
with physiological solution. The samples were obtained at dif-
ferent intervals post-injection (1, 3, 6, 12 and 24 h) and was
determinated the activity of the enzymes: Alanine Aminotrans-
ferase (ALT), Aspatate Aminotransferase (AST) and Alkaline
Phosphatase (AF); Total Creatin Kinase (TCK) and Lactate
Deshidrogenase (LDH). There was significant difference
(P<0.05) in the ALT since the 1h post-injection to the 6h and
high significant (P<0.01) since the 12h to the 24h with a maxi-
mum value of 181 U/L at the 24h, the AST show a significant
rise between the 1h and the 24h, higher significant between
3h and 12h reaching a maximum of 1066,8 U/L at the 6h,
while the AF this difference was observed since the 12h to the
24h; with a maximum of 201,6 U/L. The Total-CK begin to rise
since the 1h post-injection, but this increase is higher signifi-
cant (P<0.01) since the 6h to the 24h. The enzyme LDH didn’t
show significant difference at the 1h post-injection, however it
show a rise higher significant (P<0.01) since the 3h a keep at
the 24h with a maximum value 1390.2 U/L. The rise of ALT,
AST and AF in this study suggests hepatic injury. The results
obtained in the determination of the TOTAL-CK and LDH may
indicated an injury at the cardiac and/or skeletal muscle at the
first 24 hours after the exposure to the Crotalus durissus cu-
manensis venom.
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INTRODUCCION

En Venezuela existen varios géneros de serpientes ve-
nenosas entre ellas el Crotalus, que contempla 3 especies:
Crotalus vegrandis, Crotalus pifamorum [14] y Crotalus du-
rissus la cual presenta dos subespecies Crotalus durissus cu-
manensis y Crotalus durissus ruruima [10]. La Crotalus du-
rissus cumanensis (cascabel comun) es la serpiente del géne-
ro Crotalus mas abundante en Venezuela, en especial en zo-
nas bajas y secas pero en ocasiones suele encontrarse en
bosques y zonas de 2500 m. de altura [15]. Los venenos de
las serpientes cascabel contienen un gran numero de protei-
nas farmacolégica y bioquimicamente activas, comparado con
el veneno de otras familias de serpientes, son las mas comple-
jas y contienen proteinas de mayor peso molecular, entre los
componentes que lo conforman se encuentran los polipépti-
dos, que han sido clasificados en base a su actividad proteoli-
tica, hemolitica, y neurotoxica [22], causantes de los dafios ti-
sulares [27]. En varias investigaciones ha sido bien estudiado
las alteraciones sistematicas y locales inducidas por el veneno
de Crotalus en animales de experimentacion [6, 8, 21, 23]. Sin
embargo, la variabilidad de los venenos de serpientes no es
sélo entre especies de la misma familia, sino también puede
deberse a la situacion geografica [5], la dieta, las condiciones
de cautiverio, la técnica para la extraccion, asi como, las vias
de inoculacion del veneno, lo que justifica realizar estudios
continuos de los efectos que produce el veneno de serpientes,
en los animales de experimentacion.

En los tejidos de los seres vivos se encuentran enzimas
caracteristicas que soélo se detectan en la sangre cuando se
lesionan o destruyen las células que las contienen, la presen-
cia de tales enzimas especificas en el torrente sanguineo, en
cantidades significativas, sugiere dafio tisular, entre las prue-
bas de funcién hepatica comunmente disponibles se incluyen
la determinacion de las transaminasas: la alanina amino trans-
ferasa (ALT) y aspartato aminotransferasas (AST) (hace mas
de 25 afios denominadas transaminasa glutamico piravica
(TGP) y transaminasa glutamico oxaloacética (TGO), respecti-
vamente y la Fosfatasa Alcalina (FA) [17]. La enzima creatina
cinasa (CK) es un regulador significativo en la produccion de
fosfato de alta energia, utilizado por el tejido contractil, que
puede encontrase en la musculatura lisa, estriada y en el tejido
cerebral. Su concentracion sérica ha sido empleada como indi-
cador del dafio tisular, especificamente en el tejido esquelético
y cardiaco [25], esta enzima tiene tres isoformas citoplasmati-
cas (CK-MM, CK-MB y CK-BB), la determinacion de CK pro-
porciona informacion sustancial del dafio celular de estos teji-
dos y ademas es util en el diagnostico de neoplasias malignas
localizadas en el tracto gastrointestinal [25]. Otros marcadores
con actividad enzimatica que pueden ser empleados para
determinar dafio cardiaco son: la deshidrogenasa lactica
(LDH) y sus isoformas [28] y AST [19], las cuales son de bajo
costo. La LDH es una enzima que se encuentra en muchos te-
jidos del cuerpo, tales como el corazén, higado, rifiones, mus-

culos, eritrocitos, cerebro y los pulmones, su elevacion en el
suero es un signo de dafio tisular, es valiosa para el diagnésti-
co y seguimiento del infarto agudo de miocardio. Esta enzima
posee 5 isoenzimas. En caso de dafio tisular a nivel cardiaco
se presentan mayormente aumentos de las isoformas 1y 2 de
la LDH [16]. El objetivo del presente trabajo fue medir los cam-
bios séricos en las enzimas ALT, AST, FA, CK-TOTAL Y LDH
inducidos por veneno de Crotalus durissus cumanensis en ra-
tones balb/c.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizd con el veneno de la serpiente Cro-
talus durissus cumanensis proveniente del laboratorio de To-
xicologia del Decanato de Ciencias Veterinarias (DCV) de la
Universidad Centroccidental “Lisandro Alvarado” (UCLA) Bar-
quisimeto-Venezuela, la obtencion del mismo se realizé por
ordefio manual. Los ratones utilizados pertenecian a la cepa
Balb/C proveniente del bioterio de la UCLA. Se utilizaron 50
ratones divididos en 10 grupos, distribuidos en 5 grupos ex-
perimentales inoculados via intraperitoneal con un pool de
veneno de 10 serpientes Crotalus durissus cumanensis a do-
sis de 0,75mg de proteina/kg de peso ratén, y 5 grupos con-
troles que fueron inoculados con solucién fisiolégica a una
dosis Unica de 50uL. Las muestras de sangre se obtuvieron
por extraccion intracardiaca, a diferentes horas post inocula-
cion (1h, 3h, 6h, 12h y 24h), respectivamente. Se centrifuga-
ron a 800 g por 10 minutos, en el suero obtenido se determi-
naron las enzimas mediante el uso de kit comercial de ALT,
AST, FA, (Invelab) CK-total y LDH (Invelab), en un fotocolori-
metro (Q Omega IV, EUA).

Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza y comparacién de me-
dias utilizando el paquete estadistico SPSS version 10,0, se
tomoé como nivel de significancia un intervalo de confianza de
95% (P<0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la FIG. 1 se puede observar que el grupo experimen-
tal presentd un aumento significativo (P<0,05) de los niveles
de ALT a partir de la 1h hasta las 6h y altamente significativa
(P<0,01) a partir de las 12h, alcanzando un maximo de 181
U/L a las 24h. La ALT es una enzima que se considera especi-
fica para determinar dafio del tejido hepatico [24], resultados
similares se reportan en otra especie del mismo género Crota-
lus durissus terrificus, donde se observa un pico maximo a las
24h [1]. Mientras que para otras especies como Bothrops as-
per y Botrhops alternatus donde se emplearon dosis superio-
res a la utilizada en este estudio, la ALT tiene un pico maximo
a las 9h pero con valores de ALT menores que los encontra-
dos en esta determinacion [7, 26]. Esto pudiera indicar que el
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FIGURA 1. CONCENTRACION SERICA DE LA ENZIMA ALT
EN RATONES BALB/C INOCULADOS CON 0,75 mg/kg DE
VENENO DE Crotalus durissus cumanensis A DIFEREN-
TES INTERVALOS POST-INYECCION/ ALT CONCENTRATION
IN SERUM OF BALB/C MICE INOCULATED WITH 0.75 mg/kg OF VE-
NOM OF Crotalus durissus cumanensis AT DIFFERENT INTERVALS
POST-INYECTION.

veneno de Crotalus durissus cumanensis es mas toxico en el
tejido hepatico que el de otras especies.

La FIG. 2 muestra el incremento significativo (P<0,05) de
la AST en la 1h y 24h, altamente significativo (P<0,01) entre
las 3h y las 12h alcanzando un maximo de 1066,8 U/L a las 6
h. La enzima AST, esta presente como isoenzimas citosolicas
y mitocondriales en numerosos tejidos [19], en este estudio, la
inyeccion del veneno produjo una variacion de la actividad de
la enzima AST que es indicativo junto con la ALT de un dafio
hepatico; sin embargo, puede aumentar también en respuesta
a un dafio muscular severo [17]. En trabajos realizados sobre
la misma especie Crotalus durissus terrificus presentan un
pico maximo de esta enzima a las 24h [1], lo que pudiera refor-
zar la hipétesis de que el veneno de la especie en estudio es
mas téxico y/o pudiera estar afectando otros tejidos donde se
encuentra esta enzima, sin embargo, en otras especies de ser-
pientes (Bothrops asper y B. alternatus) la AST aumenta entre
3y 9 horas [7, 26]. La FIG. 3 muestra que durante las 6 prime-
ras horas post-inoculacion del veneno de Crotalus durissus cu-
manenses la concentracion sérica de la actividad de la enzima
FA se mantiene estable, produciéndose entre las 12 y hasta
las 24h un aumento altamente significativo (P<0,01), obser-
vandose un pico maximo a las 12h. La FA es una enzima pre-
sente principalmente en tejido hepatico y éseo, su incremento
puede ser fisiologico o patoldgico, aunque su mecanismo fisio-
légico no esta aclarado, se piensa que la produccion de FA au-
menta en los tejidos bajo estimulacion metabdlica y su aumen-
to patolégico se debe mayormente a trastornos hepatobiliares
[12]. En investigaciones anteriores se ha estudiado las altera-
ciones sistémicas inducidas por el veneno de Crotalus en ani-
males de investigacion [8], sin embargo, poco se conoce sobre
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FIGURA 2. CONCENTRACION SERICA DE LA ENZIMA AST
EN RATONES BALB/C INOCULADOS CON 0,75 mg/kg DE
VENENO DE Crotalus durissus cumanensis A DIFEREN-
TES INTERVALOS POST-INYECCION/ AST CONCENTRATION
IN SERUM OF BALB/C MICE INOCULATED WITH 0.75 mg/kg OF VE-
NOM OF Crotalus durissus cumanensis AT DIFFERENT INTERVALS
POST-INYECTION.
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FIGURA 3. CONCENTRACION SERICA DE LA ENZIMA FA
EN RATONES BALB/C INOCULADOS CON 0,75 mg/kg DE
VENENO DE Crotalus durissus cumanensis A DIFEREN-
TES INTERVALOS POST-INYECCION/ AF CONCENTRATION IN
SERUM OF BALB/C MICE INOCULATED WITH 0.75 mg/kg OF VENOM
OF Crotalus durissus cumanensis AT DIFFERENT INTERVALS POST-
INYECTION.

el efecto del veneno de Crotalus sobre la actividad de la FA.
Resultados similares se han descrito en estudios sobre
alteraciones en las pruebas de bioquimica clinica que induce
el veneno de Crotalus durrisus terrificus en caninos (Canis fa-
miliaris), indicando un aumento de FA entre las 24 y 48h des-
pués de la inyeccion intramuscular del veneno [4]. Estudios
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realizados en otras especies como Bothrops asper indican que
la concentracion sérica de FA disminuye por induccion del ve-
neno de este género de serpiente [2], mientras que estudios
realizados en veneno crudo y fraccionado de Bungarus caeru-
leus aumenta la concentracion sérica de FA en los animales
de experimentacion [13, 18]. La FIG. 4 muestra que la concen-
tracion sérica de creatina cinasa-total comienza a incrementar-
se a partir de 1h post inyeccion, pero este incremento se hace
altamente significativo (P<0,01) desde las 6h hasta las 24h
post inyeccion. La enzima CK-total puede encontrarse en la
musculatura estriada, lisa y en el tejido cerebral, y sus concen-
traciones séricas han sido empleadas como indicadores del
dafo tisular especificamente en el tejido esquelético y cardia-
co [25]. En este orden de ideas, investigaciones realizadas con
la misma especie describieron alteraciones ultraestructurales
del tejido cardiaco en ratones a partir de las 6h post inyecciéon
[9], lo que coincide con el aumento de la actividad de la CK-to-
tal encontradas en este estudio reforzando la hipétesis del
dafo al tejido cardiaco. Por otra parte, en estudios empleando
el veneno de la especie Crotalus durissus terrificus se determi-
né que la actividad maxima de esta enzima se alcanza a las
9h post inoculacién del veneno [1]. Se han obtenido resultados
similares en especies de otras serpientes venenosas donde la
CK-total aumenta por inyeccion de la fraccibn miotéxica de
Bothrops provocando rapidamente, la liberacion de creatina ci-
nasa, alcanzando un valor de 4090 U/L luego de 4h, y dismi-
nuyendo a valores casi normales después de 24h [11]. Estu-
dios en humanos indican que el incremento de CK-total con-
juntamente con AST y LDH en pacientes victimas de mordedu-
ras por Crotalus durissus terrificus muestran un patrén similar
al observado en el infarto agudo al miocardio [3], todos estos
hallazgos sugieren que al igual que el de otras especies el ve-
neno de la Crotalus lesiona el tejido cardiaco. La FIG. 5 mues-
tra que durante la primera hora post-inoculacién del veneno de
Crotalus durissus cumanensis, la actividad de la enzima LDH
no presenta diferencias significativas, sin embargo, experimen-
ta un aumento altamente significativo (P<0,01) desde la 3h y
se mantiene en constante incremento aun a las 24h post in-
yeccion con un valor maximo 1390,2 U/L. La LDH y sus isofor-
mas son utilizadas como herramienta diagnéstica de dafio en
tejido cardiaco [28]. Poco se conoce sobre el efecto del vene-
no de Crotalus sobre la actividad de la LDH, sin embargo, en
otras especies como Bothrops brazili se muestra una eleva-
cién de LDH a sus niveles maximos desde la media hora hasta
la primera hora, provocando un incremento de su concentra-
cién de casi 14 veces su valor inicial en los ratones inoculados
con este veneno [20], a diferencia de lo encontrado en el pre-
sente estudio donde su aumento fue de 3,8 veces su valor ini-
cial. Esto puede sugerir que el tejido es mas susceptible al ve-
neno de Bothrops. El Bungarus coeruleus induce un aumento
del 6% de la actividad de LDH en ratones de experimentacion
[18]. Los resultados obtenidos en este estudio en la determina-
cion de la CK y LDH pudieran indicar un dafio de la musculatu-
ra del tejido cardiaco y/o esquelético en las primeras 24h de
exposicion al veneno de Crotalus durissus cumanensis.
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FIGURA 4. CONCENTRACION SERICA DE LA ENZIMA CK-
TOTAL EN RATONES BALB/C INOCULADOS CON 0,75
mg/kg DE VENENO DE Crotalus durissus cumanensis A
DIFERENTES INTERVALOS POST-INYECCION /CK CONCEN-
TRATION IN SERUM OF SERUM LEVELS OF BALB/C MICE INOCULA-
TED WITH 0.75 mg/kg OF VENOM OF Crotalus durissus cumanenses
AT DIFFERENT INTERVALS POST-INYECTION.
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FIGURA 5. CONCENTRACION SERICA DE LA ENZIMA LDH
EN RATONES BALB/C INOCULADOS CON 0,75 mg/kg DE
VENENO DE Crotalus durissus cumanensis A DIFEREN-
TES INTERVALOS POST-INYECCION /LDH CONCENTRATION
IN SERUM OF BALB/C MICE INOCULATED WITH 0.75 mg/kg OF VE-
NOM OF Crotalus durissus cumanensis AT DIFFERENT INTERVALS
POST-INYECTION.

CONCLUSIONES

El veneno crudo de la serpiente Crotalus durissus cuma-
nensis produce aumentos en la actividad de las enzimas ALT,
AST y FA lo cual sugiere dafio hepatico.
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El aumento producido por la inoculacion del veneno so-

bre la actividad de las enzimas CK-total, AST y LDH sugiere
dafio al tejido muscular cardiaco y/o cerebral.

La presencia de cambios en la actividad de las enzimas

ALT, AST, FA, CK-total y LDH surgiere que adicionalmente al
mecanismo de accién neutotdxico del veneno de la serpiente
cascabel Crotalus durissus cumanensis, este posee accion di-
recta sobre el tejido muscular estriado y hepatico.
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