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RESUMEN

Se investigaron los efectos hemodinámicos del azul de metile-
no (AM) antes de administrar una dosis única (1,5 mg/kg, IV)
de veneno total (VT) de Crotalus durissus cumanensis. Doce
ratas machos adultas fueron subdivididas en dos grupos: gru-
po I, 6 ratas tratadas con VT y grupo II, 6 ratas tratadas con
solución AM al 2% (dosis única: 2 mg/kg, IV), 40 min después,
se administró VT, como en el grupo I. Previamente, cada rata
fue anestesiada con una mezcla de azaperona:ketamina. Se
canuló la arteria y vena femoral para el registro de presión ar-
terial directa y administración de soluciones, respectivamente.
La frecuencia cardiaca (FC) se estimó usando registros elec-
trocardiográficos. Se midió presión arterial media (PAM) y FC
antes y después de administrar las soluciones (5; 10; 20 y 30
minutos post-administración). El efecto del VT y del VT+AM
sobre las variables, se analizó por ANOVA para muestras se-
riadas en el tiempo. Los resultados demuestran caída de PAM
(87,0 ± 8,4 a 31,8 ± 3,6 mmHg) y FC (260,0 ± 12,7 a 170,0 ±
10,0 lat/min) en grupo I, a 5 min de la administración del VT.
Los valores descendieron durante 10 min, hasta la muerte de
los animales. El grupo II no mostró cambios significativos
(P>0,05) en PAM y FC post-AM durante 40 min. Seguidamen-
te se inyectó VT y la PAM cayó de 73,0 ± 6,6 a 27,0 ± 2,8
mmHg y FC de 360,0 ± 9,9 a 180,0 ± 9,0 l/min, similar
(P>0,05) al grupo I. Transcurridos 10 min, hubo recuperación

de variables, alcanzando a los 30 min valores de 72,6 ± 7,9
mmHg y 360 ± 11 lat/min, respectivamente, con sobrevivencia
del 100% a las 24h. Considerando que AM inhibe la guanilato
ciclasa soluble, el blanco celular del oxido nítrico (ON), VT pu-
diera activar al ON, siendo éste parcialmente responsable de
los cambios hemodinámicos observados. Azul de metileno po-
dría representar una potencial herramienta terapéutica útil en
el shock circulatorio inducido por una dosis letal de VT.

Palabras clave: Azul de metileno, presión arterial media, fre-
cuencia cardíaca, ratas, Crotalus, cascabel
venezolana.

ABSTRACT

The effects of pre treatment with methylene blue (MB) on the
cardiovascular effect caused by the administration of total
venom (TV) of Crotalus durissus cumanensis was studied in
adult rats, allocated into two groups: group I, six rats treated with
TV (single dose: 1.5 mg/kg, IV) and group II, six rats treated with
a 2% solution of methylene blue (single dose: 2 mg/kg, IV) and
forty min later, TV was injected as in group I. Before the onset of
the experiments, each rat was anesthetized with azaper-
one:ketamine. The femoral artery and vein were cannulated to
record blood pressure (mean arterial pressure: MAP) and to in-
fuse solutions, respectively. Heart rate (HR) was estimated by
electrocardiography. MAP and HR were measured before and
after the treatments (5, 10, 20 and 30 min). Differences between
treatments were estimated by repeated measures ANOVA. A
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sudden (5min) reduction in MAP (from 87.0 ± 8.4 to 31.8 ±
3.6mmHg) and HR (from 260.0 ± 12.7 to 170.0 ± 10.0 lat/min)
was observed in group I. This reduction was steadily during the
first 10 min, followed by death in all treated rats. Rats in group
II did not exhibit significant (P>0.05) changes in MAP and HR
after the administration of methylene blue. Forty min later, TV
was injected causing a reduction in MAP (73.0 ± 6.6 to 27.0 ±
2.8mmHg) and HR (360.0 ± 9.9 to 180.0 ± 9.0 l/min). After 10
min, the MAP and HR returned to baseline levels, reaching
72.6 ± 7.9 mmHg and 360.0 ± 11.0 lat/min, respectively, with a
100% survival at 24h. Methylene blue inhibits soluble guany-
late cyclase, the cellular target of nitric oxide (NO). Therefore,
the possibility exists that this venom might activate the produc-
tion and release of NO, contributing to the observed hypoten-
sion and bradycardia. Since MB restored these haemodynamic
variables and avoided the venom-evoked death at 24 hours, it
might be a potential useful therapeutic tool to control the shock
caused by this total venom.

Key words: Methylene blue, mean arterial pressure, heart
rate, rats, crotalus, Venezuelan rattlesnake.

INTRODUCCIÓN

Los accidentes ofídicos por serpientes del género Crota-

lus, representan un problema de salud en las zonas tropicales
y subtropicales del mundo [19], el cual puede afectar, tanto a
seres humanos como animales domésticos. El agente crotálico
puede ser responsable de acciones simultáneas sobre los sis-
temas cardiovascular, respiratorio y nervioso, así como en
sangre y otros tejidos [17].

El veneno de las serpientes del género Crotalus posee
agentes capaces de producir efectos cardiotóxicos y neurotóxi-
cos [3]. Las alteraciones agudas en presión arterial, así como
de la respiración (apnea), no dependen de la crotamina, sino
de algún otro componente del veneno crotálico, con propieda-
des farmacológicas vinculadas al desarrollo del shock y tras-
tornos respiratorios [25]. La crotoxina es la principal proteína
del veneno de Crotalus durissus terrificus, la cual está com-
puesta por una fosfolipasa básica y una subunidad acídica con
actividad intrínseca de fosfolipasa A2 [21].

El veneno crotálico produce shock comparable al obser-
vado en el curso del shock anafiláctico e histamínico [4, 21]. El
oxido nítrico (ON) es un mediador central de los cambios he-
modinámicos asociados a diferentes tipos de shock, incluyen-
do: séptico, anafiláctico y endotóxico. Estos últimos se carac-
terizan por presentar hipotensión prolongada, mala distribución
de la sangre y muerte [15]. Así, la excesiva producción de ON
puede causar shock circulatorio, daño microvascular y falla en
múltiples órganos [7]. Parte de la hipotensión asociada a la
producción excesiva de ON durante el shock, se vincula con
una vasodilatación acentuada debido a la activación de la gua-
nilato ciclasa soluble (GCs) citoplasmática, resultando en la
producción de guanosil monofosfato cíclico (GMPc), relajación

del músculo liso vascular y caída en la resistencia periférica y
la presión arterial [2].

El ON se sintetiza por la enzima óxido nítrico sintetasa
(ONS). Se han descrito al menos dos subtipos generales de
ONS: 1) la enzima constitutiva (ONSc), la cual está constante-
mente activa y se expresa, tanto en neuronas como en el en-
dotelio; y 2) la enzima inducible (ONSi), la cual es activada
bajo la influencia de endotoxinas y citoquinas durante proce-
sos inflamatorios. La activación de la ONSi en el endotelio y
musculo liso vascular, resulta en un incremento en la síntesis
de ON y el subsecuentemente incremento en la concentración
de GMPc, conduciendo a vasodilatación, depresión miocárdi-
ca, e incremento en la permeabilidad vascular [10]. Al mismo
tiempo, la producción de ON vía ONSi en los leucocitos, tam-
bién contribuye al desarrollo de shock durante la respuesta in-
flamatoria sistémica [2, 16].

La inhibición de la producción excesiva de ON podría
prevenir la vasodilatación sistémica y reducir la injuria micro-
vascular [7]. Los análogos de la L-arginina pueden revertir los
efectos hemodinámicos asociados al ON, sin embargo, no es-
capan de efectos colaterales adversos [15]. El azul de metile-
no (AM) (C16H18ClN3S) es un inhibidor no selectivo combinado
de la GCs y la ONSi en células musculares lisas [8, 13], el cual
ha sido estudiado en animales con endotoxemia y pacientes
humanos con shock séptico. Estudios en diferentes modelos
de sepsis experimental en animales indican los beneficios he-
modinámicos de la infusión de AM durante el shock endotóxi-
co, donde se reporta un aumento de la presión arterial media y
la resistencia vascular periférica, con un efecto menor sobre el
gasto cardíaco [18]. El AM puede disminuir los niveles plasmá-
ticos de los metabolitos estables de ON, nitritos y nitratos, así
como GMPc. Consecutivamente, la administración de AM res-
taura transitoriamente la presión arterial media a través del in-
cremento en la resistencia vascular sistémica y mejorando la
función miocárdica durante el shock séptico en humanos [9,
20]. El AM es una droga segura y ha sido ampliamente usada
en clínica en diferentes tipos de shock [7, 9, 10]. Considerando
que el envenenamiento por Crotalus puede producir shock con
hipotensión, comparable al observado en el curso del shock
anafiláctico e histamínico, el objetivo de este trabajo fue deter-
minar si la administración de AM modula los efectos hemodi-
námicos (presión arterial media y frecuencia cardiaca) provo-
cados por la administración intravenosa de una dosis letal de
veneno total de Crotalus durissus cumanensis.

MATERIALES Y MÉTODOS

Origen del veneno

Se usó veneno total liofilizado de Crotalus durissus cu-

manensis proveniente de la Escuela de Ciencias Veterinarias
de La Universidad Centro Occidental Lisandro Alvarado, y se
conservó protegido de la luz y mantenido en un refrigerador
(Sankey, RF-1015, México), hasta el momento de su uso.
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Animales de experimentación y registro de variables
hemodinámicas

Se utilizaron ratas (Rattus norvegicus) Sprague Dawley,
machos, adultas (350-450g), las cuales fueron anestesiadas
con una mezcla de azaperona: ketamina (50:87 mg/kg) admi-
nistrada vía intraperitoneal. Una vez obtenido un plano de anes-
tesia quirúrgica se canuló la vena femoral para administrar los
fármacos y se introdujo un catéter vía arteria femoral hasta la
aorta abdominal para registrar la presión arterial. Este catéter se
acopló a un transductor de presión Linear-Core P-1000ª (Narco
bio-system®, EUA). La presión arterial media (PAM) fue calcu-
lada del trazado de presión arterial directa a partir de la siguien-
te ecuación: PAM=PD+1/3PP, donde PP representa la presión
de pulso, la cual se estima como la diferencia entre presión sis-
tólica (PS) y presión diastólica (PD) [22]. La frecuencia cardíaca
(FC) se midió a partir de los intervalos R-R del registro electro-
cardiográfico, tomado en derivación II. Los electrodos explora-
dores (agujas hipodérmicas) se colocaron en el tejido subcutá-
neo [14] y los registros, tanto del electrocardiograma como de la
presión arterial (FIG. 1), se obtuvieron en un polígrafo modelo
DMP-4B (Narco bio-system®, EUA).

Protocolo experimental

Las ratas se dividieron en dos grupos de 6 individuos. Al
grupo I, se le administró 1,5 mg/kg de VT (dosis letal 100) vía
IV diluido en solución salina isoosmolar al plasma sanguíneo
(0,9% NaCl) y se tomaron registros 40 min antes e inmediata-
mente después; al grupo II, se le administró 2,0 mg/kg de una
solución del azul de metileno al 2% vía IV, tal como lo reportan
Levin y col. y Sánchez y col. [11, 23] y pasados 40 min se le
inyectó una dosis del VT similar a la del grupo I. Se tomaron
registros 5; 10; 20 y 30 min después de las administraciones.

Análisis estadístico

Se analizaron las diferencias entre tratamientos a través
de análisis de variancia (GraphPad Prism 5.0, EUA) para
muestras seriadas a un nivel de probabilidad de P�0,05.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

La administración de AM previo a la exposición con una
dosis letal del VT de Crotalus durissus cumanensis en ratas,
previno la reducción mantenida de la FC y PAM, lográndose
sobrevivencia a las 24 horas en todos los animales evaluados.

En los animales del grupo I, después de administrar el ve-
neno se observó una caída acentuada de la PAM (87,0 ± 8,4
mmHg a 31,8 ± 3,6 mmHg) y FC (260,0 ± 12,7 l/min a 170,0 ±
10,0 l/min) a los 5 min de administrar el VT, lo cual representa
aproximadamente un 63 y 35% de reducción, respectivamente.
Estos valores continuaron descendiendo durante los siguientes
5 min hasta producirse la muerte de todos los animales
(FIGS. 2 y 3). El comportamiento hemodinámico y el desarrollo
de muerte asociado a la administración intravenosa de veneno
crotálico total en ratas, coincide con lo reportado en caninos
(canis lupus familiaris) usando una dosis letal del veneno crotáli-
co [1]. Otros autores señalan que, los cambios hemodinámicos
pueden ser atribuidos a la acción directa del veneno sobre la
musculatura lisa vascular, a la liberación de sustancias autacoi-
des y/o como respuesta a mecanismos neurogénicos [24].
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FIGURA 1. TRAZADO DEL REGISTRO ELECTROCARDIO-
GRÁFICO (ECG) Y DE PRESIÓN ARTERIAL DIRECTA REA-
LIZADO EN RATAS MACHOS ANESTESIADAS (KETAMI-
NA-AZAPERONA) / ELECTROCARDIOGRAM (EKG) AND BLOOD

PRESSURE TRACE RECORDING IN ANESTHETIZED (KETAMINE-AZA-

PERONE) MALE RATS.

FIGURA 2. EFECTO DEL AZUL DE METILENO SOBRE LA
REDUCCION DE LA PRESIÓN ARTERIAL MEDIA (PAM)
CAUSADA POR LA ADMINISTRACIÓN INTRAVENOSA DE
VENENO TOTAL DE Crotalus durissus cumanensis EN
RATAS ANESTESIADAS. *DENOTA DIFERENCIAS SIGNIFI-
CATIVAS (P<0,05) ENTRE LOS TRATAMIENTOS/ EFFECT OF

METHYLENE BLUE ON MEAN ARTERIAL BLOOD PRESSURE (MAP)

CAUSED BY INTRAVENOUS ADMINISTRATION OF TOTAL Crotalus

durissus cumanensis VENOM IN ANESTHETIZED-RATS. *DENOTES

SIGNIFICANT DIFFERENCES (P <0.05) BETWEEN TREATMENTS.



El grupo de ratas tratadas con AM (grupo II), no presen-
taron cambios significativos en PAM y FC luego de su adminis-
tración pasados 40 min de registro (FIG. 4). Estos resultados
coinciden con los reportados por Menardi y col. [15], donde
después de una infusión IV de AM en cerdos (Sus scrofa fe-

rus), no se observaron cambios hemodinámicos significativos.
La ausencia de efecto del AM sobre la PAM en el grupo II an-
tes de administrar el VT, fue un resultado inesperado, ya que
al ser un inhibidor de la GCs, el AM podría reducir el efecto va-
sodilatador basal provocado por la liberación de ON de origen
endotelial y como consecuencia, incrementar la PAM. De he-
cho, se ha reportado que la inhibición de la síntesis de ON con
L-NAME en condiciones basales, causa incremento en la pre-
sión arterial al eliminar el efecto vasodilatador del ON y liberar
el efecto tónico de los eferentes autonómicos simpáticos sobre
el músculo liso vascular [5, 12].

Después de transcurridos 40 min en el grupo II, se ob-
servó que la administración del VT causó una caída en PAM a
los 5 min (73,0 ± 6,6 mmHg a 27,0 ± 2,8 mmHg) y FC (360,0 ±
9,9 l/min a 180,0 ± 9,0 l/min) siendo similar (P>0,05) a la ob-
servada en el grupo I. Después de 10 min, se observó una re-
cuperación de las variables fisiológicas medidas y a los 30
min, éstas alcanzaron valores de 72,6 ± 7,9 mmHg y 360,0 ±
11,0 l/min para PAM y FC, respectivamente, los cuales fueron
significativamente (P<0,05) superiores a los del grupo 1 (FIGS.
2 y 3). Se observó una sobrevivencia del 100% de las ratas a
las 24 horas post-tratamiento.

Los resultados obtenidos al tratar las ratas con AM,
coinciden con el efecto hipertensor dosis dependiente del
AM, sobre la hipotensión en modelos de shock séptico y
shock endotóxico [9, 18]. De forma similar, otros autores re-
portan el incremento de la PAM y FC después de administrar
AM en pacientes con shock séptico [6, 9, 10, 20] y shock en-
dotóxico [26]. La recuperación de las variables hemodinámi-
cas luego del tratamiento con AM, en conjunto con la sobrevi-
vencia de todas las ratas expuestas al VT crotálico sugieren
que, el AM es capaz de modular la respuesta sistémica ante
el veneno crotálico previniendo el desarrollo de shock y muer-
te. Considerando que el AM puede inhibir la actividad de la
GCs y la ONSi [8, 13] se sugiere que la inyección del veneno
IV podría activar la vía del ON, promoviendo su síntesis y li-
beración, contribuyendo parcialmente a los cambios hemodi-
námicos observados al administrar la dosis letal del veneno.
Es posible que el efecto del AM observado al administrar el
veneno crotálico, no dependa completamente de la inhibición
de la GCs, ya que en las ratas controles en condiciones ba-
sales, la administración de AM no modificó la PAM. Se re-
quieren de más experimentos para demostrar el mecanismo
de acción del AM en esta preparación.

Los hallazgos observados en el modelo experimental
empleado sugieren al AM como un potencial agente modula-
dor del shock experimental asociado a la administración IV de
una dosis letal de veneno crotálico. Sin embargo, se requieren
de trabajos adicionales para evaluar el efecto de este trata-

350

Azul de metileno, veneno total de crotalus y variables hemodinámicas en ratas / Briceño-Fereira, E. y col.___________________________

FIGURA 3. EFECTO DEL AZUL DE METILENO SOBRE LA
REDUCCION DE LA FRECUENCIA CARDIACA (FC) CAU-
SADA POR LA ADMINISTRACIÓN INTRAVENOSA DE VE-
NENO TOTAL DE Crotalus durissus cumanensis EN RA-
TAS ANESTESIADAS. *DENOTA DIFERENCIAS SIGNIFI-
CATIVAS (P<0,05) ENTRE LOS TRATAMIENTOS/ EFFECT OF

METHYLENE BLUE ON HEART RATE (HR) CAUSED BY INTRAVE-

NOUS ADMINISTRATION OF TOTAL Crotalus durissus cumanensis

VENOM IN ANESTHETIZED-RATS. *DENOTES SIGNIFICANT DIFFE-

RENCES (P<0.05) BETWEEN TREATMENTS.

FIGURA 4. EFECTO DE LA ADMINISTRACIÓN INTRAVE-
NOSA DE AZUL DE METILENO SOBRE LA PRESIÓN AR-
TERIAL MEDIA (PAM) Y LA FRECUENCIA CARDÍACA (FC)
EN RATAS ANESTESIADAS. *DENOTA DIFERENCIAS SIG-
NIFICATIVAS (P<0,05) ENTRE LOS TRATAMIENTOS/
EFFECT OF INTRAVENOUS ADMINISTRATION OF METHYLENE BLUE

ON MEAN ARTERIAL BLOOD PRESSURE (MAP) AND HEART RATE

(HR) IN ANESTHETIZED-RATS. *DENOTES SIGNIFICANT DIFFERENCE

(P<0.05) BETWEEN TREATMENTS.



miento en otros modelos experimentales o durante los acci-
dentes ofídicos ocurridos en forma natural.

CONCLUSIONES

La inyección IV de una dosis letal de VT de Crotalus du-

rissus cumanensis en ratas, causó una reducción aguda de la
PAM y FC, provocando la muerte de los individuos. La admi-
nistración del azul de metileno al 2% (2 mg/kg) no modificó las
variables hemodinámicas por sí solo, sin embargo, restituyó
los cambios producidos por la administración de VT, promo-
viendo la sobrevida a las 24 horas de todos los individuos.
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