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RESUMEN

VARIABILIDAD GEOGRAFICA INTRAESPECIFICA DE LA TOXICIDAD
DEL VENENO DE Bothrops colombiensis (SERPENTES, VIPERIDAE) EN
VENEZUELA

Autores: Ruiz C, Carolina de los Angeles., Ruiz C, Carolina del Carmen., Borges,
Adolfo., Kiriakos, Demetrio. “Variabilidad geografica intraespecifica de la
toxicidad del veneno de Bothrops colombiensis (SERPENTES, VIPERIDAE) en

Venezuela”. Universidad de Oriente, Nucleo de Anzoategui.

Se estudiaron los efectos bioldgicos y DLsy del veneno de ejemplares Bothrops
colombiensis de distintas zonas geograficas del pais en el modelo murido C57BL/6
(?) inyectados por via intraperitoneal y para una hora de observacion. Se compararon
ejemplares adultos femeninos de Barinas, Yaracuy y dos localidades de Miranda
(Araira y Barlovento) entre si y contra un “pool” formado por los cuatro venenos. El
veneno mas potente fue el procedente de Barinas, seguido por el de Yaracuy, luego el
“pool” y finalmente los venenos de Miranda, los cuales, no mostraron diferencia
significativa entre los de las dos localidades. La mayor potencia de los venenos se
relaciond directamente con un mayor efecto procoagulante del mismo. Las
manifestaciones clinicas y el efecto proteolitico fueron similares con todos los
venenos. Se concluye que la potencia de los venenos y sus efectos bioldgicos estan

directamente relacionados con la procedencia geografica de Bothrops colombiensis.
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INTRODUCCION

Hoy en dia el envenenamiento ofidico es considerado un importante problema
de salud publica en toda América y gran parte del mundo, en virtud del elevado
nimero de casos que se presentan y la gravedad de los mismos (Colimodio y Aguilar,
1993). Se estima que a nivel mundial, cada afio mas de 2,5 millones de personas son
atacadas por serpientes venenosas, resultando alrededor de 120000 muertes en las
regiones tropicales de Asia, Africa y América Latina, aunque solamente son
reportadas por la Organizacion Mundial de la Salud entre 40000 y 50000 muertes al
afio, afectando principalmente a los trabajadores rurales, sobre todo a campesinos
jovenes que se encuentran en plena actividad productiva (Pirela de las Salas y col,
2006). No obstante las consecuencias del accidente ofidico en estos paises han sido
subestimadas, nunca verdaderamente registrado en estadisticas de salud y
mayormente tratado con metodologia inadecuada y procedimientos inefectivos
(Rodriguez-Acosta y col, 1998). Venezuela como pais tropical, con una herpetofauna
importante, no escapa a esta realidad, por otra parte la mayor distribuciéon de

serpientes en el mundo se ubica en el suelo tropical y subtropical (Colimodio, 1993)

Las serpientes son vertebrados de cuerpo flexible, alargado y cilindrico que
pertenecen a la clase Reptilia, al orden Squamata y suborden Serpentes (Pérez

Ramos, 2000).

Las serpientes se agrupan en 19 familias, de las cuales las familias Viperidae y
Elapidae son las mas peligrosas. Desde el punto de vista médico es de interés agrupar
las serpientes de acuerdo a su peligrosidad, tomando en cuenta su tipo de denticion:
Aglifas (sin colmillos para inyeccion del veneno), Opistoglifas (uno o mas pares de
colmillos acanalados en la parte posterior del maxilar superior), Proteroglifas (par de

colmillos inyectores, fijos en la parte anterior del maxilar superior) y Solenoglifas
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(par de fuertes colmillos, curvados, mdviles, retractiles y protractiles en la parte
anterior del maxilar superior) (Colimodio, 1993). Los Elapidos son Proteroglifas y los

Vipéridos son Solenoglifas (Pérez Ramos, 2000).

La familia Viperidae se subdivide en tres sub-familias de las cuales, la
subfamilia Crotalinae es la tnica existente en el continente Americano. Esta
representada por serpientes de color opaco que poseen como caracteristica comin un
organo termoreceptor o foseta loreal que corresponde a un orificio situado entre las
narinas y el ojo de la serpiente. Popularmente son conocidas con el nombre de “cuatro

narices” (Rodriguez Acosta, 1998).

Las serpientes venenosas en Venezuela pertenecen a varios géneros. Dentro
de la familia Viperidae (sub-familia Crotalinae) encontramos los géneros Crotalus,
Lachesis, Bothrops, Bothriopsis, Bothriechis y Porthidium, mientras que en la familia
Elapidae se encuentran los géneros Micrurus y Leptomicrurus (Campbell y Lamar,
2004).

Se considera que en el continente sur-americano las serpientes del género
Bothrops son las de mayor importancia médica, por el nimero y la gravedad de los
accidentes que provocan (Bolafios, 1984). En Venezuela el 75% de los
envenenamientos y reacciones toxicas causadas por animales venenosos son
producidos por serpientes, siendo el género Bothrops el que provoca mayor numero

de accidentes ofidicos seguido por el género Crotalus (Colimodio y col, 1993).

El género Bothrops esta representado por serpientes de habitos nocturnos
(salvo excepciones) y terricolas o arboricolas, que poseen un veneno hemotoxico y
citotoxico. En Venezuela, se conocen hasta el presente, diez especies y subespecies
de este género, que son conocidas popularmente como “mapanares”,”macaguas” o

“cuatro narices” (Lancini, 1986).
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La “macagua” o “mapanare terciopelo” (B. colombiensis) es la especie mas
venenosa que se encuentra en nuestro pais; ésta posee un veneno altamente
hemotoxico y necrosante. Por otra parte, se trata de una serpiente muy agresiva y de
gran rapidez en su ataque, puede llegar a medir hasta 1,80 metros de longitud, lo que
le permite a estos ejemplares de gran tamafio la capacidad de almacenar grandes

cantidades de veneno capaz de matar a mas de una persona (Lancini, 1986).

La especie Bothrops colombiensis es la serpiente que causa mayor niamero de
accidentes fatales en nuestro pais. La distribucién geografica conocida en Venezuela
es norte y centro del pais, desde el nivel del mar hasta unos 2 500 m de altura. Tiene
habitos nocturnos y se alimenta de roedores. Es muy prolifica y las hembras pueden
tener mas de 30 hijuelos en un parto. Esta especie es comun en los bosques tropicales
de Barlovento, Yaracuy y Falcon; tiende a confundirse facilmente con las hojas.
Posee una cabeza triangular y alargada; ojos grises o amarillentos, con pupilas
verticales; cuerpo un poco triangular, cola algo corta y puntiaguda. Rostral apenas
visible desde arriba, mas alta que ancha y de forma trapezoidal. Algunos ejemplares
pueden ser amarillentos. El vientre es de color cremoso y poco o muy manchado de

gris o negruzco (Lancini, 1986).

Hallowell (1845) la describid por vez primera como B. colombiensis, dudando
sin embargo, de su validez ya que creyd era muy similar a Trigonocephalus
lanceolatus (revisado por Campbell y Lamar, 2004). Sandner-Montilla (1979)
considero B. colombiensis como sinénimo de B. lanceolatus. Dixon y Soini (1986) la
creyeron igual a B. atrox y cosa similar consideran Lancini y Kornacker en su libro
de 1989. Sin embargo, autores muy connotados creen que ésta es la misma mapanare
de centro- América, es decir, B. Asper (Campbell y Lamar, 2004). De esta forma, la
exacta clasificacion de nuestra mapanare mas extendida, sigue siendo incierta.

El veneno de las serpientes presenta una composicion de sustancias tanto simples

como complejas, y cuya produccidon y caracteristicas especificas varian entre las
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diferentes especies conocidas. La toxicidad del veneno se debe a la presencia de
diferentes tipos de proteinas (entre ellas enzimas), y su accidon letal es atribuida

principalmente a las neurotoxinas (Barraviera, 1994).

Los venenos de serpientes son un complejo de enzimas, toxinas y péptidos
muy pequefios donde mas del 90% del peso seco del veneno consiste en polipéptidos.
Estos venenos son una rica fuente de enzimas (peso molecular 13-150 kDa) que
forman un 80-95% del veneno en la familia Viperidae y un 25-70% de los venenos de
la familia Elapidae. Las hidrolasas digestivas inducen proquinasas, exo- y
endopeptidasas, fosfodiesterasas y fosfolipasas. La hialuronidasa, presente en todos
los venenos de serpientes, promueve la extension de otros componentes del veneno a

través de los tejidos (Campbell y Lamar, 2004).

Los venenos de la familia Viperidae contienen diversas actividades
enzimdticas como son las fosfolipasas, fosfodiesterasas, fosfomonoesterasas, alfa-
aminoacidooxidasas, acetilcolinesterasas, enzimas proteoliticas de la serina-
proteinasa y varias clases de metaloproteinasas, arginina-esterasa, S5'-nucleotidasa,
hialuronidasa y nucleosidasas NAD-dependientes. No todas las enzimas se
encuentran presentes en todos los venenos. Entre los péptidos encontrados estan las
neurotoxinas presinapticas y post-sinapticas. Los canales de potasio son importantes
blancos farmacolégicos de algunas neurotoxinas, citotoxinas, miotoxinas,
cardiotoxinas y los inhibidores de agregacion plaquetaria llamados desintegrinas

(Markland, 1998).

Esta variabilidad en los venenos no so6lo se encuentra entre las especies de una
misma familia, sino que se han evidenciado diferencias intra-especificas entre
poblaciones de distintas zonas geograficas. Esto trae como consecuencia, que los

venenos de las diferentes especies y entre los individuos de una misma especie, pero
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de distintas poblaciones, producen distintos efectos locales y sistémicos, requiriendo

un tratamiento clinico distinto para cada caso (Pirela y col, 2006).

En lo que respecta a las actividades hemorragicas y proteoliticas de serpientes
suramericanas, ellas existen casi exclusivamente en los venenos botropicos y
lachésicos. (Rodriguez-Acosta y col, 1998; Monterrey, 2000; Aguilar y col, 2001).

La cantidad de veneno inyectado determina la severidad de la lesion, pero en todos
los casos de accidente ofidico por Bothrops se produce necrosis de los tejidos
blandos. Ademas, la accion proteolitica produce aminas y péptidos vasoactivos, tales
como: bradiquinina, histamina y serotonina que causan lesién capilar, lo que se
traduce en hemorragias petequiales, hematuria, hematemesis, epistaxis y hemorragias

viscerales (Toro y col, 1983).

La actividad de los venenos botropicos tiene efectos citotoxicos y
fibrinoliticos, los cuales producen necrosis y hemorragias en tejido muscular y, por

supuesto, en otros tejidos (Gutiérrez y col, 1980).

La fosfolipasa A, es una enzima comunmente encontrada en el veneno de las
dos familias de serpientes venenosas. Esta es extremadamente estable y ha sido
aislada de una variedad de venenos como los de serpientes, abejas y escorpiones,
también del pancreas de mamiferos. Del veneno de Bothrops asper fue aislada una
fosfolipasa A, bésica, miotoxica y con actividad anticoagulante, es una fosfolipasa
diferente de las que ya han sido aisladas y es conocida como miotoxina I. Parece ser
la primera fosfolipasa miotoxica secuenciada que pierde la neurotoxicidad

presinaptica (Barraviera, 1994)

Las fosfolipasas atacan los fosfolipidos constituyentes de las membranas
celulares, conduciendo a la lisis celular. Este efecto se fundamenta en los

componentes: Aspartato 49, enzimaticamente activo y Lisina 49, enzimdticamente
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inactiva, conocidas como las miotoxinas botropicas. Estas igual que la crotamina
tienen afinidad por los canales de Na dependientes de voltaje (Campbell y Lamar,

2004).

Los venenos usualmente contienen mas de un tipo de proteasas, por lo menos
cinco tipos diferentes han sido observados electroforéticamente. El veneno de la
familia Crotalinae posee una fuerte actividad proteolitica. Estas enzimas han sido
identificadas como serino o metaloproteasas. Estudios comparativos de las
propiedades inmunologicas de las metaloproteasas (factores hemorragicos y proteasas
inespecificas), aisladas de los venenos de Bothrops jararaca, B. nuewiedi y B. mojen,
mostraron que los factores hemorragicos contienen determinantes comunes, mientras
que las proteasas son inmunoldgicamente distintas. Los anti-sueros especificos contra
los factores hemorragicos fueron capaces de neutralizar tanto la actividad
hemorragica de homodlogos como la actividad de otros factores hemorragicos

(Barraviera, 1994).

Otra actividad reconocida del veneno de las serpientes es la denominada
“trombin-like” o “tipo trombina”. Estas enzimas se encuentran presentes en los
venenos de las serpientes de los géneros Agkistrodon, Trimeresurus, Crotalus y
Bothrops. Las enzimas aisladas de los venenos de las serpientes que poseen actividad
tipo trombina poseen la capacidad de actuar sobre la molécula de fibrinogeno
encontrada en sangre humana, transformandola directamente en fibrina (Barraviera,

1994).

Las proteinas y los péptidos bioloégicamente activos de los venenos de
serpientes interaccionan con componentes del sistema hemostidtico humano,
afectando la coagulacién sanguinea, las células endoteliales y a las plaquetas

(Markland, 1998).
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Investigaciones efectuadas en varios paises con el veneno del género Bothrops
(Gutiérrez y col, 1980; Rodriguez-Acosta y col, 1993) han demostrado que causa un
efecto local caracterizado por dolor, edema, equimosis, flictenas hemorragicas y
necrosis del tejido muscular y la piel. Los dafios mencionados son producidos por
algunos componentes del veneno como son las miotoxinas, que afectan a las fibras
musculares, las que alteran la microvasculatura local y sistémica, asi como otras
sustancias que provocan edema con incremento de la presion tisular local (Rodriguez

Acosta, 1995).

Investigaciones hechas en ratas con batroxobina (hemorragina presente en el
veneno botropico) mostraron "in vitro" una actividad fibrinolitica y un efecto
inhibitorio sobre la agregacion plaquetaria. El desarrollo de la coagulopatia o
hemorragia fue estudiado 2 horas después de la inyeccidon con batroxobina y se
encontrd que la sangre era incoagulable con bajos niveles de fibrindgeno. La
inyeccion de la hemorragina produjo dafios severos al endotelio vascular, musculo
esquelético y hemorragias en los rifiones, pulmones e higado (Kamiguti y col, 1991.

Revisado en Rodriguez Acosta, 1995).

En Venezuela son multiples los estudios que se han realizado para determinar
las caracteristicas de los venenos botrépicos, su potencia medida como dosis letal 50
(DL-50) y efectos bioldgicos (Rodriguez Acosta y col, 1998; Montilla y col, 1998).
En el C.I.C.S. se hicieron experimentos, en los cuales se utilizaron 3 especies de
Crotalus y uno de Bothrops, comparando la toxicidad del veneno en especimenes
juveniles y adultos, resultando que los especimenes juveniles tenian mayor efecto
toxico y pro-coagulante, mientras que los especimenes adultos tuvieron un mayor
efecto proteolitico (Blanco y Rojas, 2005; Valerio, 2006; Baldi y Chalhoub, 2007;
Acosta, Cayamo y Graciani, 2008).
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Otro experimento donde se compard un “pool” de veneno de especimenes
adultos de Bothrops colombiensis de 4 aéreas de Venezuela, con uno de juveniles
que venian todos de una misma area geografica (Barlovento), dio como resultado que
ambos tenian un efecto toxico similar (Astudillo y Bejano, 2008). Se cree que esto
sea debid a la variabilidad en la procedencia geografica de dichos especimenes
debido a que es probable que la media de la DL 50 de especimenes adultos de
diferentes areas haya promediado una, similar a la DL 50 de los especimenes

juveniles provenientes de la misma area.



CAPITULO I: EL PROBLEMA

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las serpientes son vertebrados de cuerpo flexible, alargado y cilindrico que
pertenecen a la clase Reptilia, al orden Squamata y suborden Serpentes (Pérez

Ramos, 2000).

Las serpientes se agrupan en 19 familias, de las cuales las familias Viperidae y
Elapidae son las més peligrosas. Desde el punto de vista médico es de interés agrupar
las serpientes de acuerdo a su peligrosidad, tomando en cuenta su tipo de denticion:
Aglifas (sin colmillos para inyeccion del veneno), Opistoglifas (uno o mas pares de
colmillos acanalados en la parte posterior del maxilar superior), Proteroglifas (par de
colmillos inyectores, fijos en la parte anterior del maxilar superior) y Solenoglifas
(par de fuertes colmillos, curvados, moviles, retractiles y protractiles en la parte
anterior del maxilar superior) (Colimodio, 1993). Los Elapidos son Proteroglifas y los

Vipéridos son Solenoglifas (Pérez Ramos, 2000).

La familia Viperidae se subdivide en tres sub-familias de las cuales, la
subfamilia Crotalinae es la Unica existente en el continente Americano. Esta
representada por serpientes de color opaco que poseen como caracteristica comin un
organo termoreceptor o foseta loreal que corresponde a un orificio situado entre las
narinas y el ojo de la serpiente. Popularmente son conocidas con el nombre de “cuatro

narices” (Rodriguez Acosta, 1998).

Las serpientes venenosas en Venezuela pertenecen a varios géneros. Dentro
de la familia Viperidae (sub-familia Crotalinae) encontramos los géneros Crotalus,

Lachesis, Bothrops, Bothriopsis, Bothriechis y Porthidium, mientras que en la familia
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Elapidae se encuentran los géneros Micrurus y Leptomicrurus (Campbell y Lamar,
2004).

Por lo anteriormente descrito, se espera con este estudio, comparar la
variabilidad de la potencia del veneno de la especie de mapanare (Bothrops
colombiensis)  segun su procedencia geografica, ya que ésta se encuentra

ampliamente distribuida en nuestro pais.

Considerando lo antes expuesto se plantean las siguientes interrogantes
(Habran diferencias en cuanto a la potencia del veneno (dosis letal 50) entre los 4
ejemplares femeninos de Bothrops colombiensis de diferentes regiones de Venezuela?
(Como se relaciona la dosis letal 50 con los efectos biologicos particulares del

veneno?



25

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 GENERAL

Determinar la variabilidad geografica intraespecifica en la toxicidad del

veneno de Bothrops colombiensis, en el modelo murido C57bl/6 hembra.

1.2.2 ESPECIFICOS

1. Calcular las dosis letales 50 (DL-50) del veneno de Bothrops colombiensis en
el modelo murido C57bl/6 hembra por via intraperitoneal y para una hora de
observacion.

2. Comparar las DL-50 de cada uno de los 4 ejemplares estudiados entre si y con
un pool formado por el veneno de todos.

3. Determinar el efecto procoagulante sobre plasma humano del veneno de
ejemplares de Bothrops colombiensis de distintas zonas geograficas del pais.

4. Determinar el efecto proteolitico, sobre la gelatina de placas radiograficas
veladas, del veneno de ejemplares de Bothrops colombiensis de distintas

zonas geograficas del pais.
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1.3 JUSTIFICACION

La finalidad de este proyecto, es comparar la variabilidad de la potencia del
veneno de la especie de mapanare (Bothrops colombiensis) segin su distribucion
geografica, ya que €sta se encuentra ampliamente distribuida en nuestro pais, y por lo
tanto, es de gran importancia clinica y epidemioldgica. De esta manera se puede
contribuir al mejor entendimiento del accidente ofidico y su consecuente manejo

médico apropiado.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 SERPIENTES

Las serpientes son vertebrados de cuerpo flexible, alargado y cilindrico que
pertenecen a la clase Reptilia, al orden Squamata y suborden Serpentes (Pérez

Ramos, 2000).

2.2 FAMILIAS DE SERPIENTES

Las serpientes se agrupan en 19 familias, de las cuales las familias Viperidae y
Elapidae son las mas peligrosas. Desde el punto de vista médico es de interés agrupar
las serpientes de acuerdo a su peligrosidad, tomando en cuenta su tipo de denticion:
Aglifas (sin colmillos para inyeccion del veneno), Opistoglifas (uno o mas pares de
colmillos acanalados en la parte posterior del maxilar superior), Proteroglifas (par de
colmillos inyectores, fijos en la parte anterior del maxilar superior) y Solenoglifas
(par de fuertes colmillos, curvados, moviles, retractiles y protractiles en la parte
anterior del maxilar superior) (Colimodio, 1993). Los El4pidos son Proteroglifas y los

Vipéridos son Solenoglifas (Pérez Ramos, 2000).

2.3 FAMILIA VIPERIDAE

La familia Viperidae se subdivide en tres sub-familias de las cuales, la
subfamilia Crotalinae es la Unica existente en el continente Americano. Esta
representada por serpientes de color opaco que poseen como caracteristica comin un
organo termoreceptor o foseta loreal que corresponde a un orificio situado entre las
narinas y el ojo de la serpiente. Popularmente son conocidas con el nombre de “cuatro

narices” (Rodriguez Acosta, 1998).
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Las serpientes venenosas en Venezuela pertenecen a varios géneros. Dentro
de la familia Viperidae (sub-familia Crotalinae) encontramos los géneros Crotalus,
Lachesis, Bothrops, Bothriopsis, Bothriechis y Porthidium, mientras que en la familia
Elapidae se encuentran los géneros Micrurus y Leptomicrurus (Campbell y Lamar,
2004).

Se considera que en el continente sur-americano las serpientes del género
Bothrops son las de mayor importancia médica, por el nimero y la gravedad de los
accidentes que provocan (Bolafios, 1984). En Venezuela el 75% de los
envenenamientos y reacciones toxicas causadas por animales venenosos son
producidos por serpientes, siendo el género Bothrops el que provoca mayor numero

de accidentes ofidicos seguido por el género Crotalus (Colimodio y col, 1993).

El género Bothrops esta representado por serpientes de habitos nocturnos

(salvo excepciones) y terricolas o arboricolas, que poseen un veneno hemotoxico y

citotoxico. En Venezuela, se conocen hasta el presente, diez especies y subespecies
29 99

de este género, que son conocidas popularmente como “mapanares”,”macaguas” o

“cuatro narices” (Lancini, 1986).

La “macagua” o “mapanare terciopelo” (B. colombiensis) es la especie mas
venenosa que se encuentra en nuestro pais; ésta posee un veneno altamente
hemotodxico y necrosante. Por otra parte, se trata de una serpiente muy agresiva y de
gran rapidez en su ataque, puede llegar a medir hasta 1,80 metros de longitud, lo que
le permite a estos ejemplares de gran tamafio la capacidad de almacenar grandes

cantidades de veneno capaz de matar a mas de una persona (Lancini, 1986).

La especie Bothrops colombiensis es la serpiente que causa mayor nimero de

accidentes fatales en nuestro pais. La distribucion geografica conocida en Venezuela
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es norte y centro del pais, desde el nivel del mar hasta unos 2 500 m de altura. Tiene
habitos nocturnos y se alimenta de roedores. Es muy prolifica y las hembras pueden
tener mas de 30 hijuelos en un parto. Esta especie es comun en los bosques tropicales
de Barlovento, Yaracuy y Falcon; tiende a confundirse facilmente con las hojas.
Posee una cabeza triangular y alargada; ojos grises o amarillentos, con pupilas
verticales; cuerpo un poco triangular, cola algo corta y puntiaguda. Rostral apenas
visible desde arriba, mas alta que ancha y de forma trapezoidal. Algunos ejemplares
pueden ser amarillentos. El vientre es de color cremoso y poco o muy manchado de

gris o negruzco (Lancini, 1986).

Hallowell (1845) la describio por vez primera como B. colombiensis, dudando
sin embargo, de su validez ya que creyd era muy similar a Trigonocephalus
lanceolatus (revisado por Campbell y Lamar, 2004). Sandner-Montilla (1979)
considero B. colombiensis como sinénimo de B. lanceolatus. Dixon y Soini (1986) la
creyeron igual a B. atrox y cosa similar consideran Lancini y Kornacker en su libro
de 1989. Sin embargo, autores muy connotados creen que ésta es la misma mapanare
de centro- América, es decir, B. Asper (Campbell y Lamar, 2004). De esta forma, la
exacta clasificacion de nuestra mapanare mas extendida, sigue siendo incierta.

El veneno de las serpientes presenta una composicion de sustancias tanto simples
como complejas, y cuya produccion y caracteristicas especificas varian entre las
diferentes especies conocidas. La toxicidad del veneno se debe a la presencia de
diferentes tipos de proteinas (entre ellas enzimas), y su accion letal es atribuida

principalmente a las neurotoxinas (Barraviera, 1994).

2.4 VENENOS DE SERPIENTES

Los venenos de serpientes son un complejo de enzimas, toxinas y péptidos
muy pequefios donde mas del 90% del peso seco del veneno consiste en polipéptidos.

Estos venenos son una rica fuente de enzimas (peso molecular 13-150 kDa) que
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forman un 80-95% del veneno en la familia Viperidae y un 25-70% de los venenos de
la familia Elapidae. Las hidrolasas digestivas inducen proquinasas, exo- y
endopeptidasas, fosfodiesterasas y fosfolipasas. La hialuronidasa, presente en todos
los venenos de serpientes, promueve la extension de otros componentes del veneno a

través de los tejidos (Campbell y Lamar, 2004).

Los venenos de la familia Viperidae contienen diversas actividades
enzimaticas como son las fosfolipasas, fosfodiesterasas, fosfomonoesterasas, alfa-
aminoacidooxidasas, acetilcolinesterasas, enzimas proteoliticas de la serina-
proteinasa y varias clases de metaloproteinasas, arginina-esterasa, 5'-nucleotidasa,
hialuronidasa y nucleosidasas NAD-dependientes. No todas las enzimas se
encuentran presentes en todos los venenos. Entre los péptidos encontrados estan las
neurotoxinas presindpticas y post-sinapticas. Los canales de potasio son importantes
blancos farmacoldgicos de algunas neurotoxinas, citotoxinas, miotoxinas,
cardiotoxinas y los inhibidores de agregacion plaquetaria llamados desintegrinas

(Markland, 1998).

Esta variabilidad en los venenos no so6lo se encuentra entre las especies de una
misma familia, sino que se han evidenciado diferencias intra-especificas entre
poblaciones de distintas zonas geograficas. Esto trae como consecuencia, que los
venenos de las diferentes especies y entre los individuos de una misma especie, pero
de distintas poblaciones, producen distintos efectos locales y sistémicos, requiriendo

un tratamiento clinico distinto para cada caso (Pirela y col, 2006).

En lo que respecta a las actividades hemorragicas y proteoliticas de serpientes
suramericanas, ellas existen casi exclusivamente en los venenos botropicos y
lachésicos. (Rodriguez-Acosta y col, 1998; Monterrey, 2000; Aguilar y col, 2001).

La cantidad de veneno inyectado determina la severidad de la lesion, pero en todos

los casos de accidente ofidico por Bothrops se produce necrosis de los tejidos
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blandos. Ademas, la accion proteolitica produce aminas y péptidos vasoactivos, tales
como: bradiquinina, histamina y serotonina que causan lesién capilar, lo que se
traduce en hemorragias petequiales, hematuria, hematemesis, epistaxis y hemorragias

viscerales (Toro y col, 1983).

La actividad de los venenos botropicos tiene efectos citotdxicos y
fibrinoliticos, los cuales producen necrosis y hemorragias en tejido muscular y, por

supuesto, en otros tejidos (Gutiérrez y col, 1980).

La fosfolipasa A; es una enzima comunmente encontrada en el veneno de las
dos familias de serpientes venenosas. Esta es extremadamente estable y ha sido
aislada de una variedad de venenos como los de serpientes, abejas y escorpiones,
también del pancreas de mamiferos. Del veneno de Bothrops asper fue aislada una
fosfolipasa A, basica, miotdxica y con actividad anticoagulante, es una fosfolipasa
diferente de las que ya han sido aisladas y es conocida como miotoxina I. Parece ser
la primera fosfolipasa miotoxica secuenciada que pierde la neurotoxicidad

presinaptica (Barraviera, 1994)

Las fosfolipasas atacan los fosfolipidos constituyentes de las membranas
celulares, conduciendo a la lisis celular. Este efecto se fundamenta en los
componentes: Aspartato 49, enzimaticamente activo y Lisina 49, enzimdticamente
inactiva, conocidas como las miotoxinas botropicas. Estas igual que la crotamina
tienen afinidad por los canales de Na" dependientes de voltaje (Campbell y Lamar,

2004).

Los venenos usualmente contienen mas de un tipo de proteasas, por lo menos
cinco tipos diferentes han sido observados electroforéticamente. El veneno de la
familia Crotalinae posee una fuerte actividad proteolitica. Estas enzimas han sido

identificadas como serino o metaloproteasas. Estudios comparativos de las
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propiedades inmunologicas de las metaloproteasas (factores hemorragicos y proteasas
inespecificas), aisladas de los venenos de Bothrops jararaca, B. nuewiedi y B. mojen,
mostraron que los factores hemorragicos contienen determinantes comunes, mientras
que las proteasas son inmunoldgicamente distintas. Los anti-sueros especificos contra
los factores hemorragicos fueron capaces de neutralizar tanto la actividad
hemorragica de homodlogos como la actividad de otros factores hemorragicos

(Barraviera, 1994).

Otra actividad reconocida del veneno de las serpientes es la denominada
“trombin-like” o “tipo trombina”. Estas enzimas se encuentran presentes en los
venenos de las serpientes de los géneros Agkistrodon, Trimeresurus, Crotalus y
Bothrops. Las enzimas aisladas de los venenos de las serpientes que poseen actividad
tipo trombina poseen la capacidad de actuar sobre la molécula de fibrindgeno

encontrada en sangre humana, transformandola directamente en fibrina (Barraviera,

1994).

Las proteinas y los péptidos biologicamente activos de los venenos de
serpientes interaccionan con componentes del sistema hemostatico humano,
afectando la coagulacién sanguinea, las células endoteliales y a las plaquetas
(Markland, 1998).

Investigaciones efectuadas en varios paises con el veneno del género Bothrops
(Gutiérrez y col, 1980; Rodriguez-Acosta y col, 1993) han demostrado que causa un
efecto local caracterizado por dolor, edema, equimosis, flictenas hemorragicas y
necrosis del tejido muscular y la piel. Los dafios mencionados son producidos por
algunos componentes del veneno como son las miotoxinas, que afectan a las fibras
musculares, las que alteran la microvasculatura local y sistémica, asi como otras

sustancias que provocan edema con incremento de la presion tisular local (Rodriguez

Acosta, 1995).
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Investigaciones hechas en ratas con batroxobina (hemorragina presente en el
veneno botropico) mostraron "in vitro" una actividad fibrinolitica y un efecto
inhibitorio sobre la agregacion plaquetaria. El desarrollo de la coagulopatia o
hemorragia fue estudiado 2 horas después de la inyeccion con batroxobina y se
encontrd que la sangre era incoagulable con bajos niveles de fibrindgeno. La
inyeccion de la hemorragina produjo danos severos al endotelio vascular, musculo
esquelético y hemorragias en los rifiones, pulmones e higado (Kamiguti y col, 1991.

Revisado en Rodriguez Acosta, 1995).

En Venezuela son multiples los estudios que se han realizado para determinar
las caracteristicas de los venenos botrdpicos, su potencia medida como dosis letal 50
(DL-50) y efectos bioldgicos (Rodriguez Acosta y col, 1998; Montilla y col, 1998).
En el C.I.C.S. se hicieron experimentos, en los cuales se utilizaron 3 especies de
Crotalus y uno de Bothrops, comparando la toxicidad del veneno en especimenes
juveniles y adultos, resultando que los especimenes juveniles tenian mayor efecto
toxico y pro-coagulante, mientras que los especimenes adultos tuvieron un mayor
efecto proteolitico (Blanco y Rojas, 2005; Valerio, 2006; Baldi y Chalhoub, 2007;
Acosta, Cayamo y Graciani, 2008).

Otro experimento donde se compar6é un “pool” de veneno de especimenes
adultos de Bothrops colombiensis de 4 aéreas de Venezuela, con uno de juveniles
que venian todos de una misma area geografica (Barlovento), dio como resultado que
ambos tenian un efecto toxico similar (Astudillo y Bejano, 2008). Se cree que esto
sea debi6 a la variabilidad en la procedencia geografica de dichos especimenes
debido a que es probable que la media de la DL 50 de especimenes adultos de
diferentes areas haya promediado una, similar a la DL 50 de los especimenes

juveniles provenientes de la misma area.



CAPITULO I1l: MARCO METODOLOGICO

3.1 TIPO DE INVESTIGACION

La investigacion fue de tipo comparativa-investigativa. En el presente trabajo
se determind la DL-50 y manifestaciones clinicas del veneno de varios ejemplares de
la especie Bothrops colombiensis en el modelo murido C57bl/6 (Q) por via
intraperitoneal para una hora de observacion y se compararon entre si y con el “pool”

de todas ellas.

3.2 VARIABLES
3.2.1 Independientes
- El modelo murido C57bl/6 hembra

- El veneno de varios ejemplares de B. colombiensis.

3.2.2 Dependientes
-La susceptibilidad de este modelo murido al veneno de los diferentes ejemplares de
la especie Bothrops colombiensis.

-Los efectos biologicos del veneno.

3.3 MATERIALES

Veneno de 4 ejemplares hembra adultas de la especie Bothrops colombiensis
provenientes de diferentes regiones del pais (Barinas, Yaracuy y 2 localidades de
Miranda - Araira y Barlovento-) y un preparado en forma de “pool” con los venenos
de éstas.

Ratones negros hembra de la cepa murida C57BL/6.
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Incubadora Biocasa®, modelo INCOX.116.

Cristaleria de laboratorio (microjeringas de 50 microlitros de capacidad, vasos de
precipitado, tubos de ensayo, micropipetas graduadas de volumen variable, jeringas
de 10 y 20 cc, piceta plastica, microgoteros, tubos Eppendorf®).

Liofilizador Labconco®, modelo Freezone 4.5.

Balanza digital Denver Instrument®, modelo XS-310.D.

Cloroformo.

Centrifuga.

Solucidn fisiologica.

Bafio de maria.

Papel Parafilm®.

Refrigerador marca Whirpool de -20°C.

Gancho para serpientes.

3.4 PROCEDIMIENTO

3.4.1 Extraccion del veneno.

El ordefio del veneno de cada uno de los ejemplares de mapanare, se realizd
en el serpentario de la Universidad de Oriente, Nucleo de Anzoategui. Las serpientes
se extrajeron de su terrario con un gancho en forma de “S” en la punta. Luego se
procedi6 a tomar el animal con el dedo pulgar en un lado, el indice sobre la cabeza y
el dedo medio sujetando el otro lado de la cabeza en forma tal que se imposibilita que
la culebra gire y muerda. Se tomd un vaso de precipitado de 50 ml de capacidad,
previamente cubierto con un plastico (Parafilm®) adherido al vaso. Se acercéd la
cabeza de la serpiente para que ésta mordiera al plastico naturalmente, mientras que
se le realizaron suaves masajes sobre las glandulas productoras de veneno, las cuales
se encuentran en la parte postero-lateral de la cabeza, y asi dejamos en el recipiente
una pequefia cantidad de veneno. Posteriormente el veneno extraido se colocd en

tubos de ensayo y refrigerado a -20°C para su uso. El tratamiento inicial consistié en
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desecarlo al frio (Liofilizador Labconco®) y antes de su utilizacion se calculo la
concentracion de proteinas mediante lectura de absorbancia en espectrofotdmetro
(Jenway®, modelo 6405 UV/vis) a una longitud de onda de 280 nm, asumiendo que 1
unidad de absorbancia (a esta longitud) representa una concentracion de Img.mL™".
Alicuotas de 200 uL. de veneno se almacenaron a -20°C hasta el momento de su uso

para evaluar su actividad bioldgica en el modelo murido (De Sousa y col, 2009).

3.4.2 Determinacion de la dosis letal.

La dosis letal 50 medida como la potencia de una sustancia toxica, se define
como aquella cantidad de veneno necesaria para causar la muerte a la mitad de los
ratones inyectados con el veneno de las mapanares, la cual se determind por el
método secuencial de aumentar y disminuir la dosis de Dixon y Mood (1948)
modificado por Sevcik, (1987). El veneno se inyectd con una microjeringa de 50
microlitros (Hamilton®) utilizando la via intraperitoneal (VIP) en ratones C57BL/6
hembras, previamente pesados en la balanza digital (Denver Instrument®, modelo
XS-310.D). Para iniciar el experimento, al primer raton se le administré6 una dosis
inicial X; escogida arbitrariamente y se observo la respuesta en un tiempo definido

(una hora).

Si el primer raton respondidé con la muerte, el segundo recibié una dosis
calculada como X,=anti-log (log X; — d) donde d es un factor arbitrario constante
(d=0,05). Si por el contrario el primer raton sobrevivia, al segundo murido se le
administraba una dosis calculada como X,=anti-log (log X; + d). Se continué con el
experimento hasta encontrar el primer fenémeno vida — muerte o muerte — vida que
fue el punto de inflexion a partir del cual comenzd la corrida valida para el
experimento. La dosis siguiente de cada animal fue el anti-log de Xm — d si el animal
“m” murié con la dosis anti-log Xm o bien, anti-log Xm + d, si el animal “m”

sobrevivio a la dosis anti-log Xm. El muestreo se detuvo al obtener una secuencia
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similar a +0+0+0+ * 6 0+0+0+0*, donde (+) indica muerte, (0) indica sobrevivencia
y (*), la dosis que fue administrada al siguiente raton definido como punto final. La

corrida valida se considerd completa al obtener tres ciclos de muerte — no muerte.

Para el calculo de la dosis letal 50, segiin la mediana y sus limites de

confianza, se tomo en cuenta las dosis de la corrida valida més la del punto final.

Los signos clinicos, consecuencia del efecto de la toxicidad aguda
experimental inducida por la inyeccion intraperitoneal del veneno de los ejemplares
de Bothrops colombiensis en ratones C57BL/6, se observo durante una hora de
experimentacion y se registraron cronoldgicamente en un formato preexistente
(Anexo N° 1). También se uso un raton control al cual se le administraron 50

microlitros de solucion fisioldgica.

3.5 PROCESAMIENTO DE LOS DATOS.

a.- Se utilizd el programa Microsoft® Excel 2003 para automatizar los
calculos y elaborar la grafica de la DL-50.
b.- Todos los datos experimentales se procesaron por métodos estadisticos no

paramétricos o de libre distribucion.

Se calcularon las medianas segin Hodges y Lehman y sus limites de confianza al
95% usando para el procesamiento de los datos el método estadistico no paramétrico
del programa V-8.2 (Sevcik, 1987) Laboratorio de Neurofarmacologia Celular,
Centro de Biofisica y Bioquimica, IVIC, Miranda.
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Las diferencias entre los calculos de la DL-50 de ambas especies fueron probadas por
la técnica de andlisis de varianza de Kurskall-Wallis. Se tom6é un nivel de

significancia p<0,05.



CAPITULO IV: ANALISIS Y PRESENTACION DE
RESULTADOS

4.1 Bothrops colombiensis de Yaracuy

En la tabla 1 se presenta los datos necesarios para el calculo de la DLs, del
veneno de Bothrops colombiensis proveniente de Yaracuy, en ratones C57BL/6 (%),
inyectados por VIP y observados durante 60 minutos. El total de ratones usados para
este proposito fue de n=13 [corrida (valida + no valida) + siguiente animal (punto
final)]. El primer punto de inflexion se ubicéd en el segundo raton (R;). A partir de
este punto se considerd la corrida secuencial valida para la determinacion de la DLsg
y de los efectos de toxicidad aguda experimental del veneno de esta especie.

La corrida valida, para calcular la DLs, fue desde R; hasta Rj; + R;3 (punto final)
[n=12] y para evaluar los signos de toxicidad aguda experimental, desde R, hasta R,

[n=11]. La cantidad de veneno utilizado en la experiencia fue de 4.077,3 nug (4,08
mg).

La frecuencia de muerte causada por la administracion del veneno en ratones
se presenta en la tabla 2. Para este veneno la mayor frecuencia de muerte (83,3 %,
n=5) ocurri6 con la dosis B (15,85 ug . g). Con la dosis C (17,78 pg . g") la
frecuencia fue 16,7% (n = 1). Cuando se administré la dosis A (14,13 pg . g") todos

los ratones sobrevivieron.
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Tabla 1. DATOS PARA EL CALCULO DE LA DLs, DEL VENENO DE Bothrops
colombiensis DE YARACUY EN RATONES C57BL/6 (?), ADMINISTRADO
POR VIP, PARA UNA HORA DE OBSERVACION.

RATON PESO Dosis Dosis Dosis TOTAL VOLUMEN MUERTE
(n) ®) (Anti-Log) (ng - gr?) (ug) (ul) (minutos)
CORRIDA NO VALIDA
1 20,66 A: 1,15 14,13 291,9 12,7 -
Sub-total 291,9
CORRIDA VALIDA
2 22,22 B: 1,20 15,85 3522 15,3 t: 45
3 22,08 A 1,15 14,13 312,0 13,5 i
4 21,48 B: 1,20 15,85 340,5 14,8 1:27
5 20,62 A: 1,15 14,13 2914 12,6 -
6 23,00 B: 1,20 15,85 364,6 15,8 1: 47
7 20,76 A: 1,15 14,13 2933 12,7 -
8 21,14 B: 1,20 15,85 335,1 14,5 -
9 22,02 C: 1,25 17,78 391,6 16,9 1: 26
10 20,50 B: 1,20 15,85 324,9 14,1 t: 30
11 25,70 A: 1,15 14,13 363,1 15,7 -
12 26,29 B: 1,20 15,85 416,7 18,0 1: 31
Sub-total 3.785,4
Total 4.077,3
SIGUIENTE ANIMAL
13
A 1,15 14,13 ®




Ratones validos: R,—R;, +R3

A: Anti-Log 1,15 = 14,12537545 ~ 14,13
B : Anti-Log 1,20 = 15,84893192 ~ 15,85
C: Anti-Log 1,25 =17,78279410 = 17,78

+: Raton con exitus letalis
-: Vivo

®: Punto final

41
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Tabla 2. FRECUENCIA DE MUERTE Y SECUENCIA DE DOSIS ADMINISTRADAS, POR VIP,

DEL VENENO DE Bothrops colombiensis DE YARACUY EN RATONES C57BL/6 (2).

RATON

ANTI-LOG DOSIS (ug . g DE RATON)

1,15 1,20 1,25
(14,13 pg . g (1585 ng . g™ (17,78 ug. g
Dosis A Dosis B DosIs C
CORRIDA NO VALIDA

1
CORRIDA VALIDA

2 1:45

3

4 1:27

5

6 T:47

7

8 -

9 1:26

10 T:30

11

12 T:31
SIGUIENTE ANIMAL

13

FRECUENCIA DE

MUERTE [1])

DATOS DE LA
0 5 1

CORRIDA VALIDA 0%) (83.3%) (167%)

n=6(100%)




43

T: indica muerte.
-: indica sobrevivencia

®: indica siguiente animal (punto final del experimento)

La DLsg del veneno administrado de Bothrops colombiensis proveniente de Yaracuy,
en ratones hembra C57BL/6 por VIP y para 60 minutos de observacion, se presenta
en la figura 1, donde se puede observar una mediana (DL 50) de 14,99 (14,99 —
15,85)mg . Kg ™' de ratén. El Indice de Variabilidad (IV) fue de 5,74.

B Sobrevida

A Muerte

® Punto final

20,00 -
18,00
16,00 -

14,00 - T

Dosis (ug/g)

12,00 -

10,00

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Numero de raton
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Figura 1. DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL CINCUENTA (DL50) DEL VENENO DE
Bothrops colombiensis DE YARACUY EN RATONES C57BL/6 (%). VIP. 60MIN.

Ratones hembra cepa C57BL/6 con pesos entre 20,50 y 26,29 g fueron inyectados por VIP con
el veneno de Bothrops colombiensis de Yaracuy. Los animales fueron observados por 60
minutos. La flecha indica el punto de inflexién e inicio de los datos validos para el cilculo de
la DLso. Los resultados se presentan como La mediana y sus limites para un 95% de confianza

(entre paréntesis):

DLso vip, 60 minutos = 14,99 (14,99 - 15,85) pg/ g de ratén

En la tabla 3 se presenta la frecuencia de los signos clinicos inducidos por efecto de
toxicidad aguda experimental del veneno de Bothrops colombiensis proveniente de
Yaracuy en ratones C57BL/6. En el 100% de los casos, correspondientes a la corrida
valida, se observo: taquipnea, alteraciones de la respiracion y posicion antalgica. En
el 55% observamos bradipnea/ apnea. En el 46% distension abdominal.
Seguidamente, el 36% presentd convulsiones y con menor frecuencia, temblores

generalizados (27%).



45

Tabla 3. MANIFESTACIONES CLINICAS DE TOXICIDAD AGUDA INDUCIDAS POR EL
VENENO DE Bothrops colombiensis DE YARACUY EN RATONES C57BL/6 (%), VIP. 60

MINUTOS.
CONDICION MUERTOS VIVOS TOTAL
SIGNO DE
TOXICIDAD R, R4 R¢ Re Rijy R |[R; Rs R; Rg Ry [N %
MARCHA ATAXICA

- - - - - - - - - - - 0 o0
DISTENSION
ABDOMINAL -+ o+ - - - - - R 5 46
CONVULSIONES

- + - - + + - - - + - 4 36
DEFECACION

e
TAQUIPNEA,

+ 4+ + + + + + + + + + 1 100
BRADIPNEA, APNEA

+ + o+ o+ o+ + - - - - - 6 55
OTRAS
ALTERACIONES + o+ + + + o+ o+ o+ o+ o+ 4+ 11 100
RESPIRATORIAS
POSICION
ANTALGICA + O+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 1 100
TEMBLORES
GENERALIZADOS - - - - - - + - + o+ - 3 27
HIPOTONIA DEL
TREN ANTERIOR Y/O - - - - - - - - - - - 0 0

POSTERIOR
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4.2 Bothrops colombiensis de ARAIRA

En la tabla 4 se presentan los datos necesarios para el calculo de la DLs, del
veneno de Bothrops colombiensis (ARAIRA), en ratones hembra, C57BL/6,
inyectados por VIP y observadas durante 60 minutos.

El total de ratones usados para la determinacion de la DLsy fue de n = 17. El punto de
inflexion se ubicé en Rs. A partir de este punto se considerd la corrida secuencial
valida para la determinacién de la DLsy y de los efectos de toxicidad aguda
experimental del veneno de Bothrops colombiensis proveniente de Araira.

La corrida valida para calcular la DLs, fue desde Rs hasta Ri¢ + R;7 (punto final) [n =
13]. Para evaluar los signos de toxicidad aguda experimental desde Rs hasta Ry [n =
12].

La cantidad de veneno utilizado fue de 6.994,8 ng (6,99 mg), de los cuales, 5.385,9
ng (5,39mg) correspondio al utilizado en la corrida valida.

La frecuencia de muerte causada por la administracion del veneno en la cepa
C57BL/6, se representa en la tabla 5. La mayor frecuencia de muerte [57,1 %. (n= 4)]
ocurri6 con la dosis D (19,95 pug . g"). Con la E (22,39 pg . g") fue 28,6% (n=2) y
conla C (17,78 pg . g ") fue 14,3% (n=1). Cuando se administr6 la dosis A (14,13 pg
.g)yB (15,85 pg . g todos los ratones sobrevivieron.
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Tabla 4. DATOS PARA EL CALCULO DE LA DLs, DEL VENENO DE Bothrops colombiensis DE
ARAIRA, MIRANDA, EN RATONES C57BL/6 (?), VIP. 60MINUTOS.

RATON PESO DosIs DosIs DOSISTOTAL ~ VOLUMEN MUERTE
) (Anti-Log) (ng - gr) (ng) (minutos)
CORRIDA NO VALIDA
1 25,23 A: 1,15 14,13 356,5 16,9 -
2 23,85 B: 1,20 15,85 378,0 17,9 -
3 24,21 C: 1,25 17,78 430,5 20,4 -
4 22,25 D: 1,30 19,95 443,9 21,0 -
Sub-total 1.608,9
CORRIDA VALIDA
5 22,10 E: 1,35 22,39 494.8 23,5 t:35
6 26,89 D: 1,30 19,95 536,5 25,5 -
7 24,30 E: 1,35 22,39 544,1 25,8 1:37
8 18,64 D: 1,30 19,95 371,9 17,7 t: 28
9 28,53 C: 1,25 17,78 507,6 24,1 -
10 20,56 D: 1,30 19,95 410,2 19,5 1: 30
11 22,20 C: 1,25 17,78 3947 18,7 -
12 25,60 D: 1,30 19,95 510,8 24,3 1:30
13 22,67 C: 1,25 17,78 403,1 19,1 +:25
14 23,78 B: 1,20 15,85 376,9 17,9 -
15 21,06 C: 1,25 17,78 374,4 17,8 -
16 23,10 D: 1,30 19,95 460,9 21,8 +:30
Sub-total 5.385,9
Total 6.994,8
SIGUIENTE ANIMAL
17 C: 1,25 17,78 ®




Ratones validos: Rs—R s +R 7

A: Anti-Log 1,15 = 14,12537545 ~ 14,13
B : Anti-Log 1,20 = 15,84893192 ~ 15,85
C: Anti-Log 1,25 =17,78279410 ~ 17,78

T: Ratdn con exitus letales; -: Vivo; ®: Punto final
D: Anti-Log 1,30 = 19,95262315 ~ 19,95
A: Anti-Log 1,35 =22,38721139 ~ 22,39

48
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Tabla 5. FRECUENCIA DE MUERTE Y SECUENCIA DE DOSIS ADMINISTRADAS DEL
VENENO DE Bothrops colombiensis DE ARAIRA, MIRANDA, EN RATONES C57BL/6 (%). VIP.

60 MINUTOS.
Anti-log Dosis (ug . g de ratén)
RATON
1,15 1,20 1,25 1,30 1,35
(14,13 g .g)  (1585ug .g") (17,78 ug . g (1995ug . g (22,39ug .g")
DosIS A DoOSIS B Dosis C Dosis D DOSISE
CORRIDA NO VALIDA
1
) -
3 -
4
CORRIDA VALIDA
5 +:30
6 +
7 +:37
8 +:28
9 +
10 +:30
11 +
12 +:30
13 +:25
14 -
15 -
16 1:33
SIGUIENTE ANIMAL
17 ®
FRECUENCIA DE MUERTE [ ]
1 4 2
DATOS CORRIDA VALIDA
(14,3 %) (57,1 %) (28,6 %)

n=7 (100%)




T: indica muerte.
-: indica sobrevivencia

®: indica siguiente animal (punto final del experimento)

50



51

La DLsy para 60 minutos de observacion, del veneno de Bothrops colombiensis de
Araira, administrado por VIP en ratones hembra C57BL/6, fue de 18,87 (17,90 —
20,08) mg . kg de raton (Ver figura 2). E1 TV fue de 11,55%.

Dosis (ug/g)

24,00 -
22,00 A
20,00 -
18,00 -
16,00 -
14,00 -

12,00 A

10,00

B Sobrevida
A Muerte

Punto final

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

NUimero de ratén
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Figura 2. DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL CINCUENTA (DL50) DEL VENENO DE
Bothrops colombiensis DE ARAIRA, MIRANDA POR VIP EN RATONES DE LA CEPA
C57BL/6 (9).

Ratones hembra cepa C57BL/6 con pesos entre 20,50 y 26,29 g fueron inyectados por vip con
el veneno de Bothrops colombiensis (Yaracuy). Los animales fueron observados por 60 minutos.
La flecha indica el punto de inflexién e inicio de los datos validos para el célculo de la DLso.
Los resultados se presentan como la mediana y sus limites para un 95% de confianza (entre

paréntesis):

DLs vip, 60 minutos = 18,87 (17,90 - 20,08) pg . g de ratén
En la tabla 6 se presenta la frecuencia de los signos clinicos inducidos por efecto de
toxicidad aguda experimental del veneno de Bothrops colombiensis proveniente de

Araira inyectado por VIP en ratones C57BL/6 y observados por 60min.

En el 100% de los casos, correspondientes a la corrida vélida, se observd taquipnea,
alteraciones de la respiracion y posicion antalgica. En el 83% distension abdominal y
bradipnea/apnea. Seguidamente, en el 58% ocurrieron hipotonia del tren anterior y

posterior y convulsiones y con menor frecuencia, temblores generalizados (25%).
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Tabla 6. FRECUENCIA DE MANIFESTACIONES DE TOXICIDAD AGUDA EXPERIMENTAL
INDUCIDAS POR EL VENENO DE Bothrops colombiensis DE ARAIRA ADMINISTRADO POR

VIP EN RATONES C57BL/6 ({). VIP.60OMINUTOS.

CONDICION MUERTOS VIVOS TOTAL
SIGNO DE
TOXICIDAD Rs R, Rg Ry Ry» Ry Ri|Rs Ry Ry, Ry Ris| N %
MARCHA
ATAXICA e
DISTENSION
ABDOMINAL + -+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ - 10 83
CONVULSIONES

+ + + + 4+ 4+ + - - - - - 7 =58
DEFECACION

e !
TAQUIPNEA

+ + + 4+ + 4+ o+ 4+ o+ 4+ o+ 4+ 12 100
BRADIPNEA/
APNEA + + + + o+ 4+ o+ o+ o+ - + - 10 83
OTRAS
ALTERACIONES  + + + + + + 4+ + + + + + 12 100
RESPIRATORIAS
POSICION
ANTALGICA + 4+ 4+ 4+ + 4+ + 4+ 4+ 4+ 4+ + 12 100
TEMBLORES
GENERALIZADOS _ _ + _ _ _ _ + _ + _ _ 3 25
HIPOTONIA DEL
TREN ANTERIOR + + + + + + _ _ _ _ _ 7 58

Y/O POSTERIOR
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4.3 Bothrops colombiensis de BARLOVENTO

En la tabla 7 se presenta los datos necesarios para el calculo de la DLsy del
veneno de Bothrops colombiensis de Barlovento, en ratones C57BL/6 (%), inyectados

por VIP y 60 minutos.

El total de roedores usados para la determinacion de la DLsy fue de n=15. El
punto de inflexion se ubicé en R4. A partir de este punto se considerd la corrida
secuencial valida para la determinacion de la DLsy y los efectos de toxicidad aguda

experimental del veneno de esta especie.

La corrida valida, para calcular la DLs, fue desde R4 hasta Rj4 + R;s (punto
final) [n=12]; y, para evaluar los signos de toxicidad aguda experimental, desde R4

hasta Rj4 [n=11]. La cantidad de veneno utilizado en la experiencia fue de 4.878,85

ng (4,88 g).

La frecuencia de muerte causada por la administracién intraperitoneal del
veneno estos ratones se presenta en la tabla 8. Para este veneno la mayor frecuencia
de muerte (83,3 %, n=5) ocurrid con la dosis D (19,95 ng . g'l). Con la dosis E (22,39
ng . g") la frecuencia fue 16,7% (n=1). Cuando se administrd la dosis A (14,13 pg .
g"), B (15,85 ug.g")y C (19,95 ng. g") todos los ratones sobrevivieron.
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Tabla 7. DATOS PARA EL CALCULO DE LA DLs, DEL VENENO DE Bothrops colombiensis DE
BARLOVENTO, MIRANDA, EN RATONES C57BL/6. VIP. 60MINUTOS.

RATON PESO Dosis Dosis Dosis TOTAL VOLUMEN MUERTE
™) (®) (Anti-Log) (g - gr") (ug) (uD) (minutos)
CORRIDA NO VALIDA
1 27,45 A: 1,15 14,13 387,87 15 -
2 18,33 B: 1,20 15,85 290,53 11 -
3 18,99 C: 1,25 17,78 337,64 13 -
Sub-total 1.016,04
CORRIDA VALIDA
4 17,53 D: 1,30 19,95 349,72 14 1: 30
5 15,73 C: 1,25 17,78 279,67 11
6 13,78 D: 1,30 19,95 274,91 11 1:29
7 20,96 C: 1,25 17,78 372,67 14 -
8 17,65 D: 1,30 19,95 352,12 14 -
9 19,87 E: 1,35 22,39 44489 17 1: 56
10 16,03 D: 1,30 19,95 319,80 12 t: 54
11 15,54 C: 1,25 17,78 276,30 11 -
12 23,07 D: 1,30 19,95 460,02 18 1:47
13 18,22 C: 1,25 17,78 323,95 13 -
14 20,53 D: 1,30 19,95 409,57 16 1: 56
Sub-total 3.862,81
Total 4.878,85
SIGUIENTE ANIMAL

15 C: 1,25 17,78 ®




Ratones validos: R4—R 4 R ;5

A: Anti-Log 1,15 = 14,12537545 ~ 14,13
B : Anti-Log 1,20 = 15,84893192 ~ 15,85
C: Anti-Log 1,25 =17,78279410 ~ 17,78

T: Ratdn con exitus letales; -: Vivo; ®: Punto final
D: Anti-Log 1,30 =19,95262315 ~ 19,95
A: Anti-Log 1,35 =22,38721139 ~ 22,39
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Tabla 8. FRECUENCIA DE MUERTE Y SECUENCIA DE DOSIS DEL VENENO DE Bothrops
colombiensis DE BARLOVENTO, MIRANDA, EN RATONES C57BL/6 (?). VIP. 60MINUTOS.

Anti-log Dosis (ug . g de raton)

RATON
1,15 1,20 1,25 1,30 1,35
(1413 pg. g)  (1585pg.g") (17,78 pg. g" (1995ug g (223%ug. g")
Dosis A DoOSIS B Dosis C Dosis Db DOSISE
CORRIDA NO VALIDA
1
2 -
3 -
CORRIDA VALIDA
4 T:30
5 -
6 $:29
7 -
8
9 F:56
10 154
11 -
12 1147
13 -
14 156
SIGUIENTE ANIMAL
16 ®
FRECUENCIA DE MUERTE [ ]
DATOS CORRIDA VALIDA
0 5 1
(0,0 %) (83,3 %) (16,7 %)

n=6(100%)




T: indica muerte.
-: indica sobrevivencia

®: indica siguiente animal (punto final del experimento)
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La DLsy del veneno de Bothrops colombiensis de Barlovento, administrado por via

intraperitoneal en ratones hembra C57BL/6 y para 60min de observacion, se presenta
en la figura 3, donde se puede observar una mediana (DL 50) de 18,86 (18,86 —
19,95)mg . kg de raton. El indice de variabilidad (IV) fue de 5,78.

Dosis (ug/g)

24,00 -
22,00 -
20,00 -
18,00 A
16,00 -
14,00 A

12,00 A

10,00

B Sobrevida
A Muerte

Punto final

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Nimero de ratén
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Figura 3. DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL CINCUENTA (DL50) DEL VENENO DE
Bothrops colombiensis (BARLOVENTO, MIRANDA) POR VIP EN RATONES DE LA CEPA
C57BL/6.

Ratones hembra cepa C57BL/6 con pesos entre 13,78 y 27,45 g fueron inyectados por vip con
el veneno de Bothrops colombiensis (Barlovento). Los animales fueron observados por 60
minutos. La flecha indica el punto de inflexién e inicio de los datos validos para el cilculo de
la DLso. Los resultados se presentan como la mediana y sus

limites para un 95% de confianza (entre paréntesis):

DLs vip, 60 minutos = 18,86 (18,86 - 19,95) pg . g de ratén

En la tabla 9 se presenta la frecuencia de los signos clinicos de toxicidad aguda
experimental inducidos por efecto del veneno de Bothrops colombiensis proveniente
de Barlovento en ratones C57BL/6 (%).

En el 100% de los casos, correspondientes a la corrida valida, se observé taquipnea y
otras alteraciones de la respiracion. En el 82% distension abdominal y
bradipnea/apnea. Seguidamente, el 55% de los ratones presentd convulsiones. Con
menor frecuencia, posicion antalgica y temblores generalizados en el 46% y

defecacion en el 36% de los roedores.
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Tabla 9. FRECUENCIA DE MANIFESTACIONES CLINICAS DE TOXICIDAD AGUDA
EXPERIMENTAL INDUCIDAS POR EL VENENO DE Bothrops colombiensis DE BARLOVENTO
EN RATONES C57BL/6 (?). VIP. 60MINUTOS

CONDICION MUERTOS VIVOS TOTAL
SIGNO DE
TOXICIDAD Rsi R¢ Re Ry Rz Ryyu|Rs R; Rg Ryy Riz3 [N %
MARCHA ATAXICA

- -+ 4+ - 4+ + 4+ + + + 8 73
DISTENSION
ABDOMINAL -+ + + + 4+ 4+ -+ 4+ 4+ 9 82
CONVULSIONES

+ + + + o+ o+ - - - - 6 55
DEFECACION

+ 4+ - - - + - + - - - 4 36
TAQUIPNEA,

+ + + 4+ + + + + 4+ 4+ + 11 100
BRADIPNEA/APNEA

+ + + 4+ + + + - - - + 9 8
OTRAS
ALTERACIONES + + o+ 4+ + + + + 4+ 4+ + 11 100
RESPIRATORIAS
POSICION
ANTALGICA - -+ 4+ + - - + - - + 5 46
TEMBLORES
GENERALIZADOS - - -+ + 4+ - -+ o+ - 5 46
HIPOTONIA DEL
TREN ANTERIOR YO - - - - - - - - - - - 0 0

POSTERIOR
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4.4 Bothrops colombiensis de BARINAS

En la tabla 10 se presenta los datos necesarios para el célculo de la DLs, del
veneno de Bothrops colombiensis de Barinas, en ratones C57BL/6 (), inyectados

por VIP y observados durante 60 minutos.

El total de ratones usados para la determinacion de la DLsy fue de n=16. El
punto de inflexion se ubicé en Rj. A partir de este punto se considerd la corrida
secuencial valida para la determinacion de la DLsy y los signos de toxicidad aguda

experimental del veneno de esta especie.

La corrida valida, para calcular la DLs, fue desde Rj3 hasta R;s + Ry (punto
final) [n=14] y para evaluar los signos de toxicidad aguda experimental, desde Rj

hasta R;s [n=13]. La cantidad de veneno utilizado en la experiencia fue de 3.408,50

ng (3,41 mg).

La frecuencia de muerte causada por la administracion de este veneno a los
ratones se presenta en la tabla 11. Para este caso la mayor frecuencia de muerte (66,7
%, n=4) ocurri6 con la dosis B (12,59 pg . g'). Con la dosis A (14,13 pug . g") la
frecuencia fue 33,3% (n=2). Cuando se administré la dosis C (11,22 pg . g) todos

los ratones sobrevivieron.
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Tabla 10. DATOS PARA EL CALCULO DE LA DLs, DEL VENENO DE Bothrops colombiensis DE
BARINAS EN RATONES C57BL/6 (?), VIP. 60MINUTOS.

RATON PESO DosIs DosIs DOsSISTOTAL ~ VOLUMEN MUERTE
™) (®) (Anti-Log) (g - gr) (ug) (uD) (minutos)
CORRIDA NO VALIDA
1 16,99 A 1,15 14,13 240,07 12 t: 26
2 17,54 B: 1,10 12,59 220,83 11 1: 56
Sub-total 460,90
CORRIDA VALIDA
3 18,82 C: 1,05 11,22 211,16 11 -
4 16,12 B: 1,10 12,59 202,95 10 1:32
5 16,24 C: 1,05 11,22 182,21 9 -
6 19,03 B: 1,10 12,59 239,59 12 1: 17
7 19,45 C: 1,05 11,22 218,23 11 -
8 20,29 B: 1,10 12,59 255,45 13 -
9 18,59 A: 1,15 14,13 262,68 13 1: 28
10 18,51 B: 1,10 12,59 233,04 12 t:35
11 19,89 C: 1,05 11,22 233,17 11 -
12 16,78 B: 1,10 12,59 211,26 11 -
13 17,32 A: 1,15 14,13 244,73 12 1: 43
14 18,59 B: 1,10 12,59 234,04 12 1:37
15 19,52 C: 1,05 11,22 219,09 11 -
Sub-total 2.947,60
Total 3.408,50
SIGUIENTE ANIMAL

16 B: 1,10 12,59 ®




Ratones validos: R3—>Ris Ry

A: Anti-Log 1,15 = 14,12537545 ~ 14,13
B: Anti-Log 1,10 = 12,58925412 = 12,59
C: Anti-Log 1,05 =11,22018454 ~ 11,22

+: Ratdn con exitus letalis
-: Vivo

®: Punto final
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Tabla 11. FRECUENCIA DE MUERTE Y SECUENCIA DE DOSIS DEL VENENO DE Bothrops
colombiensis DE BARINAS EN RATONES C57BL/6 (?). VIP. 60MINUTOS.

ANTI-LOG DOSIS (ug . g DE RATON)

RATON 1,05 1,10 1,15
(11,22 pg . gh (12,59 g . g™ (14,13 pg . gV
Dosis C DosisB Dosis A
CORRIDA NO VALIDA

1 126

2 T: 46
CORRIDA VALIDA

3

4 - t:32

5

6 T 17

7

8 -

9 128

10 1:35

11

12 -

13 137

14 T:31

15
SIGUIENTE ANIMAL

16 ®

FRECUENCIA DE MUERTE [1])

DATOS DE LA CORRIDA
0 4 2

VALIDA (0,0%) (66,7%) (33,3%)

n=6(100%)
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T: indica muerte.
-: indica sobrevivencia

®: indica siguiente animal (punto final del experimento)

La DLsy del veneno de Bothrops colombiensis de Barinas, administrado por via
intraperitoneal en ratones hembra C57BL/6 y observados por 60min, se presenta en la

figura 3, donde se puede observar que la misma fue de 12,59 (11,91 — 12,59)mg . kg™

de raton.
18.00 B Sobrevida
A Muerte
16.00 1 Punto final
°
(@2}
= 14,00 |
(2]
2 l
[e]
o
12,00 |
1000 4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

NUumero de raton
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Figura 4. DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL CINCUENTA (DL50) DEL VENENO DE
Bothrops colombiensis DE BARINAS EN RATONES C57BL/6 (%). VIP. 60MINUTOS.

Ratones hembra cepa C57BL/6 con pesos entre 16,78 y 20,29 g fueron inyectados por vip con
el veneno de Bothrops colombiensis (Barinas). Los animales fueron observados por 60 minutos.
La flecha indica el punto de inflexién e inicio de los datos validos para el célculo de la DLso.
Los resultados se presentan como LA mediana y sus limites para un 95% de confianza (entre

paréntesis):

DLso vip, 60 minutos = 12,59 (11,91 - 12,59) pg . g de ratén

En la tabla 12 se presenta la frecuencia de los signos clinicos de toxicidad aguda
experimental inducidos por efecto del veneno de Bothrops colombiensis proveniente
de Barinas inyectado en ratones C57BL/6 (9Q).

En el 100% de los casos, correspondientes a la corrida valida, se observo: taquipnea y
alteraciones de la respiracion. El 77% present6 bradipnea/apnea. En el 62% posicion
antalgica. Seguidamente, el 55% y 54% presentd convulsiones y distension
abdominal, respectivamente. Con menor frecuencia, temblores generalizados en el
39% y marcha ataxica en el 31%. Por tltimo, defecacion en el 23% de los ejemplares

muridos.
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Tabla 12. FRECUENCIA DE MANIFESTACIONES CLINICAS DE TOXICIDAD AGUDA
EXPERIMENTAL INDUCIDAS POR EL VENENO DE Bothrops colombiensis DE BARINAS EN
RATONES C57BL/6 ({). VIP. 60MINUTOS.

CONDICION MUERTOS VIVOS TOTAL
SIGNOS DE
TOXICIDAD Rsy R¢ Re Ry Rz Ryu|R; Rs R; Rg Riy Rpp Ris| N %
MARCHA ATAXICA

- + 4+ - - - - + + - - - - 4 31
DISTENSION
ABDOMINAL -+ -+ - + o+ 4+ 4+ 4+ - - - 7 54
CONVULSIONES

+ - + - 4+ 4+ 4+ - - + - - - B 55
DEFECACION

- -+ - - - + -+ - - - - 3 23
TAQUIPNEA

+ + + 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ + + + + + 13 100
BRADIPNEA/
APNEA + + + 4+ 4+ 4+ - + + + + - - 10 77
OTRAS
ALTERACIONES + + + + + + + 4+ 4+ 4+ + + 4+ 13 100
RESPIRATORIAS
POSICION
ANTALGICA - -+ 4+ 4+ + + - 4+ 4+ - - + 8 62
TEMBLORES
GENERALIZADOS - - - - - + + + o+ 4+ - - - 5 39

HIPOTONIA ~ DEL
TREN ANTERIOR - - - - - = -« =« - - - - - 0 0
Y/O POSTERIOR
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4.5 “POOL” DE TODOS LOS EJEMPLARES ESTUDIADOS

En la tabla 13 se presenta los datos necesarios para el calculo de la DLs, del
pool de veneno de Bothrops colombiensis de los ejemplares estudiados, en ratones

C57BL/6, observados durante 60 minutos.

El total de ratones usados para la determinacion de la DLsy fue de n=17. El
primer punto de inflexion se ubicé en Rs. A partir de este punto se considerd la
corrida valida para la determinacion de la DLsy y de los efectos de toxicidad aguda

experimental del veneno de esta especie.

La corrida valida, para calcular la DLs, fue desde Rj3 hasta Rj¢ + R;7 (punto
final) [n=15] y para evaluar los signos de toxicidad aguda experimental, desde Rj

hasta Rj¢ [n=14]. La cantidad de veneno utilizado en la experiencia fue de 5.742,97

pg (5,74 mg).

La frecuencia de muerte causada por la administracién intraperitoneal del
veneno en estos ratones se presenta en la tabla 14. Para el “pool” de venenos la
mayor frecuencia de muerte (66,7 %, n=4) ocurri6 con la dosis B (12,59 pg . g™).
Con la dosis A (14,13 pg . g™) la frecuencia fue 33,3% (n=2). Cuando se administrd

la dosis C (11,22 pg . g™) todos los ratones sobrevivieron.
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Tabla 13. DATOS PARA EL CALCULO DE LA DLs, DEL “POOL” DE VENENOS DE Bothrops
colombiensis EN RATONES C57BL/6 (?). VIP. 60MINUTOS.

RATON PESO Dosis Dosis TOTAL VOLUMEN MUERTE
() (Anti-Log) (ng - gr") (ng) (nl) (minutos)
CORRIDA NO VALIDA
1 21,20 A: 1,15 14,13 299,56 17 -
2 18,38 B: 1,20 15,85 291,32 17 -
Sub-total 590,88
CORRIDA VALIDA
3 20,20 C: 1,25 17,78 359,21 21 1: 57
4 18,35 B: 1,20 15,85 290,82 17 -
5 18,09 C: 1,25 17,78 321,60 19 -
6 16,92 D: 1,30 19,95 337,55 20 1:52
7 20,92 C: 1,25 17,78 371,96 22 -
8 16,02 D: 1,30 19,95 319,60 19 -
9 20,16 E: 1,35 22,39 451,38 26 1: 21
10 20,52 D: 1,30 19,95 409,37 24 1:33
11 23,16 C: 1,25 17,78 511,80 24 1: 55
12 23,01 B: 1,20 15,85 364,70 21 -
13 19,75 C: 1,25 17,78 351,20 20 1: 50
14 20,52 B: 1,20 15,85 325,20 19 -
15 18,95 C: 1,25 17,78 336,90 20 -
16 20,09 D: 1,30 19,95 400,80 23 1:52
Sub-total 5.152,09
Total 5.742,97
SIGUIENTE ANIMAL
17 C: 1,25 17,78 ®




Ratones validos: R3—R ¢ +Ry7

A: Anti-Log 1,15 = 14,12537545 ~ 14,13
B: Anti-Log 1,20 = 15,84893192 = 15,85
C: Anti-Log 1,25 =17,78279410 = 17,78
D: Anti-Log 1,30 = 19,95262315 ~ 19,95
E: Anti-Log 1,35 =22,38721139 ~ 22,39

+: Ratdn con exitus letalis
-: Vivo

®: Punto final
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Tabla 14. FRECUENCIA DE MUERTE Y SECUENCIA DE DOSIS DEL “POOL” DE VENENOS
DE Bothrops colombiensis EN RATONES C57BL/6 (¥). VIP. 60MINUTOS.

Anti-log Dosis (ug ® g de raton)

RATON

1,15 1,20 1,25 1,30 1,35
(14,13 pg .g)  (1585ug.g") (17,78 pg . g (1995ug. g (223%ug. g")
DoSIS A DOSIS B Dosis C DosIS D DOSIS E
CORRIDA NO VALIDA
1
2 -
CORRIDA VALIDA
3 +:57
4 -
5 -
6 +:52
7 -
8
9 1151
10 +: 43
11 1155
12 0
13 1150
14 0
15 -
16 +:52
SIGUIENTE ANIMAL
17 ®
FRECUENCIA DE MUERTE [ ]
DATOS CORRIDA VALIDA
0 3 3 1
(0,0 %) (42,9%) (42,9%) (14,2 %)

n =7 (100%)




T: indica muerte.
-: indica sobrevivencia

®: indica siguiente animal (punto final del experimento)
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La DLsy por VIP y para 60 minutos de observacion del “pool” de veneno de todos los
ejemplares de Bothrops colombiensis, en ratones hembra C57BL/6, se presenta en la
figura 5. Se expresa como la mediana y sus limites de confianza al 95% y result6 ser:
DL 50= 17,90 (17,78 — 18,87)mg . kg' de raton. El indice de variabilidad (IV) fue de
6,09.

B Sobrevida

24,00 - A Muerte
Punto final

22,00 -

20,00

18,00 -

Dosis (ug/g)

16,00 - T

14,00 -

12,00

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Numero de ratén
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Figura 5. DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL CINCUENTA (DL50) DEL “POOL”
VENENO DE Bothrops colombiensis EN RATONES C57BL/6 (2). VIP. 60MINUTOS.

Ratones hembra cepa C57BL/6 con pesos entre 16,02 y 23,16 g fueron inyectados por vip con
el veneno de Bothrops colombiensis (Pool de Venenos). Los animales fueron observados por 60
minutos. La flecha indica el punto de inflexion e inicio de los datos validos para el calculo de
la DLso. Los resultados se presentan como LA mediana y sus limites para un 95% de

confianza (entre paréntesis):

DLs vip, 60 minutos = 17,90 (17,78 - 18,87) pg . g de ratén
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En la tabla 15 se presenta la frecuencia de los signos clinicos de toxicidad aguda
experimental inducidos por efecto del “pool” de veneno de Bothrops colombiensis,
inyectado en ratones C57BL/6 (9) por VIP y para 60min de observacion.

En el 100% de los casos, correspondientes a la corrida valida, se observo: taquipnea,
otras alteraciones de la respiracion, temblores generalizados e hipotonia del tren
anterior y/o posterior. En el 57% distension abdominal. Seguidamente, el 50%
presentd convulsiones, posicion antédlgica y bradipnea/apnea. Con menor frecuencia
temblores generalizados (39%) y marcha ataxica (31%). Por ultimo defecacion y
marcha ataxica ocurrieron en el 36% y 29% de los ejemplares muridos,

respectivamente.



Tabla 15. FRECUENCIA DE MANIFESTACIONES DE TOXICIDAD AGUDA EXPERIMENTAL
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INDUCIDO POR EL “POOL” DE LOS VENENOS DE Bothrops colombiensis EN RATONES

C57BL/6 (), VIP. 60 MINUTOS.

CONDICION MUERTOS VIVOS TOTAL
SIGNO DE
TOXICIDAD R; R¢ Re Ry Ry Rz Rg|Ry Rs R, R R Ry Ris|N %
MARCHA ATAXICA

+ - - - - - 4+ - 4+ - - + - + 5 36
DISTENSION
ABDOMINAL + + - 4+ - - - 4+ + - 4+ - + + 8 57
CONVULSIONES

+ + + + 4+ 4+ 4+ - - - - - - - 71 50
DEFECACION

-+ - - + - - + - - - + - - 4 29
TAQUIPNEA

+ + + 4+ 4+ + + 4+ 4+ + 4+ + + + 14 100
BRADIPNEA/APNEA

+ 4+ + + + 4+ + - - - - - - - 7 5
OTRAS
ALTERACIONES + + + + + + + + + + + + + + 14 100
RESPIRATORIAS
POSICION
ANTALGICA + + -+ - 4+ - 4+ - 4+ + - - - 71 50
TEMBLORES
GENERALIZADOS + + + 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ + + 4+ o+ o+ o+ 14 100
HIPOTONIA DEL
TREN  ANTERIOR + + + + + + + + + + + o+ + + 14 100

Y/O POSTERIOR
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4.6 COMPARACIONES ENTRE EJEMPLARES DE Bothrops colombiensis
PROVENIENTES DE YARACUY, ARAIRA, BARLOVENTO, BARINAS Y
“POOL”

La tabla 16 muestra la comparacion de las DLs del veneno de Bothrops colombiensis
de varias regiones de Venezuela, en los ratones C57BL/6 (9). Los resultados
demuestran que la DLs, del veneno de Bothrops colombiensis proveniente de Barinas
(DLsy vip, 60 minutos = 12,59 (11,91 — 12,59) mg . Kg' de raton) es
significativamente menor que la DLsy del veneno proveniente de Yaracuy (DLsg vip,
60 minutos = 14,99 (14,99 — 15,85) mg . Kg' de ratén) y éste, a su vez, mas potente
que el veneno de los ejemplares de Miranda [Barlovento : DLsy vip, 60 minutos =
18,86 (18,86 — 19,95) mg . Kg'1 de raton y Araira :DLsy vip, 60 minutos = 18,87
(17,90 — 20,08) mg . Kg™' de raton]. La DLs, del pool [DLs, vip, 60 minutos = 17,90
(17,78 — 18,87) mg . Kg' de raton] es similar estadisticamente a las de los ejemplares

de Miranda.
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TABLA 16. COMPARACION DE LAS DOSIS LETALES CINCUENTA (DL50) DE LOS
VENENOS DE EJEMPLARES DE Bothrops colombiensis DE VARIAS REGIONES DE
VENEZUELA.

DL 50
REGIONES

(ug . g de raton)
BARINAS 12,59 (11,91 - 12,59)

P< 0,001

YARACUY 14,99 (14,99 - 15,85) P< 0,001
“POOL” 17,90 (17,78 - 18,87)
BARLOVENTO

18,86 (18,86 - 19,95)
(MIRANDA) P> 0,05
ARAIRA

18,87 (17,90 - 20,08)
(MIRANDA)

En la tabla 17 se presenta el tiempo promedio de aparicion de los signos de
toxicidad aguda experimental inducidos por efecto del veneno de Bothrops
colombiensis provenientes de Yaracuy, Araira, Barlovento, Barinas y el pool de
todas las anteriores administrado por via intraperitoneal en ejemplares muridos

C57BL/6 femeninos.

La marcha atixica aparecid6 mds precozmente con el veneno de Barinas (4,5
minutos). Tardiamente con el “Pool” y Barlovento, a los 15 y 17,25 minutos,

respectivamente y no se manifestd con el veneno de Araira.

La distension abdominal fue observada a los 13,2; 5,6; 10; 7,1 y 15,9 minutos
luego de inyectar el veneno de Bothrops colombiensis proveniente de Yaracuy,
Araira, Barlovento, Barinas y el “pool” de todos los ejemplares, respectivamente. A
diferencia de ésta, las convulsiones fueron un signo clinico de aparicién mas tardia

con la administracion del veneno de Bothrops colombiensis proveniente de Yaracuy,
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Araira, Barlovento, Barinas y el “pool” de todos los ejemplares, con un tiempo de 24;

26,42; 32,8; 26,7 y 41minutos, respectivamente.

La defecacion aparecido a los 32; 7; 11,5; 12,7 y 18,8 minutos luego de
inyectar el veneno de Bothrops colombiensis proveniente de Yaracuy, Araira,

Barlovento, Barinas y el pool de todos los ejemplares, respectivamente.

La taquipnea apareci6 a los 4,9; 3.5; 3,1; 4 y 2,3 minutos luego de inocular el
veneno de Bothrops colombiensis proveniente de Yaracuy, Barlovento, Barinas y el
pool de todos los ejemplares, respectivamente. Mientras que los ratones presentaron
bradipnea/apnea ocurrieron a los 30,8; 31,8; 56; 31,5 y 45 minutos respectivamente.
Otras alteraciones de la respiracion fueron observadas en todos los ejemplares
muridos inyectados con el veneno de Bothrops colombiensis con un promedio de
tiempo de aparicion de 20,36; 12,67; 11,7; 17,4 y 21 minutos de las regiones

Yaracuy, Araira, Barlovento, Barinas y el pool de todos, respectivamente.

La posicion antalgica fue otro de los signos clinicos observados a los 7,5; 3,8;
11,6; 7 y 13,3 minutos luego de inocular el veneno de Bothrops colombiensis
proveniente de Yaracuy, Barlovento, Barinas y el pool de todos los ejemplares,

respectivamente.

A los 35,3; 10,7; 3,2; 18,4 y 14,8 minutos aparecieron temblores
generalizados en los ejemplares muridos inoculados con el veneno de Bothrops
colombiensis proveniente de Yaracuy, Barlovento, Barinas y el pool de todos los

ejemplares, respectivamente

La hipotonia del tren anterior y/o posterior se observd solo en los ratones

C57BL/6 femeninos inoculados con el veneno de Araira y el pool de todos los
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ejemplares de Bothrops colombiensis con un promedio de tiempo de aparicion a los

17 y 59 minutos, respectivamente.
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Tabla 17. TIEMPO PROMEDIO DE APARICION DE LOS SIGNOS DE LA TOXICIDAD
AGUDA EXPERIMENTAL INDUCIDA POR EL VENENO DE Bothrops colombiensis
PROVENIENTES DE YARACUY, ARAIRA, BARLOVENTO, BARINAS Y POOL EN

RATONES C57BL/6 (3)

MANIFESTACIONES CLINICAS

PROMEDIO DE TIEMPO DE APARICION DE LOS SINTOMAS
(MINUTOS)

YARACUY |ARAIRA BARLOVENTO |[|BARINAS |TODOS
(MIRANDA) |(MIRANDA)
MARCHA ATAXICA - - 17,25 45 15
DISTENSION ABDOMINAL 13,2 5,6 10 7,1 15,9
CONVULSIONES 24 26,42 32,3 26,7 41
DEFECACION 32 7 11,5 12,7 18,8
TAQUIPNEA 4.9 3,5 3,1 4 23
, BRADIPNEA/APNEA 30,83 31,8 56 31,5 45
OTRAS ALTERACIONES DE LA[20,36 12,67 11,7 17,4 21
RESPIRACION
POSICION ANTALGICA 7,5 3,8 11,6 7 13,3
TEMBLORES GENERALIZADOS |35,3 10,7 3,2 18,4 14,8
HIPOTONIA TREN ANTERIOR]- 17 - - 23,1
Y/O POSTERIOR

Las locaciones estan ubicadas en el mismo orden en que se realizaron los

experimentos
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4.7 COMPARACION DEL EFECTO PROCOAGULANTE DEL VENENO DE
bothrops colombiensis PROVENIENTE DE 4 REGIONES DE VENEZUELA

En el segundo experimento se determiné el efecto procoagulante del veneno
de Bothrops colombiensis proveniente de Yaracuy, Araira, Barlovento, Barinas y el
Pool sobre el plasma humano. Dicha actividad se cuantifico midiendo el tiempo en el
cual 100ul del veneno a diferentes diluciones, coagulan 200ul de plasma. Cada

experimento fue repetido dos veces y se promediaron los tiempos (tabla 18).

Se observo que el efecto procoagulante inducido por el veneno de Bothrops
colombiensis sobre el plasma humano fue dosis dependiente en todas Ilas
preparaciones del veneno observando un aumento progresivo del tiempo de
coagulacion con las sucesivas diluciones del veneno. Los venenos de Barinas y
Yaracuy mostraron el mayor poder coagulante con 9’ y 9,5 a la minima
concentracion, respectivamente. Mientras que los de Barlovento y Araira resultaron
los menos procoagulantes (18,5 y 23°, respectivamente). El “pool” de todos los
venenos coaguld el plasma en 11°, es decir, se ubico entre los dos grupos extremos

acercandose mas a los venenos de mayor poder coagulante.
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Tabla 18. EFECTO PROCOAGULANTE DEL VENENO DE Bothrops colombiensis
PROVENIENTES DE YARACUY, ARAIRA, BARLOVENTO, BARINAS Y “POOL”

DILUCION | 1mg/ mL 0,5mg/mL 0,25mg/mL 0,125mg/mL
A B X |A B X A B X |A B X

LOCALIDAD
BARINAS 55 6s 5558 7s 7s 7s 9 7s 8s 10s 8s 9s
YARACUY 5s 5s b5s 7s 6s 655 8 8 8 10s 9s 9,5s
TODAS 6s 6s 6s 8 8s 8s 8 8 8s 11s 11s 11s

BARLOVENTO 8s 7s 7,5s 11s 11s 11s 15s 15s 15s 18s 19s 18,5s

ARAIRA 7s 8s 7,558 12s 12s 12s 17s 17s 17s 23s 23s 23s




Tiempo de coagulacion en segundos (s)
[ Y e e Lo 1, | ¥ T S} )
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Figura7. MEDIA ARITMETICA DE LOS TIEMPOS DE COAGULACION CON EL

VENENO DE BOTHROPS COLOMBIENSIS PROVENIENTES DE YARACUY,
ARAIRA, BARLOVENTO, BARINAS Y “POOL” A DIFERENTES DILUCIONES

1 mg/ml 0,5 mg/ml 0,25 mg/ml 0,125 mg/ml|
M Barinas 5,5 7,0 8,0 9,0
M Yaracuy 5,0 6,5 8,0 9,5
W Todas 6,0 8,0 8,0 11,0
B Barovento 7.5 11,0 15,0 18,5
W Araira 7,5 12,0 17,0 23,0



86

4.8 COMPARACION DEL EFECTO PROTEOLITICO DEL VENENO DE
bothrops colombiensis PROVENIENTE DE 4 REGIONES DE VENEZUELA

La actividad proteolitica del veneno de Bothrops colombiensis proveniente de cuatro
regiones de Venezuela se estudid con diluciones sucesivas del veneno, colocadas
sobre radiografias veladas a fin de evidenciar la digestion de la capa de gel proteico
contenida en éstas.

En la figura 7 se muestran los ejemplos del experimento. No se evidencia diferencia
importante en cuanto a la actividad proteolitica de los venenos, ya que la degradacion

del gel fue similar para todos los ejemplares estudiados.

1:1 1:2 1:4 1:8 1:16
1:32

1:64 1:128 1:256 1:512 1:768
1:1024

1:1 1:2 1:4 1:8 1:16
1:32
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1:64 1:128 1:256 1:512 1:768 1:1024

Figura 7. ACTIVIDAD PROTEOLITICA DEL VENENO DE Bothrops
colombiensis DE ARAIRA Y YARACUY CON DILUCIONES SERIADAS DE
VENENO FRESCO.
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4.9 DISCUSION

Estudios indican que los venenos de diferentes poblaciones de ofidios difieren
en las concentraciones de sus componentes, como los llevados a cabo por Jiménez-
Porras (1964) en poblaciones de Bothrops atrox y B. nummifer (hoy Atropoides
nummifer) donde observaron diferencias intraespecificas. Posteriormente, el mismo
autor describe variaciones en el contenido de crotamina con respecto al area

geografica (Jiménez-Porras 1970).

Las diferencias en cuanto a los componentes de los venenos no s6lo cambian
con respecto a las especies, subespecies y area geografica sino también con el estadio
ontogénico, dieta y estacion del afio en la que es recolectado el veneno (Toro y col
1999). Como describen Lomonte y col (1983) en Crotalus durissus durissus cuyos
ejemplares recién nacidos tienen mayor efecto neurotdxico y miotoxico, en tanto los
ejemplares adultos presentan un veneno de accién local y hemorragica, sin
neurotoxicidad evidente. Otro estudio interesante es el de Mackessy y col (2003)
quienes describen cambios en la composicion del veneno de Crotalus oreganus
concolor y lo relacionan con el cambio de la dieta en los periodos ontogénicos; en
esta subespecie las juveniles se alimentaban principalmente de presas ectotérmicas y
las adultas de presas endotérmicas. Los ejemplares juveniles se alimentaban
principalmente de anfibios, como las ranas que son animales de sangre fria cuya
muerte es lenta y los adultos se alimentaban de roedores cuya muerte es mas rapida,
lo que puede ser una de las explicaciones de los cambios en las potencias y
componentes de ambos venenos. Otra explicacion es que la cantidad de veneno que
inyectan las serpientes corresponde a su tamafio, es decir, las jovenes inyectan
pequeiias cantidades ya que los animales son de menor tamafio, por lo tanto, necesitan

un veneno mas potente (Mackessy y col, 2003).
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Como los venenos de las serpientes poseen una composicion variable, también
existen diferencias importantes en las actividades enzimaticas y en los efectos locales
y sistémicos no sb6lo entre distintas especies de la misma familia, sino también
diferencias intraespecificas entre poblaciones de distintas areas geograficas
(Remuzgo y col., 2000). Como consecuencia, los venenos de las diferentes especies y
entre individuos de la misma especie, pero de distintas poblaciones, producen
diferentes efectos locales y sistémicos, por lo que se requiere de un tratamiento

clinico diferente para cada caso (Malaga y col., 2001).

En nuestros experimentos se encontrd que si existen diferencias entre la
potencia del veneno (DL 50) de los ejemplares femeninos adultos de Bothrops
colombiensis de diferentes regiones de Venezuela. Existe una diferencia significativa
entre la DL 50 de Barinas (KW=12,59) y Yaracuy (KW=14,99), siendo la primera
mucho mas potente que la segunda. A su vez el veneno de Yaracuy (KW=14,99) fue
significativamente mas potente que el del “pool” (KW=17,78), el de Barlovento
(KW=18,86) y Araira (KW=18,87). La potencia entre los venenos de Araira y
Barlovento fue similar, y esto probablemente se puede explicar debido a la cercania

geografica de ambas regiones (Estado Miranda).

Figura 9. Mapa de la Republica Bolivariana de Venezuela, donde se resaltan (en

naranja) los estados a los que pertenecen los ejemplares estudiados
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Los signos de toxicidad aguda experimental inducida por el veneno de
Bothrops colombiensis en ratones C57BL/6, administrado VIP y para 60 minutos de
observacion fueron diversas sin embargo, ya que la totalidad de los ratones de la
corrida valida fueron inyectados con dosis cercanas a la DL 50, no hubo diferencia
significativa en la mayoria de los signos y, en los casos en los que se presentaron
pequefias variaciones, éstas no permiten hacer un factor comun que ayude a distinguir

la toxicidad y/o efectos biologicos de los venenos de las diferentes localidades.

La distencion abdominal fue una manifestacion clinica comin de toxicidad
aguda de todos los venenos empleados, aunque, con mayor proporciéon con los
venenos de Araira y Barlovento, en un 83% y 82%, respectivamente con un tiempo
promedio de aparicion de 5,6 y 10 minutos, respectivamente. Seguramente este efecto

no es mas que la manifestacion de la irritacion peritoneal inducida por el veneno.

Las convulsiones fueron sintoma premonitorio de muerte con la mayoria de
los venenos y por lo tanto, una manifestacion clinica tardia con los venenos de Araira,
Barlovento y el “pool”, sélo los ratones que murieron presentaron este sintoma. Con
el veneno de Yaracuy el tiempo promedio de aparicion fue menor, 24 minutos y con
el de Araira y Barinas ocurrieron en un tiempo promedio similar 26,4 y 26,7 minutos
respectivamente. El veneno del ejemplar barloventefio produjo convulsiones con un
tiempo levemente mayor (32,3 min) pero, en general, podemos decir que no hubo

diferencias importantes.

En lo referente a los efectos biologicos, se pudo constatar que hay una
relacion directa entre el poder coagulante de los venenos y su toxicidad aguda. Asi,
los venenos mas potentes (Barinas y Yaracuy) coagulan el plasma mucho mas
rapidamente (aunque tal diferencia no es significativa) que los provenientes de
Miranda (Araira y Barlovento), cuya DL 50 es mayor. Estos resultados concuerdan

con todos los estudios previamente realizados en el CICS. Al comparar veneno de
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adultos con el de juveniles de B. venezuelensis. Blanco y Rojas (2005) encontraron
que el veneno de juveniles era mds potente y mas procoagulantes que el de adultos,
mientras que el veneno de éstos es mas proteolitico. En forma muy similar, los
venenos de cascabeles juveniles de las subespecies Crotalus durissus cumanensis
(Baldi y Chalhoub, 2007), C. d. vegrandis (Valerio, 2007) y C. d. pifanorum (Acosta,
Cayano y Graziani, 2008) resultaron mas potentes (DL 50) que los de sus
contrapartes adultos y este hallazgo se relacion6 con un efecto coagulante mayor de

los venenos juveniles.

Astudillo y Bejarano (2008), trabajando con un “pool” de venenos de cinco
ejemplares adultos que incluian los mismos ejemplares hembra de nuestro estudio y
un macho proveniente de Anzoategui (Sabana de Uchire), compararon éste con un
“pool” de veneno obtenido de diez ejemplares juveniles provenientes de Barlovento
(Miranda) no logrando demostrar diferencia significativa en sus potencias.
Interesantemente, tampoco hubo diferencia en el efecto procoagulante. Este hallazgo
los llevo a hipotetizar que podria haber diferencias importantes en la potencias de los
venenos de mapanares provenientes de diferentes regiones y que por casualidad, la
mezcla de éstos pudo promediar el de los juveniles de una de dichas regiones.
Nuestros resultados confirman, sin lugar a dudas, dicho planteamiento y resaltan una

vez mas, la relevancia de los estudios sobre la gran variabilidad de los venenos.

Es pertinente referir el trabajo recientemente publicado por Calvete y col
(2008) en el cual se realizaron cromatografias (en formato tipo HPLC) de venenos
provenientes de los mismos ejemplares de B. colombiensis analizados en este trabajo.
Esta publicacion muestra que los venenos provenientes de las cuatro poblaciones
analizadas contienen, sin duda, componentes compartidos pero presentes en diferente
concentracion. Estas diferencias en composicidon entre poblaciones prevalentes en
diferentes areas endémicas pueden explicar, al menos parcialmente, la diferente

actividad biologica de los venenos aqui presentada. Estudios en curso llevados a cabo
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en este laboratorio tienen como objeto aislar e identificar los componentes toxicos
responsables de esta variacion intra-especifica en el veneno de B. colombiensis y
permitir la preparacion de antigenos mas representativos de nuestra ofidiofauna a los

fines de la preparacion de antivenenos mas efectivos.



CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

e Existe una clara diferencia en la potencia de los venenos de Bothrops

colombiensis de los distintos estados estudiados.

e El veneno mas potente es el del estado Barinas seguido por el de Yaracuy y

finalmente los venenos de Miranda.

e Es evidente la mayor contribucion del efecto procoagulante de los venenos a

la potencia de los mismos, por encima, del efecto proteolitico.
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5.2 RECOMENDACIONES

1. Es recomendable para la preparacion de los “pool” de venenos usar venenos
liofilizados para ser mezclados en proporciones homogéneas para asi evitar el

predominio del ejemplar que produzca mas veneno por ordefo.

2. Promover la produccion regional de antiveninas ofidicas para lograr mayor

especificidad y, por tanto, efectividad de las mismas.

3. Repetir los estudios de variabilidad ontogénica del veneno de B. colombiensis

usando suficientes adultos y juveniles de la misma area geografica.

4. Mantener la utilizacién del método de Dixon y Mood (1948) modificado por
Sevcik (1987) para el calculo de la DLsy ya que permite ahorrar tiempo de

experimentacion y material biologico.

5. Divulgar los resultados de este estudio y otros similares con el proposito de
instruir principalmente al personal de salud sobre la letalidad de los venenos

en cuestion y segun ello tomar una conducta terapéutica adecuada.
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ANEXOS

Bothrops colombiensis de Araira



Inyeccion de veneno, via intraperitoneal, en ratones C57bl/6 macho

Hipotonia del tren posterior



Marcha ataxica



Posicion antalgica
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