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RESUMEN 

 

ACTIVIDAD BIOLÓGICA IN VITRO Y DOSIS LETAL CINCUENTA DEL 

VENENO DE Thalassophryne maculosa (PISCES, BATRACHOIDIDAE 

 

Alcalá Cermeño, Osmary Nathalee; Mendoza, Giannina Desiree; Navarro Gómez, 

Nohelys del Jesús. Asesores Vásquez-Suárez, Aleikar José y De Sousa, Leonardo. 

Laboratorio de Toxinología, Secciones de Bioquímica y Farmacología, Departamento 

de Ciencias Fisiológicas, Escuela de Ciencias de la Salud, Universidad de Oriente, 

Núcleo de Anzoátegui. 

 

El envenenamiento causado por el pez Thalassopryne maculosa, produce 

manifestaciones clínicas fundamentalmente inflamatorias, conllevando en ciertas 

ocasiones a lesiones muy severas e incapacitantes, aunque generalmente no letales. A 

pesar de ello, muchos de los componentes responsables de tales efectos no han sido 

estudiados ni identificados con precisión. Por lo  tanto, se hace necesario el estudio de  

algunos efectos biológicos in vitro e in vivo del veneno del “pez sapo cano” 

Thalassophryne maculosa (Pisces, Batrachoididae). Se determinó la concentración de 

proteínas en la fracción soluble mediante espectrofotometría. La actividad biológica 

de los venenos fue ensayada luego de su inyección intraperitoneal en ratones hembra, 

homocigotos, cepa C57BL/6. La letalidad fue cuantificada a través de la dosis letal 

cincuenta (DL50), determinada según el método de Dixon y Mood, para 60 minutos 

de experimentación; calculada como el valor de la mediana obtenida el método no 

paramétrico de Hodges y Lehmann. El efecto clínico de los venenos se evaluó 

observando el curso temporal de toxicidad aguda experimental. La actividad 

proteolítica del veneno se estudió con diluciones sucesivas, colocadas sobre gel 

radiográfico para evidenciar la digestión de la gelatina. La actividad fosfolipasa se 

precisó mediante la emulsión de volúmenes determinados de yema de huevo y buffer 
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Tris incubándose con diferentes concentraciones del veneno para cuantificar el 

tiempo de coagulación. Se obtuvo una cantidad total de proteínas de 79,41 mg 

mediante ordeño manual de 20 ejemplares. El índice de letalidad (en mg.kg-1) del 

veneno de T. maculosa fue de 70,80 (66,95-75,12) mg.kg-1; el índice de variabilidad 

fue de 7,02%. El tiempo de aparición de las manifestaciones clínicas inducidas por el 

veneno fue gradual presentando de forma inmediata hiperactividad y taquipnea, 

seguida de hipoactividad y distensión abdominal para suceder, alrededor de los 30 

minutos del curso temporal de toxicidad, periodos de bradipnea/apnea a la cual 

sobreviene la muerte o en algunos casos la sobrevida de los ratones. La actividad 

proteolítica evidenció digestión de gelatina hasta una dilución 1:64 y la actividad de 

fosfolipasa, fue comprobada  por prolongación en el tiempo de coagulación de una 

emulsión de yema de huevo, solo a la mayor concentración de veneno utilizada (8,0 

mg.mL-1). Al comparar el índice de letalidad del veneno de T. maculosa con 

diferentes especies de escorpiones y serpientes se evidencia baja potencia letal del 

veneno de T. maculosa, con marcada diferencia con relación a la letalidad del grupo 

del veneno de las víboras y artrópodos, superado únicamente por la DL50 del veneno 

del escorpión R. laticauda. La actividad proteolítica exhibida por este veneno es baja 

en comparación con la mayoría de los vipéridos; solo poco mayor que la ostentada 

por Crotalus durissus ruruima o la de Crotalus durissus pifanorum. Los resultados 

aquí expuestos; permitirían iniciar la caracterización e identificación de algunos 

componentes proteicos presentes en este veneno que podrían poseer aplicaciones 

biotecnológicas, principalmente en el campo de la farmacología. 
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INTRODUCCIÓN 

 

En masas de agua de ambientes dulceacuícolas y zonas marinocosteras se pueden 

encontrar organismos acuáticos peligrosos, con amplia variedad morfológica, algunos 

de ellos, representando importancia local o regional debido al impacto que pueden 

causar en la salud de los humanos durante sus jornadas de recreación o de trabajo. La 

utilidad que se pueda dar a los cuerpos de agua, determina con frecuencia la 

probabilidad y naturaleza de la exposición humana ante dichos organismos 

(Machado-Allison y Rodríguez-Acosta, 1997; Lima y Ferreira, 2000; Haddad Junior, 

2003; Haddad Junior y col., 2003; Gutierrez y col., 2004; Facó y col., 2005; 

Forrester, 2008; Loyo y col., 2008). Las costas venezolanas, por su ubicación relativa 

en la zona tropical, presentan gran variedad de especies de vertebrados o 

invertebrados, marinos o dulceacuícolas, que pueden ocasionar diferentes tipos de 

interacción con el hombre, potencialmente negativas, caracterizadas por dolor, 

envenenamiento, reacciones alérgicas, trastornos psicológicos y hasta la muerte 

(Machado-Allison y Rodríguez-Acosta, 1997; Boccalon y col., 2004; Gutierrez y col., 

2004; Loyo y col., 2008).  
 

Los animales marinos que causan, activa o pasivamente, lesiones debido a la 

presencia de glándulas de veneno, en conjunto con un mecanismo estructural para la 

inyección del mismo, se encuentran confinados a un reducido número de especies 

definidas por Halstead (1978) como peces venenosos o acantotóxicos. En este caso, el 

accidente humano causado por éstos se denomina ictismo y sus mecanismos 

fisiopatológicos, poco conocidos, representan un problema económico y social, 

agravado por la ausencia de tratamientos eficientes, desconocimiento relativo sobre la 

composición y naturaleza de sus venenos y los mecanismos de acción de sus 

componentes (Lima y Ferreira, 2000). 
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Los venenos de peces son mezclas complejas de sustancias específicas, 

farmacológicamente activas que pueden causar una amplia gama de signos clínicos en 

los humanos, los cuales pueden ser agrupados en siete categorías: locales, 

autofarmacológicos, antihemostáticos, neurológicos,  musculares, cardíacos y de 

efectos renales (Junghanss y Bodio, 2006). Muchos géneros de Uranoscópidos son 

bentónicos y venenosos al igual que los Batracóididos, dentro de los que se encuentra 

el género Thalassophryne. Algunos de sus taxas están provistos de dos espinas 

dorsales rodeadas en su parte basal por tejido glandular que vacía su contenido hacia 

espinas huecas, para eyectar el veneno. Adicionalmente, los procesos espinosos de los 

opérculos también son utilizados como órganos defensivos venenosos, pudiendo 

infligir, con tales estructuras, punciones dolorosas.  

1

 

El envenenamiento causado por Thalassophryne maculosa inicia con intensa 

inflamación, eritema, edema y dolor local persistente, en algunos casos con necrosis 

alrededor del área de penetración de las espinas y en algunas ocasiones acompañadas 

con infecciones secundarias (Sosa-Rosales y col., 2005). El dolor, con poca respuesta 

a fármacos antiinflamatorios y analgésicos, suele persistir hasta por a 24 horas (Lima 

y Ferreira, 2000); predominando posteriormente síntomas parestésicos en el miembro 

afectado. Los síntomas dependen de la cantidad de veneno eyectado por el pez, así 

como por el tamaño, el peso y la inmuno-reactividad de la víctima. En algunos casos 

se ha observado persistencia de la herida con alteraciones sensoriales durante meses 

(Sosa-Rosales y col., 2005). Gran parte de los venenos producidos por estos 

organismos, incluyendo el de Thalassophryne maculosa causan lesiones severas; 

aunque generalmente no letales. A pesar de ello, muchos de los componentes 

responsables de tales efectos no han sido estudiados ni identificados con precisión 

(Hodgson, 1997)  

 

Es bien conocida la naturaleza proteica de los venenos sintetizados por los peces 

(Fry y col., 2009). Sin embargo, algunas investigaciones han mencionado 
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contradicciones relativamente significativas con respecto a su actividad biológica y a 

sus propiedades bioquímicas. Tales discrepancias han sido atribuidas principalmente 

a las condiciones fisiológicas entre los especímenes, que repercutirían sobre la 

constitución del veneno, y adicionalmente, a su marcada inestabilidad química 

(Goudey-Perrière y Perrière, 1998).   

 

Algunos estudios, realizados en ratones, han demostrado que el veneno de 

Thalassophryne maculosa tiene efectos nefrotóxicos (Faco y col., 2003) y 

hemostáticos mediados por la liberación de citoquinas. Sin embargo, los datos de 

algunas investigaciones son contradictorios o insuficientes. Cassoli y col. (2007) 

indicaron que los efectos clínicos locales producidos por el veneno de Scorpaena 

plumieri, sobre humanos, estarían relacionados con la degradación de proteínas y 

glicosaminoglicanos de la matriz extracelular del tejido conectivo alrededor de vasos 

capilares; esta especie sería capaz de inducir efectos sistémicos considerables, de tipo 

cardiovascular y neurológicos. Por su parte, Carrijo y col. (2005) determinaron, en el 

veneno de esta especie, actividad proteolítica, hemolítica y hemorrágica. Ratones 

inyectados con dosis de veneno de esta especie desarrollaron dificultad respiratoria, 

pérdida de la coordinación muscular con desarrollo de parálisis, micción, 

hipersalivación, efectos de hipotensión y convulsiones. Para el veneno de 

Thalassophryne nattereri, Lopes-Ferreira y col. (1998) señalaron fuerte actividad 

hemolítica y baja actividad proteolítica, sin  actividad de fosfolipasa. 

 

Se han detectado fosfolipasas A (FLA), especialmente de tipo A2 (FLA2), en el 

veneno de una gran diversidad de animales venenosos, responsables de efectos 

miotóxicos y neourotóxicos. Sin embargo, muchas de estas proteínas con actividad 

catalítica presentes en peces venenosos, han sido insuficientemente caracterizados 

desde el punto de vista bioquímico y, en algunos casos, con más atención hacia las 

propiedades inmunológicas (Zito Grund y col., 2006). Existen dos grandes clases, las 

FLA2 intracelulares o citosólicas (FLA2c), de masa molecular elevada (40-85 kDa) y 

 

http://www.ionchannels.org/showcitationlist.php?surname=Goudey-Perri�re&initials=F
http://www.ionchannels.org/showcitationlist.php?surname=Perri�re&initials=C
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las FLA2 de secreción (FLA2s), de masa pequeña (14-18 kDa). Las formas 

extracelulares de las FLA2 son extremadamente abundantes en secreciones de 

glándulas exocrinas como las venenosas de serpientes, abejas, escorpiones y pec

Similarmente este tipo de fosfolipasas son abundantes en áreas de inflamac

(Dennis, 1994).  

 

 

es.  
ión 



 

CAPITULO I: EL PROBLEMA 

 

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

La actividad procoagulante, consistente en la formación de coágulos de fibrina que 

ocurre en el plasma sanguíneo, se encuentra mayoritariamente documentada en 

organismos venenosos terrestres, en comparación con los acuáticos, productores de 

veneno, de los que se carece de información al respecto (Lopes-Ferreira y col., 2002); 

en cambio la actividad hemolítica ha sido probada en diferentes venenos de origen 

acuático (Shiomi y col., 1989; Lopes-Ferreira y col., 1998) 

 

La Dosis Letal Cincuenta (DL50) está representada por la cantidad necesaria de una 

droga o toxina capaz de producir la muerte en el cincuenta por ciento de una 

población de animales experimentales (Ross 1996). Su determinación es esencial para 

la estandarización de los venenos y antivenenos de origen natural (Sevcik 1987). Este 

índice letal se puede establecer utilizando distintos métodos, entre los cuales se 

pueden mencionar el de Reed y Muench (1938), Dixon y Mood (1948), Beccari 

(1949), Lichtfielld y Wilcoxon (1949), Finney (1952), Molinengo (1979) o el de 

Meier y Theakston (1986).  

 

Bajo los argumentos precedentes se realizó el estudio in vitro de algunas de las 

propiedades biológicas del veneno de Thalassophryne maculosa, incluida la 

determinación in vivo de su dosis letal cincuenta (DL50) y la estimación de las 

posibles manifestaciones clínicas inducidas como efecto tóxico del envenenamiento 

agudo experimental con el veneno de esta especie en ratones hembra C57BL/6. Todo 

esto como inicio en la recolección de datos que sirvan de línea base para el estudio de 

las toxinas que puedan estar presentes en dicho veneno y sus efectos sobre un modelo 
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animal de experimentación que pudiese ser extrapolado en humanos. Al mismo 

tiempo, emprender el estudio en profundidad de este veneno y sus efectos, permitiría 

abrir la posibilidad de la elaboración de antivenenos para neutralizar sus efectos 

tóxicos y con la posibilidad de su aplicación en las poblaciones afectadas tal como se 

ha demostrado para otras especies venenosas de origen acuático. Simultáneamente 

este trabajo, permite iniciar la caracterización e identificación de algunos 

componentes proteicos presentes en el veneno que podrían poseer aplicaciones 

biotecnológicas, principalmente en el campo de la farmacología. 

 

 

1.2 JUSTIFICACIÓN 

 

En las costas venezolanas especialmente las del oriente del país, tanto pescadores 

artesanales como turistas, son victimas frecuentes de accidentes por diversos animales 

marinos (Boccalon y col., 2004). Sin embargo, la carencia de estadísticas 

epidemiológicas no permite, al presente, conocer la verdadera magnitud de la 

incidencia de estos casos y por ende, su relevancia (Boccalon y col., 2004; Gutierrez 

y col., 2004; Loyo y col., 2008). Por otro lado, debido a la falta de información sobre 

la actividad biológica, particularmente la del veneno de Thalassophryne maculosa, 

surgiría la necesidad de dilucidar los posibles efectos bioactivos de sus componentes, 

los cuales pudieran servir de base molecular en la preparación de nuevos fármacos; y 

al mismo tiempo, aportar conocimientos que pudiesen servir de línea base en la 

elaboración de un antiveneno para ésta y otras especies del género. 
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1.3 OBJETIVOS 

1.3.1 General 

 

Evaluar algunos efectos biológicos in vitro e in vivo del veneno del pez 

Thalassophryne maculosa (Pisces, Batrachoididae).  
 

1.3.2 Específicos 

 

2 Determinar el contenido de proteínas totales presentes en el veneno de 

Thalassophryne maculosa, procedente de la costa insular de la Isla de Margarita. 
 

3 Estimar la DL50 del veneno, en el modelo animal experimental Mus musculus, 

cepa C57BL/6, para una hora de experimentación. 
 

4 Evaluar el curso temporal y los signos de toxicidad aguda experimental inducidos 

por la inyección intraperitoneal del veneno del pez sapo Thalassophryne 

maculosa.  
 

5 Determinar la posible actividad biológica (proteolítica y de fosfolipasa) in vitro del 

veneno. 
 

6 Comparar la actividad biológica in vitro y la DL50 del veneno de T. maculosa con 

los datos de actividad biológica y DL50 del veneno de otros animales (vertebrados 

e invertebrados) venenosos evaluados en el Laboratorio de Toxinología de la 

Sección de Farmacología del Departamento de Ciencias Fisiológicas y en el 

Serpentario de la Sección de Medicina Tropical del Departamento de Medicina, 

Escuela de Ciencias de la Salud, Universidad de Oriente, Núcleo de Anzoátegui. 

 

 



 

CAPITULO II: MARCO METODOLÓGICO 

 

 

2.1 Obtención y purificación parcial del veneno 
 

Ejemplares del pez sapo Thalassohryne maculosa (figura 1) fueron capturados en 

aguas someras del Parque Nacional La Restinga, estado Nueva Esparta, Venezuela. 

El veneno se obtuvo por ordeño manual de las espinas dorsales y operculares. El 

veneno eyectado fue recogido con ayuda de una micropipeta y transferido a tubos 

Eppendorf de 1,5 ml; posteriormente centrifugado a 14 000 g (Labnet para tubos 

Eppendorf®, modelo Z180M) por 20 minutos para separar restos celulares de la fase 

soluble que contiene las proteínas con posible actividad farmacológica. Se realizaron 

diluciones del veneno, en agua bidestilada 1/5, 1/10 o 1/20 como paso previo a la 

cuantificación de las proteínas contenidas en el veneno. 

 

2.2 Cuantificación de la cantidad de proteínas del veneno 
 

Se determinó la concentración de proteínas en la fracción soluble (obtenida en el 

proceso de centrifugación) mediante lectura de absorbancia en espectrofotómetro 

(Jenway®, modelo 6405 UV/vis) a una longitud de onda de 280 nm, asumiendo que 1 

unidad de absorbancia (a esta longitud) representa una concentración de 1 mg.ml-1 

(Possani y col. 1980; De Sousa y col., 2009). Alícuotas de 1 ml del veneno, se 

almacenaron a -20 °C hasta el momento de su uso para evaluar su actividad biológica 

in vitro e in vivo en el modelo múrido. Adicionalmente, se realizó un espectro de 

absorción del veneno a fin de evidenciar la posible presencia de otras sustancias no 

proteicas. 
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2.3 Determinación de la DL50 y evaluación de los signos de toxicidad aguda 
 

),  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. fotografias de un ejemplar de pez sapo cano Thalassophryne maculosa 

(Pisces, Batrachoididae) en su habitat natural. 

Fotografías cortesía del Profesor Juan Bolaños Curvelo, Laboratorio del Grupo de Investigación en 

Carcinología, Escuela de Ciencias Aplicadas al Mar, Universidad de Oriente, Núcleo de Nueva 

Esparta.   
 

Los lineamientos de investigación en Toxinología, utilizando animales de 

experimentación, según el Código Ético de la International Society on Toxinology 

(IST refrendado por sus miembros en ocasión del 6th European Symposium on 
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Animal, Plant and Microbial Toxins (Basle, Suiza, Agosto de 1984) estableció: (1) 

Disminuir al mínimo el período de sufrimiento de los animales de experimentación y 

no someterlos a procedimientos dolorosos extremos. (2) Utilizar el menor número 

posible. (3) Sólo se requerirán para investigar los mecanismos de acción de las 

toxinas de origen natural. (4) El uso de la DL50 sólo procederá, con fines científicos, 

para la estandarización de los venenos y de los antivenenos de origen natural. (5) En 

lo posible, para establecer este índice letal se debe utilizar alrededor de 12 animales, 

acompañando los resultados del tiempo de supervivencia y los exámenes patológicos 

de los ejemplares sometidos a este procedimiento. En tal sentido, el método de Dixon 

y Mood (1948) es uno de los más apropiados (Sevcik, 1987; De Sousa y col., 2009). 
 

Se estableció la Dosis Letal Cincuenta (DL50), para 60 minutos de 

experimentación, del veneno de Thalassophryne maculosa por el método secuencial 

de Dixon y Mood (1948), modificado por Sevcik (1987) en ratones hembra, 

homocigotos, cepa C57BL/6 (Bioterio del IVIC) (De Sousa y col., 2009). El veneno, 

parcialmente purificado, fue inyectado con una microjeringa Hamilton® de 50 µl de 

capacidad, por vía intraperitoneal (vip). Las dosis administradas se calcularon según 

el peso de cada animal experimental.  
 

Para la administración del veneno se siguió el esquema de trabajo propuesto por 

De Sousa y col. (2009) y, adicionalmente, se tomaron como referencia las dosis 

letales calculadas para otros grupos zoológicos utilizados en la elaboración del mapa 

de toxicidad del veneno de vertebrados e invertebrados venenosos evaluados en el 

Laboratorio de Toxinología de la Sección de Farmacología del Departamento de 

Ciencias Fisiológicas y del Serpentario de la Sección de Medicina Tropical del 

Departamento de Medicina, Escuela de Ciencias de la Salud, Universidad de Oriente, 

Núcleo de Anzoátegui. 
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Tomando en cuenta la información precedente, en el primer ratón C57BL/6, por 

vip, se utilizó una dosis inicial de: X1 = Anti-log 1,65 = 44,67 µg.g-1 de ratón, donde 

el Anti-log es el antilogaritmo. Si este primer animal responde con la muerte, el 

segundo ratón recibió una dosis X2 = Anti-log Dosis(X1) - d, donde d es un factor 

constante cuyo valor, en este caso, fue 0,05. Si el primer animal sobrevive, entonces, 

el segundo recibió una dosis X2 = Anti-log Dosis(X1) + d. El procedimiento continuó 

y la dosis del siguiente animal será: Xn = Anti-log Xm - d, si el animal m muere con la 

dosis Xm; o bien: Xn = Anti-log Xm + d, si el ratón m sobrevive con la dosis Xm. El 

muestreo se detuvo al obtener una secuencia de: † 0 † 0 † 0 † 0 †⊗, ó 0 † 0 † 0 † 0 † 

0 ⊗; donde † indica muerte, 0 supervivencia y ⊗ la dosis que será administrada al 

siguiente animal (punto final). 
 

Para establecer la DL50 se calculó la mediana de las dosis a partir del primer punto 

de inflexión que incluye además el valor de la dosis que recibiría el siguiente animal 

(punto final: ⊗). Los signos clínicos expresados como efecto de toxicidad aguda 

experimental inducida por la inyección intraperitoneal del veneno fueron observados 

meticulosamente durante los 60 minutos de experimentación y tabulados 

cronológicamente. La población de ratones que sobrevivió, al finalizar el tiempo 

establecido de observación, fue sacrificada mediante dislocación cervical. Se 

utilizaron animales testigo a los cuales se administró solución salina fisiológica en 

volúmenes similares a los del grupo experimental. Todos los animales se mantuvieron 

con alimentación e hidratación ad libitum.  
  

2.4 Determinación de la actividad proteolítica 

 

Un volumen de 100 µl del veneno crudo, en conjunto con diluciones seriadas del 

mismo, fueron centrifugadas a 2.500 rpm por 1 min. A partir de cada dilución, se 

obtuvo un volumen de 20 µl que fue colocado sobre una placa radiográfica 

humedecida con agua destilada. La placa radiográfica, portadora de las muestras, se 
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incubó a 37ºC por 4 horas. Posteriormente se lavó con agua destilada para eliminar el 

veneno; se secó a temperatura ambiente y finalmente se evidenció la digestión de 

gelatina (Huang y Pérez, 1980).  
 

Con un scaner HP ScanJet ADF se obtuvo una imagen, en formato JPG del gel 

radiográfico, que fue procesado con el programa Imaje J 1.28x de National Institutes 

of Health, para generar imágenes sometidas a filtros de color azul, rojo o verde; 

eligiéndose finalmente la generada por el filtro verde. La copia originada se almacenó 

en formato texto que contenía la localización de los diferentes pixeles de la imagen y 

su intensidad en escala de grises (8 bits de resolución) y luego se analizó en Mathcad 

versión 14.0 para componer en definitiva una imagen en falsos colores de 8 bits de 

resolución (256 colores). 
 

2.5 Actividad de fosfolipasa 

 

Una emulsión de 1,5 ml fue preparada con 4 volúmenes de yema de huevo y 5 de 

buffer Tris HCl 0,05 M pH 7,5 CaCl2 10 mM. La emulsión fue incubada con 

diferentes concentraciones del veneno crudo (1, 2, 4 y 8 mg.mL-1) por 25 minutos a 

37 °C y luego se cuantificó el tiempo de coagulación de la emulsión a 100°C. La 

actividad de fosfolipasa se expresó por el retardo en el tiempo de coagulación de la 

emulsión con respecto al tiempo de coagulación del control (Huatuco y col., 2004). 

 

2.6 Análisis estadísticos 

 

El programa Excel V-5.1 (Microsoft Corporation®, 2002) se utilizó para elaborar 

las gráficas de las DL50. Todos los resultados experimentales se procesaron por 

métodos estadísticos no paramétricos: (a) se calcularon las medianas de los datos 

válidos a partir del punto de inflexión, según Hodges y Lehmann y sus límites de 
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confianza (entre paréntesis) al 95% de certeza para determinar la DL50 y para el 

tiempo de aparición de los signos de toxicidad aguda experimental y (b) las 

diferencias entre medianas fueron probadas por el análisis de variancia de Kruskal-

Wallis, con un nivel de significación p<0,05 (De Sousa y col., 2009). Para el 

procesamiento de los datos por métodos estadísticos no paramétricos se utilizó el 

programa V-8.2 desarrollado por el Dr. Carlos Sevcik, Laboratorio de 

Neurofarmacología Celular, Centro de Biofísica y Bioquímica, Instituto Venezolano 

de Investigaciones Científicas IVIC), estado Miranda, Venezuela. Finalmente, evaluó 

el índice de variabilidad de la DL50 mediante la siguiente fórmula: Índice de 

Variabilidad  = (Límite superior – Límite inferior)/Mediana de la DL50 ×100. 

 

 



 
  

CAPITULO III: ANALISIS Y PRESENTACION DE 

RESULTADOS 

 

 

3.1 Cuantificación de la cantidad de proteínas del veneno de Thalassophryne 

maculosa, determinación de la DL50 y evaluación de los signos de toxicidad 

aguda 

 

Se capturó un total de 20 ejemplares (sexo indeterminado) de Thalassophryne 

maculosa (Pisces, Batrachoididae) en aguas someras del Parque Nacional Laguna de 

La Restinga, estado Nueva Esparta. Después de un período de aclimatación de quince 

días a las condiciones del Laboratorio del Grupo de Investigación en Carcinología, 

Escuela de Ciencias Aplicadas al Mar, Universidad de Oriente, Núcleo de Nueva 

Esparta, se procedió al ordeño manual del veneno eyectado a través de las espinas 

dorsales y operculares de los peces. Posteriormente el veneno fue trasladado, bajo 

cadena de frío, al Laboratorio de Toxinología del Departamento de Ciencias 

Fisiológicas, Escuela de Ciencias de la Salud, Universidad de Oriente, Núcleo de 

Anzoátegui, donde se realizaron los ensayos experimentales. 

 

Los 20 ejemplares eyectaron por ordeño manual 79,41 mg de proteínas en el 

veneno; en  12promedio cada uno produjo 3,97 mg. La figura 2 presenta el barrido o 

espectros de absorbancia realizado a una muestra de veneno de Thalassophryne 

maculosa. Los mayores niveles de absorbancia se ubicaron entre 190 y 280 nm; con 

una lectura máxima de 2,6 a 220 nm, indicando la naturaleza proteica del veneno. 

 

A partir de una solución madre de veneno, conteniendo una concentración de 

proteínas igual 28,36 mg.mL-1, se procedió a determinar la DL50 de este veneno y el 
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curso temporal de toxicidad aguda experimental para una hora de experimentación, 

por vía intraperitoneal, en ratones hembra C57BL/6. 

 

En la tabla 1 se presenta los datos necesarios para el cálculo de las DL50 del 

veneno de Thalassophryne maculosa, en ratones hembra, C57BL/6, observados 

durante 60 minutos. El total de ratones C57BL/6 para evaluar el veneno de 

Thalasophryne maculosa fue n = 17 [corrida más siguiente animal (punto final)]. El 

punto de inflexión (fenómeno no muerte-muerte) se ubicó en R5. La corrida para 

calcular la DL50 fue desde R5 hasta R16 + R17 (punto final)  [n = 13]; y para evaluar 

los signos de toxicidad aguda experimental desde R5 hasta R16 [n = 12]. Se utilizo un 

ratón control, el cual no desarrolló ninguna manifestación clínica de toxicidad 

posterior a la inyección de 20 µl de solución salina al 0,9% (m/v). La cantidad total 

de veneno consumido en la experiencia fue de 20.768,68 µg (20,8 mg) (tabla 1). La 

frecuencia de muerte en la corrida valida causada por la administración del veneno de 

Thalasophryne maculosa se presenta en la tabla 2. La mayor regularidad de muerte se 

observó cuando se administraron las dosis E (70,80 µg.g-1 de ratón) (n = 3; 50,0%) y 

F (79,43 µg.g-1 de ratón) (n = 3; 50,0%). Cuando se utilizó la D (63,10 µg.g-1 de 

ratón) no ocurrió exitus letalis. 

12

 

La DL50, para 60 minutos de observación, del veneno de Thalasophryne maculosa, 

administrado por vía intraperitoneal, en ratones C57BL/6 se presentan en la figura 3. 

La DL50 se calculó por el método no paramétrico de Hodges y Lehmann; y el 

resultado se presenta como la mediana y sus límites al 95% de confianza. La DL50 fue 

de 70,80 (66,95-75,12) mg.kg-1; el índice de variabilidad fue de 7,02%. 
 

Los ratones, correspondientes a la corrida válida, presentaron hiperactividad 

caracterizada por movimientos bruscos y erráticos acompañados por hiperextensión 

de la región dorsal del animal; inmediatamente iniciaron hipoactividad y disnea 

caracterizada por taquipnea que evolucionó a respiración abdominal forzada y 
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finalmente bradipnea/apnea. En todos los ratones se observó distensión abdominal, 

acompañada en algunos de ellos con defecación.  
 

El tiempo de aparición de los signos inducidos por efecto de toxicidad aguda del 

veneno de Thalassophryne maculosa fue gradual en los animales de la corrida válida 

(figura 4). Los signos inmediatos de toxicidad aguda, en los primeros cuatro minutos, 

fueron hiperactividad, seguida de taquipnea. Posterior a éstos, en el espectro medio de 

toxicidad moderadamente grave, entre los 10 y 20 minutos, se instalaron 

hipoactividad y distensión abdominal (en algunos animales se observó evacuación 

pastosa). Tardíamente como expresión de toxicidad grave, después de los 20 minutos, 

los ratones presentaron disnea caracterizada por periodos de bradipnea alternada con 

apnea, con cianosis peribucal, hasta finalmente la sobrevivencia o la muerte de los 

animales. Aunque no significativos (p>0,05), la bradipnea/apnea ocurrió 

relativamente más temprano en los ratones que murieron. 
 

Efectos de toxicidad aguda se presentan en la figura 5: facies tóxica e 

hipoactividad. Los signos antes de morir fueron los periodos de bradipnea/apnea con 

cianosis peribucal. Todos los ratones, antes del exitus letalis, presentaron apnea 

prolongada.  
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Figura 2. Barrido de absorbancia realizado a una muestra de veneno de 

Thalassophryne maculosa (Pisces, Batrachoididae). 

 

Los mayores niveles de absorbancia se ubicaron entre 190 y 280 nm; con una lectura máxima de 

2,6 a 220 nm, indicando la naturaleza proteica del veneno de Thalassophryne maculosa.   
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Tabla 1. Datos para el cálculo de la DL50 del veneno de Thalassophryne maculosa 

en ratones C57BL/6, administrado por vía intraperitoneal, para una hora de 

observación.  

RATÓN 

(n) 

PESO 

(g) 
DOSIS 

(Anti-Log) 

DOSIS 

(µg.gr-1) 

DOSIS 

TOTAL 

(µg) 

VOLUMEN 

(µl) 
MUERTE 

(minutos) 

CORRIDA NO VÁLIDA 

1 17,20 A 1,6 44,67 768,30 27,1 0 

2 19,56 B 1,7 50,12 980,32 34,6 0 

3 21,20 C 1,7 56,23 1.192,16 42,0 0 

4 20,20 D 1,8 63,10 1.274,62 66,9 0 

    Sub-total 4.215,40   

CORRIDA VÁLIDA 

5 18,47 E 1, 70,79 1.307,58 46,1 †: 58 

6 19,20 D 1, 63,10 1.211,52 42,7 0 

7 20,40 E 1, 70,79 1.444,12 50,9 †: 56 

8 20,00 D 1, 63,10 1.262,00 44,5 0 

9 19,90 E 1, 70,79 1.408,72 49,7 0 

10 18,40 F 1, 79,43 1.461,56 51,5 †: 52 

11 20,90 E 1, 70,79 1.479,51 52,2 0 

12 18,40 F 1, 79,43 1.461,56 51,5 †: 58 

13 18,60 E 1, 70,79 1.313,16 46,3 †: 59 

14 20,50 D 1, 63,10 1.291,02 45,5 0 

15 19,70 E 1, 70,79 1.395,27 49,2 0 

16 18,90 F 1, 79,43 1.497,26 52,8 †: 56 

    Sub-total 16.553,28   

    Total 20.768,68   

SIGUIENTE ANIMAL 

17  E 
1,

85 
70,79   ⊗ 

Ratones válidos: R5→R16 + R17

†: Ratón con exitus letales; 0:  Sobrevivencia; ⊗: Punto 
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Tabla 2. frecuencia de muerte y Secuencia de dosis administradas, por vía 

intraperitoneal, del veneno de Thalassophryne maculosa en el modelo múrido 

C57BL/6. 

Anti-log Dosis (µg.g-1 de ratón) 

RATÓN DOSIS A 

1,65 
(44,67 

DOSIS B 

1,70 
(50,12 

DOSIS C

1,75 
(56,23 µg.g-

DOSIS D 

1,80 
(63,10µg.g-

DOSIS E 

1,85 
(70,80 

DOSIS F 

1,90 
(79,43µg.g-

 CORRIDA NO VÁLIDA 

1 0      

2  0     

3   0    

4    0   

 CORRIDA VÁLIDA 

5     †: 58  

6    0   

7     †: 56  

8    0   

9     0  

10      †: 52 

11     0  

12      †: 58 

13     †: 59  

14    0   

15     0  

16      †: 56 

 SIGUIENTE ANIMAL 

10     ⊗  
       

FRECUENCIA 

DE MUERTE [†] 

CORRIDA 

VÁLIDA 

n = 6 (100%)

 

 

 

 

 

 

 
0 

(0,0 %) 

3 

(50,0 %) 

3 

(50,0 %) 

       

Ratones válidos: R5→R16 + R17

†: Ratón con exitus letales; 0:  Sobrevivencia; ⊗: Punto 
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Figura 3. Determinación de la dosis letal cincuenta (DL50) del veneno de 

Thalassophryne maculosa (Pisces, Batrachoididae) por vip en ratones hembra 

C57BL/6.  

 

La flecha indica el punto de inflexión e inicio de los datos válidos para el cálculo de la DL50. El 

resultado se presenta como la mediana y sus límites para un 95% de confianza (entre paréntesis): DL50, 

vip, 60 minutos = 70,80 (66,95 – 75,12) µg.g-1de ratón. Índice de Variabilidad = 7,02%. 
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Figura 4. Comparación del curso temporal de toxicidad aguda experimental 

entre ratones fallecidos y sobrevivientes sometidos al veneno de Thalassophryne 

maculosa (Pisces, Batrachoididae) por vip en ratones hembra C57BL/6.  
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Figura 5. Comparación de un ratón C57BL/6 control con uno sobreviviente 

inyectado, por vip, con el veneno Thalassophryne maculosa (Pisces, 

Batrachoididae) mostrando signos de toxicidad aguda.  

 testigo (sano). (b), (c) y (d) Postura de hipoactividad mostrando debilidad muscular del 

tren sterior. En (c), (d) y (f) Distensión abdominal. (f) Facies tóxica y distensión abdominal. 

 

(a) Ratón

 po
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3.2 Actividad biológica (fosfolipasa y proteolítica) del veneno de Thalassophryne 

Cuando se estudió la actividad fosfolipasa, solo se detectó retardo en el tiempo de 

co

Tiempos de coagulación de las muestras sometidas a diferentes 

concentraciones del veneno de Thalassophryne maculosa para la determinación 

de

Control 
1,0 

mg.mL-1

2,0 

mg.mL-1

4,0 

mg.mL-1

8,0 

mg.mL-1

maculosa  

 

agulación con la mayor concentración del veneno crudo (8mg/mL) con respecto al 

control (tabla 3). 

 

Tabla 3. 

 actividad fosfolipasa. 

Tratamiento 

Tiempo de 
15 s 15 s 15 s 15 s 48 s 

Coagulación 

 

 

La actividad proteolítica del veneno de Thalassophryne maculosa (Pisces, 

Batracho dió as, colocadas sobre gel radiográfico 

para evidenciar la digestión de la gelatina (figura 6). El proceso digestivo ocurrió 

hasta una dilución 1/64 (figura 6a). La imagen en falsos c s de 8 bits de 

resolución generada con Mathcad versión 14.0 se presenta en la figura 5b y 5c; 

indicando actividad hasta 1/64 (figura 6b), disminuyendo la potencia proteolítica con 

la 

ididae) se estu con diluciones sucesiv

olore

progresión de la diluciones (figura 6c); demostrado mediante análisis de regresión 

logarítmica o exponencial, con alto grado de correlación [R2 = 0,97 (logarítmica) y R2 

= 0,98 (exponencial)] (figura 7). 
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a 

b

c 

Figura 6. actividad proteolítica del veneno Thalassophryne maculosa sobre placa 

radiográfica.  

(a) Imagen del gel radiográfico obtenido con un scanner HP ScanJet ADF. (b) y (c) Imagen en 

falsos colores de 8 bits de resolución generada con Mathcad versión 14.0 (a, vista inferior), (c, vista 

enida del gel radiográfico (figura 6a) se procesó con el programa Imaje J 1.28x 

(National Institute of Health). Con este programa se generaron imágenes con filtros de color azul, rojo 

o v

b, vista inferior; figura 6c, vista lateral). 

lateral) 

La imagen obt

erde; eligiendo la generada por el filtro verde. Ésta se almacenó en formato texto y luego ser analizó 

mediante Mathcad versión 14.0 para componer una imagen en falsos colores de 8 bits de resolución 

(figura 6
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LA 

los

SOBRE PLACA RADIOGRÁFICA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. REGRESIÓN LOGARITMICA Y EXPONENCIAL DE 

ACTIVIDAD PROTEOLÍTICA DEL VENENO Thalassophryne macu a 

 



 42

3.3 Comparación de la actividad biológica in vivo e in vitro del veneno de 

Thalassophryne maculosa con el veneno de otros animales vertebrados e 

invertebrados 

 

A fin de comparar, en las tablas 4 y 5 se presenta un resumen de trabajos previos 

donde se determinó la dosis letal DL50 del veneno de diferentes especies de serpientes 

y escorpiones. Para cada especie, la DL50 se estableció, por vía intraperitoneal, por el 

método de Dixon y Mood (1948) modificado (Sevcik, 1987). Los valores se fijaron 

para 60 minutos de observación, en ratones hembra de la cepa C57BL/6, y fueron 

obtenidos en las secciones de Medicina Tropical (Departamento de Medicina Interna) 

y de Farmacología (Departamento de Ciencias Fisiológicas) de la Escuela de Ciencias 

de la Salud, Universidad de Oriente, Núcleo de Anzoátegui.  

 

La comparación del índice letal del veneno de T. maculosa con el de otros 

vertebrados (tabla 4) o invertebrados (tabla 5) demuestra una baja potencia letal del 

veneno del pez sapo cano con respecto a la DL50 del grupo de las serpientes o de los 

artrópodos, con excepción del escorpión Rhopalurus laticauda.  

 

El veneno de T. maculosa posee leve actividad proteolítica; ligeramente más 

potente que la exhibida por los venenos de Crotalus durissus ruruima y Crotalus 

durissus pifanorum, a pesar de estas últimas presentar la mayor potencia letal (tabla 

6, figura 8).  
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Tabla 4. COMPARACIÓN DE LA DL50 DEL VENENO DE Thalassophryne 

maculosa CON EL VENENO de varias especies de vertebrados venezolanos, 

determinadas, en la Escuela de Ciencias de la Salud, Universidad de Oriente, 

Núcleo de Anzoátegui, por el método de Dixon y Mood (1948). 

 

 

ESPECIE 
DL50 (mg.kg-

1) 

LÍMITES DE 

CONFIANZA ( 95%) 
REFERENCIA 

Thalassophryne maculosa 70,80 66,95-75,12 Este trabajo 

Porthidium lansbergii rozei 29,90  Alemán, Cotúa y Farias, 2009 

Lachesis muta muta 22,39 21,17-22,53 Sánchez y Suárez, 2008 

Porthidium lansbergii 

hutmanni 
18,87  Alemán, Cotúa y Farias, 2009 

Bothrops colombiensis 

18,86 (a) 

14,99 (b) 

12,59 (c) 

18,86-19,95 

14,99-15,85 

11,91-12,59 

Ruiz Chópite y Ruiz Chópite, 

2009 

Bothriechis schlegelii 16,96 14,99-16,82 
Bónoli, Chihane y Ferreira, 

2009 

Bothrops colombiensis 16,82 15,85-17,78 Astudillo y Bejarano, 2008 

Bothrops venezuelensis 15,84 14,98-16,81 Blanco y Rojas, 2005 

Crotalus durissus vegrandis 12,58 11,90-13,35 Valerio, 2007 

Crotalus durissus 

cumanensis 
10,60 10,00-11,20 Baldi y Chalhoub, 2007 

Crotalus durissus pifanorum 8,43 7,94-8,43 
Acosta, Cayamo y Graziani, 

2008 

Crotalus durissus ruruima 3,16 2,84-3,40 

Cazorla, Quijada y Salazar, 

2009 

Arrioja y Maneiro, 2009 

Bothrops colombiensis capturados en: (a) Barlovento, Miranda; (b) San Felipe, Yaracuy; (c) Santa 

Bárbara, Barinas  
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Tabla 5. COMPARACIÓN DE LA DL50 DEL VENENO DE Thalassophryne 

maculosa CON EL VENENO de varias especies de escorpiones venezolanos de la 

familia buthidae determinadas, en la Escuela de Ciencias de la Salud, 

Universidad de Oriente, Núcleo de Anzoátegui, por el método de Dixon y Mood 

(1948). 

 

ESPECIE 
DL50 (mg.kg-

1) 

LÍMITES DE 

CONFIANZA ( 95%) 
REFERENCIA 

Rhopalurus laticauda 106,01 (a) 100,00-112,95 Boadas y Marcano, 2004 

Thalassophryne maculosa 70,80 66,95-75,12 Este trabajo 

Tityus zulianus 14,13 (b) 13,36-14,22 Cova, 2008 

Tityus tenuicauda 12,59 (c) 11,91-13,36 Cornejo, 2008 

Tityus gonzalespongai 11,91 (d) 11,22-12,59 De Sousa y col., 2009 

Tityus discrepans 11,22 (e) 10,61-11,91 Cova, 2008 

Tityus quirogae 

14,99 (f) 

12,59 (g) 

10,61 (h) 

10,00 (i) 

14,13-14,99 

11,91-13,36 

10,00-11,22 

9,46-10,60 

De Sousa, 2006 

De Sousa, 2006 

De Sousa, 2006 

Marcano y Mundaray, 2000 

Tityus nororientalis 9,46 (j) 8,91-9,46 
De Sousa Insana y Pino, 2009 

Chadee, 2010 

Tityus nororientalis 

9,46 (k) 

8,43 (l) 

8,43 (m) 

9,46-10,00 

7,94-8,91 

7,94-8,91 

Turkali, 2004 

Cova, 2008 

Marín y Rodríguez, 2000 

 
Escorpiones capturados en: (a) municipio Bolívar, noreste de Anzoátegui; (b) Santa Cruz de Mora, 

Mérida; (c) Las Melenas, municipio Mariño, Sucre; (d) La Piedra de Mundo Nuevo, municipio Freites, 

Anzoátegui; (e) San Antonio de Los Altos, municipio Los Salias, Miranda; (f) Sima Los Escorpiones, 

El Toyano, municipio Sotillo, Anzoátegui; (g) El Toyano, municipio Sotillo, Anzoátegui; (h) La 

Guanota, municipio Caripe, Monagas; (i) La Guanota, municipio Caripe, Monagas; (j) Catuaro, 

municipio Ribero, Sucre; (k) El Toyano, municipio Sotillo, Anzoátegui; (l) Las Melenas, municipio 

Mariño, Sucre; (m) Sabana de Piedra, municipio Caripe, Monagas.  
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Tabla 6. COMPARACIÓN DE LA actividaD proteolítica sobre placa 

radiográfica DEL VENENO DE Thalassophryne maculosa CON EL VENENO 

de varias especies de serpientes venezolanas, determinadas en la Escuela de 

Ciencias de la Salud, Universidad de Oriente, Núcleo de Anzoátegui, por el 

método de huang y perez (1980). 

 

ESPECIE DILUCIÓN REFERENCIA 

Bothriechis schlegelii 1/2.048 Bónoli, Chihane y Ferreira, 2009 

Bothrops colombiensis (a), 

(b) 
1/1.024  Ruiz Chópite y Ruiz Chópite, 2009 

Bothrops colombiensis 1/708 Astudillo y Bejarano, 2008 

Crotalus durissus 

cumanensis 
1/512 Baldi y Chalhoub, 2007 

Crotalus durissus vegrandis 1/512 Valerio, 2007 

Bothrops venezuelensis 1/256 Blanco y Rojas, 2005 

Lachesis muta muta 1/128 Sánchez y Suárez, 2008 

Thalassophryne maculosa 1/64 Este trabajo 

Crotalus durissus ruruima 1/16 Cazorla, Quijada y Salazar, 2009 

Crotalus durissus pifanorum 1/16 Acosta, Cayamo y Graziani, 2008 

 
Bothrops colombiensis capturados en: (a) Barlovento, Miranda; (b) San Felipe, Yaracuy. 
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Figura 8. COMPARACIÓN GRÁFICA DE LA activida proteolítica DEL 

VENENO DE Thalassophryne maculosa CON EL de varias especies de 

serpientes venezolanas de la familia viperidae, determinadas en la Escuela de 

Ciencias de la Salud, Universidad de Oriente, Núcleo de Anzoátegui.  

 

La actividad proteolítica de los venenos se evidenció con base en la digestión de gelatina de la 

placa radiográfica por el método de Huang y Pérez (1980), luego de 4 horas de incubación, en cámara 

húmeda, a 37ºC. 
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3.4 Discusión 

 

El envenenamiento causado por el pez sapo cano Thalassophryne maculosa, 

produce manifestaciones clínicas fundamentalmente inflamatorias, desarrollando 

ocasionalmente necrosis en el sitio de penetración del veneno (Sosa-Rosales y cols., 

2005); siendo dichas manifestaciones directamente proporcionales a las propiedades 

intrínsecas tanto del pez como de la víctima. 

 

El modelo de ratones utilizados en el presente trabajo, fueron de sexo hembra, 

homocigotos, cepa C57BL/6 a los cuales se administró el veneno de Thalassophryne 

maculosa, vía intraperitoneal, para su estudio. Se escogió dicha cepa de ratones dado 

que posee mayor sensibilidad a la acción del veneno de vertebrados e invertebrados. 

El resultado obtenido en este trabajo es compatible con los obtenidos en otras 

investigaciones sobre envenenamiento agudo experimental con el veneno de otros 

grupos zoológicos (escorpiones y serpientes) (Sánquiz y González, 2008; Da Cámara 

y col., 2008; Hurtado y col., 2008; Arrioja y Maneiro, 2009).  

 

Es evidente el efecto necrótico causado por el veneno de Thalassophryne 

maculosa, independientemente que la victima reciba asistencia médica o no, lo que 

permite pensar sobre la posible presencia de actividad fosfolipásica en el mismo; sin 

embargo, tal actividad no ha sido reportada en trabajos previos realizados con el 

veneno de esta especie (Sosa Rosales y col., 2005) y con el de Thalassophryne 

nattereri (Lopes-Ferreira y col. 1998). Estas divergencias pueden fundamentarse en el 

posible tratamiento de las muestras, ya que además de la termolabilidad de las 

proteínas presentes en venenos de vertebrados marinos, éstas presentan elevada 

susceptibilidad a factores físicos que deben cuidarse desde el momento de extracción 

del veneno. Por otro lado, es posible que ocurra un fenómeno similar al observado en 

el veneno de serpientes, en los que las fosfolipasas responsables de las necrosis no 
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necesariamente poseen alta actividad enzimática. Como ejemplos de esto se puede 

mencionar el caso del veneno de Bothrops alternatus que posee una fosfolipasa 

acídica con actividad muy baja (Nisembon y col., 1986) o el de las fosfolipasas A2 

lisina-49 que se encuentran en gran cantidad en muchas especies de Bothrops, que no 

poseen actividad tipo fosfolipásica (Gutiérrez y Lomonte, 1995).  

 

La actividad proteolítica observada en el veneno analizado, también se ha 

evidenciado en otros peces como Notesthes robusta (Hahn y O´Connor, 2000), 

Scorpaena plumieri (Carrijo y col., 2005), Pterios volitans (Balasubashini y col., 

2006) y en las rayas Potamotrygon cf. scobina y Potamotrygon gr. orbignyi. En todos 

estos vertebrados marinos tal actividad ha sido relativamente leve; sin embargo, se ha 

demostrado que la interacción del veneno con el mucus epidérmico, incrementa 

significativamente la actividad necrosante, lo que pudiera indicar que las proteínas 

presentes en el mucus, potencian el efecto tóxico del veneno (Magalhaes y col., 2006)    

 

Al comparar la DL50 del veneno de Thalassophryne maculosa (70,80 mg/kg-1 de 

ratón) con las serpientes del género Crotalus, se evidenció que el  veneno del pez fue 

22,41; 8,40; 6,68 y 5,63 veces menos potente que el de Crotalus durissus ruruima, 

Crotalus durissus pifanorum, Crotalus durissus cumanensis y Crotalus durissus 

vegrandis, respectivamente. De igual forma, se pudo observar que su pontencial 

toxigénico es 4 veces menor que los venenos del género Bothrops presentados en la 

tabla 4. Sin embargo, los signos de toxicidad presentados por los ratones luego de ser 

inyectados con el veneno del pez, son similares a los observados en los vipéridos 

botrópicos, los cuales muestran hipoactividad, distención abdominal, en comparación 

con las manifestaciones neurológicas (mioclonias, convulsiones tónico-clónicas, 

parálisis en extensión del tren posterior, fasciculaciones musculares, contractura de la 

cola, giros sobre su eje y atonías) inducidas por el veneno de crotálidos en el modelo 

C57BL/6 (Blanco y Rojas, 2005; Baldi y Chalhoub, 2007; Valerio, 2007; Acosta, 

Cayamo y Graziani, 2008; Astudillo y Bejarano, 2008; Sánchez y Suárez, 2008; 
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Alemán, Cotúa y Farias, 2009; Arrioja y Maneiro, 2009; Bónoli, Chihane y Ferreira, 

2009; Cazorla, Quijada y Salazar, 2009). La toxicidad del veneno de Thalassophryne 

maculosa, no induce signos de activación autonómica parasimpática y simpática 

como la observada con el veneno de escorpiones del género Tityus  (Marcano y 

Mundaray, 2000; Marín y Rodríguez, 2000; Turkali, 2004; De Sousa, 2006; Cornejo, 

2008; Cova, 2008; De Sousa-Insana y Pino, 2009; De Sousa y col., 2009; Chadee, 

2010). Estos comportamientos, permiten incluir al envenenamiento por el pez sapo 

como mecanismo de acción local, según la clasificación propuesta por  Junghanss y 

Bodio (2006). Con el veneno de Thalassophryne maculosa no se evidenció, en 

ninguno de los animales experimentales, el desarrollo de marcha atáxica, 

convulsiones, fasciculaciones/temblores musculares o parálisis espástica. 
 

Los antecedentes descritos, podrían representar una razón que pudiera explicar el 

desconocimiento de casos de muertes por accidentes con el pez sapo, sin embargo su 

potencia es suficiente para causar molestias localizadas, considerables sobre la 

victima, pudiendo esta última incurrir en inasistencias laborales. Para finalizar, 

nuestros resultados dejarían en evidencia la potencialidad toxigénica del veneno de 

Thalassophryne maculosa; y simultáneamente, basados en la revisión bibliográfica 

realizada, es posible que tal actividad biológica, guarde relación con la interacción 

entre los componentes proteicos del veneno o con la constitución del mismo. Esta 

última, abre la posibilidad de profundizar estudios que permitan identificar las 

moléculas bioactivas que pudieran servir de prototipo en la elaboración de nuevos 

fármacos.     

 



 

 
CAPITULO IV: CONCLUSIONES 

 

4.1 CONCLUSIONES 

 

Cada ejemplar de Thalassophryne maculosa eyectó, en promedio, 3,27 mg. 

 

La lectura máxima en los niveles de absorbancia a 220 nm indica la naturaleza 

proteica del veneno. 

 

La DL50 del veneno de Thalassorphryne maculosa según el método de Dixon y 

Mood para 60 minutos de observación fue 70,80(66,95-75,12) mg.kg-1. 

 

Se observaron un total de 8 manifestaciones clínicas inducidas por el veneno de 

Thalassophryne maculosa en ratones C57BL/6; con aparición gradual en el curso 

temporal de toxicidad aguda. Los signos inmediatos de toxicidad aguda fueron 

hiperactividad seguida de taquipnea, entre 10 y 20 minutos se evidenció 

hipoactividad, distensión abdominal y en algunos animales evacuación pastosa; 

posteriormente se instalaron signos de toxicidad grave caracterizados por bradipnea 

alternada con apnea, cianosis peribucal y facies tóxica hasta finalmente la 

sobrevivencia o muerte de los animales. 

 

No se observaron diferencias significativas al comparar el tiempo de aparición de 

los signos de toxicidad grave entre los ratones que murieron y los que sobrevivieron. 

 

La actividad proteolítica expresada en la placa radiológica se evidenció hasta una 

dilución de 1:64.  
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El veneno de Thalassorphyrne maculosa presentó actividad fosfolipasa leve 

 

El veneno de Thalassorphyrne maculosa resultó débilmente tóxico en 

comparación con otras especies de vertebrados e invertebrados; con excepción del 

índice letal calculado para R. laticauda. 
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el método no paramétrico de Hodges y Lehmann. El efecto clínico de los venenos se evaluó 
observando el curso temporal de toxicidad aguda experimental. La actividad proteolítica del veneno se 
estudió con diluciones sucesivas, colocadas sobre gel radiográfico para evidenciar la digestión de la 
gelatina. La actividad fosfolipasa se precisó mediante la emulsión de volúmenes determinados de 
yema de huevo y buffer Tris incubándose con diferentes concentraciones del veneno para cuantificar 
el tiempo de coagulación. Se obtuvo una cantidad total de proteínas de 79,41 mg mediante ordeño 
manual de 20 ejemplares. El índice de letalidad (en mg.kg-1) del veneno de T. maculosa fue de 70,80 
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