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RESUMEN

ACTIVIDAD BIOLOGICA IN VITRO Y DOSIS LETAL CINCUENTA DEL
VENENO DE Thalassophryne maculosa (PISCES, BATRACHOIDIDAE

Alcalad Cermeno, Osmary Nathalee; Mendoza, Giannina Desiree; Navarro Gomez,
Nohelys del Jesus. Asesores Vasquez-Suarez, Aleikar José y De Sousa, Leonardo.
Laboratorio de Toxinologia, Secciones de Bioquimica y Farmacologia, Departamento
de Ciencias Fisioldgicas, Escuela de Ciencias de la Salud, Universidad de Oriente,

Nucleo de Anzoategui.

El envenenamiento causado por el pez Thalassopryne maculosa, produce
manifestaciones clinicas 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 precision. Por lo tanto, se hace necesario el estudio de
algunos efectos bioldgicos in vitro e in vivo del veneno del “pez sapo cano”
Thalassophryne maculosa (Pisces, Batrachoididae). Se determiné la concentracion de
proteinas en la fraccion soluble mediante espectrofotometria. La actividad bioldgica
de los venenos fue ensayada luego de su inyeccion intraperitoneal en ratones hembra,
homocigotos, cepa C57BL/6. La letalidad fue cuantificada a través de la dosis letal
cincuenta (DLs), determinada segun el método de Dixon y Mood, para 60 minutos
de experimentacion; calculada como el valor de la mediana obtenida el método no
paramétrico de Hodges y Lehmann. El efecto clinico de los venenos se evaluo
observando el curso temporal de toxicidad aguda experimental. La actividad
proteolitica del veneno se estudid con diluciones sucesivas, colocadas sobre gel
radiografico para evidenciar la digestion de la gelatina. La actividad fosfolipasa se

precisé mediante la emulsion de volimenes determinados de yema de huevo y buffer
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Tris incubandose con diferentes concentraciones del veneno para cuantificar el
tiempo de coagulacién. Se obtuvo una cantidad total de proteinas de 79,41 mg
mediante ordefio manual de 20 ejemplares. El indice de letalidad (en mgkg™) del
veneno de T. maculosa fue de 70,80 (66,95-75,12) mg.kg™"; el indice de variabilidad
fue de 7,02%. El tiempo de aparicion de las manifestaciones clinicas inducidas por el
veneno fue gradual presentando de forma inmediata hiperactividad y taquipnea,
seguida de hipoactividad y distensiéon 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
proteolitica evidencio digestion de gelatina hasta una dilucién 1:64 y la actividad de
fosfolipasa, fue comprobada por prolongacion en el tiempo de coagulacion de una
emulsion de yema de huevo, solo a la mayor concentracion de veneno utilizada (8,0
mg.mL™). Al comparar el indice 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 relacion a la letalidad del grupo
del veneno de las viboras y artropodos, superado unicamente por la DLsy del veneno
del escorpion R. laticauda. La actividad proteolitica exhibida por este veneno es baja
en comparacion con la mayoria de los vipéridos; solo poco mayor que la ostentada
por Crotalus durissus ruruima o la de Crotalus durissus pifanorum. Los resultados
aqui expuestos; permitirian iniciar la caracterizacion e identificacion de algunos
componentes proteicos presentes en este veneno que podrian poseer aplicaciones

biotecnoldgicas, principalmente en el campo de la farmacologia.
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INTRODUCCION

En masas de agua de ambientes dulceacuicolas y zonas marinocosteras se pueden
encontrar organismos acuaticos peligrosos, con amplia variedad morfoldgica, algunos
de ellos, representando importancia local o regional debido al impacto que pueden
causar en la salud de los humanos durante sus jornadas de recreacion o de trabajo. La
utilidad que se pueda dar a los cuerpos de agua, determina con frecuencia la
probabilidad y naturaleza de la exposicion humana ante dichos organismos
(Machado-Allison y Rodriguez-Acosta, 1997; Lima y Ferreira, 2000; Haddad Junior,
2003; Haddad Junior y col., 2003; Gutierrez y col., 2004; Facé y col., 2005;
Forrester, 2008; Loyo y col., 2008). Las costas venezolanas, por su ubicacion relativa
en la zona tropical, presentan gran variedad de especies de vertebrados o
invertebrados, marinos o dulceacuicolas, que pueden ocasionar diferentes tipos de
interaccion con el hombre, potencialmente negativas, caracterizadas por dolor,
envenenamiento, reacciones alérgicas, trastornos psicologicos y hasta la muerte
(Machado-Allison y Rodriguez-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 glandulas de veneno, en conjunto con un mecanismo estructural para la
inyeccion del mismo, se encuentran confinados a un reducido niimero de especies
definidas por Halstead (1978) como peces venenosos o acantotoxicos. En este caso, el
accidente humano causado por éstos se denomina ictismo y sus mecanismos
fisiopatologicos, poco conocidos, representan un problema econdémico y social,
agravado por la ausencia de tratamientos eficientes, desconocimiento relativo sobre la
composiciéon y naturaleza de sus venenos y los mecanismos de accion de sus

componentes (Lima y Ferreira, 2000).
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Los venenos de peces son mezclas complejas de sustancias especificas,
farmacoldgicamente activas que pueden causar una amplia gama de signos clinicos en
los humanos, los cuales pueden ser agrupados en siete categorias: locales,
autofarmacolégicos, antihemostaticos, ll(’)gicos, musculares, cardiacos y de

efectos renales (Junghanss y Bodio, 2(C vuchos géneros de Uranoscopidos son

bentonicos y venenosos al igual que los Batracoididos, dentro de los que se encuentra
el género Thalassophryne. Algunos de sus taxas estan provistos de dos espinas
dorsales rodeadas en su parte basal por tejido glandular que vacia su contenido hacia
espinas huecas, para eyectar el veneno. Adicionalmente, los procesos espinosos de los

opérculos también son utilizados como oOrganos defensivos venenosos, pudiendo

infligir, con tales estructuras, punciones dolorosas.

El envenenamiento causado por Thalassophryne maculosa inicia con intensa
inflamacion, eritema, edema y dolor local persistente, en algunos casos con necrosis
alrededor del area de penetracion de las espinas y en algunas ocasiones acompanadas
con infecciones secundarias (Sosa-Rosales y col., 2005). El dolor, con poca respuesta
a farmacos antiinflamatorios y analgésicos, suele persistir hasta por a 24 horas (Lima
y Ferreira, 2000); predominando posteriormente sintomas parestésicos en el miembro
afectado. Los sintomas dependen de la cantidad de veneno eyectado por el pez, asi
como por el tamaio, el peso y la inmuno-reactividad de la victima. 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 precision

(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



19

contradicciones relativamente significativas con respecto a su actividad biologica y a
sus propiedades bioquimicas. Tales discrepancias han sido atribuidas principalmente
a las condiciones fisiologicas entre los especimenes, que repercutirian sobre la
constitucion del veneno, y adicionalmente, a su marcada inestabilidad quimica

(Goudey-Perriere y Perriere, 1998).

Algunos estudios, realizados en ratones, han demostrado que el veneno de
Thalassophryne maculosa tiene efectos nefrotoxicos (Faco y col., 2003) y
hemostaticos mediados por la liberacion de citoquinas. Sin embargo, los datos de
algunas investigaciones son contradictorios o insuficientes. Cassoli y col. (2007)
indicaron que los efectos clinicos locales producidos por el veneno de Scorpaena
plumieri, sobre humanos, estarian relacionados con la degradacion de proteinas y
glicosaminoglicanos de la matriz extracelular del tejido conectivo alrededor de vasos
capilares; esta especie seria capaz de inducir efectos sistémicos considerables, de tipo
cardiovascular y neurologicos. Por su parte, Carrijo y col. (2005) determinaron, en el
veneno de esta especie, actividad proteolitica, hemolitica y hemorragica. Ratones
inyectados con dosis de veneno de esta especie desarrollaron dificultad respiratoria,
pérdida de la coordinacion muscular con desarrollo de pardalisis, miccion,
hipersalivacion, efectos de hipotension y convulsiones. Para el veneno de
Thalassophryne nattereri, Lopes-Ferreira y col. (1998) sefalaron fuerte actividad

hemolitica y baja actividad proteolitica, sin actividad de fosfolipasa.

Se han detectado fosfolipasas A (FLA), especialmente de tipo A, (FLA,), en el
veneno de una gran diversidad de animales venenosos, responsables de efectos
miotdxicos y neourotdxicos. Sin embargo, muchas de estas proteinas con actividad
catalitica presentes en peces venenosos, han sido insuficientemente caracterizados
desde el punto de vista bioquimico y, en algunos casos, con mas atencion hacia las
propiedades inmunolodgicas (Zito Grund y col., 2006). Existen dos grandes clases, las

FLA; intracelulares o citosolicas (FLA,c), 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 FLA, de secrecion (FLAjs), de masa pequefia (14-18 kDa). Las formas
extracelulares de las FLA, son extremadamente abundantes en secreciones de
glandulas exocrinas como las venenosas de serpientes, abejas, escorpiones y pe
Similarmente este tipo de fosfolipasas son abundantes en areas de inflamac

(Dennis, 1994).



CAPITULO I: EL PROBLEMA

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La actividad procoagulante, consistente en la formacion de codgulos de fibrina que
ocurre en el plasma sanguineo, se encuentra mayoritariamente documentada en
organismos venenosos terrestres, en comparacion con los acuaticos, productores de
veneno, de los que se carece de informacion al respecto (Lopes-Ferreira y col., 2002);
en cambio la actividad hemolitica ha sido probada en diferentes venenos de origen

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

La Dosis Letal Cincuenta (DLsp) esta representada por la cantidad necesaria de una
droga o toxina capaz de producir la muerte en el cincuenta por ciento de una
poblacion de animales experimentales (Ross 1996). Su determinacién es esencial para
la estandarizacion de los venenos y antivenenos de origen natural (Sevcik 1987). Este
indice 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 realizo el estudio in vitro de algunas de las
propiedades biologicas del veneno de Thalassophryne maculosa, incluida la
determinacion in vivo de su dosis letal cincuenta (DLsg) y la estimacion de las
posibles manifestaciones clinicas inducidas como efecto toxico del envenenamiento
agudo experimental con el veneno de esta especie en ratones hembra C57BL/6. Todo
esto como inicio en la recoleccion de datos que sirvan de linea base para el estudio de

las toxinas que puedan estar presentes en dicho veneno y sus efectos sobre un modelo



22

animal de experimentacion que pudiese ser extrapolado en humanos. Al mismo
tiempo, emprender el estudio en profundidad de este veneno y sus efectos, permitiria
abrir la posibilidad de la elaboracion de antivenenos para neutralizar sus efectos
toxicos y con la posibilidad de su aplicacion en las poblaciones afectadas tal como se
ha demostrado para otras especies venenosas de origen acudtico. Simultineamente
este trabajo, permite iniciar la caracterizacion e identificacion de algunos
componentes proteicos presentes en el veneno que podrian poseer aplicacic

biotecnoldgicas, principalmente en el campo de la farmacologia.

1.2 JUSTIFICACION

En las costas venezolanas especialmente las del oriente del pais, tanto pescadores
artesanales como turistas, son victimas frecuentes de accidentes por diversos animales
marinos (Boccalon y col,, 2004). Sin embargo, la carencia de estadisticas
epidemiologicas 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 informacion sobre
la actividad bioldgica, particularmente la del veneno de Thalassophryne maculosa,
surgiria la necesidad de dilucidar los posibles efectos bioactivos de sus componentes,
los cuales pudieran servir de base molecular en la preparacion de nuevos farmacos; y
al mismo tiempo, aportar conocimientos que pudiesen servir de linea base en la

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

1.3.1 General

Evaluar algunos efectos biologicos in vitro ¢ in vivo del veneno del pez

Thalassophryne maculosa (Pisces, Batrachoididae).

1.3.2 Especificos

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

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

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

cepa C57BL/6, para una hora de experimentacion.

4 Evaluar el curso temporal y los signos de toxicidad aguda experimental inducidos
por la inyeccion intraperitoneal del veneno del pez sapo Thalassophryne

maculosa.

5 Determinar la posible actividad bioldgica (proteolitica y de fosfolipasa) in vitro del

veneno.

6 Comparar la actividad biolodgica in vitro y la DLsy del veneno de T. maculosa con
los datos de actividad biologica y DLsy del veneno de otros animales (vertebrados
e invertebrados) venenosos evaluados en el Laboratorio de Toxinologia de la
Seccion de Farmacologia del Departamento de Ciencias Fisiologicas y en el
Serpentario de la Seccion de Medicina Tropical del Departamento de Medicina,

Escuela de Ciencias de la Salud, Universidad de Oriente, Nucleo de Anzoategui.



CAPITULO Il: MARCO METODOLOGICO

2.1 Obtencion y purificacion 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 ordefio 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 proteinas con posible actividad farmacoldgica. Se realizaron
diluciones del veneno, en agua bidestilada 1/5, 1/10 o 1/20 como paso previo a la

cuantificacion de las proteinas contenidas en el veneno.

2.2 Cuantificacion de la cantidad de proteinas del veneno

Se determiné la concentracion de proteinas en la fraccion soluble (obtenida en el
proceso de centrifugacion) mediante lectura de absorbancia en espectrofotometro
(Jenway®, modelo 6405 UV/vis) a una longitud de onda de 280 nm, asumiendo que 1
unidad de absorbancia (a esta longitud) representa una concentraciéon de 1 mg.ml™
(Possani y col. 1980; De Sousa y col., 2009). Alicuotas de 1 ml del veneno, se
almacenaron a -20 °C hasta el momento de su uso para evaluar su actividad biologica
in vitro e in vivo en el modelo murido. Adicionalmente, se realizd un espectro de
absorcion del veneno a fin de evidenciar la posible presencia de otras sustancias no

proteicas.
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2.3 Determinacion de la DLsp y evaluacion de los signos de toxicidad aguda

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

(Pisces, Batrachoididae) en su habitat natural.

Fotografias cortesia del Profesor Juan Bolafios Curvelo, Laboratorio del Grupo de Investigacion en
Carcinologia, Escuela de Ciencias Aplicadas al Mar, Universidad de Oriente, Nicleo de Nueva

Esparta.

Los lineamientos de investigacion en Toxinologia, utilizando animales de
experimentacion, segn el Codigo Etico de la International Society on Toxinology

(IST refrendado por sus miembros en ocasion del 6" European Symposium on
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Animal, Plant and Microbial Toxins (Basle, Suiza, Agosto de 1984) establecio: (1)
Disminuir al minimo el periodo de sufrimiento de los animales de experimentacion y
no someterlos a procedimientos dolorosos extremos. (2) Utilizar el menor niimero
posible. (3) Solo se requeriran para investigar los mecanismos de accion de las
toxinas de origen natural. (4) El uso de la DLs so6lo procedera, con fines cientificos,
para la estandarizacion de los venenos y de los antivenenos de origen natural. (5) En
lo posible, para establecer este indice letal se debe utilizar alrededor de 12 animales,
acompafiando los resultados del tiempo de supervivencia y los exdmenes patologicos
de los ejemplares sometidos a este procedimiento. En tal sentido, el método de Dixon

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

Se establecio6 la Dosis Letal Cincuenta (DLsg), para 60 minutos de
experimentacion, 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 pl de
capacidad, por via intraperitoneal (vip). Las dosis administradas se calcularon segliin

el peso de cada animal experimental.

Para la administracion del veneno se siguié el esquema de trabajo propuesto por
De Sousa y col. (2009) y, adicionalmente, se tomaron como referencia las dosis
letales calculadas para otros grupos zoologicos utilizados en la elaboracion del mapa
de toxicidad del veneno de vertebrados e invertebrados venenosos evaluados en el
Laboratorio de Toxinologia de la Seccién de Farmacologia del Departamento de
Ciencias Fisioldgicas y del Serpentario de la Seccion de Medicina Tropical del
Departamento de Medicina, Escuela de Ciencias de la Salud, Universidad de Oriente,

Nucleo de Anzoategui.
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Tomando en cuenta la informacion precedente, en el primer raton C57BL/6, por
vip, se utilizd una dosis inicial de: X, = Anti-log 1,65 = 44,67 pug.g”' de raton, donde
el Anti-log es el antilogaritmo. Si este primer animal responde con la muerte, el
segundo raton recibid una dosis X, = Anti-log Dosis(X) - d, donde d es un factor
constante cuyo valor, en este caso, fue 0,05. Si el primer animal sobrevive, entonces,
el segundo recibié una dosis X, = Anti-log Dosis(X;) + d. El procedimiento continud
y la dosis del siguiente animal sera: X, = Anti-log Xy, - d, si el animal m muere con la
dosis Xu; o bien: X, = Anti-log X, + d, si el ratdbn m sobrevive con la dosis X, El
muestreo se detuvo al obtener una secuenciade: TOF0+0T0i®,60F07T070TF
0 ®; donde { indica muerte, 0 supervivencia y ® la dosis que serd administrada al

siguiente animal (punto final).

Para establecer la DLsj se calcul6 la mediana de las dosis a partir del primer punto
de inflexion que incluye ademas el valor de la dosis que recibiria el siguiente animal
(punto final: ®). Los signos clinicos expresados como efecto de toxicidad aguda
experimental inducida por la inyeccion intraperitoneal del veneno fueron observados
meticulosamente durante los 60 minutos de experimentacion y tabulados
cronologicamente. La poblacion de ratones que sobrevivio, al finalizar el tiempo
establecido de observacion, fue sacrificada mediante dislocacion cervical. Se
utilizaron animales testigo a los cuales se administrd solucion salina fisiologica en
volumenes similares a los del grupo experimental. Todos los animales se mantuvieron

con alimentacion e hidratacion ad libitum.

2.4 Determinacidn de la actividad proteolitica

Un volumen de 100 pl del veneno crudo, en conjunto con diluciones seriadas del
mismo, fueron centrifugadas a 2 500 rpm por 1 min. A partir de cada dilucién, se
obtuvo un volumen de 20 pl que fue colocado sobre una placa radiografica

humedecida con agua destilada. La placa radiografica, portadora de las muestras, se
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incubo a 37°C por 4 horas. Posteriormente se lavd con agua destilada para eliminar el
veneno; se secO a temperatura ambiente y finalmente se evidencid la digestion de

gelatina (Huang y Pérez, 1980).

Con un scaner HP ScanJet ADF se obtuvo una imagen, en formato JPG del gel
radiografico, que fue procesado con el programa Imaje J 1.28x de National Institutes
of Health, para generar imagenes sometidas a filtros de color azul, rojo o verde;
eligiéndose finalmente la generada por el filtro verde. La copia originada se almacend
en formato texto que contenia la localizacion de los diferentes pixeles de la imagen y
su intensidad en escala de grises (8 bits de resolucion) y luego se analiz6é en Mathcad
version 14.0 para componer en definitiva una imagen en falsos colores de 8 bits de

resolucion (256 colores).

2.5 Actividad de fosfolipasa

Una emulsion de 1,5 ml fue preparada con 4 volumenes de yema de huevo y 5 de
buffer Tris HCI 0,05 M pH 7,5 CaCl, 10 mM. La emulsion fue incubada con
diferentes concentraciones del veneno crudo (1, 2, 4 y 8 mg.mL™") por 25 minutos a
37 °C y luego se cuantifico el tiempo de coagulacion de la emulsion a 100°C. La
actividad de fosfolipasa se expreso por el retardo en el tiempo de coagulaciéon de la

emulsion con respecto al tiempo de coagulacion del control (Huatuco y col., 2004).

2.6 Andlisis estadisticos

El programa Excel V-5.1 (Microsoft Corporation”, 2002) se utilizé para elaborar
las graficas de las DLso. Todos los resultados experimentales se procesaron por
métodos estadisticos no paramétricos: (a) se calcularon las medianas de los datos

validos a partir del punto de inflexion, segin Hodges y Lehmann y sus limites de
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confianza (entre paréntesis) al 95% de certeza para determinar la DLsy y para el
tiempo de aparicion de los signos de toxicidad aguda experimental y (b) las
diferencias entre medianas fueron probadas por el andlisis de variancia de Kruskal-
Wallis, con un nivel de significacion p<0,05 (De Sousa y col., 2009). Para el
procesamiento de los datos por métodos estadisticos no paramétricos se utilizo el
programa V-8.2 desarrollado por el Dr. Carlos Sevcik, Laboratorio de
Neurofarmacologia Celular, Centro de Biofisica y Bioquimica, Instituto Venezolano
de Investigaciones Cientificas IVIC), estado Miranda, Venezuela. Finalmente, evalud
el indice de variabilidad de la DLsy mediante la siguiente férmula: Indice de

Variabilidad = (Limite superior — Limite inferior)/Mediana de la DLsy x100.



CAPITULO I11: ANALISISY PRESENTACION DE
RESULTADOS

3.1 Cuantificacién de la cantidad de proteinas del veneno de Thalassophryne
maculosa, determinacion de la DLsy y evaluacién de los signos de toxicidad

aguda

Se captur6é 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 periodo de aclimatacion de quince
dias a las condiciones del Laboratorio del Grupo de Investigacion en Carcinologia,
Escuela de Ciencias Aplicadas al Mar, Universidad de Oriente, Nucleo de Nueva
Esparta, se procedi6 al ordefio manual del veneno eyectado a través de las espinas
dorsales y operculares de los peces. Posteriormente el veneno fue trasladado, bajo
cadena de frio, al Laboratorio de Toxinologia del Departamento de Ciencias
Fisiologicas, Escuela de Ciencias de la Salud, Universidad de Oriente, Nucleo de

Anzoategui, donde se realizaron los ensayos experimentales.

Los 20 ejemplares eyectaron por ordefio manual 79,41 mg de proteinas 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 maxima de 2,6 a 220 nm, indicando la naturaleza proteica del veneno.

A partir de una soluciéon madre de veneno, conteniendo una concentracion de

proteinas igual 28,36 mg.mL", se procedi6 a determinar la DLs, de este veneno y el
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curso temporal de toxicidad aguda experimental para una hora de experimentacion,

por via intraperitoneal, en ratones hembra C57BL/6.

En la tabla 1 se presenta los datos necesarios para el calculo de las DLs, del
veneno de Thalassophryne maculosa, e~ =~*~==< hembra, C57BL/6, observados
durante 60 minutos. El total de rator 2 _/6 para evaluar el veneno de
Thalasophryne maculosa fue n = 17 [cor..... ..... .iguiente animal (punto final)]. El
punto de inflexion (fendmeno no muerte-muerte) se ubico en RS. La corrida para
calcular la DLsy fue desde RS 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
ratobn control, el cual no desarrolldé ninguna manifestacion clinica de toxicidad
posterior a la inyeccion de 20 pl de solucion salina al 0,9% (m/v). La cantidad total
de veneno consumido en la experiencia fue de 20 768,68 ng (20,8 mg) (tabla 1). La
frecuencia de muerte en la corrida valida causada por la administracion del veneno de
Thalasophryne maculosa se presenta en la tabla 2. La mayor regularidad de muerte se
observé cuando se administraron las dosis E (70,80 pg.g” de raton) (n = 3; 50,0%) y
F (79,43 pg.g" de raton) (n = 3; 50,0%). Cuando se utilizé la D (63,10 pg.g” de

ratoén) no ocurrié exitus letalis.

La DLs, para 60 minutos de observacion, del veneno de Thalasophryne maculosa,
administrado por via intraperitoneal, en ratones C57BL/6 se presentan en la figura 3.
La DLsy se calculdé por el método no paramétrico de Hodges y Lehmann; y el
resultado se presenta como la mediana y sus limites al 95% de confianza. La DLs, fue

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

Los ratones, correspondientes a la corrida valida, presentaron hiperactividad
caracterizada por movimientos bruscos y erraticos acompafiados por hiperextension
de la region dorsal del animal; inmediatamente iniciaron hipoactividad y disnea

caracterizada por taquipnea que evoluciond a respiracion abdominal forzada y
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finalmente bradipnea/apnea. En todos los ratones se observo distension abdominal,

acompaiiada en algunos de ellos con defecacion.

El tiempo de aparicion de los signos inducidos por efecto de toxicidad aguda del
veneno de Thalassophryne maculosa fue gradual en los animales de la corrida valida
(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 distension abdominal (en algunos animales se observd evacuacion
pastosa). Tardiamente como expresion 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 ocurrid

relativamente mas temprano en los ratones que murieron.

Efectos de toxicidad aguda se presentan en la figura 5: facies toxica 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 maxima de

2,6 a 220 nm, indicando la naturaleza proteica del veneno de Thalassophryne maculosa.
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Tabla 1. Datos para el calculo de la DLsp del veneno de Thalassophryne maculosa
en ratones C57BL/6, administrado por via intraperitoneal, para una hora de

observacion.

RATON PESO Dosis Dosis DOsIS VOLUMEN MUERTE
(n) © (Anti-Log) veah (1) (minutos)
(ng)

CORRIDA NO VALIDA

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 VALIDA

5 18,47 E 1, 70,79 1.307,58 46,1 1158

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 t: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 1152

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 F:58

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

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 1156
Sub-total 16.553,28
Total 20.768,68

SIGUIENTE ANIMAL

17 E L 70,79 ®

85

Ratones validos: Rs—>Rs + Ry7

T: Raton con exitus letales; 0: Sobrevivencia; ®: Punto
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Tabla 2. frecuencia de muerte y Secuencia de dosis administradas, por via
intraperitoneal, del veneno de Thalassophryne maculosa en el modelo marido
C57BL/6.

Anti-log Dosis (ug.g" de ratén)

RATON Dosis A Dosis B Dosis C Dosis D Dosis E Dosis F
1,65 1,70 1,75 1,80 1,85 1,90

(44,67 (50,12 (56,23 pg.g (63,10pg.g (70,80 (79.43pg.g"
CORRIDA NO VALIDA

1 0

2 0

3 0

4 0
CORRIDA VALIDA

5 T:58

6 0

7 T:56

8 0

9 0

10 1:52

11 0

12 :58

13 $:59

14 0

15 0

16 156
SIGUIENTE ANIMAL

10 ®

FRECUENCIA

DE MUERTE [ ] 0 3 3
CORRIDA (0,0 %) (50,0 %) (50,0 %)
VALIDA
n=6(100%)

Ratones validos: Rs—Rs + Ry7

T: Raton con exitus letales; 0: Sobrevivencia; ®: Punto
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Figura 3. Determinacién de la dosis letal cincuenta (DLsy) del veneno de
Thalassophryne maculosa (Pisces, Batrachoididae) por vip en ratones hembra
C57BL/6.

La flecha indica el punto de inflexion e inicio de los datos validos para el calculo de la DLs,. El
resultado se presenta como la mediana y sus limites para un 95% de confianza (entre paréntesis): DLs,

vip, 60 minutos = 70,80 (66,95 — 75,12) ug g"'de raton. indice de Variabilidad = 7,02%.
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Figura 4. Comparacién 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. Comparacion de un ratén C57BL/6 control con uno sobreviviente
inyectado, por vip, con el veneno Thalassophryne maculosa (Pisces,

Batrachoididae) mostrando signos de toxicidad aguda.

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

tren posterior. En (c), (d) y (f) Distension abdominal. (f) Facies toxica y distension abdominal.
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3.2 Actividad bioldgica (fosfolipasa y proteolitica) del veneno de Thalassophryne

maculosa

Cuando se estudio la actividad fosfolipasa, solo se detect6 retardo en el tiempo de
coagulacién con la mayor concentracion del veneno crudo (8mg/mL) con respecto al

control (tabla 3).

Tabla 3. Tiempos de coagulacion de las muestras sometidas a diferentes
concentraciones del veneno de Thalassophryne maculosa para la determinacion

de actividad fosfolipasa.

;0 2,0 4,0 8,0
Tratamiento Control X . . .
mg.mL” mg.mL" mg.mL" mg.mL"
Tiempo de
15s 15s I5s I5s 48's

Coagulacion

La actividad proteolitica del veneno de Thalassophryne maculosa (Pisces,
Batrachoididae) se estudid con diluciones sucesivas, colocadas sobre gel radiografico
para evidenciar la digestion de la gelatina (figura 6). El proceso digestivo ocurrid
hasta una dilucion 1/64 (figura 6a). La imagen en falsos colores de 8 bits de
resolucion generada con Mathcad version 14.0 se presenta en la figura 5b y Sc;
indicando actividad hasta 1/64 (figura 6b), disminuyendo la potencia proteolitica con
la progresion de la diluciones (figura 6¢); demostrado mediante analisis de regresion
logaritmica o exponencial, con alto grado de correlacion [R* = 0,97 (logaritmica) y R?

= 0,98 (exponencial)] (figura 7).
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Figura 6. actividad proteolitica del veneno Thalassophryne maculosa sobre placa

radiogréfica.

(a) Imagen del gel radiografico obtenido con un scanner HP ScanJet ADF. (b) y (c) Imagen en
falsos colores de 8 bits de resolucion generada con Mathcad version 14.0 (a, vista inferior), (c, vista
lateral)

La imagen obtenida del gel radiografico (figura 6a) se procesd con el programa Imaje J 1.28x
(National Institute of Health). Con este programa se generaron imagenes con filtros de color azul, rojo
o verde; eligiendo la generada por el filtro verde. Esta se almacen6 en formato texto y luego ser analizd
mediante Mathcad version 14.0 para componer una imagen en falsos colores de 8 bits de resolucion

(figura 6b, vista inferior; figura 6c, vista lateral).
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Figura 7. REGRESION LOGARITMICA Y EXPONENCIAL DE LA
ACTIVIDAD PROTEOLITICA DEL VENENO Thalassophryne maculosa
SOBRE PLACA RADIOGRAFICA.
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3.3 Comparacion de la actividad bioldgica 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 determind la dosis letal DLsy del veneno de diferentes especies de serpientes
y escorpiones. Para cada especie, la DL se establecio, por via intraperitoneal, por el
método de Dixon y Mood (1948) modificado (Sevcik, 1987). Los valores se fijaron
para 60 minutos de observacion, en ratones hembra de la cepa C57BL/6, y fueron
obtenidos en las secciones de Medicina Tropical (Departamento de Medicina Interna)
y de Farmacologia (Departamento de Ciencias Fisioldgicas) de la Escuela de Ciencias

de la Salud, Universidad de Oriente, Nucleo de Anzoategui.

La comparacion del indice 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 DLsy del grupo de las serpientes o de los

artrépodos, con excepcion del escorpion Rhopalurus laticauda.

El veneno de T. maculosa posee leve actividad proteolitica; ligeramente mas
potente que la exhibida por los venenos de Crotalus durissus ruruima y Crotalus
durissus pifanorum, a pesar de estas tltimas presentar la mayor potencia letal (tabla
6, figura 8).
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Tabla 4. COMPARACION DE LA DLsy 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,

Nucleo de Anzoategui, por el método de Dixon y Mood (1948).

DLsy (mgkg LimITES DE
ESPECIE X REFERENCIA
) CONFIANZA ( 95%)
Thalassophryne maculosa 70,80 66,95-75,12 Este trabajo
Porthidium lansbergii rozei 29,90 Aleman, Cotua y Farias, 2009
Lachesis muta muta 22,39 21,17-22,53 Sanchez y Suarez, 2008
Porthidium lansbergii
. 18,87 Aleman, Cotta y Farias, 2009
hutmanni
18,86 (a) 18,86-19,95 ) ) ] )
o Ruiz Choépite y Ruiz Chopite,
Bothrops colombiensis 14,99 (b) 14,99-15,85 2009
12,59 (¢) 11,91-12,59
o B Boénoli, Chihane y Ferreira,
Bothriechis schlegelii 16,96 14,99-16,82
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 )
) 10,60 10,00-11,20 Baldi y Chalhoub, 2007
cumanensis
) . Acosta, Cayamo y Graziani,
Crotalus durissus pifanorum 8.43 7,94-8,43
2008
Cazorla, Quijada y Salazar,
Crotalus durissus ruruima 3,16 2,84-3,40 2009

Arrioja y Maneiro, 2009

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

Barbara, Barinas
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Tabla 5. COMPARACION DE LA DLsy 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, Nucleo de Anzoategui, por el método de Dixon y Mood
(1948).

DLsy (mgkg LimITES DE
EsPECIE X REFERENCIA
) CONFIANZA ( 95%)
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
14,99 () 14,13-14,99 De Sousa, 2006
) ) 12,59 (g) 11,91-13,36 De Sousa, 2006
Tityus quirogae
10,61 (h) 10,00-11,22 De Sousa, 2006
10,00 (i) 9,46-10,60 Marcano y Mundaray, 2000
] . ] De Sousa Insana y Pino, 2009
Tityus nororientalis 9,46 (j) 8,91-9,46
Chadee, 2010
9,46 (k) 9,46-10,00 Turkali, 2004
Tityus nororientalis 8,43 () 7,94-8,91 Cova, 2008
8,43 (m) 7,94-8,91 Marin y Rodriguez, 2000

Escorpiones capturados en: (a) municipio Bolivar, noreste de Anzoategui; (b) Santa Cruz de Mora,
Meérida; (c) Las Melenas, municipio Marifio, Sucre; (d) La Piedra de Mundo Nuevo, municipio Freites,
Anzoategui; (e) San Antonio de Los Altos, municipio Los Salias, Miranda; (f) Sima Los Escorpiones,
El Toyano, municipio Sotillo, Anzoategui; (g) El Toyano, municipio Sotillo, Anzoategui; (h) La
Guanota, municipio Caripe, Monagas; (i) La Guanota, municipio Caripe, Monagas; (j) Catuaro,
municipio Ribero, Sucre; (k) El Toyano, municipio Sotillo, Anzoategui; (1) Las Melenas, municipio

Marifio, Sucre; (m) Sabana de Piedra, municipio Caripe, Monagas.
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Tabla 6. COMPARACION DE LA actividaD proteolitica sobre placa
radiografica 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, Nucleo de Anzoategui, por el

método de huang y perez (1980).

ESPECIE DILUCION REFERENCIA
Bothriechis schlegelii 1/2 048 Bonoli, Chihane y Ferreira, 2009
Bothrops colombiensis (a),
®) 1/1 024 Ruiz Choépite y Ruiz Chopite, 2009
Bothrops colombiensis 1/708 Astudillo y Bejarano, 2008
Crotalus durissus
] 1/512 Baldi y Chalhoub, 2007
cumanensis
Crotalus durissus vegrandis 1/512 Valerio, 2007
Bothrops venezuelensis 1/256 Blanco y Rojas, 2005
Lachesis muta muta 1/128 Sanchez y Suarez, 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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o Diluci...

Bothriechis schlegelii r 2048
Bothrops colombiensis (Araira/Yaracuy) 1024

Bothrops colombiensis
Crotalus durissus cumanensis
Crotalus durissus vegrandis

708
512
512
Bothrops venezuelensis 256
Lachesis muta muta 128
Thalassophryne maculosa 64
16

Crotalus durissus ruruima

Crotalus durissus pifanorum 16

Figura 8. COMPARACION GRAFICA DE LA activida proteolitica 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, NUcleo de Anzoategui.

La actividad proteolitica de los venenos se evidencié con base en la digestion de gelatina de la
placa radiografica por el método de Huang y Pérez (1980), luego de 4 horas de incubacién, en camara

hiimeda, a 37°C.
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3.4 Discusidn

El envenenamiento causado por el pez sapo cano Thalassophryne maculosa,
produce manifestaciones clinicas fundamentalmente inflamatorias, desarrollando
ocasionalmente necrosis en el sitio de penetracion del veneno (Sosa-Rosales y cols.,
2005); siendo dichas manifestaciones directamente proporcionales a las propiedades

intrinsecas tanto del pez como de la victima.

El modelo de ratones utilizados en el presente trabajo, fueron de sexo hembra,
homocigotos, cepa C57BL/6 a los cuales se administr6 el veneno de Thalassophryne
maculosa, via intraperitoneal, para su estudio. Se escogid dicha cepa de ratones dado
que posee mayor sensibilidad a la accién 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 zooldgicos (escorpiones y serpientes) (Sanquiz y Gonzalez, 2008; Da Camara

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

Es evidente el efecto necrotico 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 fosfolipasica 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 ademas de la termolabilidad de las
proteinas presentes en venenos de vertebrados marinos, éstas presentan elevada
susceptibilidad a factores fisicos que deben cuidarse desde el momento de extraccion
del veneno. Por otro lado, es posible que ocurra un fenémeno 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 enzimatica. Como ejemplos de esto se puede
mencionar el caso del veneno de Bothrops alternatus que posee una fosfolipasa
acidica con actividad muy baja (Nisembon y col., 1986) o el de las fosfolipasas A,
lisina-49 que se encuentran en gran cantidad en muchas especies de Bothrops, que no

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

La actividad proteolitica 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 interaccién del veneno con el mucus epidérmico, incrementa
significativamente la actividad necrosante, lo que pudiera indicar que las proteinas

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

Al comparar la DLs del veneno de Thalassophryne maculosa (70,80 mg/kg™ de
raton) con las serpientes del género Crotalus, se evidenci6 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
botropicos, los cuales muestran hipoactividad, distenciéon abdominal, en comparacion
con las manifestaciones neuroldgicas (mioclonias, convulsiones toénico-clonicas,
paralisis en extension del tren posterior, fasciculaciones musculares, contractura de la
cola, giros sobre su eje y atonias) inducidas por el veneno de crotalidos en el modelo
C57BL/6 (Blanco y Rojas, 2005; Baldi y Chalhoub, 2007; Valerio, 2007; Acosta,
Cayamo y Graziani, 2008; Astudillo y Bejarano, 2008; Sanchez y Suarez, 2008;
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Aleman, Cotaa y Farias, 2009; Arrioja y Maneiro, 2009; Bonoli, Chihane y Ferreira,
2009; Cazorla, Quijada y Salazar, 2009). La toxicidad del veneno de Thalassophryne
maculosa, no induce signos de activacion autondémica parasimpatica y simpatica
como la observada con el veneno de escorpiones del género Tityus (Marcano y
Mundaray, 2000; Marin y Rodriguez, 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 accién local, segun la clasificacion propuesta por Junghanss y
Bodio (2006). Con el veneno de Thalassophryne maculosa no se evidencid, en
ninguno de los animales experimentales, el desarrollo de marcha ataxica,

convulsiones, fasciculaciones/temblores musculares o paralisis espastica.

Los antecedentes descritos, podrian representar una razon 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 Ultima incurrir en inasistencias laborales. Para finalizar,
nuestros resultados dejarian en evidencia la potencialidad toxigénica del veneno de
Thalassophryne maculosa; y simultaneamente, basados en la revision bibliografica
realizada, es posible que tal actividad biologica, guarde relacion con la interaccion
entre los componentes proteicos del veneno o con la constituciéon del mismo. Esta
ultima, abre la posibilidad de profundizar estudios que permitan identificar las
moléculas bioactivas que pudieran servir de prototipo en la elaboracion de nuevos

farmacos.



CAPITULO IV: CONCLUSIONES

4.1 CONCLUSIONES

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

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

proteica del veneno.

La DLsy del veneno de Thalassorphryne maculosa segin el método de Dixon y
Mood para 60 minutos de observacion fue 70,80(66,95-75,12) mg.kg™.

Se observaron un total de 8 manifestaciones clinicas inducidas por el veneno de
Thalassophryne maculosa en ratones C57BL/6; con aparicion 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 evidencid
hipoactividad, distension abdominal y en algunos animales evacuacién pastosa;
posteriormente se instalaron signos de toxicidad grave caracterizados por bradipnea
alternada con apnea, cianosis peribucal y facies téxica hasta finalmente la

sobrevivencia o muerte de los animales.

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

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

La actividad proteolitica expresada en la placa radiologica se evidencid hasta una

dilucion de 1:64.



El veneno de Thalassorphyrne maculosa presento actividad fosfolipasa leve

El veneno de Thalassorphyrne maculosa resulté débilmente toxico
comparacion con otras especies de vertebrados e invertebrados; con excepcion

indice letal calculado para R. laticauda.
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Resumen (abstract):

El envenenamiento causado por el pez Thalassopryne maculosa, produce manifestaciones clinicas
fundamentalmente inflamatorias, conllevando en ciertas ocasiones a lesiones muy severas ¢
incapacitantes, aunque generalmente no letales. A pesar de ello, muchos de los componentes
responsables de tales efectos no han sido estudiados ni identificados con precision. Por lo tanto, se
hace necesario el estudio de algunos efectos bioldgicos in vitro e in vivo del veneno del “pez sapo
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yema de huevo y buffer Tris incubandose con diferentes concentraciones del veneno para cuantificar
el tiempo de coagulacion. Se obtuvo una cantidad total de proteinas de 79,41 mg mediante ordefio
manual de 20 ejemplares. El indice de letalidad (en mg kg™') del veneno de T. maculosa fue de 70,80
(66,95-75,12) mgkg™'; el indice de variabilidad fue de 7,02%. El tiempo de aparicion de las
manifestaciones clinicas inducidas por el veneno fue gradual presentando de forma inmediata
hiperactividad y taquipnea, seguida de hipoactividad y distension 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 proteolitica evidencid digestion de
gelatina hasta una dilucion 1:64 y la actividad de fosfolipasa, fue comprobada por prolongacion en el
tiempo de coagulacion de una emulsion de yema de huevo, solo a la mayor concentracion de veneno
utilizada (8,0 mg.mL™"). Al comparar el indice 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 relacion a la letalidad del grupo del veneno de las viboras y artropodos,
superado unicamente por la DLsy del veneno del escorpion R. laticauda. La actividad proteolitica
exhibida por este veneno es baja en comparacion con la mayoria de los vipéridos; solo poco mayor
que la ostentada por Crotalus durissus ruruima o la de Crotalus durissus pifanorum. Los resultados
aqui expuestos; permitirian iniciar la caracterizacion e identificacion de algunos componentes
proteicos presentes en este veneno que podrian poseer aplicaciones biotecnologicas, principalmente en
el campo de la farmacologia.
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