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CIIMET: Centro de Investigacion e Informacion de Medicamentos y Toxicos
CRUV: Centro Regional Universitario de Veraguas

CRUC: Centro Regional Universitario de Coclé

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

ICP: Instituto Clodomiro Picado

WCH Toxicological Clinical: Toxinology Department, Women’s & Children’s
Hospital
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RESUMEN

En Panama@, hay pocos datos disponibles sobre la evaluacion toxicolégica del veneno
de Porthidium lansbergii, a pesar de que se le atribuye una cantidad importante de
accidentes ofidicos, siendo el segundo responsable del total de casos en el pais. Por
esta razon, la presente investigacion tuvo como finalidad caracterizar las actividades
hemorragicas, miotoxicas, desfibrinantes y letales de los venenos de las serpientes
juveniles y adultas, en ratones de la cepa CD-1 para evaluar los efectos fisiologicos

locales y sistémicos que provoca y conocer si existian diferencias en los venenos.

Para el desarrollo de los experimentos in vivo se utilizaron venenos de serpientes

juveniles y adultas colectadas en diferentes puntos de Panama.

Ambos venenos ocasionaron efectos locales como hemorragia y miotoxicidad con
diferentes intensidades y efectos sistémicos con letalidad moderada y ausencia de la

desfibrinacion.

Xl



INTRODUCCION

Las mordeduras por serpientes -segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS)-
son un problema de salud publica desatendido, que ocurre principalmente en
comunidades rurales y de dificil acceso, en las regiones tropicales y subtropicales,

afectando en primer lugar a campesinos, agricultores o ganaderos.

Aunque se han logrado importantes avances en el tema de ofidismo, aun existen
vacios en el conocimiento referente a los aspectos fisiopatolégicos de los
envenenamientos, tales como: la toxicidad de los venenos en muchas especies de
serpientes, como afecta la cantidad de veneno inoculado, la eficacia de antivenenos y
su dosificacion, adicionando, la falta de conocimiento médico por posibles

complicaciones sistémicas o locales (Mdnera, 2011).

Hildaura Acosta (comunicacion personal), refiere que en Panam4, de 1984 al 2021,
han ocurrido 53 133 casos de mordeduras de serpientes y 226 muertes registradas
desde los afios 2000 hasta 2021, un alto nimero de accidentes por mordeduras de
serpientes. Por lo que, el accidente ofidico corresponde a un desafio en el sistema de
salud, que debe manejarse eficientemente para evitar dafios severos en la persona
afectada, ya que el ingreso de agentes muy toxicos al cuerpo no permite que se dé la

respuesta inmune adecuada (Acevedo y Chavez, 2014).

A pesar de la alta incidencia, en Panama existen pocas investigaciones toxicoldgicas
a nivel fisiolégico relacionadas con casos de envenenamiento por serpientes. En este
sentido, la evaluacién de las actividades ocasionadas por el veneno es necesaria para

comprender los procesos fisiopatolégicos que ocurren una vez inoculado, que

Xl



permitiran, posteriormente, valorar la capacidad neutralizante de los antivenenos y

utilizar esta informacion como base para tratar estos envenenamientos a nivel clinico.

En Panama, se le atribuye a la especie Porthidium lansbergii, una cantidad importante
de accidentes ofidicos; sin embargo, hay pocos datos disponibles sobre la evaluacion
toxicoldgica de su veneno, a pesar de ser relevante para los sistemas de salud. Por
esta razdn, el presente trabajo tiene como finalidad caracterizar los efectos téxicos del
veneno de P. lansbergii, en ratones de la cepa CD-1, para evidenciar los efectos
fisiol6gicos; estableciéndose como un estudio pionero en el pais, sentando las bases
para investigaciones futuras, con el propdsito de aportar la informacion necesaria y
pertinente que coadyuven en el manejo de personas que han sufrido un accidente

ofidico.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO



1.1 Antecedentes

Las serpientes se incluyen en el reino animal, filo cordados, clase reptiles,
superorden squamata y orden ophidia. Existen alrededor de 3 496 nominaciones de
especies de serpientes, de las cuales 375 son peligrosas para el ser humano, su
tamafio es variado, de unos pocos centimetros, hasta medir 10 metros de largo;
pueden vivir a los 67° latitud norte (Escandinavia), hasta 50° sur (Patagonia); en
sitios tan altos a 5 000 metros sobre el nivel del mar y sitios tan profundos como a

los 100 metros por debajo del nivel del mar (Castro Herrera et al., 2016).

Son animales poco estudiados y muy temidos por la poblacién mundial,
siendo victimas de leyendas y mitos que cambian la importancia de estos animales
en los ecosistemas, ya que son excelentes controladores bioldgicos en la cadena
alimenticia (Voelger et al., 2020). Su atague o mordedura no es mas que un
comportamiento de defensa o caceria, sin la intencion de infligir dafio al ser humano.
Por otra parte, su veneno ha sido objeto de curiosidad e investigacion desde las
primeras civilizaciones, incluso ha sido empleado en diversas actividades como la

caza o la guerra (Pérez et al., 2014).

La diversidad de serpientes en América Latina es amplia, algunos
representantes de la familia de las serpientes, como las Colubridae, Elapidae y
Viperidae pueden inocular su veneno en humanos y causar sintomas clinicos leves
o graves de envenenamiento (Campbell y Lamar, 2004). En Panama existen 148

especies de serpientes de las cuales 26 son de importancia médica (Ray, 2017).



1.1.1. Epidemiologia del accidente ofidico

Los accidentes ofidicos se definen como la mordedura ocasionada de
manera inesperada -por una serpiente- al ser humano y estan estrechamente
relacionados con trabajadores agricolas y personas que viven en comunidades
rurales o en areas de dificil acceso; aumentando su incidencia en las épocas

de mayor trabajo en los campos y temporadas lluviosas (Vera et al., 2006).

Los envenenamientos por mordeduras de serpientes se han incluido
formalmente por la OMS, en la lista de enfermedades tropicales desatendidas de
alta prioridad desde junio del 2017 (Organizacién Mundial de la Salud, 2021).
Ademas, Vélez Parra (2016) menciona que los accidentes por mordeduras de

serpientes han sido descuidados por parte de las autoridades de salud.

En Latinoamérica ocurren alrededor de 150 000 accidentes ofidicos de los
cuales 5 000 llegan a ser fatales cada afio; destacando que, en Centroamérica,
Panama reporta la mayor cantidad de accidentes ofidicos con 2 000 casos anuales,
con 40-65 casos por 100 000 habitantes por afio, sin contar los casos no reportados

(Gutiérrez et al., 2009; Solis y Tinoco, 2017; Valderrama, 2010).

En Panama, la especie que causa el mayor nimero de accidentes ofidicos
es Bothrops asper conocida como equis o terciopelo, segun Rodriguez et al. (2012)
el 72% de los casos por mordeduras de serpientes desde 2005 al 2011 corresponde
a B. asper y un 23% a Porthidium lansbergii. Segun las estadisticas del MINSA, las
provincias con mayor numero de accidentes ofidicos son Chiriqui, Coclé y Veraguas

(Vélez Parra, 2016; Tristan de Brea et al., 2021). Frecuentemente, se reportan los
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ataques en las extremidades inferiores a causa de pisarlas involuntariamente, lo
cual ocurre cominmente en personas que trabajan la agricultura o ganaderia

(Pecchio et al., 2018).

Es importante resaltar que la incidencia del envenenamiento por mordedura
de serpientes, independientemente de la especie involucrada, varia entre regiones
de un mismo pais y depende de diversos factores como el clima, la biodiversidad,
la distribucion de las serpientes, la densidad poblacional, las actividades

econdmicas de cada region, el tipo de vivienda, entre otros (Otero-Patifio, 2009).

1.2. Familia Viperidae

La familia Viperidae es muy amplia y diversa, pertenecen al grupo de las
solenoglifas y son conocidas comunmente como viboras, representan la cima de la
evolucion en lo que a inoculacion de veneno se refiere (Castro et al., 2016; Yafiez-
Arenas,2004). Estas especies tienen la cabeza bien diferenciada del cuerpo, en el
dorso de esta presentan escamas pequefias y pupilas en forma vertical, ademas,
se caracterizan por su aparato venenoso especializado que morfolégicamente
presenta colmillos grandes, tubulares y mdéviles (pueden cambiar de posicion);
tienen dos fosetas sensibles a la temperatura (Figura 1), ubicadas cada una a un
lado de la cabeza, utilizadas para detectar diferencias muy pequefias de calor, para
asi sentir cambios en su entorno y encontrar sus presas de sangre caliente; en las
viboras esta foseta se encuentra como un orificio entre el ojo y el artificio nasal

(Zuhiga Carrasco y Caro Lozano, 2013; Batista y Miranda, 2020).



Figural. Foseta loreal en vipéridos

Fuente: https://radiorescate.com.ve/como-saber-si-una-serpiente-es-venenosa-fotos-diferencias/

Los vipéridos son viviparos y se alimentan primordialmente de vertebrados.
Son un grupo ampliamente diverso morfolégica y ecolégicamente, incluyendo
especies terrestres y arboricolas que se encuentran en &areas tropicales,
subtropicales y aridas, desde el nivel del mar hasta elevaciones mayores de 3 000
msnm, habitan en todo el mundo con excepcion de Australia, islas oceénicas y los
polos (Martins et al., 2002, Yarleque, 2000, Tomba, 2019; Yafiez-Arenas, 2004). En
Panama, esta familia estd constituida por los géneros Bothrops, Porthidium,
Antropoides, Bothriechis, Cerrophidion, Lachesis y Metlapilcoatlus (Batista y

Miranda, 2020).



1.2.1. Género Porthidium

El género Porthidium esta formado por serpientes venenosas, de pequefia
talla que no sobrepasan el metro de longitud; esta formado por nueve especies que
habitan principalmente en zonas tropicales humedas y secas de baja elevacion en
bosques subtropicales con una distribucion que abarca desde México pasando por
Guatemala, El Salvador, Belice, Honduras, Nicaragua, Panama, Costa Rica,
Colombia, Ecuador y Venezuela (Campbell y Lamar, 2004, citado en Castoe et al.,

2005; Flores-Padron et al., 2014).

1.2.1.1. Especie Porthidium lansbergii

Porthidium lansbergii es una vibora neotropical (Figura 2), conocida como
Patoca o Viejita, que se diferencia morfologicamente por presentar las siguientes
caracteristicas: no sobrepasa los 90 cm de longitud, tiene escamas subcaudales
enteras y rostral diferenciada, presentan dimorfismo sexual y escamas
supralabiales separadas de la 6rbita ocular por dos hileras de escamas suboculares,
el patrén de coloracion varia segun su distribucién que abarca desde Panama
oriental hasta el norte de Colombia y occidente de Venezuela y en regiones del
Caribe y Andina (Medina-Rangel y Lopez-Perilla, 2015, citado en Rivera Prieto,

2017; Molina-Bethancourth et al., 2015).



Figura 2. Ejemplares de Porthidium lansbergii juvenil y adulto.

Adulto
Fotos proporcionadas por: Eduardo Zambrano, CIIMET CRU Veraguas, 2022

Es comun encontrarla en bosques humedos, secos y areas abiertas en el
Pacifico, en las provincias de Chiriqui, Veraguas, Coclé, Panama Oeste, Panamay
Darién, como se muestra en la Figura 3 (Elizondo-Lara, 2019). P. lansbergii
presenta subespecies como P. lansbergii rozei, P. lansbergii lansbergii y P.
lansbergii hutmanni y su veneno ha sido Util para establecer relaciones entre los

grupos de serpientes cercanas (Jiménez-Charris et al., 2015).



Figura 3. Mapa de distribucion de Porthidium lansbergii en Panama.

® Puntos de colecta [__] Sin presencia [[1] Con presencia [ ——

Nota: Mapa realizado con base en datos de Monteza-Moreno et al. (2020) y Batista y Miranda (2020).

1.3. Fisiopatologia del envenenamiento ofidico

El accidente ofidico en humanos conlleva efectos fisiopatoldgicos que son
consecuencia de un evento adverso en la naturaleza, considerando que el veneno
se modificd a lo largo del tiempo para que la serpiente se desenvuelva como
predador en los ecosistemas que habitan, ahora bien, la variada composicién
molecular de los venenos conduce a un efecto fisiopatolégico especifico en el

organismo de las victimas (Castafio Valencia y Cafias Dévila, 2016).

El veneno de serpientes esta formado por péptidos y proteinas toxicas, que
provocan dafios graves a tejidos y 6rganos, lo que puede conducir a la muerte; entre

los componentes tdxicos pueden encontrarse miotoxinas, toxinas coagulantes,



hemorraginas, nefrotoxinas, neurotoxinas y otras (Acevedo Benitez y Chéavez,

2014).

El veneno de los vipéridos se caracteriza por ser hemotdxico y miotoxico,
capaz de ocasionar efectos que pueden llegar a ser muy severos (De Roodt et al.,
2005). Acevedo y Chaves (2014), indican que esto puede deberse a factores como
el volumen de veneno que estas especies inoculan al morder, el sitio anatomico de
la mordedura, el gran tamafio y la forma retractil de sus colmillos, que les permiten
inyectar el veneno profundamente, ya sea subcutdneo o intramuscular. Ademas,
Valderrama (2010), agrega que también puede depender de la edad, tamafio, salud

del ofidio e incluso si ha comido o no recientemente.

Al momento de ser inoculado el veneno, se acumula principalmente en el
tejido subcutaneo, que por medio de la via linfatica se absorbe y llega hasta su sitio
de accion para distribuirse en todo el organismo del individuo (Valderrama, 2010).
El veneno es capaz de dafiar las células musculares, lesionar los vasos sanguineos
y evitar la coagulacion normal de la sangre, lo que conlleva a la aglomeracion de
microtrombos; esta accién conjunta trae como consecuencia las hemorragias
internas e insuficiencia cardiaca, respiratoria y renal (Barish y Arnold, 2022). De
modo que, se produce abundante sangrado tanto local como sistémico, que, a nivel
local, las alteraciones en la vasculatura contribuyen a la necrosis en el caso de

envenenamiento de vipéridos (Brenes Zufiiga, 2014).



Tabla 1. Principales componentes toxicos del veneno de vipéridos de

América.
Componente Familia de toxina Efecto fisiopatolégico
Hemorraginas Metaloproteinasas Hemorragias
Formacion de flictenas
Edema
Enzimas tipo trombinas Serina proteinasa Coagulacién del
fibrindgeno
Desfibrinacién
Hipoagregacion
plaquetaria
Activadores de Metaloproteinasas Activacion del factor X o
protrombinay de factor de protrombina.
X Desfibrinacion
Hipoagregacion
plaquetaria
Miotoxinas Fosfolipasa A2 Mionecrosis
(Lys-49 o Asp-49) Edema
Dolor
Crotamina, Miotoxina a Polipéptido catiénico. Contractura muscular
Miotoxicidad

Fuente: Gutiérrez et al. (2011).

Los efectos por mordeduras de viboras en las regiones del Norte y
Centroamérica se presentan, principalmente, como cuadros de toxicidad tisular y
hematologica, debido a los diferentes mecanismos que actuan sobre el sistema
hemostatico, provocando extensas lesiones locales y sangrado irreprimible (De
Roodt et al., 2005). Segun Orduna et al. (2007) el veneno de la familia Viperidae

tiene 3 mecanismos de accion:
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1.

Inflamatorio: (potencialmente necrotizante): responsable del cuadro
cutaneo local, por destruccion celular directa e indirectamente, por isquemia
y activacion o liberacion de mediadores del proceso inflamatorio, producidas
por diferentes componentes del veneno.

Coagulante: responsable del cuadro de anticoagulacion, mediante
activacion de la transformacion de fibrinbgeno a mondémeros de fibrina como
consecuencia de la accion de factores de coagulacion y por mecanismos de
accion de enzimas tipo trombina presentes en el veneno.

Hemorragica o vasculotoxica: responsable de la accion hemorragica, por
metaloproteinasa (hemorraginas) y otros componentes que degradan la

matriz extracelular y lesionan el endotelio vascular.

Las manifestaciones de los accidentes ofidicos son variables y dependen

principalmente de la especie de serpiente involucrada y puede presentarse en el
sitio de la mordedura, produciendo una reaccion local e incluso llegar a generar

efectos sistémicos (Cafias Davila y De Paz Cobo, 2016).

Es necesario destacar que, el veneno de vipéridos contiene diversos

componentes como metaloproteasas, hialuronidasas, hidrolasas, fosfolipasas, entre
otros (Tabla 1), que perjudican distintos tejidos y suelen producir efectos

hemorragicos locales y sistémicos (De Paz Cobo et al., 2016).

1.3.1. Efectos locales:

El efecto local se desencadena en el sitio de la mordedura y se caracteriza

por dolor y hemorragia que puede acompafarse de necrosis en el tejido muscular
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(Brenes Zuiiga, 2014). Las mordeduras por viboras frecuentemente causan

afectaciones locales mas graves que otras especies (De Paz Cobo et al., 2016).

1.3.1.1. Hemorragia

La hemorragia se produce como consecuencia de la accion de las
hemorraginas del veneno sobre la microvasculatura; las hemorraginas son
metaloproteinasas dependientes de zinc relacionadas a las proteinas que se
encuentran en los tejidos de mamiferos (Uribe Arjona, 2014); éstas degradan los
elementos de la lamina basal de los capilares y vénulas, provocando que los

capilares se colapsen (Brenes Zuiiiga, 2014).

Segun Pineda et al. (2019) en Centro y Sudameérica, el veneno de la
subespecie P. lansbergii hutmanni se encuentra entre los venenos mas
hemorragicos entre las especies de serpientes. La intensidad del efecto
hemorragico se describe como la dosis hemorragica minima (DHm), inducida en
una lesion de 10 mm de diametro (Gutiérrez et al., 1985 citado en Gutiérrez et al.,

2015).

1.3.1.2. Miotoxicidad

El efecto miotéxico suele determinarse cuantificando la actividad de la
enzima creatina quinasa (CK) en el suero o en el plasma de los ratones inyectados
con veneno; esta enzima se encuentra en altas concentraciones en el musculo

esquelético, musculo cardiaco y tejido nervioso, por lo que, si hay un aumento en la
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actividad de la enzima en el plasma, indica que hay dafio en uno o varios de esos

tejidos (Gutiérrez et al., 2015).

Es importante mencionar que las células musculares del cuerpo requieren de
CK para poder funcionar y sus niveles plasmaticos se pueden elevar después de un
infarto al miocardio, una lesion musculo esquelética o por ingerir suplementos o

alcohol (Zambrano et al., 2019).

Los vipéridos presentan miotoxinas hemorragicas capaces de inducir
necrosis del masculo esquelético (Gutiérrez y Cerda, 1984). Segun Ramirez y Rojas
(2009), la necrosis se define como eventos que producen la ruptura de la membrana
citoplasmatica y como consecuencia se da la salida del material intracelular,
causando externamente una reaccion inflamatoria. Por lo tanto, se evaltan los
niveles séricos de CK para determinar la gravedad del dafio muscular (Zambrano et

al., 2019).

La actividad miotoxica de la mayoria de los venenos de serpientes se
determina luego de tres horas de inoculacién, debido a que en este tiempo se llega

a los niveles mayores de CK en el plasma (ICP, 2007).

1.3.2. Efectos sistémicos

Los envenenamientos causados por vipéridos estan asociados
principalmente a sangrados y alteraciones en la coagulacion, provocando también

afectaciones renales y choque cardiovascular; siendo el sangrado sistémico una de
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las manifestaciones mas comunes en casos moderados y severos de

envenenamientos (Acevedo Benitez y Chavez, 2014; Gutiérrez et al., 2011).

1.3.2.1. Desfibrinacion

El fibrindgeno, es el principal elemento que origina la coagulacion, es una
glicoproteina fibrosa y adhesiva que se encuentran en el plasma sanguineo
participando en la hemostasia (Vargas, 2016). La coagulacién es el mecanismo
mediante el cual, la sangre se transforma en un gel perdiendo su liquidez, este
proceso conlleva a la interrupcion de la pérdida de sangre por el dafio de un vaso y
posteriormente su reparacion (Diaz Concepcion y Almagro Vasquez, 2015 citado en

Lépez Batista et al., 2020).

En relacidén con lo anterior, la hemostasia es el proceso necesario para frenar
la hemorragia; es decir: “que consiste en la capacidad que tiene un organismo de
hacer que la sangre en estado liquido permanezca en los vasos sanguineos” (Lopez
Batista et al., 2020 p.3). Esta posibilita que la sangre se transporte adecuadamente
y al momento que un vaso se lesione, se inicie la formacion de coagulos con el fin
de detener la hemorragia y subsanar el dafio (Fondevila, 2018 citado en Lopez

Batista et al., 2020).

Los venenos con actividad coagulante, al administrarse por via intravenosa
a los animales de experimentacion, provocan un consumo de fibrindgeno,
extendiéndose el tiempo de coagulacién, lo que suscita la muerte del animal, como

resultado de la desfibrinacion; este efecto es causado por las serino proteinasas

14



“tipo trombina”, metaloproteinasas activadoras de factor X, las serinas proteinasas

y metaloproteinasas activadoras de la protrombina (ICP, 2007).

La actividad desfibrinante se puede analizar mediante la cuantificacion de los
niveles de fibrinbgeno u observando si hay o no coagulacion de la sangre, luego de

inyectar veneno por via intravenosa (ICP, 2007).

1.3.2.2. Letalidad

La dosis letal media (DLs0), es utilizada para estimar las dosis letales en
humanos, siendo previamente probados en animales de experimentacion, tomando
en cuenta, la necesidad de proteger y garantizar el bienestar de los animales de
laboratorio. Sin embargo, esta actividad sigue siendo esencial para caracterizar los
efectos toxicos de una sustancia quimica y asi determinar los peligros potenciales

en humanos (Roman Barrientos, 2000).

En el caso de envenenamientos por serpientes, la letalidad es producida por
diversos tipos de toxinas que componen el veneno y actian en el organismo de las
victimas (ICP, 2007). En la familia Viperidae, algunos venenos inducen letalidad por
neurotoxinas principalmente (Gutiérrez et al., 2015). Los géneros como Agkistrodon,
Atropoides, Bothrops, Botrhiechis, Bothrocophias, Lachesis, Porthidium y muchas
especies de Crotalus se caracterizan por presentar cuadros sistémicos de sangrado,

coagulopatias y alteraciones hemodinamicas y renales (Gutiérrez et al., 2011).
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El efecto toxicolégico que méas se evalia al momento de caracterizar un
veneno, es la DLso que corresponde a la cantidad de veneno que ocasiona la muerte

del 50 % en animales inyectados.

En la Tabla 2 se presentan los resultados de otros estudios evaluando los

diferentes efectos toxicologicos de algunos venenos del género Porthidium.
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Tabla 2. Cuadro de resumen comparativo de algunos efectos toxicolégicos del género Porthidium estudiados en la

region.
Pais Especie Letalidad Hemorréagica Miotoxica Ratones Autor
P. lansbergii 98 £ 5,5 ug/ratén 274,2 +9,9 mm? 2155 £ 125,2 BALB/C De Arco-
lansbergii (5,7 pg/g de peso U/L, morfo machos  Rodriguez et
corporal). 64,7 + 7,7 mm? amarillo. al. (2019)
93,6 £ 13,6 2260 * 29,3
pg/ratéon (5,5 palg U/L, morfo
de peso corporal) gris.
Colombia
P. lansbergii 140 £ 8 ug/ratén Cepa CD- Jiménez-
lansbergii (8,2 pg/g de peso 1 Chatrris et al.
corporal) (2015)
P. nasutum 109 pg/ raton 0.96 £ 0.2ug/ ratbn 105+ 12 U/mL Swiss Otero et al.
(82-131) Webster (2002)
machos y
hembras
P. lansbergii 32,5+ 0,7071 mm? 9128,33 + Albinos  Ramos et al.
rozei 21,59 (Mus (2010)
Venezuela musculus)
Cepa
BALB/C
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Pais Especie Letalidad Hemorragia Miotoxica Ratones Autor

P. lansbergii 241.3 pg/ratén 13.87+ 3.20 uyg/raton  ° 1555+ 572 Cepa NIH  Girdn et al.
rozei U/L Machos (2018)
Venezuela _
P. lansbergii 2.5 mg/kg CepaINH Vargas et al.
hutmanni Machos (2011)
Costa Rica P. porrasi 173 pg/ratén 1.503 ug Cepa CD- Méndez,
1 (2019)
Metodologias Método de Kondo et al. (1960)  Cuantificacion
usadas Spearman-Karber modificado por de la enzima
Gutiérrez et al. CK
(1985)

Nota: No hay resultados de actividad desfibrinante en las investigaciones de los autores citados en el cuadro, a. La actividad hemorragica fue
determinada por la medicion del area hemorragica en mm?2, b. Para la evaluacién de las actividades miotoxicas realizadas por los autores

mencionados se emplearon dosis de 50 pg de veneno a excepcion de Girdn et al. (2018), que utilizé la misma metodologia, pero con una dosis de

40 pg.
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1.3.3. Envenenamiento por Porthidium lansbergii

Actualmente, existe poca informacién disponible sobre el veneno de las
subespecies de P. lansbergii. Se ha reportado que el veneno de P. lansbergii rozei de
Venezuela presenta efectos hemorragicos y miotoxicos, con presencia de fosfolipasa
A2 (PLA2) (Giron et al., 2018) y el veneno de P. lansbergii hutmanni mostré inhibicion
de la agregacion plaquetaria, actividades edematizante, fibrinoliticas y hemorragicas
(Vargas et al., 2011; Pineda et al., 2008). De igual manera, el veneno de P. lansbergii
lansbergii mostré una débil actividad letal en ratones, con miotoxicidad local moderada
y un efecto hemorragico intenso; ademas produjo edema, trombocitopenia e inhibicion

de la agregacién plaguetaria (Jiménez-Charris et al., 2015).

Por otro lado, las caracteristicas clinicas de los envenenamientos por esta
especie no han sido discutidas especificamente en el ambito médico (Jiménez-Charris
etal., 2015). Segun la WCH Toxicological Clinical Resources, los efectos clinicos estan
entre leves a moderados como: dolor, edema, hematomas, ampollas, necrosis y otros
sintomas, como dolor de cabeza, dolor abdominal, hemorragias y coagulopatias en

casos severos.

1.3.4. Familias de proteinas presentes en el veneno de Porthidium

lansbergii.

Segun Jiménez-Charris et al. (2015), el veneno de la subespecie P. lansbergii
lansbergii estda compuesto principalmente por: metaloproteinasas, fosfolipasas y
desintegrinas, ademas, esta formado por familias tipo lectinas de tipo C, serina
proteinasas, L-aminoacidos oxidadasa, factor de crecimiento endotelial vascular,

19



fosfolipasa B, proteinas secretoras rica en cisteina, 5’-nucleotidasa, fosfodiesterasas
y pequefios péptidos (Figura 4). Cada uno de estos componentes en el veneno,

provocan afectaciones en el organismo de las victimas.

Figura4.  Composicion del veneno de P. lansbergii lansbergii de Colombia.

SVMP 35.5% » , SP 4.5%
PEP 12.4%
LAO 3.6%
PLA2 16.2% DIS 12.9%
PLB07% T CTL6.7%
5¢-NU 0.4% - VEGF 2.2%
PDE 0.3% CRISP 1.4%

UNK 3.2%

PLAZ2: fosfolipasas A2; SP: serina proteinasas; LAO: L-aminoacido oxidasa; SVMP: metalloproteinasas,
DIS: desintegrina; CTL: lectina tipo C; 5°-NU: 5' nucleotidasa; PLB: fosfolipasa B; PDE: fosfodiesterasa;
VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular; CRISP: proteina secretora rica en cisteina; PEP:

péptidos, UNK: desconocido/no identificado. Fuente: Jiménez- Charris et al. (2015).

En la Tabla 3, se presentan las diferentes proteinas que componen los venenos

de P. lansbergii juveniles y adultos de Panama.
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Tabla 3. Proteinas presentes en los venenos de P. lansbergii juveniles y adultos

de Panama.
Adulto Juvenil Nombre de la proteina
MP MP Metaloproteinasa
CTL CTL Lectina tipo C
PLA2 PLA2 Fosfolipasa A2
SP SP Serino proteinasa
LAAO LAAO L-aminoacido oxidasa
CRISP CRISP Proteina secretora rica en Cisteina
PLB PLB Fosfolipasa B
PDE PDE Fosfodiesterasa
NUC NUC Nucleotidasa
NGF NGF Factor de crecimiento nervioso
GCY GCY Glutaminil ciclotransferasa
VEGF - Factor de crecimiento endotelial vascular
PDGF Factor de crecimiento derivado de plaguetas
HYAL Hialuronidasa

Fuente: Resultado no publicado del analisis de espectrometria de masas, como componente del

proyecto “Caracterizacion toxicolégica, enzimatica, inmunoquimica y proteémica del veneno de

la serpiente Porthidium lansbergii de Panam@" realizado por el CIIMET.
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1.4. Generalidades del Estudio

1.4.1. Planteamiento del problema:

La especie P. lansbergii es responsable de un gran niumero de casos por
envenenamientos anualmente, provocando severos dafos fisicos, psicoldgicos,
fisiologicos y lesiones permanentes, por lo que se encuentra entre las primeras
causantes de accidentes ofidicos en las distintas regiones de Panama. La toxicidad de
Su veneno puede variar segun la zona geografica y la ontogenia, algo muy parecido a
lo que sucede con otras especies de interés médico, esta variacion del veneno provoca
diversos efectos perjudiciales en la fisiologia de las victimas, razén por la cual
despierta el interés de conocer su actividad toxicolégica en humanos y en animales,

para brindarles el tratamiento médico eficaz y oportuno.
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1.4.2. Objetivos

1.4.2.1. Objetivo general

Caracterizar los efectos toxicoldgicos del veneno de serpientes juveniles y adultas de
Porthidium lansbergii, en ratones de la cepa (CD-1) mediante biomodelos

experimentales.

1.4.2.2. Objetivos especificos

1) Valorar los efectos toxicolégicos locales: hemorragico y miotéxico del veneno
de serpientes juveniles y adultas de Porthidium lansbergii en ratones de la cepa
(CD-1).

2) Demostrar los efectos toxicologicos sistémicos: actividad desfibrinante y letal de
los venenos de serpientes juveniles y adultas de Porthidium lansbergii en
ratones de la cepa (CD-1).

3) Comparar la intensidad de los efectos toxicol6gicos locales y sistémicos
ocasionados por los venenos de serpientes juveniles y adultas de Porthidium

lansbergii en ratones de la cepa (CD-1).
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1.4.3. Hipotesis

* H1: Los venenos de las serpientes Porthidium lansbergii juveniles y adultas

presentan efectos toxicoldgicos locales y sistémicos en ratones de la cepa CD-1

* HO: Los venenos de las serpientes Porthidium lansbergii juveniles y adultas no

presentan efectos toxicoldgicos locales y sistémicos en ratones de la cepa CD-1

1.4.4. Justificacion:

La importancia de este estudio esta relacionada con varios aspectos a saber:

1). Panama presenta el mayor nimero de casos por accidentes ofidicos en América

Central.

2). En Panama, el veneno de P. lansbergii no ha sido estudiado, a pesar de que
ocasiona un importante nimero de casos por mordeduras. Hemos considerado
también, que existen muy pocos registros 0 analisis de otros paises con respecto al
envenenamiento causado por esta especie, que pueden conducir a severas secuelas

0 a eventos fatales en la poblacion.

3). Los venenos de las serpientes suelen variar en su composicion y, por lo tanto, en
el tipo e intensidad de los efectos que provoca. Esto se debe a factores como la regién
geografica de procedencia, edad del ejemplar, el clima, el habitat, aspectos
morfologicos, entre otros, por lo que la OMS recomienda que cada pais realice

investigaciones para cada especie de importancia médica en sus localidades.
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4). Panama utiliza el suero polivalente antiofidico (Anti-Botropico, Anti-Laquésico, Anti-
Crotélico) del Instituto Clodomiro Picado de Costa Rica, para tratar a personas
mordidas con P. lansbergii, pero este suero utilizado en envenenamientos de un area
geografica determinada, podria no tener los mismos efectos neutralizantes en la
misma especie de otra region, por lo cual, en Panama es necesario realizar
investigaciones del veneno, para confirmar que dicho suero es eficaz ante el

envenenamiento por P. lansbergii.

5). Los estudios de caracterizacién son fundamentales para la fabricacion y evaluaciéon

de los sueros antiofidicos.

6). Esta investigacion pretende enriquecer el conocimiento cientifico a nivel fisiolégico,
relacionado con la evaluacion téxica del veneno de la serpiente P. lansbergii, de tal
manera que, mas adelante se pueda dar una respuesta inmediata y eficaz ante
accidentes ofidicos causados por esta vibora. Ademas, sera una base para el inicio de

futuras investigaciones farmacoldgicas, médicas, bioldgicas, bioquimicas entre otras.
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CAPITULO Il

METODOLOGIA
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2.1. Tipoy disefio general del estudio

La investigacion es de tipo descriptiva, utilizando métodos experimentales
cuantitativos para la caracterizacion de los efectos provocado por el veneno de P.
lansbergii. Ademas, esta basada en técnicas de laboratorio in vivo, empleando
diferentes pruebas de analisis que nos permitieron demostrar y valorar los efectos
locales y sistémicos observados en los biomodelos con ratones CD-1, comparando y
describiendo las principales caracteristicas fisiopatolégicas provocadas por los

venenos de serpientes juveniles y adultas.

2.2. Materiales

2.2.1. Muestras

El veneno de P. lansbergii liofilizado (Figura 5) fue conservado a -20°C y se obtuvo de
38 serpientes juveniles y adultas, las cuales se mantienen en cautiverio en el serpentario
del Centro de Investigacidon e Informacion de Medicamentos y Toxicos (CIIMET) en el
Centro Regional Universitario de Veraguas (CRUV), procedentes de las provincias de

Herrera, Veraguas, Coclé y Chiriqui.
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Figura 5. Muestras liofilizadas de los venenos de P. lansbergii adultos (izquierda)

y juveniles (derecha) utilizados en el procedimiento experimental.

2.2.2. Lugar de estudio

Los ensayos se realizaron en los laboratorios de la FACINET del CRUV y en el CIIMET

(sedes Veraguas y Panama).

2.2.3. Animales experimentales

Para los experimentos in vivo se utilizaron ratones de la cepa CD-1 (Figura 6), de
ambos sexos con un peso aproximado de 18-22 g, los cuales fueron proporcionados
por el Bioterio del CIIMET, con la precaucién de utilizar la cantidad minima necesaria,
considerando las normas de la Declaracion universal para el bienestar de los animales
de la World Society of Protection of Animals del 2003 y la Guia para el cuidado, ética
y uso de animales de laboratorio por el National Research Council de 2011. Asi mismo

se obtuvo el aval ético antes de su ejecucion, bajo el proyecto “Caracterizaciéon
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toxicoldgica, enzimatica, inmunoquimica y protedmica del veneno de la serpiente

Porthidium lansbergii de Panama”.

Figura6. Ratones de la cepa CD-1.

2.3. Técnicas para evaluacion in vivo del veneno

Las pruebas se realizaron con ambos venenos por separado (juveniles y adultos) para
asi evaluar los efectos locales y sistémicos que produjo cada veneno en los grupos de

ratones de la cepa CD-1.

2.3.1. Vias de administraciéon del veneno

Para la realizacion de este estudio, se emplearon diferentes vias de administracion o

inoculacién en ratones (Morton et al., 2002).
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e Via intradérmica: se realiza entre las capas exteriores de la piel, puede ser en
la parte dorsal (en el lomo) o en el abdomen del animal, que fue la empleada en
este estudio (Figura 8).

e Via intramuscular: se requiere de dos personas, una para sujetar el animal y la
otra para Iinyectar la dosis. Se realiza regularmente en el muslo,
especificamente en el musculo gastrocnemio (Figura 9B).

e Via intravenosa: la inyeccidn se realiza en la vena caudal (Figura 10B).

e Viaintraperitoneal: la inoculacion se realiza a través del abdomen, en la cavidad

peritoneal (Figura 12).

2.3.2. Evaluaciéon de efectos locales:

2.3.2.1. Actividad hemorragica

La intensidad del efecto hemorragico local puede estimarse por la determinacion de la
dosis hemorragica minima (DHm), en la cual se mide el area de la hemorragia
producida en la dermis de los ratones, a causa de la aplicacion de diferentes dosis del

veneno de P. lansbergii (ICP, 2007).

El grupo experimental se conformé por 7 niveles (Figura 7) con 4 ratones cada uno
(n=4); se les inyecto por via intradérmica (1.D) a 6 niveles (Figura 8), volumenes de
0.1 mL de diferentes dosis de veneno, que van desde 0.32 a 2.4 ug diluidos en PBS,
pH = 7.2. Al grupo control se le administro por via intradérmica 0.1 mL de PBS. Una
vez transcurridas 2 horas, se procedid con la eutanasia de los ratones,

introduciéndolos en un envase hermético impregnado por el anestésico Sevoflurano®.
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Posterior a esto, se procedio a remover la piel del raton (con ayuda de unas pinzas y
tijeras) para medir el area hemorragica (en mm?), segln la metodologia de Kondo et
al. (1960) modificado por Gutiérrez et al. (1985). Considerando que la dosis
hemorragica minima (DHm) corresponde a la dosis del veneno que induce un halo

hemorragico de 10 mm de didmetro a las 2 horas posteriores a la inyeccion.

Figura7. Niveles utilizados en las pruebas de la actividad hemorragica

Figura 8. Inyeccién por la via intradérmica en el abdomen del raton.
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2.3.2.2. Actividad Miotdoxica

Segun el método descrito por Gutiérrez, (1980) en este ensayo, se utilizaron dos
grupos de ratones (n=4) para evaluar dos dosis de veneno de 25 ug y 50 ug (Figura
9A), que se les administraron por via intramuscular 0.1 mL de solucién en el muasculo
gastrocnemio (Figura 9B) derecho del raton. Adicionalmente, al grupo control (n=4) se

les inyect6 con 0.1 mL de PBS por la misma via.

Después de 3 horas, se procedid a anestesiar los ratones, por inhalacion de
Sevoflurano®; posteriormente, se recogieron las muestras de sangre del seno
submandibular utilizando tubos de ensayo (Figura 9C). Luego, las muestras se
centrifugaron a 3 000 revoluciones por minuto (RPM) durante 10 minutos (Figura 9D),
para asi obtener el suero (Figura 9E) y determinar la actividad de la creatina quinasa
plasmatica (CK) mediante el uso del espectrofotdmetro (Figura 9F) y del ensayo

cinético UV utilizando el Human kit CK NAC liquiUV (REF 12015 LOT 21006).
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Figura 9. Procedimiento empleado para evaluar la actividad miotéxica.

Nivel 4
1 Adoto
A Michonica
313)2en2
—

A. Cajas con los grupos de ratones; B. Inyeccidn por via intramuscular en el misculo gastrocnemio; C.
Extraccién de la sangre del seno submandibular; D. Centrifugadora que se utilizé para separar el suero
de la sangre; E. Viales con muestras centrifugadas (suero y coagulos); F. Espectrofotometro utilizado

en las lecturas de absorbancias.
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2.3.3. Evaluacion de efectos sistémicos:

2.3.3.1. Actividad desfibrinante

Para este ensayo se utilizé un grupo experimental (n=3) (Figura 10A), a los cuales se
les administré por via intravenosa una dosis subletal de 50 ug disueltos en 0.2 mL de
PBS (Figura 10B). Adicionalmente, a un grupo control (n=3) se le administré 0.2 mL
de PBS, por la misma via. Una hora después de la inyeccion, se procedido a
anestesiarlos por via inhalatoria, colocandolos en un envase hermético con
Sevoflurano®, posteriormente, se extrajo mediante puncién del seno submandibular
un volumen de sangre de 200 uyL aproximadamente (Figura 10C), las muestras se
colocaron en tubos de ensayo, luego de transcurrida una hora de la extraccién, se

observo la formacion o no del coagulo al inclinar el tubo de ensayo.

Se define la dosis desfibrinante minima (DDm) como la dosis de veneno que induce
la incoagulabilidad de la sangre en los ratones inoculados (Theakson y Reid, 1983

citado en Gutiérrez et al., 2015).
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Figura 10. Procedimiento empleado para la evaluacion de la actividad desfibrinante.

| Condrpl :'
Destipr, O
A

A. Grupo experimental con 3 ratones (izg.) y grupo control con PBS (der); B. Inyeccidn por via

intravenosa; C. Extraccion de sangre por el seno submandibular.

2.3.3.2. Actividad letal (DLso)

Se evalué utilizando cinco grupos experimentales (n=5) de ambos sexos (Figura 10),
con pesos entre 18 - 20 g. Se utilizaron diferentes dosis de veneno por cada grupo
(48-200 pg) disueltos en 0.5 mL de PBS, mediante la administracion intraperitoneal
(I.P) como se observa en la Figura 11; después de la administracion se registra

cuantos ratones murieron a las 48 horas (Bogarin et al., 2000).

Se define la DLso, como la dosis que provoca la muerte del 50 % de los animales, la
cual se determind mediante el método de Spearman Karber y se calculé con el
programa Toxicalc implementado por el Instituto Clodomiro Picado.
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Figura 11l. Grupos experimentales de ratones utilizados en la prueba de letalidad

Figura 12. Inyeccion por via intraperitoneal

2.4. Analisis de datos:

Los datos fueron procesados con el programa estadistico IBM®- SPSS® 26 y mediante
representacion grafica en Microsoft Excel. Ademas, los resultados se expresan como
el promedio + error estandar de la media (EE), considerando un nivel de significancia
con un valor de P<0.05. Asimismo, para determinar la dosis letal 50% se utiliz6 el
método de Spearman Karber y el programa informatico Toxicalc proporcionado por el

Instituto Clodomiro Picado con un intervalo de confianza del 95%.
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CAPITULO Il

RESULTADOS
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En esta investigacion se evaluaron los efectos toxicoldgicos locales y sistémicos mas
importantes producidos por el envenenamiento, utilizando el veneno de serpientes P.
lansbergii juveniles y adultos, en ratones de la cepa CD-1 como modelos

experimentales.

En las primeras etapas de la experimentacion, se hicieron ensayos generales para
verificar si el veneno presentaba actividad hemorragica, miotéxica, desfibrinante y letal,
ademas de identificar el intervalo de dosis adecuadas para la evaluacion de cada

efecto.

Los resultados al determinar los efectos téxicos mediante los parametros a seguir, para
la dosis hemorragica minima (DHm), actividad de la creatina quinasa, dosis letal media
(DLso) y dosis desfibrinante minima (DDm) indicados por el Annex 5 Guidelines for the
production, control and regulation of snake antivenom immunoglobulins, para la

caracterizacion de los venenos de serpientes, se presentan en la Tabla 4.
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Tabla 4. Resultados de los efectos toxicolégicos de los venenos de P. lansbergii

juveniles y adultos evaluados en los ratones de la cepa CD-1.

Efectos evaluados Veneno de Veneno de
juveniles adultos
Locales @ Hemorragia (DHm) 0.43 £0.16 ug 1.07£0.13 ug
b Miotoxicidad 1591.84 +482.22  1128.05 + 299.08
UL U/L
Sistémicos ¢ Desfibrinogenacion No se observo No se observo
d Letalidad (DLso) 179.7 pg/raton 198,7 pg/raton
(134.71-239.97)  (179.55- 209.38)
pg/raton pg/raton.

2DHm: dosis que induce una lesién hemorragica de 10 mm de diametro en la piel del ratén; ® Actividad
de la CK al inocular 50ug de veneno luego de 3 horas; ¢ Desfibrinogenacién: incoagulabilidad
sanguinea en los animales inyectados con el veneno por via i.v; 9 DLso: dosis que induce la muerte al

50% de los animales inyectados.
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3.1. Efectos locales

Los efectos locales son aquellos que se desencadenan en el sitio de la mordedura
provocados por el veneno de la serpiente; los cuales incluyen la hemorragia y la

miotoxicidad.

3.1.1. Actividad hemorréagica

Los venenos de P. lansbergii -tanto de juveniles como de adultos- fueron capaces de
inducir efecto hemorragico en la dermis de los ratones inyectados a dosis muy bajas;
observandose que el halo hemorragico producido aumentaba tanto en tamafio como

en intensidad, a medida que se incrementaban las dosis (Figura 13y 14).

Se obtuvo una DHm para P. lansbergii juveniles de Panaméa de 0.43 + 0.16 ug y una

DHm para P. lansbergii adultos de 1.07 + 0.13 pg (Tabla 4).
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Figura 13. Areas hemorragicas producidas por la inyeccién intradérmica de

diferentes dosis de veneno de P. lansbergii juveniles en ratones CD-1.

Control
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Figura 14. Areas hemorragicas producidas por la inyeccion intradérmica de

diferentes dosis de veneno de P. lansbergii adultos en ratones CD-1.

- M
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La Tabla 5 muestra los didmetros de las areas hemorragicas inducidos para cada una
de las dosis de veneno aplicadas tanto de juveniles como adultos y se evidencia que,
los ratones inoculados con el veneno de las serpientes juveniles presentan lesiones
hemorragicas con diametros mayores, en comparacion con el efecto ocasionado por
las serpientes adultas, tomando en cuenta que se aplicaron dosis iguales para ambos

experimentos.

Se demostré que existen diferencias significativas en el diametro del area hemorragica

producido por ambos venenos, con un nivel de significancia del P<0.05.

Tabla 5. Diametros de las areas hemorragicas ocasionados por la inoculacion

de diferentes dosis de los venenos de P. lansbergii juveniles y adultos.

Dosis de veneno Diametro promedio de las areas
(ng) hemorragicas (mm)
Juveniles Adultos

0.32 8.55 7.49
0.47 9.92 8.04
0.71 12.07 8.72
1.06 13.58 11.01
1.60 15.06 11.97
2.40 17.93 13.13

En la Figura 15 se expone la grafica que ilustra la relacion que existe entre el diametro

del area hemorragica en la dermis de los ratones, con respecto a las dosis de venenos
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empleadas, demostrando que a medida que aumentan las dosis de venenos,

aumentan las areas hemorragicas (correlacion dosis respuesta).

Figura 15. Diametros de las areas hemorragicas vs dosis de los venenos de P.

lansbergii juveniles y adultos.

Didmetro del area hemorragica vs dosis de veneno
20.00
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y = 4.2537x + 8.2021
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12.00 o .

1000 .- ¢

° y = 2.8104x + 6.9868

8.00 R2 = 0.9249

6.00

4.00

Diametro del area hemorragica (mm

2.00

0.00
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00

Dosis del Veneno en (ug)

@ Serpiente Juvenil Serpiente Adulta

Diferencias significativas entre grupos P<0.05

Ademas, se comparo la intensidad del efecto hemorragico causado por el veneno de

P. lansbergii, en relacion con el producido por B. asper (veneno de referencia de

vipéridos de Panama) que se realizé como una prueba experimental adicional.
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En la Figura 16 se aprecia la diferencia en la magnitud del dafio hemorragico
(intensidad del sangrado) en la dermis de los ratones inducido por ambas especies de

vipéridos.

Figura 16. Comparacion de las areas hemorragicas producidas por la inyeccion

intradérmica de los venenos de P. lansbergii y B. asper.

P. lansbergii

3.1.2. Actividad miotoxica

La miotoxicidad se determind mediante analisis de la actividad de la creatina quinasa
(CK). La Tabla 6 detalla los resultados obtenidos de las actividades de las CK
analizadas en la sangre de los ratones que fueron inoculados con diferentes dosis de
veneno, en donde se evidencié que el veneno de P. lansbergii juveniles provocé mayor
actividad CK, en comparacién con el de adultos que fue de menor accion, siendo
(Figuras 17, 18 y 19) estadisticamente significativo (P<0.05), tomando en cuenta que

el grupo control no presenté efecto.
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En la Figura 17 y 18 se exponen las actividades de las CK causado por los venenos
de serpientes juveniles y adultas; y en la Figura 19 se muestran la comparacion de

ambos venenos con una dosis de 50 ug.

Tabla 6. Actividad CK en sangre producida por los venenos de P. lansbergii

juveniles y adultos en los ratones.

Actividad CK plasmatica producida por P. lansbergii

Juveniles (U/L) Adultos (U/L)
apBS 446.57 + 83.52 331.43 £ 2.98
25 pg veneno 1403.92 £ 47.72 971.21 +£121.30
50 pg veneno 1591.84 + 482.22 1128.05 + 299.08

Actividades de las creatinas quinasas CK expresadas como promedio + error estandar de la media.
aGrupos controles inoculados solo con PBS.
Diferencias significativas P<0.05 entre las medias de los grupos.

Figura 17. Actividad de la CK en la sangre de los ratones inoculados con el veneno

de P. lansbergii juveniles.

Actividad CK vs dosis de veneno P. lansbergii juvenil
2500
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Figura 18. Actividad de la CK en la sangre de los ratones inoculados con el veneno

de P. lansbergii adultos.
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Figura 19. Actividad de la CK en la sangre de los ratones inoculados con 50 ug de

los venenos de las serpientes juveniles y adultas.

Actividad CK vs dosis de veneno

2500
— 1591.84
S 2000
; 1128.05
& 1500
kS
< 1000 389
=
g 500
0
Juvenil Adulto
Control 50ug

Dosis de veneno (ug)

47



Asimismo, luego de 3 horas posteriores a la inoculacion de los venenos, se
manifestaron en el sitio de la inyeccién los siguientes signos: inflamacién de la zona,
cambio de coloracion a morado, necrosis y disfuncion de la extremidad posterior

(Figura 20).

Figura 20. Efecto necrotico observado en el sitio de la inoculacion.

A. Inflamacidn posterior a la inyeccion del veneno de P. lansbergii (edema); B. Necrosis

En la Figura 21, se puede observar la diferencia en el grado de necrosis, en donde los
ratones inoculados con el veneno de las serpientes juveniles presentaron un dafio mas
notorio, en comparacion con el veneno de las serpientes adultas como se puede

corroborar en la Tabla 6.
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Figura 21. Comparacién de la necrosis producida por los venenos de P. lansbergii

juveniles y adultos.

A. Control inoculado solo con PBS; B. Necrosis producida por veneno de P. lansbergii adulto; C.

Necrosis producida por veneno de P. lansbergii juvenil.

3.2. Efectos sistémicos

Se evaluaron dos efectos sistémicos: desfibrinogenacién y letalidad (DLso).

3.2.1. Actividad desfibrinante

Para este efecto se ensayaron dosis de 50 pg y 100 ug, ya que en este tipo de veneno
no se cuenta con datos experimentales de donde se pudiera partir para evaluar esta
actividad, por lo que se seleccioné la dosis subletal (dosis en la cual se observa el
efecto sin ocasionar la muerte al animal), de 50 ug., evidenciando, en las muestras de
sangre recogidas en los tubos de ensayos, que se coagularon de manera normal en
comparacién con el grupo control, lo que nos indica que no hubo efecto desfibrinante

como se evidencia en la Figura 22.
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Figura 22. Coagulacion normal de la sangre en presencia del veneno de serpientes

adultas.

A. Sangre coagulada de los ratones tratados con el veneno de P. lansbergii adulto; B. Sangre

coagulada del grupo control de ratones inoculados con PBS.

Cabe mencionar que adicionalmente, para esta actividad, se comparé la actividad
desfibrinante del veneno de P. lansbergii juvenil con veneno de B. asper, ya que el
veneno de B. asper si presenta actividad desfibrinante como se observa en la Figura

23.
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Figura 23. Comparacion entre la actividad desfibrinante ocasionada por venenos de

P. lansbergii juveniles y B. asper.

A. Sangre coagulada de ratones tratados con 50 pg de veneno de P. lansbergii juveniles; B. Sangre sin

coagular del grupo de ratones tratados con 2.5 pg de veneno de B. asper.

En la Tabla 7 y la Figura 24 se describen los signos generales manifestados en los
ratones con las dosis de 50 pug y 100 ug de los venenos de P. lansbergii juveniles y

adultos.

Tabla 7. Signos observados en los ratones con dosis de 50 pg y 100 ug de

veneno.
50 ug de veneno 100 pg de veneno
e Orina con presencia de sangre. e Hemorragias sistémicas severas por
la nariz, boca y oidos.
e Dificultad para respirar. e Dificultad para respirar.

e La cola se tornd de un color morado e La cola se torné de un color morado
poco tiempo después de la inyeccion, poco tiempo después de la inyeccion.
esto es caracteristico en el proceso
de la inflamacion.

e Morian al instante
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Figura 24. Signos observados en los ratones inoculados con los venenos de P.

lansbergii juveniles y adultos al evaluar la actividad desfibrinante.

A. La zona de inoculaciéon del veneno por via intravenosa (cola) se tornaba de color morado a una dosis de 50 ug;
B. Hemorragia severa observada por nariz y boca a dosis de 100 pg. C. Hemorragia interna observada en el raton
inoculado con una dosis de 100 pg.

3.2.2. Actividad Letal

En la Tabla 8 se muestran los resultados obtenidos en los ensayos de letalidad al
aplicar diferentes dosis de venenos, donde los individuos corresponden a la cantidad
de ratones utilizados por dosis y la respuesta a los ratones que murieron. En la Tabla

9 se presentan las DLso para los venenos de las serpientes juveniles y adultas.
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Tabla 8. Determinacion de la DLsp en ratones de la cepa CD-1 al aplicar

diferentes dosis de los venenos de P. lansbergii juveniles y adultos.

P. lansbergii Dosis (mg/kg raton) Individuos/ dosis a Respuesta
Juvenil 6.99 5 0

9.79

13.70

Adulto 4.99

6.99

9.79

13.70

19.19 5 5

Nota: 2 La respuesta corresponde a la cantidad de ratones que mueren al aplicar las dosis respectivas

o o1 o1 o1 o1 Ol
A N N O O W

de veneno.

Tabla 9. Letalidad de los venenos de P. lansbergii juveniles y adultos de

Panama.

P. lansbergii DLso (mg/kg) DLso (pug/ratén)
Juvenil 10.46 (9.45 - 11.02) 198,7 (179.55- 209.38)
Adulto 9.46 (7.09 - 12.63) 179.7 (134.71 — 239.97)

Nota: Los valores se expresan con limite de confianza al 95 % indicado entre paréntesis. Los

resultados de DLso se expresan en miligramos/kilogramos (mg/kg) y microgramo por raton (pg/ratén).

El veneno de P. lansbergii juvenil present6é un valor de DLso de 10.46 mg/kg (9.45 -
11.02 mg/kg), mientras que el veneno de P. lansbergii adulto obtuvo un valor de DLso

de 9.46 mg/kg (7.09 - 12.63 mg/kg). La letalidad también se puede expresar como ug
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de veneno con relacion al peso del ratdén, es decir que con el veneno de serpientes
juveniles se obtuvo una DLso de 198,7 (179.55- 209.38) pg/raton y con el veneno de
serpientes adultas fue de 179.7 (134.71 — 239.97) ug/raton, considerando que los

ratones utilizados para este ensayo pesaban entre 18 y 20 g (Tabla 9).

Por otro lado, luego de la inoculacién en los ratones se observaron diferentes signos

de envenenamiento (Figura 25) como:

e Palidez en patas, colay orejas.

e Hiperactividad, se acicalaban en la zona de la inyeccion.

e Dificultad para respirar.

e Los machos presentaron inflamacion en el saco escrotal con una intensa
coloracion morada.

e Contorsionaban el cuerpo poco antes de morir.

e Hemorragia por la nariz.

e Los ratones inoculados con las dosis mas altas de veneno adulto fallecieron en

un periodo menor a 1 hora, después de la inoculacion.
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Figura 25. Signos observados en los ratones durante la evaluacion de la actividad

letal con los venenos de P. lansbergii.

A. Los ratones se acicalaban la zona de la inyeccién; B. Se contorsionaba antes de morir; C. Hemorragia

por la nariz; D. Inflamacién y hemorragia en el saco escrotal.
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CAPITULO IV
DISCUSION
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De acuerdo con los resultados de esta investigacion, los venenos de serpientes
P. lansbergii juveniles y adultas, resultaron ser hemorragicos, miotoxicos y letales para

los ratones de la cepa CD-1, tal como se ha descrito para otros venenos del género.

Debido a la escasa informacion que hay en Panama, relacionada con la historia
natural, diferencias toxicoldgicas, ontogénicas y fisiopatoldgicas del veneno de esta
especie, este estudio toma como referencia investigaciones realizadas en otros paises
con diferentes especies del género Porthidium; destacando las semejanzas de los
efectos toxicos que presentan los venenos de este género, las cuales pueden
atribuirse a la similitud en su naturaleza quimica y proteica, segun lo sefialan recientes
trabajos realizados con P. lansbergii de Colombia, P. porrasi, P. nasutum y P.
ophryomegas de Costa Rica (Jiménez-Charris, 2015; Méndez, 2019; Lomonte et al.,

2012).

El primer efecto local evaluado en esta investigacion fue el efecto hemorragico
y se encontré que los venenos de serpientes juveniles y adultas de P. lansbergii de
Panama, presentaron un potente efecto hemorragico, coincidiendo con lo sefialado por
Jiménez-Charris et al. (2015) con P. lansbergii lansbergii y Méndez (2019) con P.

porrasi de Costa Rica.

Ademas, se pudo evidenciar que el veneno de serpientes juveniles causé mayor
intensidad, demostrado por el valor bajo de la DHm, en comparacion con el veneno de
los adultos, es decir, que entre menor es el valor de la DHm, el veneno es mas
hemorragico; lo que indica que se necesita una menor dosis de veneno de P. lansbergii
juvenil para producir el mismo efecto hemorragico ocasionado por el veneno de los
adultos.
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En este mismo sentido, los resultados permitieron establecer la diferencia
significativa en el didmetro del area hemorragica producido por ambos venenos, con
un nivel de significancia (P<0.05), siendo el veneno de P. lansbergii juvenil mas
hemorragico que P. lansbergii adulto. Estas diferencias observadas entre el veneno de
los juveniles y adultos indican que hay una variacion ontogénica; con respecto a esto,
existen factores que pueden causar dichas variaciones, uno de estos es la edad de los
ejemplares en estudio, la geografia, entre otras; como se ha evidenciado para B. asper
(Alapé-Girén et al., 2008). En relacion con lo anterior, a lo largo de la vida de la
serpiente se presentan cambios en sus dietas que pueden provocar las diferencias en
los efectos fisiologicos del veneno, como ocurre con los juveniles de P. lansbergii que
tienen una dieta diferente a los adultos, ya que estos se alimentan de pequefios
lagartos e insectos y los adultos de pequefios mamiferos y anuros (Molina-Betancourth

et al., 2021).

Es importante mencionar que las diferencias entre las intensidades de los
efectos de los venenos de P. lansbergii juveniles y adultos guardan relacion directa
con los componentes de estos, como lo describe Cafias Davila'y De Paz Cobo (Cafias
Davila y De Paz Cobo, 2016). Por lo tanto, la composicion del veneno puede ser otro
de los factores que causan variacion en el efecto hemorragico, como se encontré en
este estudio; un aspecto que se observo en el andlisis de espectrometria de masas
realizado por el CIIMET, donde se detectd que el veneno de serpientes juveniles de
Panama contiene proteinas que no estan presentes en el veneno de serpientes

adultas; entre estas proteinas se encontraron las hialuronidasas.
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A estas enzimas se les ha descrito en algunos estudios realizados en las
familias Elapidae y Viperidae, como responsables de la gravedad de las lesiones

ocasionadas por la mordedura de la serpiente a la victima (Delgadillo et al., 2013).

Sin embargo, en investigaciones realizados por Gutiérrez y Lomonte, (2003);
Gutiérrez et al. (2009); Fox y Serrano, (2009), se reportd que las metaloproteasas
(SVMPs) son los principales componentes del veneno a los cuales se les atribuye el
efecto hemorragico. Esto lo evidencian Jiménez-Charris et al. (2015) y Lomonte et al.
(2012), en donde P. lansbergii lansbergii con un contenido de 35.5% de SVMPs es
responsable de un menor efecto hemorragico en comparacion con P. nasutum formado
por 52.1% de SVMPs. Estas enzimas causan extravasacion, que fue observada al
hacer la administracion intradérmica del veneno en el abdomen del ratén, ya que
degradan la ldmina basal de los capilares, afectando el endotelio con alteracion y

ruptura del mismo (Gutiérrez y Lomonte, 2003).

La segunda actividad analizada de los efectos locales fue la miotoxicidad,
observandose que los venenos de P. lansbergii juveniles y adultos, ocasionaron un
efecto miotdxico moderado, similar al descrito por Jiménez-Charris, et al. (2015),
considerando que otras especies como B. asper presentan mayor miotoxicidad (Uribe
Arjona, 2014; Vélez Parra, 2016). En cambio, produjo una actividad miotdxica
ligeramente menor, al comparar con los valores de CK encontrados en estudios
realizados con P. lansbergii lansbergii de Colombia (De Arco-Rodriguez et al., 2019) y

P. lansbergii rozei de Venezuela (Ramos et al., 2010).

De igual forma, se pudo demostrar que existen diferencias en la actividad CK
entre el veneno de serpientes juveniles y adultas (P<0.05), siendo el veneno de
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serpientes juveniles el que provoca mayor dafio en el tejido muscular gastrocnemio,
como se observd en los ratones. Esto probablemente estd asociado a que los
individuos juveniles presentan mayor cantidad de miotoxinas que los adultos. Lo que
concuerda con Gutiérrez et al. (1980) quienes mencionan que la ontogenia -en la

serpiente- produce variaciones en el veneno.

Por otra parte, un efecto observado durante la evaluacién del efecto miotoxico,
fue la necrosis, que se produjo minutos después de la inoculacion del veneno,
extendiéndose poco a poco por todo el sitio de la inyeccidn. La necrosis causa pérdida
del tejido muscular y disfuncién de la extremidad afectada, como fue evidente en los
ratones. Estos signos de toxicidad lo explican Gutiérrez y Lomonte (2003) y se lo
atribuyen a la accion combinada de miotoxinas y toxinas hemorragicas, que originan
una lesion celular y dafio a vasos sanguineos desencadenando isquemia en el tejido

muscular.

La necrosis observada en esta actividad es causada por la accion de las
miotoxinas (fosfolipasas A2), quienes, al unirse al reticulo sarcoplasmico de las fibras
musculares, provocan un cambio en la permeabilidad de los iones de calcio,
desorganizando la membrana plasmatica de las células musculares, facilitando la
degradacion de la masa muscular, lo que conlleva a un dafio irreversible en el musculo
(Canas et al., 2016; Jiménez-Charris et al., 2015; Gutiérrez et al., 2011; Lomonte,

2009).

En cuanto a los efectos sistémicos analizados, no se observd el efecto

desfibrinante, con ninguno de los dos venenos, ya que todas las muestras de sangre
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se coagularon en tiempo normal, al ser comparadas con el grupo control, coincidiendo

con lo reportado por Otero et al. (2002), en el veneno de P. nasutum.

Es necesario resaltar que otros venenos de vipéridos presentes en Panama,
pueden producir un potente efecto desfibrinante, como es el caso de B. asper (Uribe

Arjona, 2014; Vélez Parra., 2016).

Un efecto importante que se analizé durante la realizacién de este ensayo fue
que, al utilizar dosis mayores de veneno (=100 pg), los ratones murieron
instantaneamente, debido a una hemorragia severa que se observé internamente,
evidenciada por sangrado en la cavidad abdominal (comprobado por diseccién) v,
externamente, por sangrado profuso en la nariz, boca y oido, también se produjo
hematuria. Todo esto confirma la accion potente de las hemorraginas presentes en el
veneno de P. lansbergii; siendo estas metaloproteinasas hemorragicas las

responsables de los sangrados sistémicos, como lo describe Gutiérrez et al. (2011).

Otro efecto sistémico evaluado fue la letalidad, donde el veneno de adulto de P.
lansbergii presentd un valor menor de DLso que el veneno del juvenil, esto significa que
el ejemplar adulto requiere inocular una menor cantidad de veneno para ocasionar la

muerte al raton.

Hay que resaltar que P. lansbergii de Panama presenta un valor mayor de DLso
con respecto a otras especies como P. nasutum y P. lansbergii. lansbergii de Colombia
y P. lansbergii hutmanni de Venezuela. A su vez, las DLso reportadas para el género

Porthidium son mucho mayores que la de B. asper de Panama, lo que indica que este
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altimo es mucho mas letal (Otero et al., 2002; De Arco-Rodriguez et al., 2019; Jiménez-

Charris, et al., 2015; Vargas et al., 2011; Uribe Arjona, 2014).

Asi mismo, los signos observados en los ensayos de letalidad diferian en
funcién de las dosis administradas, obteniendo que, a mayor dosis, se aumentaba la
intensidad del efecto, tal como lo expresa Jiménez-Charris et al. (2021) en su estudio,
describiendo que los ratones presentaron movimientos tonicos de flexo-extension de
la cabeza, debilidad en las patas traseras y delanteras, bradipnea, desequilibrio
toracoabdominal y pérdida del control de los esfinteres anal y vesical. Referente a
esto, la dificultad para respirar que se observé en los ratones; Jiménez-Chatrris et al.
(2021) lo atribuyen a la ruptura de las membranas celulares y del epitelio bronquial,
gue conllevan a la acumulacién de eritrocitos, causando la obstruccién de los espacios
alveolares, deteniendo el intercambio gaseoso y generando la insuficiencia

respiratoria.

Otros aspectos a considerar, son los factores que pueden causar las
variaciones en los resultados de DLso para este estudio. Jurado (1989) citado en
Cubillos et al. (1999), sefalan que la DLso de una sustancia puede variar segun la
especie del animal, sexo, linea genética y via de administracion; tanto es asi, que De
Arco-Rodriguez et al. (2019) mencionan que la cepa de ratones CD-1 utilizados en la
investigacion de Jiménez-Charris et al. (2015), mostraron menor sensibilidad a los
componentes toxicos del veneno de P. lansbergii lansbergii, a diferencia de los ratones
macho de la cepa BALB/c, empleados en su estudio, con un valor de DLso de 8.2y 5.7

Mg/g, respectivamente.
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Finalmente, los resultados observados en el ensayo de letalidad pueden ser
originados por diversas causas, dado que el veneno se distribuye a nivel sistémico y
sus componentes provocan multiples alteraciones como los son sangrados,
coagulopatia y choque cardiovascular (Gutiérrez et al., 2014; ICP, 2009). Ademas,
Jiménez-Charris et al., (2021), sefialan que el veneno de P. lansbergii lansbergii afecta
organos vitales como el cerebro, higado y rifiones, cuando ingresa a la circulacion

sanguinea.

63



CONCLUSIONES
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Al caracterizar los efectos toxicologicos del veneno de serpientes juveniles y adultas

de P. lansbergii en ratones CD-1 se llego a las siguientes conclusiones:

e Al evaluar los efectos toxicoldgicos locales se demostré que los venenos de
serpientes juveniles y adultas de Porthidium lansbergii presentan una fuerte

actividad hemorragica y una moderada miotoxicidad en ratones de la cepa CD-1.

e Se encontr6 que los venenos de serpientes juveniles y adultas de Porthidium
lansbergii mostraron efectos toxicologicos sistémicos, sin producir actividad

desfibrinante, pero con la capacidad de ocasionar una baja actividad letal.

e Las intensidades de los efectos causados por los venenos de las serpientes
juveniles de P. lansbergii son diferentes a los provocados por las serpientes

adultas.
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RECOMENDACIONES
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Es importante que se realicen mas estudios referentes a la toxicologia, historia
natural y ontogenia de la especie P. lansbergii de Panama, debido a la escasez de

informacion.

Se recomienda llevar a cabo mas investigaciones sobre la ontogenia de esta

serpiente y los factores que causan las variaciones en el veneno.

Estos estudios del veneno deben ser profundizados con el fin de enriquecer y
aportar mas datos, lo cual permitira mejorar los tratamientos meédicos a pacientes

por envenenamiento ofidico y al desarrollo de antivenenos mas eficaces.

Es importante que se realicen mas estudios de venenos -de otras especies- que

son de importancia médica en el pais.

Promover proyectos de educacion ambiental, medidas de prevencion y primeros
auxilios en la poblacion para evitar casos de mordeduras por serpientes y preservar

la biodiversidad.
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Anexo 1. Algunas caracteristicas de la familia Viperidae.

Maxilar de una serpiente solenoglifa (Viperidae).

Rostral«—Caudal
a ¢

a) Vista lateral del maxilar, b) Corte transversal del colmillo “tubulado”, c) Simulacion del patron de
mordida con los colmillos y d) Con las marcas de las otras denticiones superiores.

Figura elaborada por Rafael Santiago Castafio.

Variacion fenotipica en Porthidium lansbergii de Panama y Colombia.

Fotografias: disefio dorsal y coloracion. A) Claudio Monteza-Moreno (Panama); B, E y F) Guido Fabian
Medina-Rangel; C) Esteban Alzate; D) Sergio D. Cubides-Cubillos. Fuente: Molina-Betancourth et al.
(2021).
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Anexo 2. Diferenciacion practica entre viboras y serpientes no venenosas por las

caracteristicas de sus cabezas.
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Micrurus sp. Leptophis ahaetulla

a) Escamas superiores de la cabeza muy pequefias; serpiente venenosa. b) Escamas superiores de la

cabeza grandes, laminares; serpientes no venenosas y corales. c) y d) Foseta termoreceptora; punto

oscuro delante del ojo, venenosas. e) Ojo muy pequefio, coral venenosa. f) Ojo grande, muy visible,

serpientes no venenosas.

Figura realizada por Rafael Santiago Castafio.
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Anexo 3. Componentes de algunos venenos del género Porthidium de otros

paises.

Comparacion de algunos venenos del género Porthidium.

Relative abundance (%)

PLA2: fosfolipasas A2; SVSP: serina proteinasas; LAAO: L-aminodcido oxidasa; SVMP:
metalloproteinasas, DIS: desintegrina; CTL: lectina tipo C; 5"-NU: 5' nucleotidasa; PLB: fosfolipasa B;
PDE: fosfodiesterasa; VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular; CRISP: proteina secretora rica
en cisteina; PEP: péptidos; NGF: factor de crecimiento nervioso; GC: glutaminil ciclotransferasa; HYAL:

hialuronidasa; TRI: triosafosfato isomerasa. Fuente: Ruiz-Campos et al. (2021).
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Composicion proteica comparativa de los venenos de las especies de Porthidium

encontradas en Colombia y Costa Rica.

% del total de proteinas del veneno

Familia de proteinas — —
P. lansbergii lansbergii® __P. nasutum 5 P, ophryomegas

Metaloproteinasas 35.5 524 45.0
Fosfolipasas A, 16.2 1.6 135
Desintegrinas 12.9 9.9 16.7
Péptidos pequenos 12.4 1.9 4.2
Lectina tipo C 6.7 10.4 8.0
Serina proteinasas 4.5 9.6 7.3
L—amino acido oxidasas 3.6 3.0 3.3
sVWEGF 22 - -
CRISP 1.4 1.3 0.6
Fosfolipasas B 0.7 - -
5' nucleotidasas 0.4 0.2 -
Fosfodiesterasas 0.3 - -
Desconocida 3.2 - 1.4
Numero de familias 12 9 8

a estudio actual; ® Aunque P. nasutum se encuentra en Colombia, los datos corresponden a
especimenes de Costa Rica (Lomonte et al., 2012).

Fuente: (Jiménez-Charris et al., 2015; Lomonte et al., 2012)
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Anexo 4. Analisis estadistico de la actividad hemorragica mediante el programa

SPSS.

Anélisis ANOVA
Comparacion de las medias de todos los datos con las dosis aplicadas de los

venenos juveniles y adultos de P. lansbergii.

Sumade Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre (Combinado) 647.79 5 129.558 20.87 <.001
grupos
Dentro de grupos 552.50 89 6.208
Total 1200.29 94

Comparando las medias de todos los datos en los dos grupos por dosis administrada
del veneno, se puede establecer la diferencia significativa en el diametro del area en

(mm) en los grupos en estudio, para un nivel de significancia del P<0.05.
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Comparacion entre los diametros hemorragicos producidos por los venenos de P.

Diametro del area hemorragicaen (mm)

lansbergii juveniles y adultos.

25.0000 |

20.0000 |

15.0000 |

10.0000

5.0000

. Y
W

0000 |

PATOCA
DOS
GRUPOS

B Serpiente Juvenil
M Serpiente Adulta

32 A7 1 1.06

1.60 240

Nivel de dosis del veneno en (Jg)
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Anexo 5. Analisis estadistico de la actividad miotoxica mediante el programa

SPSS.

Comparaciones multiples entre todos los grupos empleados durante el estudio de la

actividad miotoxica.

Intervalo de confianza al

Diferencia de 95%
medias (grupos Error Limite Limite
Grupos Controles y controles) estandar Sig. inferior superior
Control A 25 ug A -639.78461*  289.91990 .032 -1220.7971 -58.7721
50 ug A -796.62741*  283.60892 .007 -1364.9924 -228.2624
Control J -115.14684 317.98907 .719 -752.4112 522.1175
25pugJ -1072.49430* 278.24044 <.001 -1630.1006 -514.8880
50 pg J -1260.41280* 278.24044 <.001 -1818.0191 -702.8065
25ug A Control A 639.78461* 289.91990 .032 58.7721 1220.7971
50ug A -156.84280 275.69938 572 -709.3567 395.6711
Control J 524.63777 310.95527 .097 -98.5305 1147.8061
25pugJ -432.70969 270.17378 .115 -974.1500 108.7307
50 ugJ -620.62819*  270.17378 .025 -1162.0685 -79.1878
50 ug A Control A 796.62741* 283.60892 .007 228.2624 1364.9924
25ug A 156.84280 275.69938 572 -395.6711 709.3567
Control J 681.48057* 305.07974 .030 70.0871 1292.8740
25pugJ -275.86689 263.39009 .300 -803.7124 251.9786
50ugJ  -463.78539 263.39009 .084 -991.6309 64.0601
Control J Control A 115.14684 317.98907 .719 -522.1175 752.4112
25ug A -524.63777 310.95527 .097 -1147.8061 98.5305
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25ugJ

50 pg J

50 ug A
25 ug J
50 ug J
Control A
25 ug A
50 ug A
Control J
50 ugJ
Control A
25 ug A
50 ug A
Control J

25 ug J

-681.48057*
-957.34746*
-1145.26596*
1072.49430*
432.70969
275.86689
957.34746*
-187.91850
1260.41280*
620.62819*
463.78539
1145.26596*
187.91850

305.07974
300.09561
300.09561
278.24044
270.17378
263.39009
300.09561
257.60059
278.24044
270.17378
263.39009
300.09561
257.60059

.030
.002
<.001
<.001
115
.300
.002
469
<.001
.025
.084
<.001
469

-1292.8740
-1558.7525
-1746.6710
514.8880
-108.7307
-251.9786
355.9424
-704.1616
702.8065
79.1878
-64.0601
543.8609
-328.3246

-70.0871
-355.9424
-543.8609
1630.1006
974.1500
803.7124
1558.7525
328.3246
1818.0191
1162.0685
991.6309
1746.6710
704.1616

La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Anéalisis ANOVA

Comparacion de todas las medias de los datos de los grupos

Suma de
cuadrados gl

Media
cuadratica

F Sig.

Entre grupos

Dentro de
grupos

Total

12351016.07 5
8

21898161.27 55

8

2470203.216 6.204

34249177.35 60

6

398148.387

<.001
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Actividad CK plasmatica en la sangre de los ratones inoculados con los venenos de

P. lansbergii juveniles y adultos.

Actividad CK
250000
2000.00
150000
% 1000.00
O
2
B s00 I
0
50000
cJ CA 25ugJ 50ugJ 25u0A S0ugA
Dosis

Nota. CJ: grupo control (PBS) en la actividad con veneno juvenil; CA: grupo control (PBS) en la actividad
con veneno adulto; dosis de 25 ug y 50 pg con veneno de juveniles; dosis de 25 pg y 50 ug con veneno

de adultos.
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