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RESUMEN

Las secreciones orales de las serpientes colUbridas son menos téxicas que
el veneno de los vipéridos para matar rapidamente a sus presas, sin haberse
hecho un estudio comparativo del efecto toxico con cantidades equivalentes de
secreciones orales y venenos inyectados. Es indispensable determinar si la baja
toxicidad en la accién de las secreciones orales colubridas es un problema de
funcion del aparato venenoso o de la letalidad del veneno. Para determinar el
efecto toxico de las de secreciones orales y venenos, se realizé un experimento
basado en inyeccion intraperitoneal de cantidades equivalentes de secreciones
orales y venenos a 128 grupos de 10 ratones. Con la finalidad de contar con un
gradiente muy fino, a cada grupo se le suministraron diferentes dosis
proporcionales al peso por raton, partiendo de una dosis de secrecién oral que no
causa envenenamiento ni muerte. Las dosis aplicadas fueron 0.1, 0.3, 1.5, 3, 4.5,
6, 7.5 y 9 mg/lote de 10 ratones. Se utilizaron secreciones orales de los colibridos
Trimorphodon tau, T. biscutatus, Oxybelis fulgidus y Salvadora bairdi, todos con
evidencia previa de toxicidad; y venenos de los vipéridos Crotalus basiliscus, C.
triseriatus, Agkistrodon bilineatus y Sistrurus ravus, mezclando las muestras
liofilizadas de dos organismos por especie obtenidas durante tres meses.

Para determinar el efecto toxico se midi6 el tiempo de envenenamiento del
primer ratén, tiempo de muerte del primer raton y la proporcién de ratones
muertos. La tendencia de la repuesta al cambio se analiz6 con el método de
polinomios ortogonales, y se contrastaron las diferencias entre las medias de las
respuestas con ANOVA. La comparacion de las curvas de mortalidad se realizé
mediante un analisis de supervivencia. La asociacion entre el peso corporal de las
serpientes y rendimiento de secreciones orales y venenos se analizé con
regresion lineal simple utilizandose regresion lineal multiple para saber si existen
otros factores asociados al rendimiento. Una prueba #-student se usé para
comparar el promedio de la concentracion de proteinas de las muestras.

Los resultados indican que las secreciones de colubridos son siempre
menos téxicas que los venenos vipéridos en las diferentes dosis inyectadas. El
tiempo de envenenamiento para el primer ratén, tiempo de muerte para el primer
raton ocurrieron con los venenos vipéridos desde la dosis 0.1 mg, sin embargo, las
secreciones orales colubridas causaron sintomas de envenenamiento a partir de la
dosis 1.5 mg, y solo las secreciones orales de Trimorphodon tauy T. biscutatus
causaron la muerte de los ratones a partir de esta dosis. La proporcion de ratones
muertos inyectados con secreciones orales es del 30% en dosis de 1.5 mgy
solamente se llega al 60% en dosis de 9 mg; en cambio en los vipéridos alcanza el
40% en dosis de 0.1 mg y a partir de la dosis 1.5 mg sobrepasa el 90% de
muertes. El analisis de mortalidad indica que el 90% de los casos de muerte
ocurren después de los 200 minutos cuando las secreciones orales requieren poco
mas de 1000 minutos para causar tan solo el 40%. Se observé interaccion dosis-
especie significativas en el tiempo de envenenamiento del primer ratén sélo para
colubridos, y en la proporcion de ratones muertos, sélo para vipéridos.
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Necropsias realizadas en ratones inyectados mostraron que tanto
secreciones orales como venenos afectan con inflamacion y edema el corazon,
pulmén, higado, bazo, tubo gastrointestinal, rindn y piel, a partir de la dosis 1.5 de
secreciones orales y desde la dosis 0.1 mg de venenos. Los analisis de
concentracion de proteinas indican que los venenos tienen de 0.6 a 3.49 veces
mayor concentracion de proteina que las secreciones orales, argumentando mayor
letalidad del veneno. El rendimiento liquido de las secreciones orales es tres veces
mayor que el rendimiento de los venenos y el rendimiento sélido es tres veces
mayor en los venenos. Sin embargo el rendimiento por peso vivo del animal es
igual para ambas serpientes.

Los colubridos y vipéridos tienen diferente sistema de inyecciéon de veneno
con una funcién biolégica primaria distinta. En el caso de los vipéridos, un sistema
de inyeccidn eficiente y la alta toxicidad produce una muerte casi instantanea de
las presas, lo que no sucede con los colubridos. Los colibridos no solo tienen un
sistema de inyeccién ineficiente, sino que las secreciones orales también son
menos toxicas. A pesar de esto facilitan la captura de sus presas garantizando su
supervivencia.



INTRODUCCION

Las serpientes cuentan esencialmente con dos métodos para inmovilizar a
sus presas, el veneno y la constriccion. Ambos métodos reducen el riesgo de
escape de la presa y el dano provocado a la serpiente durante la ingestion de la
misma (Gans, 1961, 1978). El veneno tiene varias funciones: inmovilizacion o
muerte de la presa (Gans, 1978), acelerar la digestion (Thomas y Pough 1979;
Rodriguez-Robles y Thomas, 1992), asi como defensa contra los depredadores
(Minton y Minton, 1980; Gans, 1978).

La toxicidad de los venenos se expresa a menudo como la "dosis letal
minima", que es la cantidad de téxico que mata a un animal experimental en
particular (Minton y Minton 1980). La caracterizacion de un veneno demanda que
su toxicidad sea evaluada bajo condiciones controladas. El estudio de relacion
entre las dosis y el evento toxico se comprueba de dos maneras. En la primera el
evento se describe en términos del nimero de individuos muertos en la poblacién e
incrementandose dicha frecuencia conforme aumenta la dosis. En la segunda se
describe como la accion de envenenamiento y de danos en 6rganos internos
observada en los individuos, donde la severidad del efecto se incrementa conforme
se incrementa la dosis (Klanssen y Watkins, 1999; Williams et al., 2000; Loomis,
1982).

La Familia Colubridae contiene mas del 77% de todas las especies vivientes
de serpientes (Zug et al., 2001). Son generalmente consideradas como
inofensivas, sin embargo, cerca de la mitad de estas serpientes producen algin
tipo de veneno, reflejandose la necesidad de estudiar las secreciones orales
colubridas (McKinstry, 1978; Weinstein y Smith, 1993; Hill y Mackessy, 1997; De
Lisle, 1982).



Algunos géneros de serpientes colibridas en América que muestran
evidencia de secreciones téxicas son Coniophanes, Hypsiglena, Leptodeira,
Oxybelis y Trimorphodon (McKinstry, 1978). Los reportes de mordeduras de
colubridos téxicos involucran humanos (Hayes y Hayes, 1985; Johnson, 1988;
Pinto et al., 1991; Kirchberg y Davidson, 1991; Fritts et al., 1994; de Araujo y dos
Santos, 1997; Senter, 1998) llegando incluso a causar decesos (Ferlan et al., 1983,;
Douglas et al., 1984; Kornalik et al., 1978; Mittleman y Goris, 1978; Minton, 1990).
Los primeros casos de envenenamientos reportados tienen aproximadamente cien
anos (Minton 1979; 1990; McKinstry, 1983).También hay reportes de los efectos en
animales de laboratorio que muestran envenenamientos locales (Jansen, 1987,
Rosenberg et al., 1992; Rodriguez-Robles y Thomas; 1992) y sistémicos (Hiestand
y Hiestand, 1979; Kornalik et al.,1978).

La evidencia morfolégica en colibridos que poseen secreciones orales
toxicas muestra que la presencia de la glandula de Duvernoy es el indicador
primario de toxicidad (McKinstry, 1983), siendo esta una caracteristica unica de las
serpientes coldbridas (Taub, 1967). El segundo indicador morfolégico de toxicidad
es la presencia de un diente maxilar posterior agrandado ya sea acanalado o
solido. Se ha sugerido que la secrecion de las glandulas de Duvernoy de las
serpientes colubridas permiten incapacitar a sus presas facilitandoles la
alimentacion, siendo factible que su funcién primaria sea inmovilizar a la presa y no
matarla (Savitzky, 1980; Gans, 1978; Rosenberg et al., 1985; Vest ,1981) y, tal vez,
ayudar en la digestion (Gans, 1978; Jansen, 1987; Garland y Arnold 1983).

El aparato de inyeccion de veneno de los colubridos presenta una
morfologia distinta al de los vipéridos. Se nombra sistema de veneno de baja
presion al de los colubridos y sistema de veneno de alta presion al de los vipéridos
(Kardong y Lavin, 1993). En las serpientes colubridas la secrecion oral es
introducida lentamente durante la alimentacion al no haber musculos asociados a
las glandulas, como en las serpientes vipéridas. La cantidad de secrecion
introducida en la presa generalmente no ha sido comparada con las serpientes
venenosas salvo algunos trabajos con colibridos muy venenosos como son

Dispholidus, Thelotornis y Rhabdophis (Kochva, 1987; Rosenberg et al., 1985).



La toxicidad de las secreciones de la glandula de Duvernoy varia en alto
grado dentro de las especies colubridas (Mittleman y Goris, 1978; Jansen, 1987
Hill y McKessy, 1997; Fontana et al., 1996; Vest, 1981). Se han analizado las
secreciones orales de algunas especies collbridas que muestran componentes
biolégicamente activos similares a los producidos por las serpientes tipicamente
venenosas, como son actividades coagulantes, hemorragicas, actividades
fibrinégenas o fibrinoliticas y edema (Kornalik et al., 1978; Rosenberg et al., 1985;
1992; Assakura et al., 1992).

Mientras que ha habido investigaciones de las acciones bioldgicas del
veneno de serpientes elapidas y vipéridas, poco se ha hecho para elucidar las
acciones de las secreciones orales colubridas, debido a la pequena cantidad de
secrecion que produce la glandula de Duvemoy (Hiestand y Hiestand, 1979;
Ovadia, 1987; Assakura et al., 1992; Kornalik et al., 1978; Rosenberg et al., 1985;
1992). Algunos de los trabajos donde han utilizado secreciones orales han sido
reportados por: Rosenberg et al. (1985), indicando que dosis subletales de la
secrecion oral de Malpolon monspsessulanus, Spalerosophis diadema cliffordiy
Thamnophis sirtalis parietalis inyectadas en ratones de laboratorio causaron
paralisis y respiracion anormal, mientras que dosis mas bajas reducian la
movilidad. Vest (1981) inyecto ratones de laboratorio con secrecion reconstituida
de la glandula de Duvernoy de Thamnophis elegans, causando hemorragia
localizada en el sitio de la inyeccion y hemorragia sistémica, sin mostrar
manifestaciones inmediatas de dolor. Después de 150 minutos de la inyeccion letal
los animales murieron mostrando dificultades respiratorias. Jansen (1983) sugirié
que la secrecion de la glandula de Duvernoy sirve por como agente antibacterial al
encontrar que la secrecion tiene un alto efecto inhibitorio sobre el crecimiento
bacteriano, sugiriendo que la secrecién puede funcionar en el mantenimiento de
las superficies dentales por medio de una accioén limpiadora. En otro trabajo
Jansen (1987) propuso una accién mionecrética de la secrecion de la glandula de
Duvernoy. Al acelerar la digestion, los venenos pueden permitir a las serpientes
vaciar su estomago rapidamente, pudiendo escapar de los depredadores o

moverse mas rapido cuando persigue a una nueva presa (Garland y Arnold, 1983).



El sistema de inyeccion de veneno en colubridos es poco eficiente
comparado al de los vipéridos (Kardong, 1996). A pesar de esto se han registrado
casos de envenenamientos colubridos que serian el resultado de la inoculacion de
cantidades muy pequenas de secreciones orales de la glandula de Duvernoy
(Hayes et al., 1993). Asi, se esperaria que el grado de toxicidad aumente si las
secreciones orales fueran inoculadas en proporcion equivalente de los venenos
(Rodriguez-Robles y Thomas, 1992). Debido a esto es importante investigar cual
es el efecto de estas secreciones orales y venenos si son inoculadas simulando

cantidades equivalentes para conocer el potencial de toxicidad de los collbridos.



OBJETIVOS

Objetivo General

Comparar el efecto toxico de las secreciones orales y venenos de algunos
colubridos y vipéridos con dosis controladas para determinar si el bajo efecto de las
secreciones orales de colubridos es un problema de funcion del aparato venenoso

o de la letalidad de las secreciones orales.

Objetivos particulares

1. Describir y comparar el efecto toxico de dosis equivalentes de secreciones
orales y venenos en un gradiente, en funcién del a) tiempo de envenenamiento del
primer ratén, b) tiempo de muerte del primer ratén y c) la proporcion de ratones

muertos, mediante la inyeccion intraperitoneal en ratones de igual masa.

2. Detectar la diferencia que se produce entre las curvas de mortalidad por

envenenamiento con secreciones orales collbridas y venenos vipéridos.

3. Describir el dafio en érganos y tejidos causado por las secreciones de Duvernoy

y los venenos en ratones de laboratorio.

4. Reportar los rendimientos de las secreciones orales de las especies colubridas y
los venenos de las especies vipéridas y conocer la relaciéon que existe entre la

masa del veneno y secreciones orales vs. la masa corporal de las serpientes.

5. Determinar la concentracion de proteina de las muestras de secreciones orales y
venenos de las de las especies Trimorphodon tau, T. biscutatus, Salvadora bairdi,
Oxybelis fulgidus, Agkistrodon bilineatus, Crotalus molossus, C. basiliscus y

Sistrurus ravus.



HIPOTESIS

Si la toxicidad de las serpientes colubridas es igual a |la de los vipéridos,
entonces cantidades iguales tendran el mismo efecto letal sobre las poblaciones de

ratones.

JUSTIFICACION

Las serpientes colubridas son menos eficientes que las vipéridas para
inyectar veneno y matar rapidamente a sus presas (Kardong, 1980, 1996), sin
embargo, no se ha hecho un estudio para comparar el efecto téxico con respecto a
la misma cantidad de secreciones orales y venenos inyectados. En este sentido, es
importante obtener informacién de las secreciones orales colibridas y de sus
propiedades téxicas debido al desconocimiento que se tiene al respecto (De Lisle,
1982; McKinstry, 1983).



ANTECEDENTES

Forma y funcion del aparato venenoso

Glandula de Duvernoy. La glandula de Duvernoy, es una glandula tubular y
compleja que en algunas especies colubridas se encuentra en la region posterior
supralabial, externa al ligamento cuadratomaxilar (De Lisle, 1982). La glandula de
veneno en vipéridos y la glandula de Duvernoy en collbridos forman un rudimento
comun embrionario asociado a los dientes con la parte trasera de la lamina dental.
Cuando se encuentran simultaneamente dientes anteriores y posteriores en el
maxilar, sélo el posterior presenta canal de secrecion (Kochva, 1965; Kardong,
1980).

Aunque no esta claro exactamente cuantas especies colubridas poseen esta
glandula, Taub (1967) encontré que estaba presente en alrededor de 250 de 300
especies que examind. En dicho trabajo se reconocen cuatro arreglos distintos en
Colubridae. La mas simple y probablemente la mas primitiva es una glandula
mucosa supralabial que puede ser diferenciada anteriormente dentro de una
glandula premaxilar o puede ser parte de una serie de I6bulos mucosos a lo largo
de la cresta supralabial. El segundo patron consiste en una glandula mucosa
supralabial, con una predominante glandula de Duvernoy serosa mezclada con
algunas células mucosas. El tercer patron puede ser una variante o el precursor del
segundo patrén y consiste de una glandula supralabial mucosa con algunas células
serosas incluidas. El cuarto patron esta representado por la presencia de una
glandula supralabial mucosa con una glandula de Duvernoy con células serosas.
Taub (1967), noté una tendencia hacia la reduccion en la altura de las células,
aumento en la capacidad de almacenaje y en la separacion de las células serosas
de la glandula supralabial dentro de la glandula de Duvernoy (Kardong, 1980).

La glandula de Duvernoy de los colubridos se diferencia de la glandula de
veneno de vipéridos y elapidos en carecer de un espacio de almacenamiento en
los tubulos y de una accion muscular para su rapida expulsion (Figura 1A). Se ha

sugerido que el papel biologico de la glandula de Duvernoy es diferente del de las



serpientes venenosas mas avanzadas, que mas bien tiene que ver con una tactica
de muerte rapida de la presa (Kardong, 1980). Son pocos los colubridos que
poseen grandes almacenes de lumen y musculos estriados que ejerzan fuerza
mecanica sobre la glandula, resultando con una tactica de envenenamiento rapido
analoga a la de los vipéridos, que permite matar rapidamente a la presa capturada

(e. g. Dispholidus typusy Thelotornis kirthlandi; Kardong, 1980).

Conducto lobular

Conducto lobular
comun

Epitelio secretor

Lumen Conducto primario
de veneno

Cisterna central

Glandula accesoria

Conducto de veneno

whigh de veneno
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Reservorio de veneno

l l\ Epitelio oral
A B

Figura 1. Glandula de Duvernoy y de veneno: Comparacion entre colubridos y vipéridos. A:
En la figura se observa el arreglo del sistema de conductos internos de la glandula de
Duvernoy, dichos conductos drenan en el parénquima. Es un simple conducto.que parte de la
cisterna central dentro de la glandula y se extiende en el epitelio oral rodeando el diente
maxilar posterior. B: Esta figura muestra una vista sagital de la glandula de veneno, se
observa el epitelio secretor asi como un reservorio grande de veneno (Modificado de
Weinstein y Kardong, 1994).

No se conoce completamente el mecanismo secretor de la glandula de
Duvernoy. Se piensa que existe una etapa prolongada de reposo donde la glandula
se encuentra inactiva, asi como un periodo de actividad corto que puede durar
varias horas asociado con la alimentacién. Es posible que este periodo se
encuentre controlado por inervacion parasimpatomimética como parte de la
regulacion digestiva. La secrecion serosa sale de las células durante el estado
activo (De Lisle, 1982).



Glandulas de veneno. Las glandulas de veneno de los vipéridos, elapidos y
serpientes de mar (hidropidos) estan situadas en el espacio entre el ojo y el angulo
de la boca. Las glandulas de veneno de las dos subfamilias vipéridas, Viperinae y
Crotalinae son similares en forma y estructura pero el lumen de los crotalidos se
encuentra en una posicion mas ventral (Kochva y Gans, 1966). La glandula es
triangular, replegandose posteriormente a la unién cuadratomandibular,
dorsalmente al hueso parietal y formando anteriormente en su extremo mas
elongado el conducto de la glandula de veneno. La glandula se une a varios
huesos por medio de tres ligamentos: el cuadratomaxilar que conecta la
articulacién cuadratomandibular con el tejido conectivo periorbital, el ligamento
cuadratoglandular que conecta el area dorsomedial de la glandula con la
articulacion cuadratotemporal, y el ligamento transversoglandular que conecta la
articulacién ectopterigoideo-pterigoideo con el aspecto ventromedial de la glandula
(Kochva, 1958). En los vipéridos un musculo especial, el compresor glandular,
ayuda a exprimir el veneno de las glandulas (Minton y Minton, 1980). La glandula
de veneno tiene cuatro regiones: 1) la glandula de veneno principal, que abarca la
mitad posterior de su longitud y consiste de un lumen central grande dentro del
cual hay tubulos ramificados dicotomizados; 2) el conducto primario, donde el
lumen se angosta; 3) la glandula accesoria, donde el lumen pasa por constriccion
presentando tlbulos anteriores (formado por epitelio mucoso) y posteriores, donde
se une con 4) el conducto secundario conectandose hacia los colmillos (Gans,
1978; Figura 1B).

Las células secretoras forman el componente principal del epitelio glandular
comprendiendo mas del 80% del total celular. Hay cambios que ocurren en las
células secretoras relacionandose con los estadios del ciclo secretor, donde el
tamano de las células secretoras se incrementa alrededor de cuatro dias después
de una extraccion de veneno, aun en serpientes que han permanecido sin comer
por un periodo de tiempo de hasta tres meses (De Lucca et al., 1974). El complejo
sistema de veneno tiene un desarrollo embrionario comun originandose de la

lamina dental del maxilar (Kochva, 1965, Kardong, 1980).



Casi todos los registros de extracciones de veneno a gran escala indican
que, la cantidad de veneno por serpiente declina cuando ocurren sucesivas
extracciones. En teoria, las extracciones repetidas de una serpiente sana pueden
incrementar la produccién de veneno a intervalos de quince a veinte dias, debido a
que el epitelio de la glandula de veneno se mantiene en fase secretora

(Minton y Minton, 1980).

Dientes maxilares posteriores en coltbridos. Se conoce poco de la funcién de
los dientes de serpientes colubridas opistoglifas sugiriéendose que cumplen con un
papel doble, la captura y tragado de la presa. Durante la captura, los movimientos
del maxilar provocan que los dientes maxilares hagan contacto con la presa.
Debido a que los dientes son largos, curvos y filosos en la cresta posterior,
permiten que la penetracion sea profunda. En el momento de la penetracion
actuan dos fuerzas separadas: un pinchazo y un golpe que corta. La elongacion de
los dientes posteriores provee una ventaja facilitando la entrada de las secreciones
orales en la presa: especialmente cuando la presa es resbaladiza o cuando ésta
ofrece resistencia; y de hecho, muchas especies colubridas presentan canales de
secrecion en estos dientes (Kardong, 1979, 1980).

El diente maxilar posterior alargado de los colubridos esta presente a
menudo, pero no universalmente. Se separa de los dientes anteriores por un
diastema, existiendo variacién en el tamafo y grado de acanalamiento del diente
(Young y Kardong 1996). Los canales aunque generalmente son diferentes y estan
asociados con el diente maxilar posterior, pueden aparecer en todos los dientes
maxilares. También canales débiles estan presentes en palatino, pterigiodeo y
otros huesos dentados de algunas especies (Young y Kardong, 1996; Figura 2A).

Colmillos en vipéridos. Los colmillos en vipéridos corresponden a los dientes

maxilares anteriores alargados y curvos con la capacidad de proyectarse al frente.
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Postorbital

Surangular

Postorbital Prefrontal

Cuadrado Premaxilar

Maxilar

Colmillo

Surangular Dentario

Figura 2. Huesos del craneo: Comparacion entre colubridos y vipéridos. A: Se observa el
craneo de un collbrido. B: Craneo de un vipérido. Las figuras no estan escaladas (Tomado
de Kochva, 1987).

Cuando la serpiente muerde a su presa, el maxilar sufre una rotacién extensiva
hacia adelante quedando los colmillos en posicion erecta (Kardong, 1980). Los
colmillos son los primeros en hacer contacto con la presa inclinando la cuspide

hacia delante de manera que coincide con la fuerza resultante en el momento de la
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mordedura. Al impacto estan presentes por lo menos tres fuerzas separadas: la
causada por el cierre de las mandibulas, la causada por la retraccion del aparato
mandibular y la de la curvatura de la punta del colmillo que se encuentra en
estrecha relacion con la fuerza resultante, incrementando la oportunidad de herir a
la presa. La parte basal de los dientes esta inclinada posteriormente, de tal manera
que si la presa intenta escapar los dientes se hunden mas profundamente
(Kardong, 1980). Aunque los dientes de los vipéridos puedan jugar un papel
mecanico secundario en el tragado, su papel biolégico primario es introducir
veneno para promover una muerte rapida de la presa.

Los colmillos anteriores de los vipéridos tienen un canal de veneno, siendo
un tubo hueco distinto al de la cavidad pulpar del diente. Los detalles de la
estructura de los colmillos y su posicion en los huesos maxilares sugieren que los
colmillos anteriores son homalogos de los colmillos maxilares posteriores de los
colubridos (Pough et al., 1998; Figura 2B).

Inyeccion de veneno en colubridos. La glandula de Duvernoy solamente se
comprime por los musculos estriados de la quijada, el reservorio luminal donde se
almacena la secrecion oral es pequefo o esta ausente, por lo que las secreciones
no se descargan con un pulso a presion. Al no poseer colmillos huecos, la
secrecion en colubridos escurre a través de surcos o canales de los dientes
posteriores agrandados que pueden ser obstruidos con los tejidos de la presa
(Figura 3A).

Como resultado de las bajas cantidades de secrecion, el veneno no actua
durante la captura de la presa. Esto causa que el aparato asociado a la glandula
de Duvernoy sea un sistema ineficiente para matar rapidamente (Kardong, 1980;
Kardong y Lavin, 1993). Por ejemplo, en un trabajo para determinar la cantidad y
distribucion proporcional de la secrecion de Duvernoy inoculada en el integumento
y en las visceras por mordida natural de Boiga irregularis, se determiné que cerca
del 54% (1-5 mg) de la secrecion alcanzo las visceras, mientras que el resto

permanecio en el integumento (Hayes et al., 1993). Debido a que no existen
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musculos estriados asociados a la glandula, las secreciones orales se liberan mas
lentamente que las especies vipéridas (Kardong y Lavin, 1993).

Hueso maxilar Conducto

secundario
de veneno

Hueso maxilar

Conducto '

principal 7
Cavidad del
epitelio oral

alrededor del
diente

Cubierta del

Epitelio oral del colmillo

diente

Pielde ___

Canal superficial B2 la presa

del diente

Diente maxilar
posterior

A B

Figura 3. Inyeccién de veneno: Comparacion entre coltibridos y vipéridos. A: Al penetrar la
piel de la presa el epitelio oral permanece en la superficie y la secrecion de Duvernoy escurre
por el surco o canal del diente. B: Cuando el colmillo penetra la piel de la presa, la unién del
conducto de veneno mantiene una alta presiéon y el veneno pasa sin obstruccion llegando
profundamente a los tejidos (Tomado de Weinstein y Kardong, 1994).

Inyeccion de veneno en vipéridos. El aparato venenoso de vipéridos incluye un
colmillo en asociacion con una glandula de veneno, un reservorio grande y
encapsulado y un musculo compresor gandular que oprime la glandula liberando el
veneno (Kardong, 1980; Gans, 1978). El desarrollo de un canal de veneno cerrado
y de un sello ajustado entre el conducto y la base del canal dentro del colmillo
permiten desplegar el flujo de veneno en un sistema de alta presién (Kardong y
Lavin 1993; Figura 3B). El musculo compresor gandular se extiende dorsal y
lateralmente rodeando la glandula lateral, posterior y medialmente, insertandose
tambien en la superficie lateral de la mandibula. El sistema de inyeccion de veneno
en vipéridos va acompanado por un cambio en la estrategia de captura, de una
mecanica a una quimica, donde la toxicidad del veneno juega un papel importante
(Kardong y Lavin, 1993).
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Uno de los factores mas importantes para determinar el peligro de una
mordedura de serpiente es la cantidad de veneno inyectado (Klauber, 1956; Minton
y Minton, 1980). Los factores que la influencian incluyen el tamano y apetito de las
serpientes, asi como el tamano de las presas (Hayes et al. 1995). La cantidad de
veneno inyectado es muy variable, ya que las serpientes pueden inyectar el
contenido completo o parcial de sus glandulas de veneno al momento de morder
(Minton y Minton, 1980; Gans, 1978), o bien, pueden morder sin inyectar veneno
alguno (Gennaro et al., 1961). Un trabajo con resultados relativamente
consistentes muestra que el vipérido Vipera palaestinae inyecta cerca del 11% de
su veneno en una mordida promedio, pero en la mayoria de las mordidas liber6
menos de 50 mg (cerca de 10 mg liofilizado; Kochva, 1960). Un estudio de Hayes
et al. (1995) indic6 que el tiempo de muerte de la presa no varia con el tamano de
la serpiente ni con el tamano de la presa. El tiempo de muerte de la presa no esta
correlacionado con la cantidad de veneno inyectado, ni con el lugar de la mordida,
concluyendo que Crotalus viridis oreganus inyecta una cantidad mayor de veneno
en presas grandes. Esto sugiere que las serpientes poseen una capacidad
intrinseca de medir el veneno que inyectan, siendo determinantes, los ojos y
organos termosensibles como sistema de respuesta multisensorial para la

discriminacion en el tamafo de la presa antes de ser mordida.

Efectos y propiedades de las secreciones de Duvernoy. Las investigaciones
recientes de las secreciones de Duvernoy han indicado que las especies colubridas
generalmente poseen secreciones que varian en el grado de toxicidad. El sistema
de Duvernoy es muy ineficiente para matar presas rapidamente. Los disfolidinos
Dispholidus typusy Thelotornis, y los natricinos Rhabdophis tigrinay Rhabdophis
subminiata, producen secreciones orales altamente toxicas, asi que son
excepciones a esta tendencia (Weinstein y Smith, 1993).

El envenenamiento por colibridos puede ser dividido en dos grupos, uno
que causa envenenamiento sistémico ademas de sintomas locales, y otro que
causa unicamente envenenamiento local en el sitio de la mordida. La

manifestacion mas seria del envenenamiento colubrido es la coagulopatia
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(condicion que afecta al proceso de coagulacion sanguinea) asociada con
extensas hemorragias internas y externas. La mayoria de envenenamientos
colubridos involucra sintomas confinados a la extremidad mordida y generalmente
incluyen dolor, inflamacién que puede involucrar el miembro completo y equimosis
local (mancha negroazulada en la piel producida por la filtracién de sangre de los
vasos lesionados), inflamacion regional de los nodos linfaticos y rigidez, dolor en
las articulaciones, nausea, linfadenitis (inflamacién de los ganglios linfaticos),
linfangitis (inflamacién de los vasos linfaticos) y parestesias (sensacién anormal,
como de quemazon, hormigueo o entumecimiento) (Minton, 1990; 1996).

Una secrecion oral, al igual que los venenos, se describe por sus
caracteristicas tales como, color, composicion quimica, viscosidad, contenido de
proteina y toxicidad, determinadas generalmente bajo condiciones de laboratorio.
El contenido liquido es usualmente el doble al de un veneno, y mas blanco.

Aun cuando las propiedades toxicas de la secreciones orales probadas en
laboratorio presenten una potencialidad alta, esta podria no tener un significado
biolégico en cuanto a la sobrevivencia de la especie ya que hay una especificidad
de los venenos hacia las presas de que se alimentan determinadas especies
siendo estas mas sensibles al veneno (Kardong, 1996). La creencia de que las
glandulas orales son adaptaciones para matar a la presa puede resultar no ser
cierto, ya que en las secreciones se ocultan varios papeles biologicos observados
cuando se examinan minuciosa y experimentalmente (Rodriguez-Robles y
Thomas, 1992; Kardong, 1996).

Efectos y propiedades de los venenos vipéridos. Los venenos vipéridos
generalmente se manifiestan como un patrén de hemorragias y necrosis, aunque
existen excepciones. La secuencia de eventos en un envenenamiento es similar al
envenenamiento con secreciones de Duvernoy. En ambas, el animal se manifiesta
al principio intranquilo irritable e hiperactivo, rascando o mordiendo el sitio de
inyeccion. Después empieza un periodo de calma, durante el cual se acumulan
junto a otros animales de laboratorio permaneciendo alerta. Se obscurece el sitio

de la inyeccion exudando fluido con sangre mientras se inflama. Puede haber un
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periodo corto de actividad casi normal seguido por otro estado de quietud que
eventualmente termina en colapso y muerte. La autopsia muestra hemorragia
extensa bajo el area inflamada, la piel alrededor del sitio de inyeccion se necrosa,
puede haber petequias en el corazén, pulmones, intestino y otros érganos
manifestada por manchas rojo purpureas del tamano de la punta de alfiler
producida por una hemorragia intradérmica o subcutanea. Si la dosis es subletal,
presentan un estado de abatimiento y dano alrededor del sitio de inyeccion por un
dia 0 mas, el animal esta débil, anoréxico y apatico antes de recobrar su salud
(Minton y Minton, 1980).

En dosis proporcionalmente grandes cuando una serpiente muerde a su
presa, los venenos vipéridos matan con rapidez, tal vez debido al efecto directo
sobre el sistema cardiovascular. Para que la serpiente asegure su alimento, el
veneno debe ser capaz de inmovilizar a la presa pronto (Minton y Minton, 1980).
Otro papel bioldgico de los venenos es neutralizar ciertos productos téxicos de la
presa (Kardong, 1980).

Al igual que las secreciones de Duvernoy (Kardong, 1996, Mejia; 1987), el
veneno ademas de inmovilizar contiene sustancias que actuan como enzimas,
como activadores o inhibidores enzimaticos o como agentes que bloquean los
receptores celulares, que resulta en el desequilibrio de los sistemas bioldgicos
esenciales de la presa. Los venenos son de naturaleza compleja y estan
compuestos por:

a) Enzimas donde la variedad y cantidad presentes en determinado veneno estan
en relacion con la especie y confiere al veneno propiedades diferentes. La
hialuronidasa y la fosfolipasa A, son comunes en casi todos los venenos. Los
efectos farmacologicos de las enzimas son: accion procoagulante y fibrinolitica,
liberacion de quininas, dafo capilar local y tisular y hemdélisis. Se ha comprobado la
presencia de enzimas proteoliticas en el veneno (Thomas y Pough, 1979)
apoyando su papel digestivo (Kardong, 1980). Estas enzimas incrementan la
velocidad de digestion que es una ventaja al ingerir presas relativamente grandes
(Gans, 1961).

b) Proteinas y polipéptidos no enzimaticos como son:
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1. Neurotoxinas que son las principales proteinas toxicas de los venenos de
elapidos que bloquean la transmision neuromuscular y producen la muerte de los
animales por paralisis respiratoria.

2. Miotoxinas siendo polipéptidos que provocan contractura del musculo
esquelético y producen mionecrosis local, existen en los venenos vipéridos y se
relinen en cuatro grupos: Fosfolipasas A miotdxicas, miotoxinas basicas,
cardiotoxinas y miotoxinas hemorragicas.

3. Hemorraginas que son metaloproteinas responsables de manifestaciones
hemorragicas y edematicas.

c) Carbohidratos, lipidos, iones como Zn, Ca, Mg, Na, K, Fe, Co, detritus celulares
y aminas bioquimicas como son la histamina, serotonina, bradiquinina y
acetilcolina, que estan involucradas en la produccion del dolor, edemay la
alteracion de la presion arterial (Minton y Minton, 1980).

La composicion fisicoquimica es variable con la especie. Existen variaciones
entre ejemplares de la misma especie, relacionados con la edad y la distribucion
geografica. La toxicidad del veneno de cualquier especie dependera de las
sustancias que estén presentes, el tamafo y estado de salud de la serpiente, la
cantidad de veneno que utiliza, asi como la naturaleza de su presa, ya que los
venenos tienden a ser mas efectivos en la presa natural de que se alimentan
(Mattisson, 1990; Minton y Minton, 1980).

Determinacion de toxicidad. Evaluar el poder bioldgico de las toxinas es
complejo debido a que existe mucha variabilidad tanto en las toxinas como en los
animales de laboratorio donde se prueban. Entre mamiferos existe una variacion
significativa del efecto de la toxicidad aln entre especies cercanamente
relacionadas, como es el caso de ratones y ratas (Minton y Minton, 1980). Para la
mayoria de los ensayos de toxicidad las rutas de inyeccién son intravenosa,
intraperitoneal o subcutanea. La inyeccion intraperitoneal, en la cual la aguja se
inserta en la cavidad abdominal, es facil de realizar y los resultados son
consistentes. Para casi todos los venenos, la dosis letal intraperitoneal es

intermedia a la intravenosa y subcutanea (Minton y Minton, 1980).
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La dosis letal 50 (LD50), es la dosis que mata a la mitad de los animales en
un grupo experimental, variando la dosis de toxinas hasta que la mayoria de los
animales que reciben la dosis mas alta mueren y la mayoria de los que reciben la
dosis mas baja sobreviven (Minton y Minton, 1980).

Los venenos retienen su toxicidad y la mayoria de sus propiedades durante
anos si son almacenados alejados de la luz y de la humedad. Se ha reportado que
los venenos liofilizados retienen sus propiedades letales por alrededor de quince
anos, aun cuando algunas de sus actividades enzimaticas se pierden o disminuyen
(Minton y Minton, 1980).
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MATERIAL Y METODOS

Especies de estudio

Se obtuvieron muestras de secreciones orales de cuatro especies colubridas
y los venenos de cuatro especies vipéridas. Se usaron dos organismos de cada
especie. Las especies collbridas son Trimorphodon tau, T. biscutatus, Salvadora
bairdiy Oxybelis fulgidus, y las especies vipéridas Agkistrodon bilineatus, Crotalus
molossus, C. basiliscus vy Sistrurus ravus. Las especies colubridas se
seleccionaron con base en los siguientes criterios: a) los cuatro géneros presentan
evidencias de poseer secreciones orales toxicas; b) existe informacion reportada
para Trimorphodon biscutatus con la cual se podrian comparar los resultados
obtenidos para esta especie, y; c) es posible utilizar la técnica de estimulacion
parasimpatomimética en colubridos, sin importar el tamano de los organismos.

Las especies vipéridas se seleccionaron en base a los siguientes criterios: a)
forman parte de dos colecciones donde son mantenidas con las condiciones
requeridas, lo cual facilita las extracciones de veneno, y; b) ambas colecciones de
serpientes se ubican cerca de la UNAM, lo que facilité el manejo y proceso de
liofilizacion de los venenos.

Tres especimenes de Trimorphodon tauy tres de T. biscutatus fueron
recolectados en |la Reserva de La Sierra de Huautla, Morelos, del 20 a 28 de
febrero del 2002. Las siguientes especies collbridas fueron facilitadas por
Reptilmex, Morelos: dos organismos de Salvadora bairdi, un organismo de
Coniophanes vittatus, un organismo de Hypsiglena torquata y un organismo de
Pseudoleptodeira sp. Dos organismos de la especie Oxybelis fulgidus, fueron
mantenidos y facilitados por del Herpetario de la Facultad de Ciencias, UNAM.

Las especies vipéridas se obtuvieron de dos colecciones vivas: El
Laboratorio de Biodiversidad de la Direccion General de Divulgacion de la Ciencia,
UNAM vy la coleccion particular. Se utilizaron dos organismos de cada especie:
Agkistrodon bilineatus, Crotalus atrox, Crotalus molossus, Crotalus basiliscus,

Crotalus triseriatus y Sistrurus ravus.
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Mantenimiento de las especies colubridas

Las serpientes colubridas a nuestro resguardo se mantuvieron en cajas de
plastico transparente de 50 X 40 X 50 cm. La abertura de ventilacion fue colocada
en la parte central de la tapa. Se evitaron aberturas dentro de las jaulas para
seguridad en el manejo y evitar el escape de los organismos. Se utilizaron varias
capas de periédico para cubrir la parte inferior de las jaulas (Ashley y Burchfield,
1968). A todas las especies se les ofrecieron ratones proporcionados por el
Bioterio de la Facultad de Ciencias, UNAM que fueron aceptados en la mayoria de
las veces. El agua se ofrecio ad libitum colocandose en recipientes de plastico
dentro de las cajas de las serpientes cambiandose diariamente (Ashley y
Burchfield, 1968; De Roodt, et al.,, 1998). A pesar del relativo riesgo para los
especimenes, se utilizé el método de insercion con férceps cuando las serpientes
no se alimentaban por si solas, con la finalidad de que los animales no se
debilitaran progresivamente (Ashley y Burchfield, 1968). Para esto se insertaron los
roedores en la boca de las serpientes aplicando una presion minima y
manualmente se colocaron en el eséfago. Después de introducir el alimento las
serpientes fueron liberadas cuidadosamente para que el resto del proceso de
ingestion continuara normalmente. No se presentaron casos en los que las
serpientes vomitaran al roedor o sangraran. Las jaulas de las serpientes se
limpiaron constantemente con el fin de prevenir enfermedades y para simplificar la
alimentacion. Los especimenes tuvieron que ser aislados por lo menos cuarenta
dias antes de ser utilizados para extraccion de secreciones orales. Se
inspeccionaron los especimenes de cualquier desorden anotandose el dafo que
pudiera ocurrir durante el manejo o mantenimiento como lo indican Ashley y '
Burchfield (1968).

Todas las especies de serpientes colubridas excepto los organismos de la
especie Oxibelys fulgidus fueron mantenidos en el Instituto de Biologia UNAM, a
una temperatura de 27° C y con ciclo de 12 horas luz 12 horas oscuridad segun lo
sugieren Rosenberg et al. (1985) y Ashley y Burchfield (1968).
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Extraccion de secreciones orales de colubridos. La extraccion de las
secreciones orales de las serpientes colubridas histéricamente ha sido un proceso
dificil debido a las pequenas cantidades que son liberadas de la base del diente
posterior. Dado que estos dientes pueden presentar surcos o canales abiertos, la
secrecion debe ser recolectada en la base de los dientes. Diferentes métodos para
intentar maximizar la produccion en las recolectas de la secrecion de Duvernoy
incluyen: la maceracion de las glandulas (Kornalik et al., 1978), la coleccién de
veneno con membranas absorbentes lavables (Theakston et al., 1979) y la
recolecta en la base de los dientes posteriores aspirandolo con micropipeta (Vest,
1981). Los problemas utilizando estos métodos son numerosos ya que con algunos
es dificil aislar la secrecioén oral de la saliva, complicando subsecuentemente el
analisis (Glenn et al., 1992). Las secreciones obtenidas por microaspiracion
pueden ser cuantificadas, pero hacerlo con las producciones de especies
pequenas de bajo rendimiento ha sido complicado (Vest, 1981; Hill y Mackessy,
1997).

Se ha demostrado que con el método de estimulacion parasimpatomimética
se pueden obtener producciones muy altas de secreciones orales. Con este
método las serpientes no se tienen que sacrificar y se pueden realizar repetidas
extracciones a la misma serpiente sin que haya efectos aparentes (Hill y Mackessy,
1997). El método de extraccién de secreciones orales es muy efectivo. Involucra el
uso de anestesia ketamina seguida por una estimulacién parasimpatomimética con
pilocarpina de la glandula de Duvernoy (Rosenberg, 1992). Este método permite
recolectar cantidades de secrecion suficientes para analizar las muestras a detalle
incluyendo pruebas de letalidad y ensayos enzimaticos, ya que se pueden
recolectar volimenes suficientes. Gracias a esta técnica ha sido posible la
investigacion de las secreciones de Duvernoy (Rosenberg, 1992).

Las extracciones de las secreciones orales se llevaron a cabo durante los
meses de abril a junio del 2002 en el Laboratorio de Anfibios y Reptiles en el
Instituto de Biologia, UNAM, asi como en el Herpetario de La Facultad de Ciencias,
UNAM.
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Los pasos llevados a cabo en la recolecta de las secreciones orales son los
siguientes:
1. Las serpientes fueron removidas de sus cajas utilizando un gancho
herpetolégico y pesadas en una balanza electrénica marca Sartorius modelo
BL610 para calcular la dosis correspondiente de los medicamentos utilizados para
cada organismo. Fue importante manipular a las serpientes lo menos posible

(Ashley y Burchfield, 1968) evitando estresarlas.

2. Las serpientes fueron anestesiadas individualmente con clorhidrato de
Ketamina, recibiendo una inyeccién intramuscular con jeringas de insulina de 50 y
100 unidades. La dosis administrada a las serpientes fue de 60 mg/kg de peso vivo
(Rosenberg, 1992). La ketamina es una droga segura y ampliamente usada en las
serpientes venenosas y no venenosas. En pequenas dosis produce un efecto
tranquilizante que facilita el examen y manejo clinico, mientras que en dosis
mayores permite realizar cirugias y manipulaciones mayores. La ketamina es un
agente anestésico ideal para tales trabajos (Cooper, 1974). Esta reportado que la
mayoria de los examenes de rutina y tratamientos pueden realizarse con dosis de
22 a 66 mg/ kg. Con una dosis de 66 mg/kg, se pueden mantener tranquilas las
serpientes de 2 a 3 dias y pueden transportarse por largas distancias con menor
estrés (Glenn et al., 1972). Después de 30 minutos las serpientes pudieron ser
manejadas sin riesgo de mordedura o envenenamiento. La dosis usada de esta
droga tuvo un rango de duracion de 24 a 48 horas, lapso durante el cual los
animales no requirieron de terapia de apoyo y reanimacion. La anestesia no tuvo
efectos negativos posteriores en el comportamiento y habitos alimenticios de las

serpientes y sus efectos se eliminaron en su totalidad en un periodo de 48 horas.

3. Después de que las serpientes estuvieron tranquilizadas, fueron inyectadas con
una solucion salina de pilocarpina para estimular el flujo de las secreciones
glandulares a una dosis de 7.5 mg/ kg de peso vivo (Hill y Mackessey, 1997). La
pilocarpina es uno de los estimulantes preferidos para inducir el flujo de la

secrecion de las células de la glandula de Duvernoy (Rosenberg et al, 1985). Esta
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droga parece no alterar el perfil de proteina de la secrecion (Marmary et al.. 1987:
Rosenberg, 1992).

La inyeccién de pilocarpina generalmente causo un flujo de secrecic~
después de 5 minutos y en todas las especies dicho flujo inicial fue lento, excepto
para Salvadora bairdi que en promedio fue de 3 minutos. El flujo de secrec zn se
incrementé marcadamente durante la coleccion de secreciones, el cual var > de 22
minutos para Trimorphodon tau, 40 minutos para Oxybelis fulgidus 'y Salvazora
bairdiy mas de 50 minutos para Trimorphodon biscutatus. Estos tiempos s=
refieren al flujo constante de la secrecién, sin embargo, las secreciones
continuaron por mas de una hora. En pruebas para las serpientes
Pseudoleptodeira sp. y Coniophanes vitattus el flujo de las secreciones orz =s
tardo generalmente 25 minutos.

El uso de la pilocarpina inyectada intramuscularmente no mostro eiszt0s
adversos en los habitos conductuales y de alimentacion durante el tiempo zue dur:
la toma de muestras. Los efectos de esta droga se eliminaron en su totalicza
alrededor de 24 horas después de aplicada.

4. La recoleccion de las secreciones orales se realizé colocando dorsalme~ie a las
serpientes con la boca abierta para proveer una entrada de aire. La secrecon se
obtuvo inmediatamente después por aspiracion (Figura 4) con micropipetas de 50
ul colocadas dentro de la lamina dental alrededor del diente posterior agra~dado
(Hill y Mackessy, 1997). El proceso de aspiracion duré la mayoria de las veces
hasta una hora hasta que el flujo cesaba. Se estimé el volumen de la secrzcion
transfiriéndose a viales estériles graduados de 2 ml. Las muestras de secrzcion se
mantuvieron congeladas en un recipiente con hielo seco (-20 C), hasta qus se
liofilizaron. Para obtener suficiente secrecién para la prueba de toxicidad s=
requirieron tres extracciones por cada organismo (Rosenberg et al., 1985) =xceptc
para Trimorphodon tau, donde se requirieron seis extracciones. Las especss
Pseudoleptodeira sp., Coniophanes vittatus e Hypsiglena torquata tuvieror un

rendimiento muy bajo por tal motivo no se incluyeron en el anélisis. No se lgvo a
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cabo mas de una extraccion de secreciones orales por semana por espécimen

sugerido por (Rosenberg et al.,1985).

5. Las secreciones orales liofilizadas se almacenaron en viales de plastico estériles
y se mantuvieron en refrigeracion, se pesaron en una balanza analitica y se

resuspendieron cuando fue necesario (Hill y Mackessy, 1997).

6. Los organismos fueron alimentados con ratones vivos después de 48 horas de

la extraccion de secreciones orales.

Figura 4. Extraccion de secreciones orales para los colibridos por estimulacion
parasimpatomimética. En la figura se observa un organismo Trimorphodon biscutatus, el cual
se encuentra anestesiado y la secrecion oral se recolecta por aspiracion directamente del
diente agrandado utilizando una micropipeta.

Extraccion de venenos vipéridos. Este es un procedimiento simple, aunque
riesgoso. Para realizarlo se retiré a la serpiente de su terrario con la ayuda de un
gancho herpetoldgico, evitando estresar al animal en el mayor grado posible. Se
oprimié la cabeza de la serpiente hacia abajo, justo detras de la mandibula,
mientras un ayudante controlé el cuerpo. Al abrir la boca, se aplicaron los colmillos
de la serpiente en un vaso de precipitados cubierto con latex previniendo la
contaminacion del veneno por otras secreciones de la boca, simulando las
condiciones de una mordida natural (Minton y Minton, 1980; Figura 5). Las

muestras individuales del veneno de las serpientes se colocaron en viales de
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plastico graduados y estériles rotulandose con el nombre de la especie y el numero
de extraccion. Después de la extraccion, las muestras se congelaron lo mas rapido
posible en un recipiente con hielo seco. El proceso de extraccién de veneno
generalmente fue rapido variando de 3 a 5 minutos. El veneno del ejemplar S.
ravus 2 se contaminé con sangre durante las extracciones 2 y 3. Para C. triseriatus
no se obtuvo un volumen suficiente debido a que la serpiente se encontraba
mudando los dos colmillos. Esta ultima especie fue excluida del experimento.

Se recolectd el veneno de todas las especies vipéridas en estudio. El
manejo de los organismos, asi como el transporte, liofilizaciéon y almacenamiento
de los venenos, fueron los mismos que para las secreciones orales collbridas.
Para obtener condiciones homogéneas, se planed la extraccion de veneno

semanalmente, al igual que las secreciones orales (Rosenberg, 1985).

Figura 5. Extraccion de veneno para las serpientes vipéridas. En la figura se observa la
extraccion de veneno de Crotalus basiliscus mordiendo una cubierta de latex sujeta a una
copa de vidrio, donde se recolecta el veneno.

Liofilizacion. La liofilizacion se realizé en el Instituto de Investigaciones
Biomédicas, UNAM en una liofilizadora marca Labconco modelo 77500,
(Labconco, 1997). La deshidratacion es un proceso importante en la preservacion
de compuestos bioldgicos y el método de liofilizacion es usado principalmente para
sustancias sensibles al calor. La naturaleza no destructiva de este proceso se ha

demostrado por la retencion de la viabilidad en algunos compuestos biolégicos. En
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el proceso de liofilizacion el agua es removida de los materiales congelados,
convirtiendo el agua congelada directamente en vapor sin la formacion intermedia
de agua liquida. La base de este proceso es la sublimacion que involucra la
absorcion de calor de la muestra congelada para vaporizar el agua, el uso de una
bomba de vacio para remover el vapor de agua de la superficie de la muestra, la
transferencia y deposito del vapor de agua dentro de un condensador y la

remocion de calor del condensador por medio de un sistema de refrigeracion.

Determinacion del efecto téxico de las secreciones orales y venenos. Para
estudiar el efecto téxico de las secreciones orales y los venenos se estudio la
asociacion entre las variables de respuesta cuantitativa a) tiempo de
envenenamiento del primer raton; b) tiempo de muerte para el primer raton, y; c)
proporciéon de ratones muertos; y variables explicativas cualitativas Familias y
especies. Se realizé la determinacion del efecto téxico con las secreciones
resuspendidas de todas las especies colubridas excepto las de las especies
Pseudoleptodeira sp., Coniophanes vittatus e Hypsiglena torquata, debido a los
bajos rendimientos obtenidos. De las especies vipéridas no se utilizo el veneno
liofilizado de Crotalus triseriatus a causa de su bajo rendimiento, ni el de Crotalus
atrox ya que en la literatura se reportan efectos primariamente neurotoxicos, a
diferencia de la tendencia de los efectos hemoliticos de las demas especies en el
estudio.

Para realizar las pruebas se resuspendieron las secreciones orales y
venenos (Rosenberg et al., 1985; Vest, 1981) y se mezclaron todas las muestras
liofilizadas obtenidas por organismo y se liofilizaron de nuevo para asegurar su
homogeneidad.

Para estimar el efecto téxico de las secreciones orales y los venenos se
inyectaron en 1280 ratones machos albinos de laboratorio cepa ICR, con peso
corporal de 18 a 20.5 gr comprados en Bioterio México, S.A. de C.V. Se formaron
128 grupos de diez individuos cada uno, probandose ocho dosis para cada especie

de serpiente en estudio. La primer dosis fue de 0.1 mg. Las siguientes dosis
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utilizadas aumentaron consecutivamente, siendo: 0.3, 1.5, 3, 4.5, 6, 7.5y 9 mqg,
con la finalidad de contar con un gradiente.

Para calcular la cantidad del reconstituido que se inyecté por raton, primero
se separo el total de la secrecion o veneno liofilizado obtenido por organismo en
ocho tubos con las dosis en mg antes mencionadas. El peso total del liofilizado se
dividié entre la suma del peso de los 10 ratones que constituyeron un grupo,
obteniéndose la proporcién en mg de la dosis que le corresponde a cada ratén de
acuerdo a su peso. Conociendo esta proporcion, se calculé el volumen del
reconstituido que se le inyecté a cada ratén manteniendo la cantidad de liofilizado
correspondiente después de reconstituirse cada dosis en 2 ml de solucion
fisiolégica salina que se inyecto inmediatamente en los ratones después de agitar
dicha dosis.

La cantidad liofilizada de secreciones orales y venenos utilizada por especie
fue de 31.9 mg por cada grupo de 80 ratones, que corresponde en promedio a un
rango de 0.9 a 0.001 mg de secrecién oral o veneno inyectados a cada raton
proporcional a la dosis. El protocolo de experimentacion se presenta en el
Cuadro 1.

Los ratones se pesaron individualmente en la balanza, se marcaron en la
cola con plumén permanente y fueron colocados en cajas de policarbonato con
tapaderas, las cuales fueron facilitadas por el Bioterio de la Facultad de Ciencias,
UNAM. El experimento se realizo en un cuarto con temperatura constante de 25° C
(Thomas y Pough, 1979). Las inyecciones se aplicaron en el cuadrante bajo
derecho del abdomen de los ratones (Minton y Minton 1980). Los animales
inyectados fueron observados de inmediato y se registré el tiempo de
envenenamiento del primer ratén, el tiempo de muerte para el primer ratén y el

numero de ratones muertos. El periodo de observacién duré 24 horas.
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Cuadro 1. Protocolo para la experimentacion con secreciones orales y venenos.
Obteniéndose las secreciones orales de cuatro especies coliibridas y los venenos de cuatro
especies vipéridas. Se utilizaron dos organismos de cada especie. Para cada organismo se
requirieron 31.9 mg de veneno para realizar las pruebas de toxicidad. La primer dosis
utilizada fue 9 mg, la dltima 0.1 mg. Cada una de las dosis se inyecté en un grupo de 10
ratones administrandose el veneno proporcional al peso corporal de los animales.

Especies/Dosis en mg 0.1 0.3 1.5 3.0 4.5 6.0 7.5 9.0
1. Trimorphodon tau * * * * 5 * * *
2. T. biscutatus * % * * * * * *
3. Salvadora bairdi * * * * * * * *
4. Oxybelis fulgidus * * * * * * * *
5. Agkistrodon bilineatus * * * * * * * *
6. Crotalus molossus ¥ » * * * * * *
7. Crotalus basiliscus * * * * * * * *
8. Sistrurus ravus * * * * * * * *

Cada asterisco (*) es un grupo de 10 ratones.

Para explicar la relacion entre dosis y efecto téxico se evalu6 el porcentaje
de ratones envenenados y muertos durante el tiempo de experimentacion,
considerando los sintomas de excitabilidad, convulsiones y espasmos
neuromusculares, hemorragia gastrointestinal, disnea, edema y fallas respiratorias
(Minton y Minton 1980; Hayes et al., 1995; Jansen, 1987; Rosenberg et al., 1992)
caracterizando las respuestas tiempo de envenenamiento y tiempo de muerte para

el primer raton.

Analisis de mortalidad. Se realizé un analisis de mortalidad que involucrara el
tiempo y la variable respuesta muerte del primer raton utilizando la comparacion de
dos curvas con la técnica de Kaplan-Meier. Esta técnica permite estudiar la
mortalidad de dos grupos de individuos (Dawson-Sanders y Trapp, 1994).
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La prueba para la hipétesis nula de que las funciones de mortalidad para
ratones inyectados con secreciones orales y venenos es la misma basada en
muestras aleatorias es la prueba de log-rank. Esta prueba esta ideada para
detectar una diferencia que se produce entre dos curvas de mortalidad cuando la
tasa de sobrevivencia en un grupo es mayor que la correspondiente tasa en un
segundo grupo y la observacion entre las dos tasas es constante a lo largo del
tiempo (Dawson-Sanders y Trapp, 1994).

Para la comparacion de mortalidad se suman el nimero de muertes
observadas y esperadas en ambos grupos por separado y en todos los tiempos, la

formula es la siguiente:

_(O1-E12 (02-E2)2
El E2

Donde:
T= Tiempo.
O1 y O2= El nimero de muertes observadas en ambos grupos.

E1 y E2= La cifra de muertes esperadas.

Examen de patologia

A los animales que sucumbieron a las inyecciones de secreciones orales o
de venenos se les realizé necropsia y se anoto cualquier cambio macroscopico
presente en el tejido (Weinstein y Smith, 1993). Se realizaron examenes anatomo-
patolégico y de los dafios mas representativos en los ratones y se prepararon
cortes histologicos y laminillas de los tejidos indicando el dafio observado con el
microscopio.

Los cortes histologicos y las laminillas fueron realizados con el método de
inclusion en parafina, en el cual un procesador automatico de tejidos deshidrata los
tejidos con alcohol a diferentes concentraciones. Los cortes histolégicos se tineron
con hematoxilina-eosina conservandose las laminillas y bloques de parafina para

futuras observaciones.
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Determinacion de rendimiento liquido, peso seco liofilizado y concentracion
de proteina de las secreciones orales y venenos

Se determino el rendimiento liquido de las secreciones orales y venenos
cuantificando el volumen total al momento de la extraccion registrandose cada
extraccion y en cada organismo. El peso seco liofilizado se cuantificé en una
balanza analitica por extraccion y por organismo, estudiandose el efecto que tiene
el peso corporal de las serpientes sobre los rendimientos liofilizados.

La determinacion de proteina se llevé a cabo con el método de Lowry (Lowry
et al., 1951), el cual se basa en la amplificacion de la reaccion de biuret por la
reaccion subsiguiente del reactivo Folin fenol (Folin y Ciocalteu, 1972). La reacciéon
de Biuret se establece por la formacion de complejos de iones cupricos con los
enlaces peptidicos de las proteinas. En esta reaccion se adiciona sulfato de cobre
a una solucion alcalina de proteinas y como resultado de la formacion del complejo
entre los iones cupricos y los enlaces peptidicos se produce un color violeta
purpura (Scopes, 1987). Posteriormente, el reactivo de Folin fenol
(heteropolifésforo acido de molibdeno y tungsteno) puede ser reducido para dar
hidroxido de molibdeno y tungsteno de color azul. Estos productos se deben a la
presencia de aminoacidos reductores como la tirosina, triptofano y cisteina, asi
como la formacion del complejo de Biuret ocurriendo la reduccion del reactivo
Folin-fenol (Wu et al., 1978). La reaccién de Biuret con proteinas es independiente
de la composicion de la proteina; sin embargo, la pureza de la proteina y el estado
de asociacion pueden influenciar los resultados obtenidos con el reactivo de Biuret
(Goren y Li, 1986). Algunos constituyentes de la solucion como son buffer Tris,
iones amonio, sacarosa, aminas primarias y glicerol pueden interferir con la
reaccion (Gomall et al., 1949).

Se estim6 la concentracion de las muestras de secreciones orales y
venenos con base en una curva estandar de albimina mediante el uso de la
ecuacion de la recta calculando la concentracion real.

La concentracion de proteina se determiné en el extracto original de las

secreciones orales y de los venenos usando la siguiente formula:
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C = Fraccion de peso seco [peso seco (mg)/ volumen recolectado (ml)]

Donde:

Fraccion de peso seco = Concentracion determinada/ concentracion original.

Concentracion determinada = Concentracion estimada por la absorbancia (D.O.)
usando la curva estandar de albamina.

Concentracion original = La preparada para el ensayo (2 mg/ml).

Peso seco en mg = Cantidad total de secrecion oral o veneno liofilizada.

Volumen total = Volumen total (ml) recolectado por especie.

Analisis estadisticos

Se llevo a cabo un analisis exploratorio de datos con la finalidad de verificar
que los datos cumplieran con los supuestos de los analisis paramétricos. Los datos
que no lo hicieron, se transformaron las variables en estudio como lo sugiere
Montgomery (2003). Los supuestos utilizados en todos los analisis paramétricos
son:

1. La varianza de las poblaciones debe ser homogénea.

2. La distribucion de las poblaciones debe ser normal.

3. Los valores observados en la muestra deben ser independientes.

Se decidié estudiar los resultados obtenidos de tiempo de envenenamiento
para el primer raton, tiempo de muerte para el primer ratén y la proporcion de
ratones muertos separados para cada Familia de serpientes y estudiar la influencia
de las dosis en estas respuestas. Este procedimiento fue motivado porque se
observé que las respuestas entre Familias eran distintas al ser la varianza de la
Familia Viperidae homogénea pero en la Familia Colubridae heterogénea. Asi se
evitaron enmascaramientos por informacion encubierta o distorsionada en las
comparaciones.

Utilizando el programa SPSS versién 10.0, se obtuvieron los promedios + 1
desviacion estandar de todas las variables respuesta estudiadas, y para evaluar las

diferencias entre familias, especies y dosis, se realizaron los procedimientos
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estadisticos mencionados a continuacion considerando un a=0.05 como

significativo.

Analisis de varianza de una via (ANDEVA). Para contrastar las diferencias entre
las medias de la respuesta bajo estudio, en las dos familias de serpientes, se
utilizé el analisis de varianza de una via, considerando el tiempo de
envenenamiento del primer raton (Y1), el tiempo de muerte para el primer ratén
(Y2) y la proporcion de ratones muertos (Y3). El analisis de varianza se define
como la técnica mediante la cual la variacion total presente en un conjunto de
datos se divide en varios componentes (en el estudio: familia, especies y dosis).

El analisis de varianza se usa para contrastar hipétesis acerca de las medias
de diversos factores. Se aplica ampliamente en investigacion pues explicita las
fuentes de variacion importantes para explicar la variabilidad de la respuesta
(Marques de Cantu, 1991).

Si después de efectuar el ANDEVA se rechaza la hipétesis de nulidad, se
considera que hay evidencias suficientes para concluir que las variantes
estudiadas de los factores en estudio modifican la respuesta en consideracion

(Kuehl, 2001).

Prueba de Tukey. Una vez probadas diferencias significativas entre los niveles de
cada una de las respuestas con el analisis de varianza (ANDEVA), se utilizo la
prueba de Tukey (diferencia honestamente significativa), para probar entre que
pares estan las diferencias considerando todas comparaciones posibles (Lindman,
1992; Box et al.,1989).

Polinomios ortogonales. Se estudio la tendencia de la respuesta al cambiar los
valores de la variable explicativa con el método de polinomios ortogonales o de
comparaciones de tendencia. Este es uno de los procedimientos que se siguen de
manera natural cuando hay diferencia entre dos promedios y la variable explicativa
es cuantitativa y equiespaciada. El método de polinomios ortogonales es el que

ofrece una mayor cantidad de informacion para explotar ya que indican un cambio
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numérico en la respuesta al cambiar también los valores numéricos de las dosis
utilizadas o variable explicativa (Kuehl, 2001). Este modelo se puede ajustar a los
datos observados con muchos de los programas de regresion disponibles para
computadora (Kuehl, 2001).

Regresion lineal simple. Para estudiar la asociacién entre variables cuantitativas
se realizaron analisis de regresion lineal simple considerando el rendimiento de las
secreciones orales y venenos contra el peso corporal de las serpientes. Por otro
lado, la concentracion de proteina de las muestras totales recolectadas se estimo
mediante una curva estandar de albimina, con base en la cual se calculo la
concentracion en las muestras recolectadas.

La regresion lineal simple permite estudiar la asociacion y probable relacion
entre dos variables cuantitativas continuas, Xy Y. Uno de sus objetivos principales
es predecir o estimar el valor de la variable dependiente-respuesta (Y) a partir de la
variable explicativa (X) (Mendoza y Sanchez, 2001). El modelo mas sencillo es
cuando se considera una asociacion de tipo lineal entre la respuesta y la variable
explicativa (Mendoza y Sanchez, 2001). El modelo se llama lineal simple porque
los parametros son lineales y porque solo usa una variable explicativa

(independiente) para predecir la respuesta.

Regresion lineal multiple. Para estudiar si el rendimiento es dependiente del peso
corporal o si existen otros factores asociados, se realizé una regresion lineal
multiple entre el rendimiento de secreciones orales y rendimiento de venenos con
el peso corporal.

La regresion lineal multiple es una extension de la regresion lineal simple
con dos o mas variables independientes cuantitativas. Mientras mas variables se
incluyan en el modelo, mas variacion habra, incrementandose la varianza, por lo
que es necesario hacer ajustes en el modelo de acuerdo a los grados de libertad.
De esta manera, el calculo de los coeficientes de regresion es mas complejo. En la
regresion multiple, un coeficiente de regresion obtenido indica cuanto cambia el

valor probable de Y cada vez que X aumenta una unidad, mientras que se

33



conservan los valores de todas las demas variables constantes en la ecuacion de
regresion.

El coeficiente de correlacion se representa como Ren vezdery el
coeficiente de determinacion como R® pero su interpretacion es igual que en la
regresion lineal simple (Mendoza y Sanchez, 2001).

Al existir un comportamiento lineal entre el rendimiento de secreciones
orales y de venenos con respecto al peso de los organismos para colubridos y
vipéridos, resulta importante estudiar el comportamiento en cada una de las
Familias investigando si existe diferencia en la ordenada y diferencia en la

pendiente (Varela, 1997).
El analisis de regresion lineal multiple se realizé con el modelo:
Y= B0 +B1X B2Z+ B1,2XZ
Donde :
Y= Rendimiento de secreciones orales y venenos en mg
X1= Peso de la serpiente en gr.
Z= Familias
Z=0, Familia Colubridae; Z=1, Vipéridos
B1, B2 y B1,2= Parametros de la regresion
B0= Parametro constante
Si se supone Z=0, el modelo sera:
Y= B0+ B1X (modelo A)

Si Z=1 sera:

Y= B0 +B1X+B2+B1,2X , al agrupar términos el modelo se puede escribir como
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Y= (B0 + B2) + (B1+ B1,2) X (modelo B)

Al comparar los modelos A y B se tienen las siguientes consideraciones:

1. Elmodelo A y el modelo B son iguales cuando B2 y B1, 2 sean cero, en este
caso la relacion entre el rendimiento de secreciones orales y veneno y el peso
de las serpientes es lineal y es la misma para las dos Familias, teniendo la
misma ordenada (0) y la misma pendiente ($1).

2. En caso de que sélo 2 sea cero entonces las pendientes son diferentes de las
rectas y las ordenadas son las mismas.

3. En caso de que B1, 2 sea igual con cero las ordenadas de las rectas son
diferentes y las pendientes son iguales.

4. En el caso de que tanto B2 como (31, 2 sean diferentes de cero, entonces, los
comportamiento lineales entre el rendimiento de secreciones orales y de
venenos y el tamano de la serpiente son distintos, pues las ordenadas y las
pendientes son distintas.

5. Finalmente, si 1=0, B2=0y B 1,2=0, entonces, no hay asociacion lineal entre
el rendimiento de las secreciones orales y de veneno y el tamano de la

serpiente.

Al ser el rendimiento dependiente del peso de los organismos siendo este
explicado por el peso (gr) solamente e igual en las dos Familias, el modelo por
estimar seria:

Y=Bo + B1 X + B2Z+ 31,2 XZ
Y= B0 + B 1 (peso en gramos) + B 2 (Familia) + B 1,2 (peso en gr) Familia.

Donde:
BO;B2yp1, 2=0
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Prueba t de Student. Para comparar la concentracion de proteina de las muestras
de secreciones orales y de venenos, se utilizé la prueba de t de Student. Esta
prueba es la indicada cuando se desea comparar dos grupos independientes
(Mendoza y Sanchez, 2001).

La formula para hacer el calculo es:

Donde;

e \/[(”1 ~1)s? +(n, —1)s2]

(nl +N, _2)
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RESULTADOS

Tiempo de envenenamiento para el primer raton: Comparacion entre las dosis

de secrecion oral y de veneno inyectadas

La trasformacion raiz cuadrada Yij = -\/}’Tj (Montgomery, 2003), ofrecio la mejor

aproximacion para que los datos de la respuesta tiempo de envenenamiento del
primer ratéon cumplieran con las suposiciones de normalidad y homogeneidad de

varianzas que exigen los tratamientos estadisticos.

Familia Colubridae. El analisis de varianza (ANDEVA) con la respuesta tiempo de

envenenamiento para el primer raton indica que las dosis presentan diferencias
altamente significativas (F;,=2.44; p<.0001) siendo altamente significativo. Esto

indica que hay diferencias significativas entre al menos dos de las dosis. La prueba
de Tukey mostré diferencia (p< 0.0001) entre las dosis 0.1, 0.3y 1.5 mg.

Por otro lado, en la Figura 6 se observa que conforme aumenta la dosis, el
tiempo de envenenamiento para'el primer ratén disminuye siguiendo una
correlacién multiple con tendencia negativa. Al observar dicha figura notamos que
las dosis que causaron sintomas de envenenamiento son a partir de 1.5 mg y no

apareci6 sintoma alguno en las dosis 0.1 y 0.3 mg revisadas hasta 1440 minutos.
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T. de envenenamiento del primer raton (min)

5 —— P -

1.50 3.00 4.50 6.00 7.50 9.00

Dosis de secrecién oral (mg)

Figura 6. Promedios + 1 DE del tiempo de envenenamiento para el primer raton y la dosis de
secrecion oral inyectada.

Para la Figura 6 es de interés ajustar un modelo que indique la magnitud de
cambio del tiempo de envenenamiento para el primer raton de acuerdo a la dosis
aplicada. Esto se realizé con el uso de los polinomios ortogonales dado que las
dosis son igualmente espaciadas. Hay una correlacion negativa R= - 0.697 mg/min,
entre la dosis y el tiempo de envenenamiento para el primer raton. Es decir,
cuando aumenta la dosis, el tiempo de envenenamiento para el primer ratéon
disminuye.

En la Figura 7, se puede ver que el modelo cuadratico ajusta los valores
- observados. El cambio en la respuesta es mayor en dosis bajas. Donde las dosis
1.5 a 4.5 mg muestran a una diferencia de 6.18 minutos, y conforme aumenta la
dosis se tiende a una estabilidad de la respuesta. El cambio de la dosis 6 a la 9 mg
corresponde a 1.25 minutos.
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Tiempo de envenenamiento del primer ratén (min).

Dosis de secrecién oral (mg).

Figura 7. Ajuste de datos por el método de polinomios ortogonales del tiempo de
envenenamiento del primer raton y la dosis de secrecion oral inyectada comparando los
valores observados con los predichos por el modelo.

Familia Viperidae. El anélisis de varianza (ANDEVA) para la respuesta tiempo de

envenenamiento para el primer raton indica que presentan diferencias altamente
significativas (F, = 2.18, p=0.008). Con el procedimiento de Tukey se observaron

diferencias tnicamente entre las dosis 0.1 y 0.3 con 9.0 mg (p=0.014 y p=0.048
respectivamente).

En la Figura 8 se puede observar que en todas las dosis existe efecto de
envenenamiento, conforme aumentan dichas dosis disminuyendo nuevamente el
tiempo de envenenamiento en correlacion negativa.

El modelo matematico que indicé la fuerza de cambio del tiempo de
envenenamiento para el primer ratén de acuerdo a la dosis de veneno aplicada,
resulté ser un polinomio de grado uno. La correlacion es de R= - 0.731 mg/min,
entre la dosis y el tiempo de envenenamiento del primer ratén, siendo el modelo
lineal al que se ajustan los valores observados.

En la Figura 9 se observa el ajuste del modelo lineal para los valores
observados, en donde se aprecia que conforme aumenta la dosis, el tiempo de

envenenamiento para el primer raton disminuye. El cambio en las seis dosis
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corresponde a un cambio de poco mas de un minuto y es relativamente constante

para todas las dosis.

T. de envenenamiento del primer ratén (min)

T T

10 30 150 300 450 600 750  9.00

Dosis de veneno (mg)

Figura 8. Promedios = 1 DE del tiempo de envenenamiento para el primer raton y la dosis de
veneno inyectada.

4.0

Valores predichos.

2.0 Valores cbservados.

1.50 3.00 4.50 6.00 7.50 9.00

Tiempo de envenenamiento del primer ratén (min).

Dosis de veneno (mg).

Figura 9. Ajuste de datos por el método de polinomios ortogonales para el tiempo de
envenenamiento del primer ratén y la dosis de veneno inyectada comparando los valores
observados con los predichos por el modelo.
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En la figura 10 se observa la diferencia entre las lineas de tendencia del
tiempo de envenenamiento del primer raton causados por la inyeccion de

secreciones orales y venenos a diferentes dosis.

27
24
214
18

154

124

2Y e e i Colubridos

0 Vipéridos

1.50 3.00 4.50 6.00 7.50 9.00

T de envenenamiento del primer ratén (min).

Dosis de secrecién oral y veneno (mg)

Figura 10. Comparacion de las tendencias del tiempo de envenenamiento del primer ratén
entre collbridos y vipéridos.

Tiempo de muerte del primer ratén: Comparacion entre las dosis de

secrecion oral y de veneno inyectadas

Al igual que el caso anterior la trasformacion raiz cuadrada Yjj = \/ﬁf (Montgomery,

2003), ofrecié la mejor aproximacion para que los datos de la respuesta tiempo de
muerte del primer ratén cumplieran con las suposiciones de normalidad y

homogeneidad de varianzas que exigen los tratamientos estadisticos.

Familia Colubridae. El andlisis de varianza (ANDEVA) con la respuesta tiempo de

muerte para el primer ratén indica que el efecto de dosis es diferente
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(F;,=2.81; p= 0.033), esto quiere decir que el tiempo de muerte para el primer

ratén es significativo con respecto a la dosis, existiendo diferencia en por lo menos
dos de las dosis. La prueba de Tukey mostré que existen diferencias entre todos
los pares de dosis (p= 0.001) excepto entre 0.1y 0.3 (p=1), 6.0 y 4.5 (p=.592) y 6.0
con 7.5y 9.0 mg (p=392 y p=.114 respectivamente).

El tiempo de muerte para el primer ratén se registro a partir de la dosis 1.5
mg. Los resultados indican que conforme se aumenta la dosis el tiempo de muerte
disminuye, tal y como se puede apreciar en la Figura 11.

El modelo de polinomios ortogonales de grado dos se ajusté con los valores
observados. Con este modelo se concluyé que existe correlacion R=-0.978 mg/min
entre la dosis y el tiempo de muerte para el primer raton, indicando una alta
correlacion entre las variables.

El modelo cuadratico se representa graficamente en la Figura 12, el cual
ajusta con los datos observados. El cambio en el tiempo de muerte para el primer
ratén es mayor en dosis bajas (1.5 a 4.5 mg) que corresponde a un cambio de
297.25 minutos y en las dosis altas (6 a 9 mg) el cambio es menor con 52.25
minutos.

550

500 1

450

400 1

200
150 4

100 A

T de muerte del primer ratén (min)

50 4

1.50 3.00 4.50 6.00 7.50 9.00

Dosis de secrecion oral (mg)

Figura 11. Promedios = 1 DE del tiempo de muerte para el primer ratén y la dosis de secrecion
oral inyectada.
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Tiempo de muerte para el primer ratén (min).
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Valores observados.

1.50 3.00 4.50 6.00 7.50 9.00

Dosis de secrecién oral (mg).

Figura 12. Ajuste de datos por el método de polinomios ortogonales para el tiempo de muerte
del primer ratén y la dosis de secrecion oral inyectada comparando los valores observados
con los predichos por el modelo.

Familia Viperidae. En este caso el ANDEVA muestra que existe una diferencia

altamente significativa (F 1, =2.20); p< 0.0001) indicando que el tiempo de muerte

para el primer ratén es diferente con respecto a la dosis, en al menos dos de las
dosis. Con la prueba de Tukey se observaron diferencias entre las dosis 0.1 y 0.3
mg con la dosis 9.0 mg (p=0.014 y p=0.048 respectivamente).

En la Figura 13 se observa que al aumentar las dosis, el tiempo de muerte
para el primer raton disminuye y el cambio es mayor de la dosis 0.1 a 3 mg. Este
cambio corresponde a 120.3 minutos, pero de la dosis 4.5 a 9 mg, el cambio
parece ser constante y corresponde a 14.81 minutos.

Los datos observados se ajustaron con un modelo cuadratico mostrando
una correlacion de R=-0.783 mg/min entre la dosis y el tiempo de muerte para el
primer ratén. En la Figura 14 se pueden ver estos datos graficados, donde el
modelo se ajusta a los datos observados. El cambio es mayor en las dosis 1.5 a
4.5 mg con 33.75 minutos, y en las dosis altas 6 a 9 mg el cambio corresponde a

7.06 minutos.
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Figura 13. Promedios * 1 DE del tiempo de muerte para el primer ratéon de acuerdo a la dosis
de veneno inyectada.
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Valores predichos

Tiempo de muerte del primer ratén (min)

Dosis de veneno (mg).

Figura 14. Ajuste de datos por el método de polinomios ortogonales para el tiempo de muerte
del primer raton y la dosis de veneno inyectada comparando los valores observados con los -
predichos por el modelo.
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En la figura 15 se observa la diferencia entre las lineas de tendencia del
tiempo de muerte del primer ratén causados por la inyeccion de secreciones orales

y venenos a diferentes dosis.

410

3694

328

2874

246

205

164

123

B24

Colibridos

414

0 i | Vipéridos
150 3.00 4.50 6.00 7.50 9.00

Tiempo de muerte del primer ratén (min)

Dosis de secrecion oral y veneno (mg).

Figura 15. Comparacion de las tendencias del tiempo de muerte del primer ratén entre
coldbridos y vipéridos.

Proporcion de ratones muertos: Comparacion entre las dosis de secrecion

oral y de veneno inyectadas

La trasformacion del arcoseno w = arco-seno(x1/2) donde x= (y+3/8)/(n+3/4) y w es
la variable transformada (Montgomery, 2003), ofreci6 la mejor aproximacion para
que los datos de la respuesta proporcion de ratones muertos cumplieran con las
suposiciones de normalidad y homogeneidad de varianzas que exigen los
tratamientos estadisticos.

Familia Colubridae. El efecto de dosis fue altamente significativo en la relacién de

ratones muertos con respecto a la dosis (F},= 2.77; p=0.009), existiendo al menos

una diferencia significativa entre dos de las dosis, La prueba de Tukey todos los
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pares de dosis mostraron diferencias entre si (de p=0.014 a p= 0.0001) excepto en
las dosis 0.3 con 0.1 (p=1) y 4.5 (p=.244), 6 con 4.5 (p=.220), 7.5 (p=.316) y 9
(p=214).

En la Figura 16 se observa que en las dos primeras dosis no hay ratones
muertos; sin embargo, los ratones pudieran estar envenenados, lo que es
comprobable si se hiciera un estudio anatomopatolégico. También se observa que
a partir de la dosis 1.5 mg, la proporcion de ratones muertos aumenta conforme

aumenta la dosis.

1.50 3.00 4.50 6.00 7.50 9.00

Proporcién de ratones muertos (% normalizado)

Dosis de secrecién oral (mg)

Figura 16. Promedios + 1 DE de la proporcién de ratones muertos y la dosis de secrecién oral
inyectada.

El modelo de polinomios ortogonales de grado uno es el que mejor describe
el cambio en la respuesta mostrando una correlacion de R= 0.852 entre la dosis y
la proporcién de ratones muertos. La Figura 17 muestra el ajuste de los datos
observados con el modelo lineal existiendo una correlacion positiva. Es decir, al
aumentar la dosis la proporcion de ratones muertos se incrementa, siendo el

cambio parecido y constante en todas las dosis.
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Valores predichos.

i Valores observados.
1.5 3.0 45 6.0 7.5 9.0

Proporcién. de ratones muertos (% normalizado).

Dosis de secrecion oral (mg).

Figura 17. Ajuste de datos por el método de polinomios ortogonales para la proporcion de
ratones muertos y la dosis de secrecién oral inyectada comparando los valores observados
con los predichos por el modelo.

Familia Viperidae. E| ANDEVA mostré que el efecto de dosis de veneno en la

proporcién de ratones muertos mostré diferencia significativa (F., =2.18, p<0.0001),

indicando que existe al menos una diferencia entre dos de las dosis. La prueba de
Tukey indico que todos los pares son diferentes (p=0.0001) excepto 0.3 y 0.1 mg
(p=.825) y ambas son diferentes de 1.5, 3.0, 4.5, 6.0, 7.5y 9.0 mg (de p=1 a
p=.825).

En la Figura 18 se observa que hay una correlacion positiva entre la
proporcion de ratones muertos y la dosis de veneno inyectado, situacion que se
observa desde la primera dosis de veneno. Dicha proporcion se incrementa
notablemente a partir de la dosis 1.5 mg y se mantiene aproximadamente
constante hasta la dosis 9.0 mg.

El analisis con el método de polinomios ortogonales mostré un ajuste con el
modelo lineal. La correlacién entre la dosis y la proporcion de ratones muertos es
de R= 0.717 mg/ proporcién de ratones muertos (normaliiados). En la Figura 19 se
observa como se ajusta el modelo lineal a los valores observados, donde existe

una correlacion positiva, siendo el cambio parecido y constante en todas las dosis.
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Nétese que la grafica muestra a que el cambio de la proporcion de ratones muertos

(normalizados) ocurre de 0.8 a 1.
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Figura 18. Promedios + 1 DE de la proporcion de ratones muertos y la dosis de veneno
inyectada. :

1.1

Valores predichos.

Valores observados.

Proporcién de ratones muertos (% normalizado).

1.5 3.0 4.5 6.0 75 9.0

Veneno (mg).

Figura 19. Ajuste de datos por el método de polinomios ortogonales para la proporcion de
ratones muertos y la dosis de veneno inyectada comparando los valores observados con los
predichos por el modelo.
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En la figura 20 se observa la diferencia entre las lineas de tendencia en la
proporcion de ratones muertos causados por la inyeccion de secreciones orales y

venenos a diferentes dosis.

Prop rat muertos (%normalizado)

P Colubridos
1 Vipéridos
15 30 45 60 75 9.0

Dosis de secrecion oral y veneno (mg).

Figura 20. Comparacion de las tendencias de la proporcion de ratones muertos entre
colibridos y vipéridos.

Estudio del efecto de las dosis y de las especies en el tiempo de

envenenamiento para el primer raton

Colubridos. Con el ANDEVA, se destaca que la interacciéon dosis-especie tiene un
efecto dependiente de la especie (F!,=2.18, p< 0.0001), que quiere decir que el

efecto no es el mismo entre las especies.

En la Figura 21 se observa que existe una interaccion sinérgica entre
especies y dosis, graficamente se pueden comparar las tendencias; por ejemplo,
Oxybelis fulgidus se ajusta a un modelo cuadratico donde el cambio es mayor en
dosis bajas (1.5 a 3 mg) correspondiendo a 4.5 minutos y en las dosis mas altas
(4.5 a 9 mq) el cambio es de 2.5 minutos. Otro caso es la interaccion de Salvadora

bairdi que se ajusta a un modelo lineal donde el cambio se mantiene constante.

49



40

304

f a Trimorphodon lau

T - ‘ o Trimorphodon bisc.

10 4

? Salvadora bairdi

0 = Oxybelis fulgidus
1.50 3.00 4.50 6.00 7.50 9.00

Tiempo de envenenamiento para el primer ratén (min).

Dosis de secrecion oral (mg).

Figura 21. Interaccion dosis-especies del tiempo de envenenamiento para el primer ratoén.

1 —_—

Tiempo de envenenamiento del primer ratén (min)

S. r:a-vus C. baélisc:us A. biir-meatus C. mo-b.-saus

Especies vipéridas

Figura 22. Efecto de especie en el tiempo de envenenamiento del primer raton, representada
por el promedio + 1 DE. La especie con mayor efecto téxico es Sistrurus ravus con un tiempo
promedio de envenenamiento del primer raton de 2.28 minutos. Se consideraron las dosis 0.1
a 9 mg.

Vipéridos. El ANDEVA con la respuesta tiempo de envenenamiento para el primer

ratén muestra que no hubo interaccién dosis-especies (F ;,=2.76, p= 0.187),

indicando que el efecto de cada dosis es el mismo en todas las especies (Figura
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8). Sin embargo, el factor especie fue altamente significativo (F;, =2.76, p< 0.0001),

siendo Sistrurus ravus la especie con mayor impacto en el envenenamiento del
primer raton con un valor promedio de tiempo de envenenamiento de 2.28 minutos
(Figura 22).

Estudio del efecto de las dosis y de las especies en el tiempo de muerte para

el primer raton

Colubridos. EI ANDEVA con la respuesta tiempo de muerte para el primer raton
no mostré diferencia con la interaccién dosis-especies (F 1, = 3.42, p= 0.553). El
efecto de dosis es el mismo en las especies colubridas y la dosis 9 mg la de mayor

impacto, ya que en esta dosis, el tiempo de muerte del primer ratén es menor,

como se puede observar en la Figura 11.

Vipéridos. El analisis de varianza (ANDEVA) con la respuesta tiempo de muerte
para el primer ratén no mostré diferencia en la interaccion dosis especies (F}, =
2.76, p= 0.096). Igual al caso anterior, el efecto de dosis es el mismo en las

especies y la dosis 9 mg la de mayor impacto, ya que en esta dosis el tiempo de

muerte del primer raton es menor, como se puede observar en la Figura 13.

El factor especie fue altamente significativo (F;, = 2.76, p< 0.0001). En la

Figura 23 se observan las especies con mayor impacto en el tiempo de muerte

siendo Crotalus molossus a los 22.25 minutos y Sistrurus ravus los 31.22 minutos.
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Figura 23. Promedio + 1 DE del tiempo de muerte para el primer ratén por especie
considerando las dosis 0.1 a 9 mg.

Estudio del efecto de las especies y de las dosis en la proporcion de ratones

muertos

Colubridos. El ANDEVA con la respuesta proporcion de ratones muertos no

mostré diferencia significativa en la interaccién dosis-especies (F;, = p=0.698),

entonces el efecto de dosis es el mismo entre las especies. El factor dosis fue

altamente significativo (F},=2.76, p<0.0001), como se muestra en la Figura 16 la

dosis con mayor impacto corresponde a la de 9 mg.

Vipéridos. EIl ANDEVA con la respuesta proporcién de ratones muertos para

especies y dosis mostro que la interaccion dosis-especies fue significativa

estadisticamente (F;, = 2.76, p<0.0001). En la Figura 24 se observa que existe una

interaccion sinérgica entre las especies y dosis, indicando que el efecto de la dosis
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en la proporcion de ratones muertos depende de la especie, siendo el efecto de la

dosis diferente en cada especie.

O agkistodon bil.

©
~ Crotalus molossus

2 Crotalus basiliscus

0.0 Sistrurus ravus
A0 .30 1.50 300 450 600 750 900

Prop. de ratones muertos (% normalizado).

Dosis de veneno (mg).

Figura 24. Interaccion dosis-especies con respecto a la proporcion de ratones muertos; el
efecto de las dosis en las especies es diferente. Por ejemplo la tendencia de Sistrurus ravus
parece ser lineal, en comparacion con la forma cuadratica de Crotalus basiliscus, en donde
los mayores cambios ocurren en las primeras dosis (0.1 a 1.5 mg).

Analisis de mortalidad

El analisis de mortalidad considerando el tiempo de muerte para el primer
raton para las dos Familias, comparando dos curvas con la técnica de Kaplan-
Meier, mostré hay diferencia significativa en la mortalidad causada por las
secreciones orales y venenos (p<0.0001), siendo mayor para los venenos
vipéridos. En el Cuadro 2 se muestran los grupos de ratones del experimento, el
nimero de eventos que corresponde a la mortalidad acumulada, y los casos
censurados que son los ratones que no mueren durante el experimento. En la

Figura 25 se observan las curvas de mortalidad de las dos Familias.
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Cuadro 2. Analisis de mortalidad en

Familia (0.1 a 9 mg).

ratones causada por secreciones orales y venenos por

; Casos
Numero de
Grupos de 10 censurados =
eventos % censurado
ratones z (ratones que no
(mortalidad)
mueren)
secreciones
64 26 38 59.38
orales
venenos 64 58 6 9.38
Total 128 84 44 34.38
= 10
o
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Figura 25. Curvas de mortalidad de ratones causadas por la inyeccion de secreciones orales y

Tiempo de muerte para el primer ratén (min).

venenos. Los casos censurados corresponden a los ratones que no murieron durante el
experimento. Los valores de mortalidad y casos censurados se encuentran en el Cuadro 2.

Comparacion de la mortalidad causada por secreciones orales y venenos por

Familias y dosis. Considerando Familias y dosis, el analisis mostro tres

comportamientos de mortalidad de acuerdo a la dosis. En primer lugar, para las

dosis 0.1 y 0.3 (Cuadro 3) se observé que el numero de eventos de muerte fueron

cinco para los vipéridos y cero para los colubridos, siendo significativo (p=0.008)

para cada una de las dosis. Esto quiere decir que la mortalidad causada es

diferente entre las Familias.
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Cuadro 3. Analisis de mortalidad para ratones causada por secreciones orales y venenos por
Familia en dosis de 0.1 y 0.3 mg. Nétese que el comportamiento es el mismo para cada una de
las dosis.

Dosis Numero de Casos % censurado
eventos censurados
secreciones 0.1 0 8 100
orales
0.3 0 8 100
venenos 01 5 3 37.5
0.3 5 3 37.5

El analisis muestra que la mortalidad es diferente para las dosis 0.1y 0.3
mg. En la Figura 26 se muestran las curvas de mortalidad para dichas dosis donde
se observa que los colubridos no ocasionan muertes, mientras que los vipéridos

causan alrededor del 60%.

o Secrecion oral

1 -
[ + Datos censurados

7 Veneno

Curvas de mortalidad (mortalidad acumulada).
W

-1 + Datos censurados
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Tiempo de muerte para el primer ratén (min).

Figura 26. Curvas de mortalidad para las dosis 0.1 y 0.3 mg de secreciones orales y venenos.
Las curvas tienen el mismo comportamiento para ambas dosis, es decir, para colubridos en
las dosis 0.1 y 0.3 mg no hubo mortalidad y para los vipéridos en las dosis 0.1 y 0.3 mg se
presentaron 5 eventos en cada una.

El segundo comportamiento corresponde al observado en las dosis
intermedias (1.5 a 6 mg), donde hubo ocho eventos de muerte en vipéridos y

cuatro en colubridos para cada una de las dosis, existiendo diferencia significativa
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entre las dosis (p<0.0001). En el Cuadro 4 se pueden observar los eventos de
mortalidad acumulada y casos censurados, los valores corresponden a cada una

de las dosis.

Cuadro 4. Anilisis de mortalidad en ratones causada por secreciones orales y venenos por
Familia en dosis de 1.5, 3, 4.5 y 6 mg. Notese que el comportamiento es el mismo para cada
una de las dosis.

Dosis (mg) Numero de Casos % censurado
eventos censurados
secreciones 15 4 4 50
orales
3 4 4 50
4.5 4 4 50
6 4 4 50
venenos 15 8 0 0
3 8 0 0
45 8 0 0
6 8 0 0

La mortalidad nuevamente fue mayor con los venenos como se puede
observar en la Figura 27, donde los venenos producen una mortalidad cercana al

100% vy las secreciones orales alrededor del 50%.
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Figura 27. Curvas de mortalidad para ratones causadas por secreciones orales y venenos con

dosis de 1.5 a 6 mqg.

El tercer comportamiento se observé en las dosis 7.5 y 9 mg, existiendo

diferencia estadistica (p<0.0001). Como se aprecia en el Cuadro 5, hubo ocho

muertes para los vipéridos y cinco para los colubridos en cada una de las dosis.

Cuadro 5. Andlisis de mortalidad en ratones causada por secreciones orales y venenos por
Familia en dosis de 7.5 y 9 mg. Nétese que el comportamiento es el mismo para cada una de

las dosis.
Dosis Numero de Casos % censurado
eventos censurados
secreciones 75 5 3 37.5
orales

9.0 5 3 37.5

venenos 75 8 0 0

9.0 8 0 0

En la Figura 28 se muestran las curvas de mortalidad para las dosis 7.5y 9

mg. Los vipéridos producen una mortalidad del 100% y los colubridos del 62.5%.
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Figura 28. Curvas de mortalidad de ratones causada por secreciones orales y venenos en
dosis de 7.5 y 9 mg. El comportamiento es el mismo para cada una de estas dosis.

Cambios anatomo-patolégicos en ratones inyectados con secreciones orales

En los ratones inyectados con secreciones orales no se observaron cambios
macroscopicos en las dosis 0.1 y 0.3 mg. Sin embargo, para las dosis 1.5y 3 mg
se aprecio inflamacion y edema en el sitio de inyeccion, observandose
enrojecimiento de las areas inflamadas, aumento de volumen y liquido
serosanguineo.

Conforme aumentaron las dosis de 4.5 mg en adelante, la hemorragia,
inflamacion y edema eran mas notorios. A patrtir de la dosis 1.5 mg, los signos
antes mencionados se encontraron en diferentes 6rganos de la mayoria de los
ratones inyectados: corazon, pulmaén, rifdén, higado, bazo, tracto gastrointestinal y
piel. No se observaron ratones con hemorragia nasal inyectados con secreciones

orales.

Cambios anatomo patolégicos en ratones inyectados con venenos
Los cambios macroscopicos se observaron en todos los ratones inyectados

con venenos a partir de la dosis 0.1 mg. Los érganos afectados fueron los mismos
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que en el caso de los ratones inyectados con secreciones orales. En el sitio de
inyeccion se observo inflamacion, edema, hemorragia, ademas de alopecia, que no
presentaron los ratones inyectados con secreciones orales. Se observo que las
hemorragias y necrosis aumentaron gradualmente en 6érganos internos conforme
aumento la dosis. La mayoria de los ratones inyectados con venenos presentaron
sangrado nasal a partir de la dosis 1.5 mg.

En las Figuras 29 y 30 se muestran los danos macroscopicos en algunos
organos de los ratones inyectados con secreciones orales y venenos con la dosis 9
mg/10 ratones. En la figura 31 se pueden observar los 6rganos de un raton que no

fue inyectado ni con secrecién oral ni con veneno.

Examen microscopico
Se examinaron en el microscopio muestras de corazén, pulmon, rindn,
higado, bazo, tubo gastrointestinal y piel de 160 ratones inyectados en la dosis 9
mg con secreciones orales y venenos. Los resultados del dano microscépico se
presentan en el Cuadro 6.
Al realizar el analisis de los datos de dano microscépico para colibridos y
vipéridos se observo lo siguiente:
1. En corazoén, higado, bazo y tracto gastrointestinal todos los ratones
estuvieron danados.
2. En piel, rindn y pulmén, en 12 de los 80 ratones inyectados con secreciones

orales no tuvieron dano (Cuadro 7).

Cuadro 7. Numero de ratones que presentaron dano en piel, rinén y pulmén por efecto de las
secreciones orales y venenos.

Colubridos - Vipéridos
Ratones con dafio 68 80
Ratones sin dano 12 0
Total 80 80
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Figura 29. Se muestra el dafio macroscoépico causado por la secrecion oral de Trimorphodon
biscutatus. Se observan petequias en el corazén (1), hemorragias en pulmén (2), higado (3) y
pared abdominal (4).

Figura 30. Se muestra el dafio macroscopico causado por el veneno de Sistrurus ravus. Se
observa congestion pulmonar (1) e intestinal (2) y de los musculos toracicos y abdominales
(3) asi como en la periferia de los I6bulos hepaticos (4).
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Figura 31. Se muestran los érganos internos de un ratén que no fue inyectado con secrecion
oral ni con veneno. No se observan hemorragias ni edemas.
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Cuadro 6. Dano microscoépico en corazon, pulmén, higado, rinén, bazo, tubo gastrointestinal
y piel en ratones inyectados con secreciones orales y venenos en la dosis 9 mg.

. xiin . . - Tubo i
Especie Corazon Pulmén Higado Rifén Bazo gastrointestin. Piel
Trombos de
eritrocitos en
g Congestion y la vena g Hemorragia
Tdmog::odon d(éor:?:css?rz?o hemorragia porta, Congestién | Sin cambios alter:clr?on es | €N el sitio de
intraalveolar | hemorragia inyeccion
del tejido
adiposo
; Congestion | Congestion y Congestién de | Hemorragia
T’Lﬂg‘;ﬁzﬁn del hemorragias T;?i?:gcoifoge Te'?i';"r:;fuge Sin cambios | los vasos de la | en el sitio de
miocardio | intraalveolares pared inyeccion
Salvadora Congestion | Congestiony | Congestiony | Hemorragia Hemorragia
bairdi del hemorragia | trombosde | entibulos | Congestion | Sincambios | en el sitio de
. miocardio | intercelulares | la vena porta renales inyeccion
. Congestion s Congestion y Hemorragia
?mf del iﬂ::ﬁ,:zﬁ"?:s T;Tmoge hemorragia | Hemorragias | Sin cambios | en el sitio de
g miocardio intersticial inyeccion
Agkistrodon Congestion Congestion | Trombos de Congestion y . Hemor[agla Hemon_‘rggla
Bicatus del intraalveolar edirociice hemorragia | Congestion del tejido en el sitio de
miocardio focal adiposo inyeccion
Congestion y i ; ‘
: Congestion y ’ Hemorragia . Hemorragia
n?;?;g’:fs hem;;;rlagm hemorragia C\?;g:;g?" y congestién | Sin cambios ngﬁ]ebsgg: Y | en el sitio de
miccardio intersticial intersticial inyeccion
- Congestion y . 4
Crotalus Cong;shon Congestion hemorragia | Congestién y | Congestion y Hzgciggfs :?;‘2::;9:;
basiliscus rmiocardio intraalveolar de; r\;:na hemorragia | hemorragias adiposo inyeccion
. Congestion ” Congestion . Congestién de | Hemorragia
Sg%;”s del i?ﬁ;gﬁi%?:r de la vena m:s"??ay Hemorragias | los vasos de la | en el sitio de
miocardio porta g pared inyeccion

En los cortes histolégicos de higado congestionado se observé que las

venas centrolobulillares y los sinusoides se encontraban distendidos y con gran

cantidad de sangre. En el bazo se observaron los sinusoides repletos de sangre y

pigmento hematico en los macréfagos. En pulmén la red capilar se encontré

repleta de sangre y de un material de color rosa (edema) en los alveolos, donde se

pueden encontrar glébulos rojos (Figuras 32 y 33; en la Figura 34 se muestra un

corte histolégico de pulmon sin envenenamiento). En corazén los capilares de las

fibras musculares presentaban una gran cantidad de eritrocitos (Figuras 35 y 36;

en la Figura 37 se observa el corte histolégico de corazén de un ratéon no

envenenado). En rindn la capsula y médula renal presentaron acumulacion de

glébulos rojos. En musculo se observé dano en los capilares de las fibras

musculares y en piel en los vasos sanguineos o capilares hipodérmicos se

encontr6 una gran cantidad de eritrocitos. En los ratones inyectados con

secreciones orales, se observo que el dano a nivel microscépico fue menor que en
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los inyectados con venenos que manifestaron mayores areas con hemorragia y

edema.

Figura 32. Corte histologico 5X campo claro (c.c.) del parénquima pulmonar de raton donde
se muestran los cambios microscopicos causados por la secrecion oral de Trimorphodon
biscutatus. Las zonas mas oscuras (1) representan los capilares alveolares repletos de
eritrocitos, signo de hemorragia y congestion intraalveolar.

Figura 33. Corte histologico 5X c.c. de pulmén de raton inyectado con veneno de Sistrurus
ravus en donde se aprecia una mayor congestion intraalveolar (1) que Trimorphodon

biscutatus.
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Figura 34. Corte histolégico 5X c.c. de pulmén de ratén sin envenenamiento. No se observa
congestion intraalveolar.

Figura 35. Se muestra un corte histolégico 5X c.c. de misculo cardiaco en donde se pueden
observar los cambios microscopicos causados por la secrecion oral de Trimorphodon
biscutatus en raton. Se observa la presencia de eritrocitos (1) y trombo (2).
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Estudio del rendimiento de secreciones orales y de venenos y su relacion

con el peso corporal de los organismos en ambas Familias

Durante la extraccion de secreciones orales en colibridos mediante
estimulacién parasimpatomimética se observaron diferentes respuestas en el
tiempo que tardo la pilocarpina en hacer efecto, variando de 3 a 10 minutos. La
mayoria de las veces se obtuvieron volimenes suficientes que se pudieron

cuantificar, liofilizar y almacenar (Figura 38).

Figura 38. Muestras de secreciones orales de Trimorphodon biscutatus recolectadas,
liofilizadas y almacenadas en tubos de plastico graduados y estériles. Las muestras
pertenecen a dos organismos.

En el Cuadro 8 se muestran los rendimientos promedio +1 DE (desviacion

estandar) de secrecion oral para las especies colubridas.
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Cuadro 8. Rendimiento promedio + 1 DE en pl y mg de secreciones orales. Sélo se presentan
los rendimientos de secreciones orales de las especies con las que se realizaron pruebas de

toxicidad.

Promedio = DE del

Promedio = DE del

Especie rendimiento en rendimiento en (mg)
(10
Trimorphodon tau 29.16 +3.85 8.0 +4.13
Trimorphodon biscutatus 165 +11.53 37.66 £3.60
Salvadora bairdi 85.83 +14.71 17.43 +6.55
Oxybelis fulgidus 101.66 +6.56 19.33 +4.42

Las extracciones de veneno para las especies vipéridas dieron rendimientos

altos (Cuadro 9) de tal manera que los venenos procesados pudieron ser utilizados .

para realizar pruebas de toxicidad (Figura 39).

Cuadro 9. Rendimiento promedio + 1 DE en pl y mg de veneno. Se presentan los rendimientos

de las especies vipéridas utilizadas en el protocolo para experimentacion.

Promedio = DE del Promedio = DE del
Especie rendimiento en " rendimiento en
(1) (mg)
Agkistrodon bilineatus 31.66 +10.58 70.65 x7.2
Crotalus basiliscus 325 +12.3 61.11 8.6
Sistrurus ravus 7516 27.35 234
Crotalus molossus 40.83 +14.1 77.53 25
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Figura 39. Muestras de veneno de la especie Sistrurus ravus las cuales fueron cuantificadas,
liofilizadas y almacenadas en tubos de plastico estériles y graduados. Las muestras
pertenecen a un organismo.

Se obtuvo que existe una correlacién de aproximadamente de 0.8
(r=0.764) entre el rendimiento de secreciones orales y veneno vs. el peso de los
organismos. Al aplicar regresion lineal multiple al modelo Y= B0 + B1X + B2Z+
B12XZ, indica que existe influencia del peso en el rendimiento de secreciones
orales y venenos por la Familia y por la Familia-peso de los organismos. En el
Cuadro 10 se muestran los coeficientes que indican la cantidad que influyen para

explicar la respuesta de la variable rendimiento que se encuentra junto con ellos

(B0, B1, B2, 1,2).

Cuadro 10. Coeficientes de la ecuacion estimada con regresién lineal multiple.

Coeficientes no Coeficientes T Si
estandarizados estandarizados ig. (P)
Modelo B Error Std. Beta
B0 (Constante) | 28.082 48.857 0.575 0.574
B1 PESOGR 0.327 0.118 1.203 2.778 0.014
B2 FAMILIA 1.206 337 0.008 0.036 0.972
1,2 PESOXFAM | -0.00926 |  0.097 -0.401 -0.956 |  0.354
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La correlacion indica que existe una relacion positiva entre el tamano de la
serpiente y la cantidad obtenida de veneno en ambas Familias. Por otra parte, se
encontré que el rendimiento secreciones orales y venenos de 0.327 mg/ gr (B1) es

el mismo en los organismos de ambas Familias.

" Concentracion de proteina de las secreciones orales y venenos
En el Cuadro 11 se muestra la concentracion total de proteina en las

muestras.

Cuadro 11. Concentracion total de proteina en las muestras de secreciones orales y venenos.

Colubridos Concentracion Vipéridos Concentracion
Trimorphodon tau 1 0.19 g/ml Agkistrodon bilineatus 1 2.37 g/ml
T.tau2 0.15 g/ml A. bilineatus 2 2.28 g/mi
T. biscutatus 1 0.15 g/ml Crotalus basiliscus 1 1.41 g/ml
T. biscutatus 2 0.21 g/ml C. basiliscus 2 2.13 g/ml
Oxybelis fulgidus 1 0.06 g/ml C. triseriatus 1 0.47 g/ml
0. fulgidus 2 0.11 g/mi C. triseriatus 2 0.56 g/mi
Salvadora bairdi1 0.08 g/ml Sistrurus ravus 1 1.64 g/ml
S. bairdi2 0.08 g/ml S.ravus 2 6.55 g/ml

La prueba t entre las medias de la concentracion de proteina para colubridos
y vipéridos rechazo la Ho que indica que la discrepancia que hay entre los valores
observados y el supuesto de que los promedios son iguales, por lo que la
concentracion de proteina entre las dos poblaciones es diferente. Para determinar
si la discrepancia es suficiente para rechazar Ho, entonces se calculé la
probabilidad que tienen de ocurrir siendo altamente significativa (p=0.009). La
concentracion de proteina de las secreciones orales fue de 53.26 % en promedio, y
en los venenos de 90.81%. En términos de estimacion por intervalo se tiene que la

concentracion de proteina es al menos de 0.6 y a lo mucho de 3.49 mayor en los
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venenos vipéridos que en las secreciones orales de los colubridos. En promedio la
concentracion de proteina es aproximadamente el doble en venenos que en

secreciones orales.
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DISCUSION

Tiempo de envenenamiento para el primer raton

En el presente trabajo se encontr6 que el tiempo de envenenamiento para el
primer ratén tanto para colubridos como para vipéridos corresponde a una relacion
dosis-respuesta: al aumentar la dosis de secrecion oral y de veneno el
envenenamiento fue mas rapido. Algunos trabajos experimentales donde se han
inyectado secreciones orales collubridas en ratones de laboratorio (Vest et al.,
1991; Vest, 1981; 1988; Rosenberg, 1992; Rosenberg et al., 1985) han reportado
que el tiempo de envenenamiento es muy variable dependiendo de las especies,
presentando sintomas inmediatamente después de la inyeccion (Vest et al., 1991,
Vest, 1981; 1988; Rosenberg, 1992; Rosenberg et al., 1985) y menores a una hora
(Weinstein et al., 1991; Vest, 1981). En el caso de los venenos viperidos, los
ratones se envenenan inmediatamente después de la inyeccion (Hayes et al.,
1995). Para colubridos el malestar y los sintomas de envenenamiento aumentan
conforme aumenta la dosis (Weinstein et al., 1991; Vest et al., 1991, Vest, 1981;
1988; Rosenberg, 1992; Rosenberg et al., 1985, Hayes et al., 1995). En dichos
trabajos, la dosis base fue de 1mg/ml, a partir de la cual se derivaron las dosis
administradas y con la ayuda de un programa estadistico se determind la dosis que
tuvo efecto deletéreo en la mitad de la poblacion, es decir, DL50. En el presente
trabajo se tuvo un gradiente experimental muy fino que corresponde a un intervalo -
de 0.9 a 0.01 mg para cada raton, lograndose detectar los limites de cambio a
partir de donde no hay efecto téxico hasta alcanzar el 100% de mortalidad con
secreciones orales. Las dosis empleadas corresponden de 10 a 1000 veces
menores de lo que inyecta un vipérido en una mordida natural. Se observo que
algunos ratones inyectados con secrecién oral a dosis mayores de 0.15 mg a cada
raton presentaron sintomas de envenenamiento, postrandose un momento; sin
embargo, al transcurrir el tiempo los ratones recobraron su salud (hasta 16 horas
después). Esto ultimo es congruente con resultados presentados en algunos
trabajos de letalidad (Vest et al.,, 1991; Vest, 1981; 1988; Rosenberg, 1992; -

71



Rosenberg et al., 1985) donde los ratones se recuperan del efecto téxico después
de un tiempo.

En las Figuras 6 y 8 se pueden comparar las tendencias entre colubridos y
vipéridos en el tiempo de envenenamiento del primer raton, donde se observa que
en dosis 0.1 y 0.3 mg no ocurren envenenamientos para los colubridos. La
comparacion del efecto toxico en el tiempo de envenenamiento del primer raton se
muestra en la Figura 10, mostrando que es aproximadamente 4 veces mayor en la
dosis 1.5 mg en vipéridos que en collbridos y 3 veces mayor en la dosis 9 mg. Las
dosis son las mismas para cada una de las muestras, pero el tiempo que tarda el
veneno en tener un efecto toxico es mas rapido en los vipéridos.

En esta misma figura se observa también que en vipéridos el efecto téxico
no depende directamente de la dosis, pues se obtiene que el modelo ajustado es
una funcion lineal con pendiente negativa. Sin embargo, la curva del modelo
cuadratico ajustado para colubridos genera una relacion de la dependencia dosis-
tiempo de envenenamiento del primer raton. Estos resultados son afines a los
obtenidos de la literatura para colubridos (Vest et al., 1991; Vest, 1981; 1988;
Rosenberg, 1992; Rosenberg et al., 1985) donde se indica que el tiempo de
envenenamiento esta directamente ligado a la dosis, sin haber hecho un trabajo
experimental de gradiente de dosis. Sin embargo, las dosis utilizadas por ellos son
mayores que las inyectadas en este trabajo por lo que no se detecta el cambio a

partir de una dosis sin efecto toxico.

Tiempo de muerte del primer raton

En el presente trabajo se observé que el tiempo de muerte del primer ratén
tanto para collbridos como para vipéridos nuevamente corresponde a una relacion
dosis-respuesta. Cuando se inyectan secreciones orales, el tiempo de muerte para
ratones también es muy variable y puede ir desde tres minutos a varias horas
como la han reportado Weinstein et al. (1991), Vest et al. (1991), Vest (1981,
1988), Rosenberg (1992) y Rosenberg et al. (1985). En el caso de los ratones
inyectados con venenos segun Hayes et al. (1995) este tiempo puede ir de dos a

seis minutos inyectando de 5 a 17 mg por ratén. En el presente trabajo se encontrd

72



que la magnitud de cambio es mayor en las dosis 1.5 a 4.5 mg. Dicha relacion se
pierde a dosis mayores apoyandose el trabajo de Hayes et al. (1995) donde no se
encontré correlacion entre la cantidad de veneno y el tiempo de muerte de los
ratones. Este estudio demuestra que la relacion dosis respuesta no es un principio
basico del todo verdadera, ya que el efecto toxico es constante a cualquier dosis
matando al ratén rapidamente independientemente de la cantidad inyectada de
veneno. De acuerdo a los papeles primarios bioldgicos sugeridos (Kardong, 1996)
los vipéridos requieren una muerte rapida de la presa, aun cuando en condiciones
naturales existe un gasto innecesario del veneno. El gradiente experimental mas
fino del presente trabajo muestra que los vipéridos no necesitan inyectar a un ratén
mas de 0.45 mg en promedio para matarlo, aun cuando naturalmente podrian
inyectar hasta 17.3 mg en una sola mordida.

Comparando las tendencias entre el tiempo de muerte del primer ratéon
causado por inyecciones de secreciones orales y venenos (Figuras 11 y13) se
observa que en dosis 0.1 y 0.3 mg no ocurren muertes para los colubridos. En la
Figura 15 se observa que el efecto téxico en el tiempo de muerte del primer raton
es aproximadamente 8 veces mayor en la dosis 1.5 mg para los vipéridos pero
solamente 5 veces mayor en la dosis 9.0 mg. El tiempo de muerte del primer ratén
es mas rapido al inyectar venenos que secreciones orales. Inyectando secreciones

orales la magnitud de cambio es mayor entre las dosis 1.5 a 6 mg.

Proporcion de ratones muertos

En colubridos y vipéridos se observo la relacion dosis-respuesta donde se
incremento la muerte al aumentar la dosis de secrecion oral y de veneno. Cabe
mencionar que en las secreciones orales de Salvadora bairdiy Oxybelis fulgidus no
provocaron muertes, sin embargo, si causaron envenenamiento. Este modo de
accion de la secrecion oral puede resultar similar al efecto de inmovilizacion de la
presa sugerido por varios autores (Gans, 1978; Savitzky, 1980), apoyando la idea
que la funcion primaria de la secrecion de la glandula de Duvernoy es tranquilizar a
la presa. En el caso de los vipéridos se ha sugerido que el veneno sirve para

inmovilizar y matar rapidamente a la presa (Kardong, 1986; Hayes, 1992). Esta
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situacion se refleja en el nimero de ratones muertos causada por la accion de los
venenos.

Las tendencias en la proporcién de ratones muertos causados por la
inyeccion de secreciones orales y venenos se pueden comparar en las Figuras 16
y 18, donde en dosis 0.1 y 0.3 mg no ocurren muertes de ratones inyectados con
secreciones orales. Comparando el efecto téxico de la proporcion de ratones
muertos (Figura 20) se tiene que los venenos matan una proporcion de ratones de
aproximadamente 3 veces mayor en la dosis 1.5 mg y 1.5 veces mayor en la dosis
9 mg. A partir de la dosis 6 mg, el 100% de los ratones mueren por veneno
inyectado, siendo el 40% mas que los ratones que mueren por inyeccion de

secreciones orales.

Dano macroscopico y microscopico en los ratones inyectados

Al inyectar los ratones con secreciones orales y venenos se encontraron
lesiones hemorragicas y edematosas a nivel macroscopico y microscopico en
corazoén, pulmén higado, bazo, rindn, asas intestinales, musculo y piel. Esta
informacion es acorde cuando se trata de venenos vipéridos (Russell et al., 1997),
donde generalmente se afectan dichos érganos.

Sin embargo, cuando se inyectan secreciones orales (Assakura et al., 1992;
Weinstein et al., 1991; Prado-Franceschi et al., 1998; Vest et al., 1991, Vest, 1981;
1988; Rosenberg et al., 1992; 1985; Rodriguez-Robles y Thomas, 1992; Jansen,
1987; Hayes et al., 1993) no se ha registrado dano en higado y bazo, el cual se
reporta por primera vez en el presente trabajo. Es posible que el dafno esté
relacionado a las especies colubridas utilizadas en este estudio, ya que son
distintas a las utilizadas en los experimentos anteriores.

Aunque los 6rganos danados generalmente fueron los mismos al inyectarse
secreciones orales o venenos, el dano fue mayor en los ratones inyectados con
venenos, presentando hemorragias y edemas de mayor tamano. Estos resultados
también concuerdan con la literatura donde se observa que los venenos vipéridos
causan dano hemorragico-sistéemico (Russell et al., 1997; Minton y Minton 1980;

Minton, 1990; Mattisson, 1990, 1996), en comparacion del dano hemorragico y
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formacion de edema en los tejidos proximales al sitio de la inyeccion que ocurre
con las secreciones orales colubridas (Minton, 1980, 1990; Vest et al., 1991, 1981;
1988; Rosenberg et al., 1992; 1985; Rodriguez-Robles y Thomas, 1992; Jansen,
1987; Hayes et al., 1993).

También se observé que las secreciones orales y venenos afectan
proporcionalmente los érganos antes mencionados conforme se aumenta la dosis,
apoyando la idea de que las secreciones orales (Jansen, 1987; Rodriguez-Robles
y Thomas, 1993; Hayes et al., 1993; Finley et al., 1994; Kardong, 1996; Garland y
Amold, 1983) y venenos (Thomas y Pough, 1979; Kardong, 1996; Minton y Minton
1980; Hayes et al., 1995) tienen funciones digestivas. La relaciéon entre mayor area
afectada a mayor dosis cuando se inyectan secreciones orales ha sido observado
por Weinstein et al. (1991), Fontana et al. (1996), Vest et al. (1991) y Rosenberg et
al. (1992).

Rendimiento y concentracion de proteina de secreciones orales y venenos

0 se encontraron reportes en la literatura sobre el rendimiento de
secreciones orales para contrastarse con los obtenidos en el presente estudio, a
excepcion de Trimorphodon biscutatus que Hill y Mackessy (1997) reportan un
promedio de 130 pl y contenido sélido de 6.34 mg. El promedio registrado en este
trabajo para la misma especie fue de 165 pl que es ligeramente mayor al antes
reportado; sin embargo, el rendimiento del contenido sélido es de 37.66 mg, siendo
seis veces mayor. La técnica de extraccion de secreciones orales es la misma en
ambos trabajos y posiblemente la diferencia en el contenido sélido se deba a
variabilidad individual o a que nuestros ejemplares fueran de mayor tamano.

Al contrastarse los venenos con los datos obtenidos en Minton y Minton
(1980), se encontraron valores similares, pero estos autores no indicaron el
numero de organismos utilizados.

La mayor diferencia en el rendimiento entre las secreciones orales y los
venenos corresponde al contenido sélido (mg), siendo 3 veces mayor en los
vipéridos que en lo colubridos. Sin embargo, el contenido liquido en microlitros es 3

veces mayor en colubridos que en vipéeridos.

75



Este estudio coincide con los resultados de Kochva et al. (1982) y De Roodt
(1998) donde describen una relacion positiva entre el tamano de los vipéridos y la
cantidad obtenida de veneno. Se reporta por primera vez que esta relacion también
se guarda en los collbridos, ademas de que el rendimiento en relacion al peso es
estadisticamente el mismo (0.327 mg/gr de peso vivo), tanto para colibridos como
vipéridos.

Se ha reportado que las secreciones orales y venenos tienen una
concentracion de proteina que puede ir del 20 al 100% en secreciones orales (Hill y
MacKessy, 1997; 2000) y generalmente 90% en venenos vipéridos (Emnst, 1992).
En este trabajo se encontré que en promedio para los colubridos la concentracion
de proteina de las muestras fue de 53.26 % y para los vipéridos de 90.81 %. Estos
datos indicarian que las especies de colubridos utilizadas en términos cualitativos
resultarian ser medianamente venenosas. En el caso de los vipéridos indica una
mayor letalidad.

- Con base en estos resultados también se podria medir indirectamente la
letalidad de las secreciones orales y de los venenos relacionando la concentracion
de proteina de las muestras al tiempo de envenenamiento, tiempo de muerte y
proporcion de ratones muertos. Se esperaria que un veneno vipérido por tener una
concentracion mayor fuera mas letal y la proporcién de ratones envenenados y

muertos mayor que lo visto en collbridos.

Aproximacion de los resultados a la biologia de coltbridos y vipéridos

Los colubridos y vipéridos tienen diferentes sistemas de inyeccion de
veneno con una funcion bioldgica primaria distinta (Kardong, 1996). La toxicidad de
las secreciones orales y venenos cumplen su cometido de acuerdo a esta funcion
biolégica. En el caso de los vipéridos, un sistema de inyeccién de alta presion y
alta toxicidad produce una muerte casi instantanea de las presas, lo que no sucede
con los colubridos. Sin embargo, esto no significa que los colubridos sean menos
exitosos que los vipéridos ya que al final de cuentas ambos sistemas cumplen la

misma funcion, atrapar la cantidad suficiente de presas para garantizar su
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supervivencia. El sistema de inyeccion de los vipéridos es simplemente mas
especializado que el de los colubridos.

El efecto toxico de la inyeccion de veneno o secrecion oral dependera del
tiempo que tarda la presa en morir. Esto quiere decir que un colubrido con dientes
posteriores agrandados y un sistema de inyeccion de baja presion provocara que la
presa tarde mas en morir que cuando un vipérido muerde a su presa con un
sistema de inyeccion de alta presion, colmillos largos y un pulso de veneno
continuo inyectado profundamente (Kardong, 1980).

El efecto toxico de la inyeccion en vipéridos quiza sea derivada de una
disminucién en el gasto energético (busqueda, captura de la presa, inyeccion y
produccién del veneno), aun cuando exista un gasto innecesario de veneno
inyectado a cada presa. Las serpientes vipéridas son especialistas en proporcionar
una inyeccioén profunda, lo que asegura el envenenamiento y la muerte del
individuo. De acuerdo a los resultados, la dosis de secrecion oral requerida para
dar muerte a una presa es mayor para colubridos que para vipeéridos por lo que los
colibridos necesitan dar mordidas repetidas para incrementar el volumen de
secrecion oral inyectada. Ademas aun recurren a la estrategia primitiva de
constriccion para asegurar a la presa.

Los resultados del presente trabajo no pretenden ser interpretados como un
estimado de la cantidad inyectada en una mordida natural. Aqui méas bien se
observa el efecto téxico de las secreciones orales comparadas con los venenos
vipéridos a mayor detalle en un gradiente a partir de dosis con minimo efecto
toxico, independientemente al hecho de que una secrecion oral o veneno llevara a

cabo su funcion en condiciones naturales.
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CONCLUSIONES

El enfoque que se le dio a este trabajo es distinto al de los trabajos realizados

anteriormente.

1

El estudio es novedoso al hacer la comparacion del efecto téxico inyectando
dosis equivalentes en un gradiente fino de secreciones orales y venenos
buscando la dosis limite donde una secrecion oral no causa
envenenamiento y describiendo su efecto al incrementar la dosis.

El estudio muestra informacion basica sobre las secreciones orales y su
efecto toxico de los colubridos Trimorphodon tau, Oxybelis fulgidus y
Salvadora bairdi.

Se utilizaron cuatro especies colubridas, en vez de solo una como

usualmente se hace en otros estudios.

Los resultados y las conclusiones mas sobresalientes del trabajo son:

1. El tiempo de envenenamiento del primer ratén es mayor con la inyeccion de

secreciones orales que con venenos. El tiempo de envenenamiento con
secreciones orales fue casi seis veces mayor a dosis 1.5 mg y casi cinco

veces mayor a dosis 9 mg.

2. El tiempo de muerte del primer ratén es mayor con la inyeccion de

secreciones orales que con venenos. Las secreciones orales tardaron
aproximadamente ocho veces mas tiempo en matar un ratén que los
venenos en la dosis 1.5 mg y seis veces mas en la dosis 9 mg..

La proporcién de ratones muertos es el punto mas sobresaliente resultando
diferencias entre secreciones orales y venenos. Se obtuvo que en las dosis
1.5 mg y 9 mg los venenos matan el doble de ratones que las secreciones
orales. El veneno mata cerca del 90% de los ratones a partir de la dosis 1.5
mg y en colubridos el nimero de muertes aumenta de conforme aumenta la

dosis registrando hasta el 60% a dosis 9 mg.

4. Las curvas de mortalidad por Familia y las dosis de 0.1 a 9 mg, indican que

los venenos tardan hasta 200 minutos para matar el 90% de las veces en
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comparacion con las secreciones orales que para matar el 40% de las veces
requieren poco mas de 1000 minutos.

5. Las interacciones dosis-especie significativas indican que el efecto de la
dosis depende de la especie.

6. Los efectos a nivel histolégico de la accion causada por las secreciones
orales son los mismos que los causados por venenos y ocurren en corazon,
intestino, pulmoén, bazo, higado y piel. Es el primer reporte de afeccion en el
higado y bazo causado por secreciones orales.

7. Los coltbridos tienen secreciones orales con una concentracion de proteina
de cerca de la mitad menos que los venenos vipéridos. La concentracion
corresponde al 53.26% en secreciones orales y 90.81%, argumentando la
menor letalidad de las secreciones colubridas.

8. Se reporta por primera vez que al igual que vipéridos, la correlacion entre el
tamano de las serpientes y la cantidad obtenida de secreciones orales se
mantiene en los coltbridos, guardando estadisticamente la misma relacion
que es de 0.327 mg/gr de peso vivo.

9. El efecto téxico de las secreciones orales en el experimento esta regulado
por la dosis, tiempo de envenenamiento y tipo de secrecion oral por especie
colubrida. Sin embargo, en condiciones naturales esta regulado ademas por
el rendimiento liquido, sélido y concentracion de proteina, la profundidad de
inyeccion y especificidad hacia las presas.
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