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RESUMEN.- Se determind la actividad letal de los venenos de serpientes de seis especies de vipéridos colectadas en
Ecuador, a través de ratones CD-1. La especie mds abundante fue Bothrops asper de la cual se analizaron adultos y
juveniles provenientes de distintas localidades del pais. Los resultados mostraron variaciones importantes en la acti-
vidad letal de los venenos, tanto a nivel interespecie como intraespecie, esta tltima relacionada con factores como la
variabilidad individual, la procedencia geografica o la edad de las serpientes. Estas diferencias estarian asociadas con
variaciones en la composicion proteica de los venenos y podrian ser de relevancia en la seleccion de las muestras para
la produccién y control de los antivenenos de uso terapéutico.
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ABSTRACT.- The lethal activity of venoms from six viperid snake species found in Ecuador was determined in
CD-1 mice. Venoms of Bothrops asper from different localities of the country, adults and juvenile individuals, were
included. Results showed important variations in the lethal activity of the venoms, both at the interspecific and
intraspecific level, the latter related to factors such as individual variability, geographic origin, or age of snakes. These
differences could be associated with variations in the protein composition of venoms, and could be of relevance in the

selection of samples for the production and control of therapeutic antivenoms.
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INTRODUCCION

Los envenenamientos debidos a mordeduras de serpien-
tes constituyen una patologia relevante en las regiones
tropicales y subtropicales del mundo, como lo eviden-
cian las estimaciones de morbilidad y mortalidad (Chi-
ppaux 1998, WHO 2007, Kasturiratne et al. 2008, Gutié-
rrez et al. 2010).

En el continente americano, las serpientes venenosas
de importancia médica pertenecen a dos familias: Vi-
peridae, representada por las “viboras”, y Elapidae, re-
presentada por las “corales” o “coralillos” (Bucaretchi
et al. 2016). Mas del 95% de los casos de ofidismo en
las Américas son causados por serpientes de la familia
Viperidae, destacandose las pertenecientes al género
Bothrops (Fan y Cardoso 1995, Russell 1997, Holstege
et al. 1997, Gutiérrez 2011). Los envenenamientos por
vipéridos se caracterizan por un prominente dafio tisular
local y alteraciones fisiopatoldgicas sistémicas que, en
los casos mds graves, pueden llevar a la muerte (Gutié-
rrez'y Lomonte 2009).

La atencién médica de los pacientes que sufren envene-
namientos por mordedura de serpientes requiere de la
pronta administracién de antivenenos apropiados y efi-
cientes, que neutralicen las acciones lesivas de las dis-
tintas toxinas en el organismo (Warrell 2010). Dadas las
notables variaciones que pueden existir en la composi-
cién proteica de los venenos de distintas especies de ser-
pientes, o incluso de distintos individuos de una misma
especie (Chippaux et al. 1991), la caracterizacion de los
venenos de las principales serpientes halladas en cada
region se vuelve una tarea relevante. Dicha informacion
es fundamental para la adecuada valoracion preclinica de
los antivenenos que se van a utilizar en la terapia antiofi-
dica. La principal prueba para evaluar los antivenenos a
nivel preclinico es la neutralizacion de la actividad letal
de los venenos, usualmente realizada en ratones. Para
ello, es necesario conocer la potencia letal de cada ve-
neno en dicho modelo animal. En el presente trabajo se
investigé la actividad letal de los venenos de seis de las
17 especies de vipéridos halladas en Ecuador, con el fin
de obtener un mayor conocimiento sobre sus potencias y
comparar sus variaciones geogréficas e interespecificas.
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MATERIALES Y METODOS

Venenos.- Las muestras de venenos fueron obtenidas de
serpientes mantenidas en la coleccion del Serpentario de
ENFARMA EP, mediante extraccion manual. Los vene-
nos fueron desecados inmediatamente con carbonato de
sodio anhidro y conservados en refrigeracion (4°C) hasta
su utilizacion en las pruebas de letalidad. Se registré la
procedencia geografica y el tamafio de cada serpiente,
asi como el nimero de individuos que aportaron veneno
para cada mezcla correspondiente a distintas especies o a
distintas localidades de una misma especie.

Ratones.- En todo el estudio se utilizaron ratones de
la cepa CD-1 de ambos sexos, de 16 a 18g de peso

RESULTADOS

Se estim¢ la actividad letal de un total de 16
muestras de venenos de seis especies de vipéridos co-
lectados en Ecuador (Tabla 1). Cuatro de estas muestras
fueron obtenidas de serpientes individuales, mientras 12
estuvieron conformadas por mezclas de los venenos de 2
o mds individuos de una misma especie.

Para la especie mas comuin, Bothrops asper, fue
posible obtener un nimero considerable de especimenes
(87 individuos) de diversas localidades del pais. Los va-
lores de DL, intraperitoneal para las muestras de veneno
de esta especie variaron desde 47.6pg/ratén (Baba, Los
Rios) hasta 191.1pg/ratén (Progreso, Guayas).

Tabla 1. Dosis letal media (DL, ) de seis venenos de serpientes de la familia Viperidae de Ecuador.

Especie Localidad/provincia Nimero de Tamafio (mm) DL, en pg/ratén DL, en pg/g
individuos (limites de confianza 95%) (limites de confianza 95%)
Bothrops asper Balzar/Guayas 1 1210 145.7 (124.2-182.0)  8.57(7.31-10.70)
Bothrops asper Guale (juveniles)/Manabi 10 495-695 65.7 (25.9-107.9) 3,8 (1.5-6.34)
Bothrops asper Echandia/Bolivar 3 1410 156.9 (131.1-175.4) 9.2 (7.71-10.31)
Bothrops asper La Uni6én/Esmeraldas 2 980-1 300 91.9 (81.4-108.7) 5.4 (4.78-6.39)
Bothrops asper Cumanda (juveniles) 4 350-360 75.6 (67.3-87.5) 4.4 (3.95-5.14)
/Chimborazo
Bothrops asper Progreso/Guayas 2 1110-1510 191.1 (157.0-241.2)  11.2(9.23-14.18)
Bothrops asper Flavio Alfaro/Manabi 6 730-1 580 119.5 (81.4-153.7) 7 (4.78-9.04)
Bothrops asper Machala/El Oro 1 1350 89.6 (73.6-106.2) 5.2 (4.3-6.24)
Bothrops asper Cerecita/Guayas 1 892 52.2 (43.9-68.1) 3 (2.58-4)
Bothrops asper Baba/Los Rios 3 1 010-1 290 47,6 (29.5-59.2) 2.8 (1.73-3.8)
Bothrops asper Varias localidades (Manabi, 54 322-1 580 69.3 (59.8-77.8) 4(3.51-4.57)
Bolivar, Chimborazo, Los
Rios)
Bothrops atrox Bomboiza/Morona Santiago 25 280-1 380 89.0 (69.9-108.9) 5.2 (4.11-6.40)
Lachesis muta Bomboiza/Morona Santiago 5 1 400-1 850 139.7 (99.7-165.9) 8.2 (5.86-9.75)
Bothrocophias Bomboiza/Morona Santiago 5 575-970 225 (192-262) 13.2 (11.2-15.41)
microphthalmus
Bothriopsis taeniata  Bomboiza/Morona Santiago 1 1150 77.2 (37.8-111.0) 4.5(2.22-6.52)
Porthidium arcosae ~ Bahia de Caraquez/Manabi 2 315-530 60.1 (28.3-92.7) 3.5 (1.66-5.45)

corporal, proporcionados por el bioterio del Instituto
Nacional de Salud Publica (INSPI), Ministerio de Salud,
Ecuador. Los ratones fueron mantenidos con agua y ali-
mento ad libitum durante el desarrollo de las pruebas.

Actividad letal.- Para la estimacion de la dosis letal me-
dia (DL, ) de cada veneno, se inyectaron diversas dosis
por la via intraperitoneal (i.p.) en grupos de 6 ratones/do-
sis. Las muertes ocurridas se registraron hasta un tiempo
de observacion de 48 horas y los valores de DL se cal-
cularon por el método de prébitos, mediante el programa
PASW STATISTICS 18.
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Sin embargo, cabe destacar que en la muestra mds re-
presentativa, correspondiente al veneno obtenido de 54
serpientes de varias localidades, se obtuvo un valor de
DL, de 69.3pg/raton (Tabla 1).

Ademads, se observé un valor cercano de actividad letal
en la muestra procedente de Guale, Manabi, compuesta
por 10 individuos (65.7ug/ratén). En conjunto, los re-
sultados revelan que la actividad letal de los venenos de
B. asper obtenidos de distintas localidades, o de distintos
individuos, puede variar hasta cuatro veces en la magni-
tud de sus valores de DL .



27

REVISTA ECUATORIANA DE MEDICINA Y CIENCIAS BIOLOGICAS

Tabla 2. Valores de dosis letal media (DL, ) intraperitoneal descritos en la literatura para venenos de ejemplares adultos de la serpiente

Bothrops asper de distintos origenes geograficos.

Origen DLs, i.p. en pg/raton (16-18g) Referencia

Meéxico (Veracruz) 383+25" Segura et al. 2012
Meéxico (-) 42.5+£6.8 de Roodt et al. 2005
Guatemala (-) ** 56.8 (44.5-72.4) Saravia et al. 2001
Costa Rica (-) 62.5+7.5 Bolafios 1972

Costa Rica (region Caribe)
Costa Rica (region Pacifico)
Colombia (Antioquia y Choco)
Colombia (Antioquia)
Colombia (Cauca)

Ecuador (-)

Ecuador (varias provincias)

67.0 (64.2-69.9)
65.0 (62.1-68.1)
66.2 (49.5-88.6)
67.1 (60.1-74.1)

100.9 (83.2-122.8)
91.0 (78.0-126.0)
69.3 (59.8-77.8)

Gutiérrez et al. 1980

Gutiérrez et al. 1980

Otero et al. 2002

Saldarriaga et al. 2003
Mora-Obando ef al. 2014

Laines et al. 2014

Teran y Lomonte (presente estudio)

* los valores de DL, se presentan con + D.E., o como limites de confianza del 95%, segun la forma en que fueron expresados en cada

referencia.

** (-) indica que la localidad particular no fue definida en la referencia.

La actividad letal del veneno de B. atrox, determinada a
partir de una mezcla de 25 individuos, mostré una poten-
cia ligeramente menor (89.0ug/ratén) que la de la mezcla
obtenida de 54 ejemplares de B. asper, aunque dentro de
un ambito similar, si se consideran los limites de con-
fianza del 95%

Para las especies Lachesis muta y Bothrocophias
microphthalmus, las muestras estudiadas podrian tener
una representatividad aceptable, al estar conformadas
por mezclas obtenidas de cinco individuos, en ambos
€asos. La actividad letal del veneno de L. muta no
mostrd una diferencia muy marcada en comparacién con
las observadas en algunas muestras de B. asper, aunque
fue menor que el promedio para dicha especie (Tabla 1),
mientras la de B. microphthalmus resulté mucho menos
potente, con una DL50 de 225pg/ratén.

Ademais, los valores obtenidos para los venenos de Bo-
thriopsis taeniata y Porthidium arcosae, al provenir de
apenas uno y dos ejemplares, respectivamente, deben
considerarse solamente como aproximaciones prelimi-
nares. Sus actividades letales mostraron potencias cerca-
nas a las de los venenos de B. asper 'y B. atrox (Tabla 1).

DISCUSION

La variacion intraespecifica en la composicion proteica
de los venenos de serpiente es un fendmeno previamen-
te observado, y particularmente notorio en las especies
que poseen una distribucién geogrifica muy amplia
(Chippaux et al. 1991, Tan et al. 2015). M4ds atn, se ha
demostrado que ciertas especies experimentan cambios
importantes en la composicién de sus venenos durante
la transicion desde su etapa neonatal a la juvenil y adul-

ta (Mackessy 1988, Saravia et al. 2002, Alape-Girén
et al. 2008, Zelanis et al. 2011, Durban et al. 2013), y
se han observado también algunas diferencias menores
asociadas al sexo (Menezes et al. 2006). Los recientes
enfoques analiticos basados en técnicas protedmicas han
incrementado sensiblemente el conocimiento detallado
sobre las diferencias de composicion entre los venenos
(Calvete et al.2007,2009, Serrano y Fox 2008, Lomonte
et al. 2014), las cuales se reflejan en sus diversas activi-
dades toxicas.

En el presente estudio, se agruparon individuos de
Bothrops asper correspondientes a diferentes localida-
des de siete provincias de Ecuador y se determinaron las
potencias letales de sus venenos. Se comparé también la
actividad letal del veneno de ejemplares de esta especie
cuyo tamaiio las define como juveniles, y se evalud la
potencia letal del veneno de otras cinco especies de vi-
péridos epidemioldgicamente relevantes. Los resultados
confirman que los venenos presentan variaciones impor-
tantes en su actividad letal para el ratén, tanto interespe-
cifica como intraespecifica, esta tltima relacionada con
factores como la variabilidad individual, la procedencia
geografica o la edad de las serpientes.

Bothrops asper es uno de los vipéridos de mayor impor-
tancia médica en América Latina, a lo largo de su amplia
distribucién geografica que abarca desde el sur de Méxi-
co hasta regiones del norte de Sudamérica (Campbell y
Lamar 2004, Gutiérrez 2011). La potencia letal descrita
para el veneno de B. asper de diferentes regiones geo-
gréficas (Tabla 2) muestra similitud con el valor de DL,
observado en la muestra con mayor representatividad es-
tadistica (n=54; 69.3pg/ratén) del presente estudio, en la
mayoria de los casos, con excepcion de los venenos de
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México, que poseen una potencia mayor (38.3 y 43.5ug/
ratén). También es de notar la diferencia con respecto a
una DL, de 91.0pg/ratén, encontrada en un estudio pre-
vio para el veneno de B. asper de Ecuador (Laines et al.
2014) (Tabla 2). No obstante, tomando en consideracion
la variabilidad demostrada en el presente trabajo para la
potencia letal de los venenos de B. asper de diferentes
provincias de este pais (Tabla 1), esta diferencia no seria
sorprendente.

La actividad letal observada para el veneno de B. atrox
de Ecuador (89.0pg/ratén) aparece intermedia entre las
descritas para esta especie en tres estudios realizados con
serpientes de Perd, estimadas en 56.6ug/ratén (Garcia et
al. 2008), 67 9ug/ratén (Lovera et al. 2006) y 102.7ug/
ratén (Rojas et al. 2005), respectivamente. En el caso de
Lachesis muta, cuyo veneno mostrd una potencia letal de
139.7pg/ratén, su valor es mds cercano al obtenido para
el veneno de L. muta de Colombia (121.6pg/ratén) (Ote-
ro et al. 1998), que a los descritos para los venenos de
L. muta de Brasil (Tucurui, 107.2pg/ratén; Cascalheiras,
72.Tug/ratén) (Otero et al. 1998). Por otra parte, la ac-
tividad letal observada para el veneno de Bothrocophias
microphtalmus (225pg/ratén) es mds débil que la repor-
tada para otra especie de este género hallada en Ecuador,
B. campbelli (150.0pg/ratén) (Salazar-Valenzuela et al.
2014), cuyo veneno fue analizado en profundidad me-
diante técnicas protedmicas.

Finalmente, el veneno de Porthidium arcosae mostrd
una actividad letal de 60.1ug/ratén; sin embargo, tanto el
dato obtenido para P. arcosae, como el correspondiente
a Bothriopsis taeniata (77.21g/ratén) requieren ser am-
pliados en estudios futuros basados en un mayor nimero
de ejemplares.

En conclusidn, la actividad letal observada para los vene-
nos de vipéridos de Ecuador de distintas especies, locali-
dades, y edades, muestra que existen variaciones inter e
intraespecificas considerables. Estas diferencias estarian
asociadas con variaciones en la composicion proteica de
los venenos y podrian ser de relevancia al momento de
seleccionar las muestras que van a ser utilizadas en la
produccidn y en el control de los antivenenos de uso te-
rapéutico. Ademds, aunque las diferencias de actividad
letal en el raton no se pueden extrapolar directamente al
ser humano, podrian tener un impacto en el cuadro clini-
co de los envenenamientos. Todo lo anterior subraya la
importancia de contar con datos experimentales sobre las
caracteristicas bdsicas de los venenos ofidicos de mayor
relevancia epidemioldgica en una determinada regién o
pais, fundamentales para una rigurosa evaluacion precli-
nica de la eficacia de los antivenenos a ser utilizados en
el tratamiento de los accidentes ofidicos.
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