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Resumen

En bibliografia, no hay estudios sobre la relacion entre la distancia entre colmillos
(DC) y el volumen de veneno (VV) que inyecta un ofidio ponzofioso en una mordedura.
Conocer la existencia de la misma podria mejorar el tratamiento médico en pacientes de
ofidismo. En el mismo, se inyecta como minimo 4 ampollas (40 ml) de suero antiofidico
(SAO) obtenido a partir de equinos. Por tratarse de un suero heterélogo, se pueden producir
reacciones adversas en los pacientes tratados (incluida la enfermedad del SAO), las que son
de magnitud variable y muchas de ellas poco frecuentes o de dificil evaluacion. La
administracion de dosis acotadas a las caracteristicas de cada accidente ofidico podria
disminuir la probabilidad de estas reacciones. Tampoco se ha estudiado la relacién entre la
DC y la longitud corporal total (LT) de un ejemplar. Se estudid la existencia de las relaciones
antes mencionadas sobre la especie Bothropoides pubescens, por ser una de las cuatro
especies ponzofiosas de Uruguay y una de las dos que causan entre 34 y 84 accidentes
ofidicos anuales. Se utilizaron 41 hembras y 27 machos de la coleccién del Bioterio de
Animales Ponzofiosos Se mantuvieron sin alimentar durante dos semanas, se sedaron por
anoxia con CO2, se ordefiaron y fotografiaron y se midieron las variables. Los resultados
indican que aunque el sexo influye sobre cada una de las variables de manera independiente,
su influencia no es significativa en la relacion entre las variables. La regresion lineal entre las
variables DC y VV muestra una relacién débil entre ellas (R°=0,336, b=0,026, p <0,001).
Hay una relacién mas fuerte entre las variables DC y LT (R?=0,487, b=0,017, p <0,001). Se
concluye que no existe dimorfismo sexual en la relacién entre las variables. Existe relacion
entre DC y LT. La relacion entre DC y VV es débil y no se pudo obtener una ecuacion que
permita la dosificacion de SAO maés eficiente. Existen otras variables que pueden influir en

las medidas de las variables estudiadas y deberia investigarse su grado de influencia.



Introduccidn

El veneno de los ofidios es una adaptacion evolutiva para capturar e inmovilizar las
presas y en algunos casos, iniciar los procesos de digestion, siendo usado de manera
secundaria para defensa (Ernst & Zug, 1996; Pough et al., 1998; Acosta, 2003; Young et al.,
2004). Las investigaciones sobre el veneno de los ofidios ponzofiosos se centran en su
composicion, efectos en presas y victimas de accidentes ofidicos, el modo de inoculacion,
descripcion del aparato inoculador y del mecanismo de expulsion de veneno (Leloup, 1973;
Young et al., 2004). Sin embargo, en la bibliografia no hay referencias a estudios que
relacionen la distancia entre los colmillos con el volumen de veneno que un individuo pueda
inocular en una mordedura. La existencia de esta relacion podria aplicarse en los tratamientos
médicos sobre pacientes de accidentes ofidicos. Estos accidentes son provocados por la
mordedura defensiva de ofidios cuyo veneno provoca en la victima una variedad de
fendmenos farmacoldgicos y toxicos (Ernst & Zug, 1996; Hayes et al., 2002; Acosta, 2003;
Negrin & Tortorella, 2006), frecuentemente letales (Hayes et al., 2002). El tratamiento
consiste en aplicar suero antiofidico (SAQO) especifico (ver Anexo 1), por via intravenosa. Un
alto porcentaje de pacientes sufren la enfermedad del SAO, que se manifiesta entre los 8 y 15
dias posteriores a la seroterapia, presentandose reacciones alérgicas de tipo anafilactico y
anafilactoide caracterizadas por urticaria, prurito, edema, artralgia y fiebre; su tratamiento
consiste en la administracion de esteroides. Aunque existen tests de sensibilidad al SAO, no
se utilizan porque son poco efectivos y retardan el inicio del tratamiento (Acosta, 2003;
Negrin & Tortorella, 2006). La enfermedad del SAO es causada por los residuos proteicos
contenidos en el mismo debido a que se prepara inoculando equinos con dosis progresivas de
veneno de la especie responsable del accidente, debido a diferencias interespecificas en su
composicion, y cuando generan niveles adecuados de anticuerpos se sangra al animal y se
procesa el plasma (Latifi, 1978; Pino & Menéndez, 2006).

En Uruguay Bothropoides pubescens (Figs. 1 y 2) y Rhinocerophis alternatus
(Familia Viperidae) causan entre 34 y 84 accidentes ofidicos por afio (Carreira et al., 2005;
Meneghel, com. pers.). Segin la cartilla de ofidismo del Ministerio de Salud Publica
(M.S.P.), debe aplicarse una dosis inicial de 4 ampollas (40ml) de SAO bivalente a un
paciente adulto con sintomatologia no aguda. Cada ampolla (10ml) neutraliza 15mg de

veneno (peso seco) de B. pubescens y 25mg de veneno de R. alternatus (Carreira et al.,



2005; Pino & Menéndez, 2006). La dosis inicial fue estimada por el volumen maximo de
veneno extraido a un sélo animal en el Bioterio de Animales Ponzofiosos (Meneghel, com.
pers.). Se cree que esta dosis es excesiva en algunos casos de accidente ofidico, implicando
que aumenta el riesgo para el paciente de sufrir la enfermedad del SAO (com. pers. Dra.

Maria Noel Tortorella).

Existe evidencia que los volimenes de veneno inyectados son menores que los obtenidos
mediante el método de ordefie (Young & Zahn, 2001). Por otra parte, el ofidio puede
inyectar diferentes dosis del veneno. Su expulsion diferencial resulta de la activacion de
sectores de la musculatura de la glandula, la variacion en el volumen de veneno dentro de la
misma y la resistencia diferencial al flujo de veneno entre su suministro y la presa, que
pueden ser cuantificadas o controladas por el animal (Young & Zahn, 2001; Young et al.,
2002). Durante la inyeccidn de veneno, la evaluacion del ofidio podria operar en tres niveles:
comportamental del encuentro (predatorio o defensivo), el tipo de presa (raton o ave) y el
tamano (raton o rata) (Young et al., 2002). Las condiciones climaticas, estacion, momento del
dia, nimero de mordeduras, son variables que pueden determinar el volumen de veneno
inyectado (Kochva, 1960; Rubio, 1998), incluso dandose casos de penetracion del colmillo
sin inyeccion de veneno (mordedura seca), sin conocerse las bases incidentales y funcionales
de la misma (Young & Zahn, 2001) (ver Anexo l). Generalmente, en la zona de la
mordedura, se observan dos heridas (raramente una) puntiformes profundas provocadas por
los colmillos del ofidio (Fig. 3), nitidas y separadas entre si por hasta dos o tres centimetros
(Negrin & Tortorella, 2006; Neira et al., 2007). Estas pueden usarse para medir la distancia

entre los colmillos del ofidio que provocé el accidente.

Los reptiles son polifiodontos, por lo que cambian su denticion reemplazandose
periddicamente en zdcalos alternados, inclusive los colmillos (Peters, 1964; Rubio, 1998)
(ver Anexo I). La familia Viperidae tiene denticion solenoglifa (ver Anexo 1), cuyo craneo
tiene ocho puntos de rotaciéon entre uniones de los huesos otorgandole un alto grado de
quinesis controlada por ligamentos, superficies articulares y actividad muscular (Figs. 4, 5, 6
y 7), por lo que cada lado de la cabeza tiene movimiento independiente (Kardong, 1974;
1977; Kardong et al., 1986; Pough et al., 1999) (ver Anexo 1). Las articulaciones de los
huesos ectopterigoides-pterigoides y ectopterigoides-maxilar permiten que el colmillo se
mueva en direccion antero-posterior, logrando la posicion erecta del diente y tenga un

modesto movimiento lateral, debido al disefio de las superficies articulares de los huesos y a
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la presencia de ligamentos en las uniones de los mismos. De esta manera, el colmillo unido a
la base del maxilar no presenta un desplazamiento lateral apreciable (ver Anexo I), ya que su
articulacion con el ectopterigoides restringe la rotacion en un so6lo plano y limita el
movimiento en sentido del eje horizontal (Kardong, 1974; 1977). Dicho movimiento permite
liberar la tension lateral en la articulacion prefrontal-maxilar cuando se le aplican fuerzas
inusualmente grandes durante los movimientos de los colmillos en la ingesta de la presa
(Kardong et al., 1986) (Fig. 7). Aunque, algunos autores mencionan presencia de movimiento
lateral del maxilar (ver Anexo I) y por ello se efectud una experiencia piloto con ejemplares
recién muertos de la especie B. pubescens (ver Anexo 1), encontrando un pequefio

desplazamiento.

Se ha observado que en los ofidios existe crecimiento alométrico de la cabeza en relacién con
el cuerpo. La alometria se refiere al cambio en tamafio o forma de una parte de un organismo,
correlacionada con el cambio en tamafio o forma de otra parte del mismo durante la
ontogenia de un individuo o taxén (Simpson et al., 1960; Gomendio, 1994; Kardong, 1999).
Segln Forsman (1994), hay una fuerte asociacién entre las tasas de crecimiento de la cabeza
y el cuerpo de manera que un rapido crecimiento del individuo no desarrolla una cabeza de
tamafo pequefio. Por otro lado, aunque no se encontrd referencias especificas acerca del
crecimiento de la glandula de veneno, Kochva (1978) trabajo en diseccion de glandulas de
diversas especies y no menciona que las mismas tengan un crecimiento diferencial respecto al
de la cabeza. McCue (2006), indica que el sistema de producciéon de veneno supone
aproximadamente el 15% del volumen total de la cabeza en la mayoria de vipéridos y no
menciona que éste porcentaje varie durante el crecimiento de los ejemplares. Por lo tanto,
estos autores sugieren que el crecimiento de la glandula acompafia al crecimiento de la
cabeza y que existe una relacion entre el tamafio de ésta y el volumen de veneno disponible.
De esta manera, se considera que el ofidio presenta isometria en las estructuras que
componen la cabeza y al aumentar de tamafio ésta, aumenta la distancia entre los colmillos,
asi como el tamafio de la glandula de veneno y por ende el volumen de veneno que pueda

producir.



Hipotesis
Existe relacion entre la Distancia entre Colmillos y el Volumen de Veneno méaximo que

puede inocular un ofidio ponzofioso.

Objetivos

a) Evaluar el dimorfismo sexual en la Distancia entre Colmillos, la Longitud Total
corporal y el Volumen de Veneno.

b) Analizar la relacion entre la Distancia entre Colmillos y el Volumen de Veneno que
un ejemplar puede inocular en una mordedura.

c) Estudiar la relacion entre la Distancia entre Colmillos y la Longitud Total corporal del

ejemplar.

A partir de estos objetivos se obtendrian datos que aporten a un posible ajuste de la dosis
inicial de SAO adecuada a cada caso de accidente ofidico, basado en la distancia entre las

punciones que presente el paciente en la zona de la mordida.



Materiales y métodos

Los ejemplares del presente estudio se encuentran en el Bioterio de Animales
Ponzofiosos (ver Anexo 1), que cuenta con un razonable nimero de animales de B. pubescens
en cautiverio, asi como con instalaciones apropiadas para la obtencién de los datos requeridos
para el analisis. La informacion de colecta de cada ejemplar se presenta en el Anexo II.

Se utilizaron 41 hembras y 27 machos, juveniles y adultos (ver Anexo I1). No se escogieron
animales de longitudes menores a 530 mm, debido a que su talla pequefia dificulta el ordefie
y pone en riesgo tanto al ejemplar como al técnico que lo manipula. En efecto, en
experiencias anteriores se obtuvo escaso volumen de veneno, probablemente relacionado a

problemas de la técnica de ordefie frente a ejemplares de pequefia talla.

Los animales no se alimentaron durante dos semanas, para asegurar que las glandulas hayan
almacenado veneno (Leloup, 1973; Kochva, 1960; 1978; McCue, 2006), y posteriormente
fueron ordefiados (Peters, 1964; Kochva, 1978). En animales ectotérmicos la produccion de
veneno por parte de la glandula depende de la temperatura del ambiente (Kochva, 1960;
1978; 1997). En el Bioterio se mantiene una temperatura ambiente que oscila entre 21 y 26°C
durante todo el afo, exceptuando un mes, frecuentemente julio, en el que se apaga la

calefaccion permitiendo que los animales invernen y no se efectdan ordefies.

Se sedd a los animales por anoxia utilizando gas carbonico (CO,), que permite una
manipulacion mas segura por parte del técnico, menor situacion de estrés para el animal y
menor pérdida de volumen de veneno durante el procedimiento de ordefie (De Biasi et al.,
1976/77).

Se recogio el veneno en vasos de Bohemia de 100 ml y 150 ml, uno por individuo, cuya

abertura se cubri6 con una lamina de plastico de 0,dmm de espesor sujetada bien tensa (Figs.
8y9).
Las técnicas para extraer el veneno de un ofidio ponzofioso difieren dependiendo de la

especie y del técnico. Para este trabajo se adecué un método para especies solenoglifas

descrito a continuacion.

Se tomo el ejemplar por el cuello, inmediatamente detras de la cabeza, con los dedos pulgar y
mayor a cada lado. El ejemplar usualmente abre la boca y despliega los colmillos hacia

delante hasta una posicion casi vertical o erecta, de lo contrario es obligado a hacerlo por
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medio de una pinza o una varilla (Figs. 8 y 9). Se posiciono la boca del animal hacia el centro
del vaso de Bohemia y con el dedo indice apoyado sobre su cabeza se presiond hacia abajo
para que los colmillos atravesaran el plastico dejando las marcas en el mismo (Figs. 10 y 11)
Una vez que el veneno fue eliminado por el ofidio y disminuyo6 su flujo hacia el recipiente, se
masajed suavemente las glandulas (Fig. 9) situadas por detrds de los ojos asegurando la
eliminacion de veneno que el animal adn retiene dentro del lumen glandular (Peters, 1964;
Leloup, 1973; Kochva, 1978; Latifi, 1978).

Se midi6 el volumen del veneno extraido con pipetas de 1ml, de apreciacion 0,01ml y

micropipetas de 50ul y 900pul.

Se fotografio cada ejemplar, luego del ordefie, junto a una escala (Figs. 1 y 2) para medir la
longitud total del cuerpo mediante el programa de PC SNAKEMEASURER (Version 1,0.0).

Se midio la distancia entre los orificios dejados por los colmillos en el pléstico (Fig. 12). Se
eligio un criterio para tomar dichas medidas con el menor error posible, debido a que la

impresion en el plastico variaba en cuatro casos:
a) orificios muy nitidos y de facil identificacion.

b) orificios que, a pesar de ser muy nitidos, eran gruesos y con el plastico arrugado en

los bordes.

c) orificios desgarrados, cuando el animal perfora la lamina y desplaza el maxilar hacia
atras provocando un desgarro en la misma. Se obtiene un patron con dos marcas para

un mismo colmillo: la perforacion inicial y el extremo posterior y final del desgarro.

d) orificios supernumerarios: una vez que el animal habia perforado el plastico, levanto
un maxilar y volvié a bajarlo perforando nuevamente, dejando dos impresiones para

un mismo colmillo.

Se midio la distancia entre los colmillos desde el centro de un orificio hasta el centro del otro.
Para ello se colocé una hoja de papel blanco debajo del plastico, éste se estird dejandolo
tenso sobre el papel y se marcé el centro del orificio con un lapiz de mina de grosor 0,5mm
(Fig. 11). Al retirar el plastico se midio la distancia entre los puntos marcados en la hoja con
un calibre de apreciacion 0,0omm (Fig. 12). En impresiones correspondientes al caso c)
mencionado arriba, se tom6 como referencia el primer orificio, origen del desgarro. Esto se

debe a que el plastico no ofrece la misma resistencia que el ofidio encontraria cuando muerde



a su victima. Ante situaciones del caso d) anteriormente descrito, se tom6 como impresion del
colmillo al orificio de mayor grosor y con frecuencia manchado con veneno seco en los
bordes. En este ultimo caso, se midi6 la distancia de las dos impresiones, que fueron
comparadas dando una diferencia bastante despreciable. Es poco probable, aunque no
imposible, que el animal levante y vuelva a bajar el colmillo durante la mordedura en la
victima. El cuerpo de esta Ultima se adecua a la boca del ofidio de forma mas anatémica que
el vaso de Bohemia. Sin embargo, dependiendo de la posicion de la superficie de la presa y
del &ngulo en que incide el &pice del colmillo durante el contacto inicial con la presa, puede
dificultarse el ingreso del mismo y el ofidio corrige levantando el maxilar y reinsertando

nuevamente (Hayes et al., 2002).

Para tomar las medidas se emplearon normas de seguridad debido a que los plasticos tenian
gotas de veneno ya cristalizado. Se usaron guantes descartables, lentes de proteccion,
tapaboca y tanica y se higieniz6 todo el instrumental de medicion con alcohol iodado una vez

finalizado el trabajo, para desnaturalizar la ponzofia.

Cada ejemplar fue sexado mediante manipulacion manual. Ese analisis se baso en los
caracteres secundarios que se aprecian en la especie, principalmente a nivel de la region
caudal (Fitch, 1981; Meneghel, 1997; Morales Fagundes, 1998; Carreira et al., 2005) (ver
Anexo 1). Por manipulacién manual se determiné el alargamiento y engrosamiento caudal en

los machos y, en algunos casos, se provoco eversion de un hemipene (Pefiuela G., 2004).

Se aplico tests de Mann-Whitney, ANCOVA y Regresién Lineal sobre las variables Distancia
entre Colmillos (DC), Volumen de Veneno (VV) y Longitud Total corporal (LT). Se uso el
programa estadistico, SPSS 15.0 para procesar los datos (Canavos, 1988; Kinnear & Gray,
2008).
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Resultados

Se estudio dimorfismo sexual entre las variables con el test de Mann-Whitney (Tabla
1), comparando cada variable con el sexo, designando «=0,05. Para la variable DC el
U=360,5, Z=-2,419, p < 0,016; para la variable VV el U=275, Z=-3,217, p < 0,001 y para la
variable LT el U=218, Z=-4,116, p < 0,001. Por lo tanto, la variable sexo influye sobre cada
una de las variables. El test de ANCOVA para la relacién de VV sobre DC sugiere que la
interaccion entre Sexo y DC no es significativa en la prediccion de VV, F (1, 62)=1,450,
p=0,233 y que las medias ajustadas en la poblacién son iguales reafirmando lo anterior, F (1,
63)=3,190, p=0,079 (Tabla Illa y Ilb). Para la relacion de DC sobre LT sugiere que la
interaccion entre Sexo y LT no es significativa en la prediccion de DC, F (1, 63)=1,116,
p=0,295 y que las medias ajustadas en la poblacién son iguales, F (1, 64)=0,107, p=0,744
(Tabla Illa y I11b). El test de Kolgomorov-Smirnof (Tabla 1V) indica que las variables DC
(D=0,082, p=0,755), LT (D=0,114, p=0,350) y VV (D=0,156, p=0,081) muestran

distribucién normal.

La Regresion lineal (Tablas V y VI) muestra una relacion débil entre las variables VV y DC
(R?=0,336, b=0,026, p <0,001) (Grafico 1). Hay una relacién mas fuerte entre las variables
DCy LT (R*=0,487, b=0,017, p <0,001) (Gréfico 2). El analisis de residuos de la regresién
con variable dependiente VV (Tabla VII y VIII) indica que los mismos presentan normalidad
(D=0,116, p=0,335), homocedasticidad (Levene=3,131, p=0,082) e independencia aunque el
test de Durbin-Watson esta en el limite de aceptacion (D-W=1,398). El andlisis de residuos
de la regresion con variable dependiente DC (Tabla VII y VIII) indica que los mismos
cumplen con normalidad (D=0,132, p=0,197), independencia (D-W=2,126) vy
homocedasticidad (Levene=4,345, p=0,041), aunque el valor de éste Gltimo se encuentre en

el limite del nivel de significacion.

Algunos ejemplares de la muestra no presentan datos de una de las variables, por lo tanto hay
diferentes N dependiendo de la variable estudiada. EI ejemplar N106 tiene una longitud total
corporal de 1454,4 mm, siendo mayor a la longitud maxima documentada en cautiverio y la
mayor para la especie. El volumen de veneno més alto obtenido (1,2 ml) en los ordefies se le

extrajo al ejemplar N101 (Tablas IXa y IXb).
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Tabla I: Estadisticos de contraste del test de Mann - Whitney aplicado a las tres variables para estudiar

dimorfismo sexual. Los resultados indican que el sexo influye sobre las mismas.

DC (mm) LT (mm) VV (ml)
U de Mann-Whitney 360,500 218,000 275,000
W de Wilcoxon 738,500 596,000 626,000

z -2,419 -4,116 -3,217

p < 0,05 < 0,001 < 0,01

Tabla 11: Resultados del test de ANCOVA para estudiar la influencia del Sexo en la relacién de las variables
Volumen de Veneno y Distancia entre Colmillos. a) valores de F mostrando la interaccion entre las variables. b)

valores de F que sugieren que las pendientes de la relacién para ambos sexos son iguales.

a)
Suma de cuad. tipo 11l gl Media cuadréatica F p
Modelo corregido 1,043 3 0,348 12,801 < 0,001
Interseccion 0,007 1 0,007 0,256 0,615
Sexo 0,013 1 0,013 0,482 0,490
DC 0,254 1 0,254 9,350 0,003
Sexo * DC 0,039 1 0,039 1,450 0,233
Error 1,683 62 0,027
Total 6,924 66
Total corregida 2,726 65
b)
Suma de cuad. tipo 1l gl Media cuadrética F p
Modelo corregido 1,003 2 0,502 18,345 <0,001
Interseccion 0,050 1 0,050 1,815 0,183
DC 0,642 1 0,642 23,466 < 0,001
Sexo 0,087 1 0,087 3,190 0,079
Error 1,723 63 0,027
Total 6,924 66
Total corregida 2,726 65
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Tabla I11: Resultados del test de ANCOVA para estudiar la influencia del Sexo en la relacion de las variables

Distancia entre Colmillos y Longitud Total corporal. a) valores de F mostrando la interaccion entre las variables.

b) valores de F que sugieren que las pendientes de la relacion para ambos sexos son iguales.

a)
Suma de cuad. tipo llI gl Media cuadratica F p
Modelo corregido 715,639 3 238,546 20,722 | <0,001
Interseccion 0,103 1 0,103 0,009 0,925
Sexo 13,938 1 13,938 1,211 0,275
LT 324,038 1 324,038 28,148 <0,001
Sexo * LT 12,842 1 12,842 1,116 0,295
Error 725,251 63 11,512
Total 15517,493 67
Total corregida 1440,891 66
b)
Suma de cuad. tipo |1l gl Media cuadréatica F p
Modelo corregido 702,798 2 351,399 30,470 | <0,001
Interseccion 1,784 1 1,784 0,155 0,695
LT 544,532 1 544,532 47,216 | <0,001
Sexo 1,238 1 1,238 0,107 0,744
Error 738,093 64 11,533
Total 15517,493 67
Total corregida 1440,891 66

Tabla IV: Resultados del test de Kolgomorov-Smirnof muestran normalidad en las variables. D_ coeficiente de

Kolgomorov-Smirnof, p_ nivel de significacién.

VV (ml) DC (mm) | LT (mm)
N 66 68 67
D 0,156 0,082 0,114
Z de Kolmogorov-Smirnov 1,266 0,674 0,932
p 0,081 0,755 0,350




Tabla V: Resultados Regresién Lineal para el modelo en el que la Distancia entre Colmillos (DC) es la variable

predictora y el Volumen de Veneno (VV) es la variable dependiente; y el modelo donde la variable predictora es

Longitud Total del cuerpo (LT) y la variable dependiente es Distancia entre Colmillos (DC). R_ coeficiente de

regresién mdltiple, R? estimativo de la proporcién de varianza estimada para la regresion, p_ nivel de

significancia.

Modelo R R’ R? corregida | Error tip. de la estimacion p
Variable Predictora DC 0,580 | 0,336 0,326 0,168167 < 0,001
Variable Predictora LT 0,698 | 0,487 0,479 3,37258 < 0,001

Tabla VI: Valores de las constantes de la ecuacion de regresion: constante de la ecuacion, B_ pendiente o

coeficiente de regresion, t_ estadistico del test de t que testea linealidad entre las variables, p_ nivel de
significancia.
Coeficientes no estandarizados | Coeficientes tipificados
Modelo t p
B Error tip. Beta
Constante -0,131 0,070 -1,857 | 0,068
Variable dependiente VV 0,026 0,005 0,580 5,691 | <0,001
Constante -0,534 1,958 -0,273 | 0,786
Variable dependiente DC 0,017 0,002 0,698 7,854 | <0,001

Tabla VII: Estadisticos sobre los residuos para cada modelo, con variable dependiente VVolumen de Veneno y

variable dependiente Distancia entre Colmillos respectivamente.

Modelo Minimo Maximo Media | Desviacion tipica | N
Valor pronosticado 0,06046 0,51523| 0,25220 0,118716 66
Variable dependiente VV | Residual -0,262933| 0,777790 0 0,166868 | 66
Valor pronosticado tip. -1,615 2,216 0 1,000| 66
Residuo tip. -1,564 4,625 0 0,992 66
Valor pronosticado 8,2771 23,5547 | 14,4948 3,26032 67
Variable dependiente DC | Residual -6,54603 6,07114 0 3,34694 | 67
Valor pronosticado tip. -1,907 2,779 0 1,000 67
Residuo tip. -1,941 1,800 0 0,992 67
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Tabla VIII: Resultados de los test de Kolgomorov-Smirnof para Normalidad, test de Durbin-Watson para

independencia y test de Levene para homocedasticidad sobre los residuos de la regresion lineal.

Modelo N D p Durbin-Watson Levene p
Variable dependiente VV 66 0,116 | 0,335 1,398 3,131 0,082
Variable dependiente DC 67 0,132 | 0,197 2,126 4,345 0,041
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Gréfico 1: Volumen de Veneno (VV) en funcion de la Distancia entre Colmillos (DC). Los Puntos rojos
corresponden a las hembras y los puntos azules corresponden a los machos. El punto mas separado corresponde
al ejemplar N101 al que se le extrajo un volumen de 1,2 ml de veneno, siendo mayor al volumen extraido a

ejemplares de dimensiones similares. La linea negra marca la pendiente de la Regresion Lineal R?=0,336.
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Gréfico 2: Distancia entre Colmillos (DC) en funcion de la Longitud Total corporal (LT). Los Puntos rojos
corresponden a las hembras y los puntos azules corresponden a los machos. La linea negra marca la pendiente
de la Regresion Lineal R?=0,487.
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Discusion

El andlisis de los datos sugiere que aunque el Sexo influye sobre cada variable
Distancia entre Colmillos, Volumen de Veneno y Longitud Total de manera independiente,
no influye de forma significativa en la relacion entre VV y DC y entre DC y LT. Por lo tanto,
no hay dimorfismo sexual significativo respecto a las variables estudiadas. Las pendientes de
las regresiones de las variables presentan en el extremo inferior sélo datos de ejemplares
machos mientras que en el extremo superior solo hay datos de hembras; esto se debe a que
los animales de talla pequefia que se us6 en la muestra eran sélo machos, sesgando
indirectamente la misma. Lo que deberia observarse seria datos de ambos sexos a lo largo de
toda la pendiente, menos en el extremo superior que correctamente deben verse hembras ya
que son las que llegan a tamarfios grandes.
La regresion entre VV y DC muestra que existe relacion lineal entre las variables, este
resultado es fortalecido por el test de Ancova, aunque esta relacion es débil. Esto podria
deberse a que existen otras variables que pueden modificar los datos de VV y DC y que no se
tomaron en cuenta durante la medicion de dichos datos.
Aunque la relacién lineal entre DC y LT corporal es mayor que la relacion estudiada
anteriormente, también es baja sugiriendo la existencia de otras variables que influyen en esta
relacion. La variable LT corporal presenta un unico valor posible en cada ejemplar en un
tiempo dado debido a que la especie s6lo va a aumentar de longitud con el crecimiento.
Los valores de la DC pueden tener mas de un valor en un individuo en un mismo tiempo por
dos razones principalmente: el recambio de los colmillos y el grado de quinesis que presenta
el craneo de vipéridos. Como se mencionara en introduccion (ver también Anexo 1), el
recambio de colmillos se produce en zdcalos contiguos en cada maxilar (Figs. 6, 13 y 14). De
esta manera, un individuo con un mismo tamafio puede tener tres posiciones diferentes de los
colmillos en los zdcalos, lo que implica tres diferentes distancias entre los colmillos. La
distancia mayor entre los colmillos se da cuando ambos z6calos externos estan ocupados, la
menor cuando ambos zécalos internos estan ocupados y una medida intermedia a las
anteriores cuando un zocalo interno y otro externo son ocupados. Por lo tanto, cada valor de
la variable DC va a depender de los zdcalos ocupados en el momento de su medicion y esto
significa que un animal en el momento de la mordedura podria dejar una marca con tres
medidas diferentes posibles. En el caso de obtener una ecuacion lineal esto podria dar un
resultado erroneo.
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Los ochos puntos de rotacion entre los huesos que permiten la alta movilidad del craneo (ver
Introduccién y Anexo 1) no modifican los valores de DC en el mismo ejemplar. Sin embargo,
si existe un desplazamiento lateral del hueso maxilar y por lo tanto del colmillo, cada
ejemplar podria dar mordidas con diferentes marcas de colmillos y por lo tanto diferentes
valores de DC. Se estaria frente a la misma situacion planteada anteriormente, si se obtuviera
una ecuacion lineal daria resultados erroneos. La literatura citada en Introduccion y Anexo I,
indica que el desplazamiento lateral es muy pequefio o casi nulo en especies estudiadas con
denticion solenoglifa, pero no hay estudios acerca de B. pubescens y por lo tanto, no se
puede asegurar si su influencia sobre la variable DC es de magnitud despreciable. Los
resultados de la experiencia piloto descripta en Anexo I, generan una duda sobre el grado de
influencia de este movimiento sobre la variable estudiada, ya que se obtuvo una variacion
promedio de 2,44 mm de separacion entre los colmillos. Aunque, no se puede asegurar que
un ejemplar vivo alcance ese grado de movilidad lateral debido a la presencia de ligamentos,
musculatura y terminales nerviosas que puedan infligir algin dolor limitando el movimiento
y por este motivo se deberia estudiar en animales vivos para conocer cuanto es que se estan
modificando los resultados obtenidos en éste trabajo.

La influencia de la posicion del colmillo segln el zdcalo y la quinesis craneal lateral de los
colmillos sobre los valores de DC explica que en la muestra haya animales del mismo sexo y
similar longitud corporal con distancias entre colmillos muy diferentes y animales con una
misma distancia entre colmillos que eliminan diferentes volimenes de veneno (ver Graficos 1
y 2), y también explica los valores débiles de las relaciones de la DC con LT y VV. Al
conocer el rango de valores que puede variar DC se podria aproximar una ecuacién que

calcule la dosis méas segura de SAO para aplicar a cada paciente.

A pesar que existe variacion en el volumen de veneno inyectado en una mordedura por
motivos medioambientales, funcionales de la glandula productora y el aparato inoculador, por
comportamiento del animal, fisicos por la posicion del colmillo y el sitio de la mordida, por
control del sistema nervioso (ver Introduccién y Anexo 1), es importante saber que el
volumen de veneno obtenido por el procedimiento de ordefie siempre es mayor que el
inoculado (ver Introduccién y Anexo 1). En el ordefie el ofidio mantiene su capacidad de
controlar el volumen de veneno que elimina del lumen de la glandula en cada mordedura,
pero en el actual trabajo dicha capacidad fue muy disminuida en los animales debido a que

fueron sedados con CO, para ordefiarlos. Por lo tanto, si con estos resultados se calcula la
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dosis de SAO necesaria para neutralizar el volumen de veneno que se obtiene de un animal en
el ordefie, la misma cubriria cualquier volumen de veneno inyectado por un animal de las

mismas dimensiones en una mordedura tanto defensiva como ofensiva.

Aunque muchas variables influyen en la produccion de veneno por la glandula (ver
Introduccidn y Anexo I), estas son descartadas en el actual trabajo debido a las condiciones
estables de cautiverio y la metodologia usada para la obtencion de los datos (Materiales y
métodos). La literatura no indica el tiempo que se debe dejar a un ejemplar de B. pubescens
sin alimentar (o sea, sin morder) para obtener el mayor volumen de veneno, almacenado en el
lumen de la glandula, en un ordefie (ver Anexo I). Es importante conocer el tiempo necesario
para que el lumen de la glandula de veneno se llene y asi asegurar que la ecuacion que se
obtenga se basa en el maximo de veneno que un animal pueda producir. Debido a que los
animales, usados en este trabajo, tuvieron el mismo lapso de tiempo para producir y
almacenar veneno en la glandula, se deberia obtener el grado de relacion entre las variables
independientemente del tiempo requerido para el maximo almacenamiento en el lumen de la
glandula. En este caso, se produce diferencias sobre las constantes de la regresion lineal y por
lo tanto la ecuacion que se obtendria daria resultados de dosis de SAO, para cada mordedura,
errados.

La dosis de SAO depende de la cantidad de veneno en mg de peso seco (ver Introduccion).
Aunque en este trabajo se uso el volumen de veneno en ml, los resultados de la experiencia
mostrada en el Anexo Il demuestran que existe una relacion lineal entre los logaritmos
naturales (In) de la Proteina Total (PT) contenida en VV. Por lo tanto, si se encuentra una
relacion entre DC y VV, se puede relacionar con PT y calcular la dosis de SAO necesaria
para cada caso. Ademas, si el veneno almacenado en el lumen aumenta su concentracion de
proteina, al calcular la dosis de SAO requerida para volimenes de veneno obtenidos en el
ordefie, se sabe que la concentracion de proteina inyectada en una mordedura es menor y

también estaria cubierta en este caso.
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Conclusiones

No existe dimorfismo sexual significativo en las variables, eso significa que
independientemente del sexo del animal que cause el accidente ofidico se podria obtener una
dosis ideal de SAQ.

La relacion entre la Longitud Total corporal, la Distancia entre Colmillos y el Volumen de
Veneno existe pero su linealidad es débil y estd influenciada por otras variables
caracteristicas principalmente por la clase de denticion y la quinesis craneal. El grado de
influencia de estas variables debe ser estudiado para conocer los rangos que fluctdan los
resultados. Debido a ello no fue posible obtener una ecuacion que facilite la dosificacion del

SAO para cada accidente ofidico.

Una aplicacion préactica podria ser obtener una tabla con intervalos de valores de distancias
entre colmillos y que a cada intervalo le corresponda una dosis determinada de SAO, que

posteriormente se compararian con datos clinicos.

Como el volumen de veneno obtenido en un ordefie y su concentracion de proteina es mayor
que lo inyectado en una mordedura defensiva, se estaria dando siempre mayor dosis de SAO
que la necesaria y ésta cubriria los niveles de veneno que tenga el paciente en su sistema. Sin
embargo, en algunos casos de accidente ofidico la dosis calculada seria menor que la que se

estd administrando actualmente y asi se podria disminuir el riesgo de enfermedad del SAO.

Para obtener una relacion entre las variables que permita llegar a una dosis de SAO viable
para cada accidente ofidico, se debera investigar el grado de influencia de cada variable que
pueda alterar los datos de las variables estudiadas: distancia entre los z6calos, grado de
desplazamiento lateral del maxilar y el periodo de ayuno requerido para la especie que
permita obtener el maximo de produccién de veneno de las glandulas que cada ejemplar sea

capaz de producir.
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Anexo I: Informacién complementaria

En los ofidios, las secreciones de veneno son producidas en glandulas orales
especializadas, asociadas a dientes generalmente modificados (colmillos) para una
inoculacién més eficiente, que se localizan en el hueso maxilar (Peters, 1964; Ernst & Zug,
1996; Pough et al., 1998; Rubio, 1998; Acosta, 2003; Young et al., 2004). Los sistemas de
inyeccion de veneno son frecuentemente divididos en sistemas de colmillos frontales y de
colmillos posteriores. Hay dos tipos de colmillos frontales: solenoglifo (Figs. 4, 5 y 6)
presente en los ofidios de la familia Viperidae y el género Atractaspis (Familia
Atractaspididae) y proteroglifo, caracteristico en la familia Elapidae. El sistema de colmillos
posteriores u opistoglifo se encuentra en el resto de los géneros de Atractaspididae y en casi
la mitad de los miembros de la familia Colubridae, mientras que la otra mitad de esta Gltima
familia carece de colmillos y en general se considera no ponzofiosa para humanos (Deufel &
Cundall, 2006). Esta agrupacion de la denticion se basa en similitudes superficiales de los
colmillos y maxilares, pero probablemente no refleja agrupaciones naturales (Deufel &
Cundall, 2006; Pyron et al., 2011). Aunque los patrones de evolucién de los sistemas de
veneno permanecen inciertos, se identificaron patrones morfoldgicos y funcionales dentro de
las familias. Actualmente, se considera que los diferentes sistemas de eliminacion de veneno

se desarrollaron independientemente en Viperidae, Atractaspididae y Elapidae.

En vipéridos el colmillo inoculador es largo respecto al tamafio de la serpiente,
recurvado y estd ubicado sobre un hueso maxilar corto y altamente mévil (Fig. 5, 6 y 13).
Este hueso esta reducido (Pough et al., 1998; 1999), puede bascular entre 90° y 120° segln
Pough et al. (1999) y solo sostiene colmillos, no hay otro tipo de diente maxilar (Peters,
1964; Pough et al., 1998; 1999; Carreira et al., 2005). Los colmillos son mas largos que los
demas dientes del animal y estan conectados con las glandulas secretoras de veneno por
medio de un conducto por el que el veneno viaja a través del canal del colmillo hasta el
orificio proximal del diente; este Gltimo termina en una punta filosa (Peters, 1964; Kardong
& Lavin-Murcio, 1993; Rubio, 1998; Pough et al., 1998; 1999; Deufel & Cundall, 2006) y no
muestra una sutura que conecte los orificios ovales de entrada y salida del veneno (Deufel &
Cundall, 2006), excepto en crias. La glandula de veneno esta contenida en una capsula sobre
la que se inserta el musculo compressor glandulae. Durante la mordedura, la mayoria de los

musculos de la mandibula se contraen y los huesos cuadrado, pterigoides y ectopterigoides
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empujan al hueso maxilar por medio de una conexion entre ellos provocando la ereccion total
de los colmillos (Carreira et al., 2005; Kardong & Lavin-Murcio, 1993; Pough et al. 1998).
El maxilar tiene una articulacion altamente mavil con el prefrontal, éste articula con la caja
craneana en otra union movil. Ligamentos que abarcan a cada articulacion caudalmente,
controlan una hiperextension de las mismas. El ectopterigoides, alargado, articula con la
superficie posterior de la maxila en forma dorsal a los colmillos. EIl palatino es delgado y sus
conexiones al maxilar y al hocico son mdviles facilitando la protraccion del arco palato-
maxilar durante la rotacion de los colmillos. El hocico también es muy mévil alrededor de su
unién a la caja craneana, reaccionando a los movimientos palatinos (Deufel & Cundall,
2006). Hay algunas evidencias que indican un pequefio movimiento lateral del maxilar,
estudios en Agkistrodon piscivorus (con denticién solenoglifa) durante la mordedura e
ingestion de la presa, mostraron que la rotacion del hueso maxilar ocurre sélo en un plano
parasagital con un pequefio componente de movimiento lateral, ya que su articulacion con el
ectopterigoides restringe la rotacién a un solo plano y limita el movimiento en el eje
horizontal. Kardong (1974) menciona que Frazzetta encontré un desplazamiento lateral
considerable en boideos (denticion aglifa), pero también menciona que hay diferencias en la
quinesis entre las diferentes especies. No es conocido que en B. pubescens exista
desplazamiento lateral de los maxilares, esto implicaria que los colmillos tengan un
movimiento lateral que puede cambiar la medida de la distancia entre ellos durante la
mordida. Ante esta interrogante, se efectu6 una prueba piloto con 5 ejemplares recién
muertos a los que se les abrid la boca y con una pinza se llevo los colmillos a posicion erecta,
caracteristica en la accion de mordedura. Se separ6 los colmillos en sentido lateral con un
calibre y se midi6 la méaxima separacion a la que llegaron (distancia interna entre colmillos).
La diferencia entre la distancia interna entre los colmillos sin desplazamiento lateral y con un
méaximo de desplazamiento lateral varié con una media de 2,44 + 0,05 mm (rangos: 1,8 - 2,9
+ 0,05 mm).

Los reptiles al ser polifiodontos, tienen una serie de dientes de reemplazo creciendo detrés del
funcional (Fig. 6), ascendiendo en orden de tamafio dentro de una envoltura de tejido y se
mueven hacia delante a medida que se desarrollan, reemplazando los dientes que se mudan.
El colmillo funcional es reemplazado en una secuencia ordenada existiendo dos zd6calos
contiguos en cada hueso maxilar para su recambio, pero solo uno es ocupado por un colmillo

funcional en todo momento (Figs. 6, 13 y 14) que se reemplaza alternadamente y que

22



permanece en ellos hasta perderse, segun la teoria de Tomes (Peters, 1964; Deufel & Cundall,
2006). Dicha teoria se ha confirmado en estudios de diversos crotalidos incluyendo el género
Bothrops (Anthony, 1970) en el que estaba incluida la especie B. pubescens hasta el trabajo
de Fenwick et al. (2009).

Segun Rubio (1998), la profundidad de penetracién, si uno o ambos colmillos penetran y el
lugar de la mordedura determinan la cantidad de veneno inyectado. Sin embargo, para Hayes
(1992) existe poca relacion entre la duracion de contacto del colmillo y el sitio de penetracion
en una mordedura con el volumen de veneno inyectado, confirmado por Young & Zahn
(2001), y que el sitio de penetracion del colmillo es al azar debido a las acciones evasivas del
roedor. Se registrd la inyeccion de veneno en forma independiente en una penetracion
isolateral o colateral en la presa, sugiriendo que la actividad de los musculos extrinsecos de la
glandula de veneno esté sincronizada durante dicha inyeccion, siendo descrita en estudios de
electromiograma (EMG) de mordeduras en vipéridos por Kardong et al. (1986). EI mdsculo
compresor de la glandula (compressor glandulae) se sitda lateral y dorsalmente a ésta,
aplicandole presion cuando se contrae y permitiendo la expulsion de veneno; los demas
musculos de la cabeza también ejercen presion pero en menor grado (Kochva, 1978). Los
conductos de veneno discurren entre la musculatura y se ensanchan dentro de un saco
triangular largo inmediatamente posterior a los ojos. Cuando los musculos unidos a la
glandula se contraen, una dosis de veneno es forzada a través de los colmillos dentro de la
herida de la presa (Rubio, 1998). Young et al. (2000) aplicaron estimulos idénticos a las
superficies ventral, dorsolateral, dorsomedial y medial del masculo compressor glandulae y
obtuvieron un patrén de expulsion diferencial de veneno evidenciando que la dosificacion del
veneno inyectado depende del muasculo que se estimula y del grado de dicho estimulo.
Estudios con Elapidae y Viperidae, muestran convergencia evolutiva, a pesar de diferencias
morfoldgicas, donde la musculatura extrinseca de la glandula funciona aumentando la presion
intraglandular, siendo el desplazamiento de los dientes un prerrequisito para la expulsion del
veneno (Young et al., 2000; 2004). El volumen de veneno inyectado en una mordedura
dependiendo del tamafio y tipo de presa se ha cuantificado por diferentes métodos como ser
comparacion de tests de ELISA vy analisis de proteinas entre diferentes presas (Hayes, 1992).
Segun Rubio (1998) la dosis inyectada es proporcional al tamafio de la presa, aungque para
Young & Zahn (2001) la inyeccion de veneno es influida por el contexto comportamental y
Hayes et al. (2002) estudiaron que en Crotalus atrox un mismo blanco en contexto predatorio
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y otro defensivo registran diferencias volumétricas y temporales, siendo mayor el volumen
inyectado durante la mordedura defensiva y es ain mayor ante un riesgo de muerte para el
ofidio. Por otro lado, se han observado entre el 20-30% en mordeduras defensivas a humanos
presentando marcas de colmillos sin una reaccion local o sistémica (Offerman et al., 2001,
Tanen et al., 2001; Hayes et al., 2002), aunque Young et al. (2000) indica que el 50% de
accidentes son “mordeduras secas”. Hayes et al. (2002) sugieren dos hipdtesis para las
mordeduras secas defensivas, éstas pueden resultar de una decision deliberada por el ofidio
(hipétesis de medicidon de veneno), confirmada por Young & Zahn (2001), o por fuerzas
cinematicas durante la mordedura (hipotesis de fuerzas cinematicas). EI volumen de veneno
inyectado también varia segun la especie de serpiente estudiada en condiciones
experimentales, en mordeduras defensivas de Vipera russelli, los adultos inyectan un 45% del
veneno en las primeras mordeduras y los juveniles eliminan un 53% (Tun Pe & Khin Aung
Cho, 1986). Kochva (1960) observé que V. palaestinae inyecta menos del 20% del contenido

de la glandula, con un promedio de 11% en mordeduras ofensivas.

El tipo de blanco y tamafio se evalGan por sistemas quimiosensor, visual y termal, mientras
que los encuentros defensivos desencadenan una liberacién hormonal y durante el estrés se
registran cambios fisiologicos de respuestas neurales (Young et al., 2002). Hayes et al.
(2002) indicaron que la cantidad de veneno eliminado esta bajo control del sistema nervioso
central y puede variar respecto a circunstancias intrinsecas y extrinsecas del animal.
Yamanouye et al. (1997) encontraron que en B. jararaca, el sistema nervioso simpético juega

un importante rol en la produccién y secrecion de veneno.

En V. palaestinae, las glandulas de veneno pueden producir y almacenar hasta méas de 1g de
volumen de veneno en su lumen extendido (Kochva et al., 1975). Se comprob6 que la
regeneracion de veneno luego de un ordefie, en diversas especies de viperinos, crotalinos y
elapidos, es muy répida y sigue un patron similar a una curva de saturacion. El pico de la
sintesis de veneno fue entre los primeros 4-8 dias y disminuyd en las 2 a 3 semanas
posteriores al ordefie, mientras el epitelio glandular retorna a su estado inactivo (Kochva,
1997; Yamanouye et al., 1997). Este epitelio sintetiza y secreta el veneno que es acumulado
en los primeros dias alcanzando un maximo de 7 a 5 mg de proteina en 35 mg de veneno por
dia. El primer veneno acumulado en el lumen es de una muy baja concentracion de proteina
cercana al 10-15% del peso seco (Kochva et al., 1975; Kochva, 1978). La secrecion de

veneno decrece considerablemente y la curva de acumulacion baja los niveles cerca de 20
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dias luego del ordefie. En C. durissus terrificus, V. palaestinae y V. ammodytes las glandulas
ordefiadas muestran una actividad de 8 a 10 veces mayor que las no ordefiadas. Se presume
que la sintesis nueva de veneno y la secrecion es controlada localmente por la cantidad de
veneno acumulada presente en el lumen de la glandula (Kochva et al., 1975). Las serpientes
nunca o casi nunca vacian el contenido del lumen de sus glandulas en una mordedura
(Kochva, 1960; 1978; Kochva et al., 1975), en s6lo una de cada 100 mordeduras el animal
inyecta la mitad del veneno almacenado (Kochva, 1978; Kochva et al., 1975). Bajo
condiciones naturales los vipéridos siempre tienen veneno en sus glandulas y es
probablemente muy raro que las vacien por completo. Durante la mordedura ellos usan
aproximadamente entre el 7-11% de su veneno (Kochva et al., 1975). Aunque no se conoce el
costo de la produccion y almacenamiento de veneno, la inyeccion alta o total del mismo
podria ser desventajoso para el ofidio debido a que quedaria impedido de capturar una presa o
defenderse de ataques (Hayes et al.; 2002). EI volumen de veneno acumulado en la glandula
es variable a niveles tanto intra como interespecificos (Kochva, 1997). Grisolia et al. (1986)
relacionaron el volumen de veneno obtenido en el ordefie con el ayuno en C. durissus
terrificus, concluyendo que con un ayuno de 90 dias se podria extraer un maximo volumen de
veneno. Por otro lado, Leloup (1973) especificd un rendimiento de extraccion de veneno
optimo de 28 dias sin alimentar a los animales, si se aumentaba ese periodo, decaia la
obtencion de veneno. Estudios con C. atrox mostraron que los volimenes de veneno
inyectados son menores que los obtenidos mediante el método de ordefie (Young & Zahn,
2001).

Generalmente, las especies que causan accidentes ofidicos se mantienen en cautiverio para
extraccion de veneno con fines de produccion de SAO e investigacion (Leloup, 1973;
Kochva, 1978). En Uruguay esta tarea se efectla en el Bioterio de Animales Ponzofiosos,
ubicado en el Instituto de Higiene (I. de H.) y cuya funcién principal es abastecer de veneno
al Departamento de Desarrollo Biotecnoldgico y Produccién de dicho instituto que elabora
SAO bivalente (valido para B. pubescens y R. alternatus). EI Bioterio fue creado en 1992 a
través de un convenio suscrito entre las Facultades de Ciencias y de Medicina (Meneghel,

1999; Carreira et al., 2005) y financiado inicialmente por la CSIC.

En Uruguay habitan cuatro especies ponzofiosas: B. pubescens, C. durissus terrificus y R.
alternatus pertenecientes a la familia Viperidae y Micrurus altirostris que pertenece a la

familia Elapidae.
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Biologia de Bothropoides pubescens

B. pubescens (Figs. 1 y 2) pertenece a la familia Viperidae, cuya caracteristica mas
relevante es el tipo de denticion solenoglifa, que implica una gran modificacion de los huesos
del craneo. Se ubica en la subfamilia Crotalinae (Oppel, 1811), que se caracteriza por
presentar una foseta loreal (6rgano sensorial termo receptor) profunda a cada lado del hocico
(Carreira et al., 2005). Su distribucion abarca el estado de Rio Grande do Sul, Brasil y
Uruguay. En Uruguay se encuentra probablemente en todo el territorio, faltando aun registros
de su presencia en los departamentos de Paysandu, Rio Negro, Soriano, Colonia, Flores y
Montevideo (Meneghel, 1997; Achaval, 2001; Carreira et al., 2005).

Es una especie terrestre que habita en serranias pedregosas y mares de piedra secos 0
humedos y ambientes similares (Vaz Ferreira & Sierra de Soriano, 1960; Lema, 1973;
Campbell & Lamar, 1989; Meneghel, 1997), asi como en zonas bajas de bafiados aunque

menos frecuentemente (Carreira et al., 2005).

Su cuerpo es de complexién y tamafio medios y su longitud maxima registrada es de 1180
mm (medida de una hembra en cautiverio) y una minima para neonatos correspondiente a 220
mm (Meneghel, 1997). Con un aspecto general grisaceo, color de fondo castafio grisaceo mas
0 menos intenso, segun el ejemplar. Presenta un disefio dorsolateral de manchas castafio
oscuras a negruzcas en forma de trapecio, con la base menor apoyada en la linea media dorsal
y los bordes oblicuos delineados en un tono blanquecino difuso. Por debajo de la base del
poligono hay un par de manchas secundarias, pardas y ovaladas, cuyos bordes laterales
enfrentados a los lados del trapecio también pueden presentar pigmentacion clara. Estos
disefios pueden alternarse o enfrentarse con los de la serie del flanco opuesto. Entre los
dibujos trapezoidales, aparecen manchas oscuras adyacentes a la linea media dorsal, que en
caso de disefio estrellado, se juntan en ambos lados, apareciendo como manchas mayores.
Este patron esta sujeto a gran variacion, existiendo algunos ejemplares con disefios
redondeados e incluso ocelados. Por debajo del disefio descrito aparece una serie de manchas
paraventrales oscuras, sobre un color de fondo mas claro que el dorsal y que en la mayoria de
los ejemplares se tifie de color salmén claro. El disefio cefalico se compone de tres a cinco
manchas gruesas, irregulares, castafio oscuras, sobre fondo mas claro, rodeadas de un halo
blanquecino en algunos ejemplares y dispuestas en forma mas o menos simétrica,

delimitando a veces una cruz. Generalmente hay una mancha impar sobre el hocico; el primer
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par de manchas se ubica entre las supraoculares; el segundo generalmente se extiende,
describiendo una curva hasta la base del cuello. Banda postocular muy oscura, extendiéndose
hasta el &ngulo mandibular o0 mas atras. Supralabiales manchadas de castafio oscuro sobre
fondo blanco, en disposicion irregular, en barreado, o en gran profusién, de forma que los
labios parecen totalmente oscuros. El area ventral es clara, salpicada de pequefias manchas
castafio claras u oscuras, difusas, que se agrupan en la base de cada escama (Meneghel,
1997).

La lepidosis consiste en escamas lanceoladas carenadas, mas pequefias en la cabeza que en el
resto del cuerpo. La escama rostral es cuadrangular y no visible dorsalmente, las
supraoculares presentan un canto prominente y estan separadas entre si por 8-9 (5-11, segun
da Silva en Carreira et al., 2005) intersupraoculares (Carreira et al., 2005). Presencia de 2
internasales, 2 preoculares y 2-3 postoculares; una serie de 2-4 suboculares, extendiéndose en
2 6 3 filas sobre las supralabiales. Escama loreal presente en contacto con la foseta termo
receptora, 8-10 labiales superiores y 10-11 inferiores con 1-3 en contacto con la primera
geneial. 166-183 escamas ventrales, anal entera, subcaudales divididas oscilando de 37-49 en
hembras y 43-53 en machos. 23-29 filas de escamas dorsales carenadas en el medio del
cuerpo (Meneghel, 1997; Carreira et al., 2005).

B. pubescens se encuentra activa tanto en el dia como en la noche. Su alimentacién
comprende ratones, ratas, otros pequefios mamiferos, aves, anfibios, escolopendras y otros
reptiles como lagartijas e incluso ofidios (Meneghel, 1997). Es un animal irritable y mas
agresivo que R. alternatus (Carreira et al., 2005). Es importante aclarar que B. pubescens no
estd incluida en ninguna categoria de amenaza (Morales Fagundes & Carreira Vidal, 2000;
Canavero et al. 2010).

Existe dimorfismo sexual en adultos de B. pubescens, las hembras presentan mayor tamafio
corporal y cola méas corta que los machos (Figs. 1 y 2) (Fitch, 1981; Meneghel, 1997;
Almeida & Martins, 1999; Carreira et al., 2005). Los 6rganos copuladores pares de los
machos (hemipenes), se alojan invaginados en la base de la cola, ventral al septo horizontal y
estan separados del tegumento lateral y subcaudal por delgadas laminas de musculo ventral
superficial. Estos drganos, junto con los musculos retractores asociados a los mismos
(Dowling & Savage, 1960), producen un abultamiento en la region caudal proximal, que en
B. pubescens es marcadamente visible. También se encontro diferencias sexuales en el largo
y ancho de la cabeza a nivel de los ojos (Meneghel, 1997; Morales Fagundes, 1998). Morales
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Fagundes (1998) confirmd las diferencias de tamafios indicando que las mismas no son tan
marcadas, pero encontrd variaciones significativas respecto a largos de tronco y cola y al
largo y ancho de cabeza a la altura de los ojos (hocico). La reproduccién es aparentemente
bianual, siendo una especie que pare camadas que oscilan entre 2-18 crias; el menor peso
registrado en una cria fue de 4g (Almeida & Martins, 1999; Carreira et al., 2005).
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Anexo Il: Datos de ejemplares

Los datos obtenidos con la metodologia descripta en Materiales y métodos, se

muestran en las tablas IXa y IXb. Los datos de colecta de los ejemplares de B. pubescens

utilizados en el trabajo y que pertenecen al plantel de animales del Bioterio de Animales

Ponzofios, Montevideo-Uruguay, se presentan a continuacion de las tablas.

Tabla IXa: Datos de las variables estudiadas junto con el codigo de los ejemplares hembras de B. pubescens, que

integran la coleccién del Bioterio de Animales Ponzofiosos. Para algunos ejemplares, no se cuenta con todos los

datos. DC_ Distancia entre Colmillos, LT_ Longitud Total del cuerpo, VV_ Volumen de Veneno, H_ Hembras.

Ejemplar Sexo DC LT (mm) VV (ml)
N3 H 14,25 1109,76 0,34
N4 H 11,8 1061 0,1
N49 H 10,1 817,2 0,12
N50 H 25 1267,7 0,8
N93 H 17,7 1263,8 0,75
N101 H 21,4 1308,4 1,2
N106 H 20,8 14544 0,4
N109 H 24,3 1364 0,4
N128 H 22,2 1099,912 0,32
N134 H 14 1067 0,06
N139 H 18,6 1176,93 0,25
N142 H 20 1194,066 0,52
N143 H 23,75 1205,16 0,22
N146 H 21,6 - 0,3
N155 H 22,5 1054,4 0,6
N180 H 9,2 914,62 0,1
N196 H 23,2 1149 0,44
N198 H 13 1147,65 0,225
N199 H 24,7 1157 0,58
N202 H 18,3 903 0,12
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Ejemplar Sexo DC LT (mm) VV (ml)

N205 H 16,75 912 0,36
N208 H 12,2 974 0,35
N209 H 17,3 894 0,23
N210 H 11,9 743,9 0,1
N212 H 13,1 864,2 0,05
N213 H 9,4 751,3 -
N214 H 12 779,6 0,17
N220 H 9,45 998,04 0,27
N222 H 9,7 880 0,2
N250 H 17 932,71 0,45
N251 H 15,4 778,45 0,13
N256 H 15,8 817,35 0,21
N258 H 11 794,37 0,18
N259 H 17,1 836,04 0,15
N268 H 12,4 801 0,43
N289 H 12,7 994,01 0,4
N328 H 8,2 766,4 0,15
N330 H 12,1 719,7 0,15
N331 H 19,5 900 0,22
N349 H 13,8 877,86 0,21
N350 H 8,7 847,47 0,22




Tabla 1Xb: Datos de ejemplares machos de B. pubescens usados en el trabajo, con su codigo correspondiente al

Bioterio. DC_ Distancia entre Colmillos, LT_ Longitud Total del cuerpo, VV_ Volumen de Veneno, M_

Machos.
Ejemplar Sexo DC (mm) LT (mm) VV (ml)
N54 M 17,6 921,21 0,38
N102 M 141 1112,6 0,25
N111 M 14,9 751,76 0,14
N112 M 13,7 723,062 0,1
N127 M 17,6 810,79 0,18
N132 M 14,9 944,2 0,25
N136 M 15,2 834 0,21
N140 M 14,8 822,957 0,35
N145 M 13,2 985 0,3
N163 M 9 731,7 0,08
N179 M 10 820 0,33
N182 M 16,4 732,7 0,2
N195 M 9,9 800 0,18
N200 M 141 866,57 0,14
N203 M 15 769 0,07
N206 M 13,2 650 0,02
N215 M 17,3 827,7 0,1
N219 M 9,2 946,39 0,29
N249 M 5,2 532 -
N257 M 11,7 635 0,03
N261 M 10,5 574,4 0,03
N269 M 8,1 689,7 0,05
N329 M 7.4 643,6 0,04
N332 M 12 839,52 0,23
N347 M 15,2 817 0,08
N385 M 11,5 806 0,05
N386 M 9,15 625,55 0,09
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N3 Bothropoides pubescens. Estancia "Don Horacio”, Rincon de la Vassoura,
TACUAREMBO. 12.X11.1987. Col.: F. Achaval. Ingreso Serpentario: 2.X.1992.

N4 Bothropoides pubescens. Quebrada de los Cuervos, TREINTA Y TRES. 26.VI111.1990.
Col.: M. D. Meneghel. Ingreso Serpentario: 2.X.1992.

N49 Bothropoides pubescens. Pozo Hondo, Tambores, TACUAREMBO. 2.1X.1995. Col.: A.
Olmos. Ingreso Serpentario: 4.1X.1995.

N50 Bothropoides pubescens. Quebrada de los Cuervos, TREINTA Y TRES. 5.1.1996. Col.:

S. Carreira. Ingreso Serpentario: 8.1.1996.

N54 Bothropoides pubescens. Jaureguiberry, CANELONES. 6.111.1996. Obs.: Cruzando la

calle, entre casas, 19:30 h. Col.: S. Carreira. Ingreso Serpentario: 19.111.1996.

N93 Bothropoides pubescens. Madre (N 50): Quebrada de los Cuervos, TREINTA Y TRES.
5.1.1996. Col.: S. Carreira. Obs.: Nacida en cautiverio ~ 2.1V.1996. Ingreso Serpentario:
4.1V.1996.

N101 Bothropoides pubescens. Establecimiento “La Escondida”, Jaureguiberry,
CANELONES. 25.VI11.1996 Obs.: En monte, entre ramas, en el suelo. Col.: E. Coppes; Leg.:
S. Carreira. Ingreso Serpentario: 11.1X. 1996.

N102 Bothropoides pubescens. Quebrada de los Cuervos, TREINTA Y TRES. 7.1X.1996.
Obs.: Bajo piedra pequefia. Col.: E. Gonzalez. Ingreso Serpentario: 2.X.1996.

N106 Bothropoides pubescens. Lunarejo, RIVERA. 23.X1.1996. Obs.: A la sombra de una
piedra, junto a cafiada, gajo del A° Lunarejo; 28 °C, 14h. Col.: A. Olmos. Ingreso Serpentario:
18.X11.1996.

N109 Bothropoides pubescens. Establecimiento “La Escondida”, Jaureguiberry,
CANELONES. 14.X1.1996. Obs.: Alrededor de las viviendas. Col.: E. Coppes; Leg.: S.
Carreira. Ingreso Serpentario: 18.X11.1996.

N111 Bothropoides pubescens. Establecimiento “La Escondida”, Jaureguiberry,
CANELONES. X-XI1.1996. Obs.: Alrededor de las viviendas. Col.: E. Coppes; Leg.: S.
Carreira. Ingreso Serpentario: 18.X11.1996.

32



N112 Bothropoides pubescens. Establecimiento “La Escondida”, Jaureguiberry,
CANELONES. X-X1.1996. Obs.: Alrededor de las viviendas. Col.: E. Coppes; Leg.: S.
Carreira. Ingreso Serpentario: 18.X11.1996.

N127 Bothropoides pubescens. Establecimiento “La Escondida”, Jaureguiberry,
CANELONES. 15.111.1997. Col.: E. Coppes; Leg.: S. Carreira. Ingreso Serpentario:
2.1V.1997.

N128 Bothropoides pubescens. Cerro Aspero, Sierras de La Blanqueada, Ruta 16, a 40 km de
Castillos, ROCHA. 12.1V.1997. Col.: J.C. Gambarotta & G. Geymonat. Ingreso Serpentario:
16.1V.1997.

N132 Bothropoides pubescens. Potrerillo de Santa Teresa, ROCHA. 1V.1997. Obs.: Junto a la
casa del Guardaparque. Col.: D. Roibal. Ingreso Serpentario: 30.1V.1997.

N134 Bothropoides pubescens. Establecimiento “La Escondida”, Jaureguiberry,
CANELONES. V.1997. Col.: E. Coppes; Leg.: S. Carreira. Ingreso Serpentario: 26.V1.1997.

N136 Bothropoides pubescens. Establecimiento “La Escondida”, Jaureguiberry,
CANELONES. V.1997. Col.: E. Coppes; Leg.: S. Carreira. Ingreso Serpentario: 26.VV1.1997.

N139 Bothropoides pubescens. Nacida en Zoologico de Villa Dolores, MONTEVIDEO.
1997. Ingreso Serpentario: 29.X1.1997.

N140 Bothropoides pubescens. Nacida en Zoologico de Villa Dolores, MONTEVIDEO.
1997. Ingreso Serpentario: 29.X1.1997.

N142 Bothropoides pubescens. Nacida en Zoologico de Villa Dolores, MONTEVIDEO.
1997. Ingreso Serpentario: 29.X1.1997.

N143 Bothropoides pubescens. Nacida en Zoologico de Villa Dolores, MONTEVIDEO.
1997. Ingreso Serpentario: 29.X1.1997.

N145 Bothropoides pubescens. Nacida en Zoologico de Villa Dolores, MONTEVIDEO.
1997. Ingreso Serpentario: 29.X1.1997.

N146 Bothropoides pubescens. Nacida en Zoologico de Villa Dolores, MONTEVIDEO.
1997. Ingreso Serpentario: 29.X1.1997.

N155 Bothropoides pubescens. Punta Negra, MALDONADO. 31.V.1998. Obs.: En monton
de lefia. Col.: C. Delfino. Ingreso Serpentario: 3.\VV1.1998.

33



N163 Bothropoides pubescens. Nacida en Zoologico de Villa Dolores, MONTEVIDEO.
1998. Ingreso Serpentario: 9.X11.1998.

N179 Bothropoides pubescens. Establecimiento “La Escondida”, Jaureguiberry,
CANELONES. 8-11.111.1999. Col.: E. Coppes; Leg.: S. Carreira. Ingreso Serpentario:
18.111.1999.

N180 Bothropoides pubescens. Establecimiento “La Escondida”, Jaureguiberry,
CANELONES. 8-11.111.1999. Col.: E. Coppes; Leg.: S. Carreira. Ingreso Serpentario:
18.111.1999.

N182 Bothropoides pubescens. Establecimiento “La Escondida”, Jaureguiberry,
CANELONES. 8-11.111.1999. Col.: E. Coppes; Leg.: S. Carreira. Ingreso Serpentario:
18.111.1999.

N195 Bothropoides pubescens. Bajada de Pena, Tranqueras, RIVERA. X.1999. Leg.: R.
Piriz. Ingreso Serpentario: 17.X1.1999.

N196 Bothropoides pubescens. La Escondida, Jaureguiberry, CANELONES. X. 1999. Col.:
E. Coppes. Ingreso Serpentario: 5.1.2000.

N198 Bothropoides pubescens. La Escondida y alrededores, Jaureguiberry, CANELONES.
2000. Col.: E. Coppes. Ingreso Serpentario: 22.X1.2000.

N199 Bothropoides pubescens. La Escondida y alrededores, Jaureguiberry, CANELONES.
2000. Col.: E. Coppes. Ingreso Serpentario: 22.X1.2000.

N200 Bothropoides pubescens. La Escondida, Jaureguiberry, CANELONES. 2000. Col.: E.
Coppes. Ingreso Serpentario: 22.X1.2000.

N202 Bothropoides pubescens. Madre: alrededores del zooldgico de San Carlos,
MALDONADO. Obs.: Nacido en cautiverio el 24.11.2001. Leg.: A. Villalba. Ingreso
Serpentario: 29.111.2001.

N203 Bothropoides pubescens. Madre: alrededores del zooldgico de San Carlos,
MALDONADO. Obs.: Nacido en cautiverio el 24.11.2001. Leg.: A. Villalba. Ingreso
Serpentario: 29.111.2001.
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N205 Bothropoides pubescens. Madre: alrededores del

MALDONADO. Obs.: Nacido en cautiverio el 24.11.2001.

Serpentario: 29.111.2001.

N206 Bothropoides pubescens. Madre: alrededores del

MALDONADO. Obs.: Nacido en cautiverio el 24.11.2001.

Serpentario: 29.111.2001.

N208 Bothropoides pubescens. Madre: alrededores del

MALDONADO. Obs.: Nacido en cautiverio el 24.11.2001.

Serpentario: 29.111.2001.

N209 Bothropoides pubescens. Madre: alrededores del

MALDONADO. Obs.: Nacido en cautiverio el 24.11.2001.

Serpentario: 29.111.2001.

N210 Bothropoides pubescens. Madre: alrededores del

MALDONADO. Obs.: Nacido en cautiverio el 24.11.2001.

Serpentario: 29.111.2001.

N212 Bothropoides pubescens. Madre: alrededores del

MALDONADO. Obs.: Nacido en cautiverio el 24.11.2001.

Serpentario: 18.1V.2001.

N213 Bothropoides  pubescens. Madre: alrededores del

MALDONADO. Obs.: Nacido en cautiverio el 24.11.2001.

Serpentario: 18.1V.2001.

N214 Bothropoides pubescens. Madre: alrededores del

MALDONADO. Obs.: Nacido en cautiverio el 24.11.2001.

Serpentario: 18.1V.2001.
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zooldgico
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zooldgico
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N215 Bothropoides pubescens. Punta Negra, MALDONADO. 12.1V.2001. Obs.: En
alrededores de la casa. Col.: C. Delfino. Ingreso Serpentario: 18.1\V.2001.

N219 Bothropoides pubescens. La Escondida, Jaureguiberry, CANELONES. X.2001. Col.:

E. Coppes. Leg.: S. Carreira. Ingreso Serpentario: 5.X11.2001.
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N220 Bothropoides pubescens. Estancia San Juan, Puesto Los Cerros (31°00'45,2" S -
55°39'61" W), RIVERA. 24.X1.2001. Obs.: En actividad, desplazdndose entre pajas.
Nublado, con viento, fresco. Col.: J. Rivero & F. Achaval. Ingreso Serpentario: 5.X11.2001.

N222 Bothropoides pubescens. Potrero Los Cerros, Estancia San Juan, Sierra de la Aurora
(31°00'41" S - 55°39'25" W), RIVERA. 15.XI11.2001. Obs.: Bajo piedra. Col.: C. Llaguno &
F. Achaval. Ingreso Serpentario: 19.X11.2001.

N249 Bothropoides pubescens. Nacida en Zoo San Carlos, MALDONADO. Obs.: (Padres de
las inmediaciones) 24.11.2002. Leg.: A. Villalba. Ingreso Serpentario: 4.1V.2002.

N250 Bothropoides pubescens. Nacida en Zoo San Carlos, MALDONADO. Obs.: (Padres de
las inmediaciones) 24.11.2002. Leg.: A. Villalba. Ingreso Serpentario: 4.1V.2002.

N251 Bothropoides pubescens. Nacida en Zoo San Carlos, MALDONADO. Obs.: (Padres de
las inmediaciones) 24.11.2002. Leg.: A. Villalba. Ingreso Serpentario: 4.1V.2002.

N256 Bothropoides pubescens. Nacida en Zoo San Carlos, MALDONADO. Obs.: (Padres de
las inmediaciones) 24.11.2002. Leg.: A. Villalba. Ingreso Serpentario: 4.1V.2002.

N257 Bothropoides pubescens. Nacida en Zoo San Carlos, MALDONADO. Obs.: (Padres de
las inmediaciones) 24.11.2002. Leg.: A. Villalba. Ingreso Serpentario: 4.1V.2002.

N258 Bothropoides pubescens. Nacida en Zoo San Carlos, MALDONADO. Obs.: (Padres de
las inmediaciones) 24.11.2002. Leg.: A. Villalba. Ingreso Serpentario: 4.1V.2002.

N259 Bothropoides pubescens. Nacida en Zoo San Carlos, MALDONADO. Obs.: (Padres de
las inmediaciones) 24.11.2002. Leg.: A. Villalba. Ingreso Serpentario: 4.1V.2002.

N261 Bothropoides pubescens. Nacida en Zoo San Carlos, MALDONADO. Obs.: (Padres de
las inmediaciones) 24.11.2002. Leg.: A. Villalba. Ingreso Serpentario: 4.1V.2002.

N268 Bothropoides pubescens. Jaureguiberry, CANELONES. X11.2002. Ingreso Serpentario:
4.X11.2002.

N269 Bothropoides pubescens. Jaureguiberry, CANELONES. X11.2002. Ingreso Serpentario:
4.X11.2002.

N289 Bothropoides pubescens. Inmediaciones de Zoo San Carlos, MALDONADO. Obs.:
Mantenida en el Zoo por afios, reproduciéndose con N290. Leg.: A. Villalba. Ingreso
Serpentario: 27.11.2003.
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N328 Bothropoides pubescens. Jaureguiberry, CANELONES. 11.11.2004.
Speranza. Ingreso Serpentario: 11.11.2004.

N329 Bothropoides pubescens. Jaureguiberry, CANELONES. 9-19.11.2004.
Speranza. Ingreso Serpentario: 20.11.2004.

N330 Bothropoides pubescens. Jaureguiberry, CANELONES. 9-19.11.2004.
Speranza. Ingreso Serpentario: 20.11.2004.

N331 Bothropoides pubescens. Jaureguiberry, CANELONES. 9-19.11.2004.
Speranza. Ingreso Serpentario: 20.11.2004.

N332 Bothropoides pubescens. Jaureguiberry, CANELONES. 9-19.11.2004.

Speranza. Ingreso Serpentario: 3.111.2004.

N347 Bothropoides pubescens. Jaureguiberry, CANELONES. 16/XI1/2004
Speranza. Ingreso Serpentario: 8.X11.2004.

N349 Bothropoides pubescens. Jaureguiberry, CANELONES. Aprox. 2-3/1/2005. Col.:

Speranza. Ingreso Serpentario: 11.11.2005.

Leg.:

Leg.:

Leg.:

Leg.:

Col.:

Dr.

Dr.

Dr.

Dr.

Dr.

Dr.

Dr.

N350 Bothropoides pubescens. Jaureguiberry, CANELONES. Aprox. 24.1.2005. Obs.: Pare

el 20.1V.2005, peso posparto: 305,6 g. Col.: Dr. Speranza. Ingreso Serpentario: 11.11.2005.

N385 Bothropoides pubescens. Uruguay. 11/2006. Ingreso Serpentario: V11.2006.

N386 Bothropoides pubescens. Ruta Interbalnearia, km 117, antes de Solanas. Maldonado.

27/11/2006. Col: E. Russi. Ingreso Serpentario: V11.2006.
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Anexo lll: Relacion entre Proteina Total y Distancia entre

Colmillos

La dosis de SAO se calcula segun la cantidad de proteina del veneno en mg que
neutraliza. Debido que en el trabajo se uso los datos con volumen de veneno en ml, se estudid
la relacion entre la Proteina Total contenida en el veneno (PT) y el Volumen de Veneno
obtenido en el ordefie (VV) asi como con la Distancia entre Colmillos (DC). Para ello se
extrajo y midio la PT en diecisiete muestras de veneno extraidas en los ordefies. Se centrifugd
cada muestra con aceleracion de 12000 g durante 20 minutos a 4 °C, para descartar el
material insoluble, y se pesé el sobrenadante (Tabla X). Los residuos de la regresién no son
homocedasticos, por lo tanto se transformé las variables por medio de logaritmo natural (In).
Para las variables InPT en funcion de InVV (Gréafico 3) el resultado de la regresion (Tabla
XI1) da un R*=0,923, b=0,973 (p < 0,001) indica que existe una relacién lineal entre los
logaritmos de las variables. La regresion de In PT en funcion de InDC (Gréfico 4) con un
R?=0,554, h=2,283 (p < 0,001) muestra una relacién lineal menor entre los logaritmos

naturales de las variables (Tablas XI1 'y XIII).

Se concluye que existe relacion lineal entre los logaritmos naturales de las variables
estudiadas PT y VV y entre PT y DC.
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Tabla X: Datos de la variable Proteina Total junto con los datos correspondientes a cada muestra de ejemplares

de B. pubescens, que integran la coleccién del Bioterio de Animales Ponzofiosos. DC_ Distancia entre

Colmillos, VV_ Volumen de Veneno, PT_ Proteina Total.

Ejemplar DC (mm) VV (ml) PT (mg)
N49 10,1 0,12 32,54794524
N50 25,0 0,80 188,5700553
N93 17,7 0,75 180,2811824

N101 21,4 1,20 201,5284788
N102 14,1 0,25 37,53905311
N106 20,8 0,40 95,24633502
N109 24,30 0,40 79,71160779
N132 14,9 0,25 43,01850517
N136 15,2 0,21 42,87815427
N163 9,0 0,08 23,84042296
N206 13,2 0,02 4,072098053
N210 11,9 0,10 24,24417207
N214 12 0,17 33,6813266
N215 17,3 0,10 24,9651526
N222 9,7 0,20 18,05335256
N269 8,1 0,05 9,372746936
N330 12,1 0,15 19,48089402
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Tabla XI: Resultados del test de Kolmogorov-Smirnov para testear normalidad de los logaritmos naturales (In)

de las variables Volumen de Veneno (VV), Proteina Total (PT) y Distancia entre Colmillos (DC).

In VV In PT In DC
N 17 17 17
D 0,108 0,160 0,098
Z de Kolmogorov-Smirnov 0,447 0,661 0,404
p 0,988 0,774 0,997

Tabla XII: Resultados Regresion Lineal para el modelo en el que InDC es la variable predictoray el InPT es la

variable dependiente; y el modelo donde la variable predictora es InVV y el InPT es la variable dependiente. R _

coeficiente de regresién maltiple, R®_estimativo de la proporcion de varianza estimada para la regresion, p_ nivel

de significancia.

Modelo R R’ R? corregida | Error tip. de la estimacion p
Variable Predictora InDC | 0,745 | 0,554 0,525 0,72674 < 0,001
Variable Predictora InVV | 0,961 | 0,923 0,918 0,30258 < 0,001

Tabla XIII: Valores de las constantes de las ecuaciones de regresion; constante de la ecuacién, B_ pendiente o

coeficiente de regresion, t_ estadistico del test de t que testea linealidad entre las variables, p_ nivel de
significancia.
Coeficientes no estandarizados | Coeficientes tipificados
Modelo B Error tip. Beta i
Constante -2,430 1,416 -1,716 | 0,107
Variable predictora InDC 2,283 0,528 0,745 4,320 | <0,001
Constante 5,240 0,140 37,377 | <0,001
Variable predictora InVV 0,973 0,073 0,961 13,386| < 0,001
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Tabla XIV: Estadisticos sobre los residuos para cada modelo, con variable predictora INDC y variable

predictora InVV respectivamente.

Modelo Minimo Maximo Media | Desviacion tipica | N
Valor pronosticado 2,3457 4,9185 3,6413 0,78488 17
Variable predictora InDC | Residual -2,05640 1,06429| 0,00000 0,70366 17
Valor pronosticado tip. -1,651 1,627 0,000 1,000 17
Residuo tip. -2,830 1,464 0,000 0,968 17
Valor pronosticado 1,4328 5,4179 3,6413 1,01259 17
Variable predictora InVV | Residual -0,78065 0,38924  0,00000 0,29297 17
Valor pronosticado tip. -2,181 1,755 0,000 1,000 17
Residuo tip. -2,580 1,286 0,000 0,968 17

Tabla XV: Resultados de los test de Kolgomorov-Smirnof para Normalidad,

independencia y test de Levene para homocedasticidad sobre los residuos de la regresion lineal.

Modelo N D p Durbin-Watson Levene p
Variable predictora InDC 17 0,204 | 0,480 1,985 0,015 0,904
Variable predictora InVV 17 0,153 | 0,823 1,808 1,893 0,189

test de Durbin-Watson para
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Grafico 3: In de Proteina Total (InPT) en funcién del In de Volumen de Veneno (InVV). La linea negra marca la
pendiente de la Regresién Lineal R*=0,923.
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Gréfico 4: In de la Proteina Total (InPT) en funcién del In de la Distancia entre Colmillos (InDC). La linea
negra marca la pendiente de la Regresion Lineal R?=0,554.
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Figura 1: Ejemplar de Bothropoides pubescens (N106) perteneciente a la coleccion del Bioterio de Animales
Ponzofiosos, fotografiado junto a una escala para medir su longitud con un programa de PC, SNAKEMEASURER.
Este animal tiene la mayor longitud establecida en cautiverio para la especie (1454,4 mm), sin embargo no produjo

el mayor volumen de veneno obtenido en el presente trabajo (Foto: S. Carreira).

Figura 2: Ejemplar macho de B. pubescens (N386), aunque este ejemplar es un juvenil se puede observar que

la base de la cola del animal es mas gruesa que la de las hembras en las fotografias anteriores (Foto: S. Carreira).
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Figura 3: Mordedura en un paciente de accidente ofidico en Uruguay. Se desconoce si fue causada por B.
pubescens o R. alternatus. La imagen muestra claramente las impresiones dejadas por los colmillos situados

sobre los huesos maxilares (Foto cedida por M. N. Tortorella, Médico del CIAT).

pf Cs

Figura 4: Esquema que muestra los elementos dseos del craneo de un ofidio solenoglifo (Género Crotalus)
visto lateralmente. Los circulos negros indican las uniones de los huesos que presentan desplazamientos
kinematicos. cs: caja craneana; ec: ectopterigoides; f: colmillo; ma: mandibula; mx: maxila; pa: palatino; pf:
prefrontal; po: proceso postorbital; pt: pterigoides; g: cuadrado; st: supratemporal (Extraido de Kardong et al,
1986).
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Figura 5: Craneo de ofidio del género Crotalus, denticién solenoglifa. vista lateral. B.O._ basi-occipital, B.S._
basi-esfenoides, E.O._ exoccipital, F.O._ fossa ovalis, La_ union lacrimal y pre-frontal, Mn_ mandibula, Mx_
maxila, Na_ nasal, PI_ palatino, Pmx_ pre-maxila, Pt_ pterigoides, Qu_ cuadrado, Sq_ escamoso. (Modificado
de Parker & Haswell, 1900).

Figura 6: Créneo de un ofidio solenoglifo (Crotalus atrox), visto ventrolateralmente. En el maxilar derecho se
observan dos colmillos funcionales, uno en cada zécalo, que corresponde a una etapa durante el recambio de
dientes. En el maxilar izquierdo hay un tnico colmillo funcional ocupando el z6calo interno, en ambos lados se
aprecia una hilera de colmillos de reemplazo creciendo en posicion ventral (Extraido de

http://zoltantakacs.com/, Zoltan Takacs Home Base, derechos reservados).
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Figura 7: Vista dorsal de la posicion de los huesos del craneo dibujados a partir de diversas radiografias
tomadas en cada una de las tres fases de ingesta: retencion, avance y cerrar (en orden desde abajo hacia arriba).
A_ muestra el desplazamiento de los huesos relacionados entre ellos y la rotacion de la cabeza durante el ciclo
de ingestion. B_ patrones de movimiento de los huesos de la unidad palato-maxilar (no se muestra el
prefrontal). Se aprecia un desplazamiento lateral entre las maxilas, muy nitido en B. ec_ ectopterigoides, ma_
mandibula, mx_ maxila, pa_ palatino, pf_ prefrontal, pt_ pterigoides, q_ cuadrado, st_ supratemporal (Extraido
de Kardong, 1977).

Figura 8: Vaso de Bohemia con una ldmina pléastica cubriendo la abertura. Con este método se obtendra un

patron de la mordedura del ejemplar durante el ordefie que serd medido posteriormente (Foto: S. Carreira).
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Figura 9: Etapa de ordefie donde se efectla un suave masaje sobre las glandulas de veneno del animal
asegurando extraer el mayor volumen de veneno posible. a) notese la posicion de los dedos pulgar y mayor
sujetando la cabeza del animal, mientras el dedo indice presiona la cabeza hacia abajo, provocando que el ofidio
muerda hacia el centro del vaso de Bohemia y deje una nitida impresion de los colmillos sobre la lamina tirante
de pléastico. b) se aprecia con mayor claridad el veneno ya extraido dentro del vaso de Bohemia y una gota de
veneno sobre la superficie de la lamina de plastico. Este caso se produjo con varios animales, por lo tanto se

midié el volumen de las gotas con micropipetas dando un valor despreciable (Foto: S. Carreira).

Figura 10: En esta imagen se observan los colmillos de un ofidio, en éste caso denticion proteroglifa,
perforando una lamina de plastico. A pesar de que el ejemplar no tiene el mismo tipo de denticion que la especie
usada en este trabajo (con denticion solenoglifa), las flechas en la imagen muestran la perforacion del plastico

por parte de los colmillos (Modificado de http://zoltantakacs.com/, Zoltan Takacs Home Base, derechos
reservados).
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Figura 11: Lamina de plastico estirada con la mano sobre una hoja para marcar con un lapiz en el centro de los
orificios dejados por los colmillos. Las manchas amarillas que se aprecian debajo de las marcas de los colmillos
son resto de veneno seco. Una vez se marcé los orificios sobre la hoja de papel, se mide la distancia entre los

mismos en la hoja con un calibre (Foto: S. Baletta).

MItY

a)

Figura 12: Hoja de papel con marcas de las distancias entre colmillos de varios ejemplares: a) los puntos fueron
unidos por una linea y se coloco el codigo de cada ejemplar para identificar cada dato, la distancia entre
colmillos fue medida con un calibre, b) vista que muestra con mas detalle las marcas de la Distancia entre

Colmillos junto con el codigo del ejemplar (Foto: S. Baletta).

48



Figura 13: Vista posterior de hueso maxilar derecho donde se puede apreciar los zécalos para los colmillos, en
el interno hay un colmillo funcional mientras que el externo estd vacio. Sobre la base del hueso hay varios

procesos que articulan con el borde anterior del ectopterigoides. fa_colmillo (Modificado de Kardong, 1974).

Figura 14: Vista ventral de la articulacién maxilar-ectopterigoides derecha. Se aprecia los dos z6calos, uno con
un colmillo funcional y el otro con el colmillo ausente. m_ maxilar, ec_ ectopterigoides (Modificado de
Kardong, 1974).
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