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Resumen

Titulo: Determinacién de la dosis tedrica de administracion intramuscular del
antiveneno PoliVet-ICP para el tratamiento de bovinos envenenados por la

mordedura de la serpiente terciopelo (Bothrops asper).

Autor: Mauren Rodriguez Castro

En la presente investigacion se determind la dosis intramuscular teérica del
antiveneno PoliVet-ICP, que se debe administrar en campo en casos de
envenenamiento de bovinos por mordedura de la serpiente terciopelo (Bothrops
asper). Para la recoleccion de datos experimentales, se utilizaron 14 bovinos de la
unidad productiva de carne de la Universidad Técnica Nacional Sede Atenas. Estos
animales cumplieron con los siguientes criterios de inclusion: ser de la misma raza
y sexo, edad entre 2-5 afos, peso de 250-650 Kg y una condicion corporal entre

2,75-4,00.

Con el propésito de establecer un marco de referencia sobre el
comportamiento del antiveneno administrado por vias intramuscular e intravenosa,
se estudiaron dos grupos integrados por 7 animales cada uno, donde se aplicaron
100 mL del suero antiofidico a los individuos de cada grupo segun la via de
administracion correspondiente. La medicion de la concentracion de anticuerpos
IgG se evalué mediante la toma de muestras de sangre de la vena coccigea, en
funcidn del tiempo para ambas vias de administracion, la evaluacion se realizo:

antes de la aplicacion del suero, después de la aplicacion del suero a los 30 min;



1,3y6h;1,7,9, 14 y 28 dias. Después, se analizaron por el método de ELISA,

elaborando las curvas de los anticuerpos para obtener el area bajo la curva.

Se determind mediante la formula de dosis ajustada que la dosis tedrica de
administracion intramuscular de suero antiofidico es de 14 viales, a diferencia de
los 10 viales que se administran segun el fabricante por via intravenosa. Esta se
calcul6 mediante la comparacion de los parametros farmacocinéticos en ambas
vias de aplicacion, en donde no se observé una diferencia significativa de estos, lo
cual muestra que la via intramuscular es eficaz para el tratamiento de

envenenamientos por mordeduras de la serpiente terciopelo.

Palabras clave:

Suero antiofidico, bovinos, ELISA, mordedura de serpiente, anticuerpos.



INDICE DE CONTENIDOS

CAPITULO I: INTRODUCCION ..ottt 16
1.1 Problema de inVeStigacCiOn ..............iiiiiieiiiieeie e 17
1.2 JUSHIFICACION ...ttt e e e e 18
1.3 ANLECEUEBNTES ...ttt e e e e e e as 19
1.4 ODJELIVOS ....ccoiiiiiiiiiiiiieie 21

1.4.1 ODJEtiIVO GENETAI ......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 21
1.4.2 ODbjetivOs €SPECITICOS .....cooueiiiiiiiiie e 22

CAPITULO 1l: MARCO TEORICO ......ocuiiiiiieieieieieieieeeee et 23

2.1 Envenenamiento por mordedura de terciopelo...........ccceeeeveeeiiiiiiiiiien e, 23
P2 I I o] (o o | = USSR 23
2.1.2 PAOGENIA ... e 24
2.1.3 SIGNOS CHNICOS ... e e 26
2.1.4 DIAQNOSHICO....ccei ittt ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e anes 28
2.1.5 Tratamiento ....ccooiiiiieeiee e 29

2.2 Suero antiofidico polivalente Veterinario .............cccoevvvvviiiiiee e 30
2.2.1 Produccion del suero antiofidiCo ...........c.oooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 30
2.2.2 Capacidad neutralizante del suero antiveneno..............ccccevveviveinnnnnnnns 32
2.2.3 Farmacocinética del antivVeneno................uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieaens 33

CAPITULO IIl: MARCO METODOLOGICO.......ceoveueeeiieeceeeeeceeveeeeevee e 37



I I U o [ox Tox [0 ] o PP PRPPP PPN 37
o2 IMUBSIIA ...t 37
3.2.1 CriterioS de INCIUSION .....cceiiiiiiiiiiiiiiee et 38
3.2.2 CriterioS de eXCIUSION ......cccoeiiiiiiiiiiiieie et 38

3.3 MaterialeS Y MELOUOS .......ooveeiiiiiie e e e e 38
3.3.1 Revision de 10S aniMales..........ccuuiiiiiiiieiiiie e 38
3.3.2 Grupos objeto de eStUdIO .........occvvuiiiiiii e 39
3.3.3 Inoculacion del antiVENENO ............uevviiiiiiiiiiiiiieiee e 39
3.3.4 Recoleccion de muestras de SANQGIre ..........occuvvveieeieeeeeeiiiiiiieeeeeee e 40
3.3.4 Medicion de la concentracion plasmética de anticuerpos IgG.............. 41
3.3.5 Calculo de parametros farmacoCinétiCos ..........cccoeeeevviiiiiiiiiiiiee e, 43
3.3.6 Determinacion de la dosis IM teOrICa .........ccuvvviiiiiieeeeiieeee e 44

3.4 Andlisis de datos y métodos estadiStiCoS ...........ccoevvrviiiiiiiiciieiiiee e, 44
CAPITULO IV: RESULTADOS .....octiiteeeeeeeeee ettt sttt eteaneas 47
CAPITULO V: DISCUSION ...cuiiiiiiiiiicieieiee ettt 54
CAPITULO VI: CONCLUSIONES........ooiiiiieeee ettt ee e 59
CAPITULO VII: RECOMENDACIONES ......cviiiieieceeeeceeeeee e, 61
CAPITULO VIl REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......coooveieeeeeeeeeeeee e, 62

ANEXOS e e e ennne 72



11

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Principales toxinas del veneno de serpiente............ccccuvvveveiiiiiiiiiiininnnnnns 26
Tabla 2. Capacidad neutralizante del suero antiofidico hacia diferentes actividades
toxicas y enzimaticas del veneno de la serpiente terciopelo (Bothrops asper).....33
Tabla 3. Concentracion de antiveneno ofidico en el suero de bovinos inoculados
POF 18 VI INTFAVENOSEA ....cceiiiiiiiiteee ettt e e et e e e e e e e e e anes 48
Tabla 4. Concentracion de antiveneno ofidico en el suero de bovinos inoculados
POF 12 Via INtrAMUSCUIAN ... e e e e e 49
Tabla 5. Parametros farmacocinéticos del antiveneno PoliVet-ICP adminsitrado por
oY= W g (= 1Y/ =Y 1o 1 52
Tabla 6. Parametros farmacocinéticos del antiveneno PoliVet-ICP adminsitrado por

1@ VIA INETAMUSCUIAT <. e e e 52



12

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Principales signos clinicos en caso de envenenamiento por mordedura
de serpiente con relacion al tiIeMPO ........ooouiiiiiiiiii e 28
Figura 2. Ejemplo de curva de calibracion.............ccccuvveeiiiiiiiiiie e 35
Figura 3. Representacion gréfica de la zona de inoculacién con el antiveneno
PoliVet-ICP en el gliteo de DOVINO ............oeiiiiiiiiiiiiiee e 39
Figura 4. Ejemplo de célculo de area bajo la curva de aproximacion trapezoidal 45
Figura 5. Ejemplo de concetracidon maxima de un farmaco ............ccccccceevviinnnne. 46
Figura 6. Ejemplo de curva de calibracion que relaciona la concentracion de
antiveneno con la absorbancia obtenida por ELISA de suero de bovinos
L= 1= o o 15O RUSRPPPPRRN 47
Figura 7. Curva de concentracion de anticuerpos anti-veneno en funcion del tiempo
en el suero de bovinos a los que se les adminsitré PoliVet-ICP por la via
intramuscular y 1a via iINtraVeNOSa .........cocuuiiiiiiiiee e 50
Figura 8. Comparacion del AUC obtenidas de los bovinos tratados por ambas vias

AAMUNISITACION ..o e e 51



13

INDICE DE ANEXOS

Anexo 1. Carta de préstamo de animales de la unidad de bovinos de carne de la

Universidad Técnica Nacional Sede ATENAS .........venieeiee e, 72



AUC:

Cnmax:

df:

ELISA:

ICP:

19G:

Kel:

PBS:

ABREVIATURAS

Area bajo la curva

Concentracién maxima

Grados de libertad

Enzimoinmunoandlisis de adsorcién

Instituto Clodomiro Picado

Inmunoglobulina G

Intramuscular

Intravenoso

Constante de eliminacion

Buffer de fosfato salino

14



t Ye:

t max:

TMR:

Vd:

Valor de significancia estadistica

T de student

Tiempo de vida media

Tiempo maximo

Tiempo de residencia media

Volumen de distribucién

15



16

CAPITULO I: INTRODUCCION

El envenenamiento por mordeduras de serpientes es uno de los principales
motivos de pérdidas de ganado vacuno en Costa Rica. Segun la Encuesta Nacional
Agropecuaria, realizada por el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (INEC,
2020), entre los aflos 2019 y 2020, el 13,9 % de las muertes de cabezas de ganado

reportadas en ese periodo fueron a causa de ataques por serpientes y felinos.

Idealmente, los envenenamientos por mordedura de serpiente deben ser
tratados mediante la administracion oportuna de antivenenos ofidicos. Los
antivenenos ofidicos son formulaciones de inmunoglobulinas purificadas a partir
del plasma de animales (generalmente equinos) que han sido inmunizados con
venenos de serpientes (Morris et al., 2023). Dichas inmunoglobulinas son capaces
de reconocer y neutralizar las toxinas de los venenos, evitando que generen dafio

a los tejidos (Morris et al., 2023; Sarmiento et al., 2020).

Estudios realizados revelan que los antivenenos deberian ser administrados
por via intravenosa (IV), ya que de esta manera se logra la mayor biodisponibilidad
del producto y se obtiene el mayor efecto terapéutico en el menor tiempo (Gutiérrez
et al., 2003). Sin embargo, el tratamiento de bovinos en el campo rara vez permite

las condiciones necesarias para acceder a la via IV (Isbister, 2023).

En este trabajo se infirid la dosis intramuscular del antiveneno PoliVet-ICP
a partir de la dosis intravenosa previamente determinada y de las relaciones entre
los parametros farmacocinéticos del antiveneno determinados por las vias IV e

intramuscular (IM).
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1.1 Problema de investigacion

Las mordeduras por serpiente suponen una de las problematicas mas
importantes que comprometen la salud de los animales que habitan las zonas
rurales, siendo la serpiente terciopelo (Bothrops asper) la principal reportada como
causante de accidentes ofidicos en América Central (Silva et al., 2018; Bolon et al.,

2019).

En Costa Rica, se ha notificado que dicha especie es responsable de
aproximadamente 10 000 casos de envenenamiento en ganado bovino por afio,
solo en la zona Pacifico Central del pais (Bolon et al., 2019). Dicho hallazgo se
traduce en falencias econémicas asociadas a la pérdida del animal en cuestion, ya
gue el plan terapéutico en respuesta al envenenamiento suele ser deficiente,
debido a una aplicacion incorrecta, tardia o incluso ausente del antiveneno (Graca

et al., 2022).

Otro aspecto que influye de manera directa es la lejania de los sitios
productivos, lo cual dificulta la atencién veterinaria en las fincas y conlleva a que el
suero antiofidico sea frecuentemente aplicado por el mismo productor o encargado
de la produccién, quienes, ante la carencia de capacitacién técnica en el tema,
suelen administrarlo via IM (Fernandez, 2007; M. Arguedas, comunicacion

personal, 5 de julio de 2023).

La principal implicancia de esta via de administracion radica en la sospecha
de una menor biodisponibilidad del farmaco, razon por la que se podria requerir un

incremento en la dosis en busqueda de obtener los efectos deseados. No obstante,
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actualmente no se cuenta con datos que respalden la eficiencia de esta via y la
dosis necesaria para lograr el éxito terapéutico (M. Arguedas, comunicacion

personal, 5 de julio de 2023).

1.2 Justificacion

El estudio de la biodisponibilidad del suero antiofidico durante la
administracion IM permitird determinar la eficacia de esta via y, en caso de
obtenerse resultados positivos, a través de respaldo cientifico, incentivarse su
aplicacién, lo cual resuelve un desafio importante en el ambito clinico y
socioecondmico que cobra la vida de miles de animales cada afio en el territorio

nacional (Silva et al., 2018; Bolon et al., 2019).

Ademas, a través del analisis de la farmacodinamica, también sera posible
determinar la dosis requerida para alcanzar concentraciones en sangre capaces
de hacer frente a la fisiopatologia desencadenada en los cuadros ofidicos, lo cual,
junto con el analisis de eficacia antes mencionado, maximizara la aplicacion y el
éxito terapéutico de esta herramienta tan valiosa dentro del ambito cientifico

costarricense (Gutiérrez et al., 2020).

Por ultimo, y no menos importante, cabe destacar que el presente estudio
constituye un aporte importante en los estudios cerca de la administracién de la via
IM del suero antiofidico, lo cual, desde el punto de vista académico y regional, es
importante, pues la generacion de informacion cientifica a partir de datos
regionales favorece la aplicacion de esta técnica no solo dentro, sino también fuera

del pais (Fernandez, 2007; Gamulin et al., 2025).
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1.3 Antecedentes

Los accidentes ofidicos en Costa Rica constituyen un importante problema
de salud publica. Se estima que ocurren entre 500 a 600 casos de mordeduras de
serpiente por afio, con una incidencia anual de 13 casos por cada 100 000

habitantes (Gutiérrez et al., 2020).

Mediante un estudio realizado en el afio 1998, se determind el aclaramiento
(CL) y volumen de distribucion (Vd) en conejos, ratones y ratas a los cuales se les
administré6 de manera intravenosa (IV) 10 mg/kg de antiveneno de equino. Se
tomaron muestras de sangre por seis dias, con el fin de generar una grafica para
obtener el area bajo la curva (AUC) y, por medio de un programa informéatico,
obtener CL y Vd, cuyos resultados fueron que, entre menor es el tamafio del

animal, mas répida es la eliminacion del antiveneno (Bazin et al., 1998).

Un estudio realizado en el afio 2001 quiso recrear accidentes de picaduras
de escorpién en conejos, donde se administr6 veneno del escorpion Buthus
occitanus, y después se aplicd la misma cantidad de antiveneno de equino para
este artrépodo. Este ultimo fue administrado de manera IV en la vena de la oreja e
IM en el miembro posterior en diferentes animales, con el fin de evaluar el efecto
neutralizante del antiveneno. El resultado de este estudio fue que la administracion
de manera IM genera una neutralizacion parcial y retardada del veneno, mientras
gue la IV genera neutralizacion total y rapida, por su gran biodisponibilidad a nivel

sanguineo (Naceur et al., 2001).
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Se realizd un estudio por Chaves et al. (2003), donde se administré
antiveneno de forma IM en envenenamientos experimentales por Bothrops asper,
comparando los fragmentos Fab e IgG, donde se ajustaron para tener la misma
dosis efectiva del 50 %, encontrando asi que ni los Fab ni los IgG neutralizaron por
completo la letalidad del veneno aplicado de manera IM; sin embargo, los Fab
llegan con mayor rapidez al torrente sanguineo en comparacion con los IgG, siendo

estos la mejor opcion para la administracion IM.

En el afio 2003, el Instituto Clodomiro Picado realizé un estudio donde se
relacionan la farmacocinética y farmacodinamia del antiveneno administrado en
conejos por diferentes vias, donde se obtuvo que, a nivel IM, la absorcion es mucho
mas lenta, con un tiempo de 46—76 horas para alcanzar la concentracion maxima
y con una biodisponibilidad de 36—-42 %, lo que demuestra que los anticuerpos
antiveneno llegan a un ritmo relativamente lento y una parte significativa no llega a

la circulacion sanguinea (Gutiérrez et al., 2003).

Un estudio realizado por Isbister et al. (2007) comparé las concentraciones
séricas de anticuerpos del antiveneno de la arafia viuda negra, donde se obtuvo
que la biodisponibilidad de la administracion IM es pobre (36—42 %), con un tiempo
de concentracion méaxima de 48-96 horas, dando como resultado que las
concentraciones en las primeras horas de administracion no son detectables, por
lo cual se demostré que la via IM por si sola no reduce de manera significativa el

veneno libre detectable en comparacion con la via IV, que actia de manera rapida.

El Instituto Clodomiro Picado, en el afo 2013, realizé un estudio donde se

administré de manera IV el antiveneno en equinos y bovinos para la evaluacion de



21

los parametros farmacocinéticos del farmaco a través de pruebas de ELISA
(Enzimoinmunoanalisis de adsorcion). Después se encontré que, a pesar de las
diferencias fisiolégicas, como la frecuencia cardiaca entre equinos y bovinos,
ambas especies requieren 10 minutos para alcanzar la concentracion maxima del

antiveneno (Rojas et al., 2013).

El estudio realizado por Kurtovic et al. (2021) tenia como objetivo comparar
los parametros farmacocinéticos y la eficacia clinica de los fragmentos Fab
intravenosos Yy los fragmentos F(ab'), intramusculares especificos del antiveneno
ViperaTAb. Los fragmentos intramusculares obtuvieron un aclaramiento corporal
total 25 veces mas prolongado y un tiempo de eliminaciébn 14 veces mas
prolongado en comparacion con los administrados via IV (dos semanas versus 24
horas, respectivamente), donde la concentracion plasmatica méaxima de
fragmentos intramusculares fue solo el 10 % de la dosis IV y se establecio 48 horas

después de la aplicacion.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Comparar la farmacocinética del antiveneno PoliVet-ICP cuando es
administrado por las vias IM e IV, mediante el andlisis de las variables area bajo la
curva, concentracién/tiempo, volumen de distribucién y concentracibn maxima

para la determinacién de la dosis teorica IM en bovinos.
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1.4.2 Objetivos especificos

Cuantificar la concentracion plasmatica de anticuerpos IgG en funcion del
tiempo mediante el método de ELISA para determinar los parametros
farmacocinéticos del antiveneno PoliVet-ICP aplicado en bovinos por las vias IV e

IM.

Relacionar los parametros farmacocinéticos del antiveneno PoliVet-ICP
(area bajo la curva, concentracion/tiempo y concentracion maxima) obtenidos por
las vias de administracion IV e IM en bovinos, para la determinacion de la dosis IM

tedrica del farmaco.
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CAPITULO Il: MARCO TEORICO

2.1 Envenenamiento por mordedura de terciopelo

Los accidentes ofidicos son causados por la mordedura de serpientes
venenosas, capaces de inocular sustancias toxicas que generan lesiones y
alteraciones fisiopatoldgicas en el individuo. Su frecuencia y gravedad lo convierten

en un aspecto de gran importancia para la salud publica y animal.

2.1.1 Etiologia

La serpiente terciopelo pertenece a la familia Viperidae, que incluye géneros
de serpientes altamente venenosas, como Crotalus, Lachesis, Bothriechis,
Bothrocophias y Bothrops, este ultimo es el género de la terciopelo (Butera et al.,
2023). La identificacién de la serpiente terciopelo se realiza principalmente por sus
caracteristicas fisicas, como la forma triangular de su cabeza y el color de su
cuerpo, que puede variar entre gris oscuro, verdoso o café. Ademas, su
caracteristica mas distintiva es el patrén que se observa lateralmente en el animal,
consistente en una serie de triangulos en ambos lados del cuerpo que contienen

dos puntos oscuros y una base de tonalidad amarillenta (Solérzano, 2022).

La inoculacion de veneno por parte de la serpiente terciopelo en su presa
es de 0 a 50 mg, siendo una secrecion toxica utilizada para la inmovilizacién y
muerte de sus presas. Este veneno es producido y almacenado en glandulas

especializadas ubicadas en la parte superior de su cabeza (Solérzano, 2022).
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2.1.2 Patogenia

Los venenos de serpientes son un conjunto de enzimas hidroliticas,
proteinas y péptidos no enzimaticos biologicamente activos (Tabla 1). Estas son
responsables de las presentaciones citotoxica, hemotdxica o neurotéxica. Se han
encontrado diferencias significativas en la composicion del veneno entre especies
de diferentes origenes geograficos (Mora-Obando et al., 2023). De igual manera,
algunas toxinas pueden ejercer distintos efectos dependiendo de la cantidad de

veneno inoculado (Herrera et al., 2012).

La actividad hemotoxica del veneno de las serpientes de la familia Viperidae
es producida por enzimas proteoliticas que hidrolizan los componentes de la
membrana basal, desestabilizando las paredes de los vasos sanguineos (Gutiérrez

et al., 2016).

Las hemotoxinas pueden clasificarse como proteasas procoagulantes
(activando la protrombina y los factores de coagulacién V y X) y también como
proteasas anticoagulantes (inhibiendo los factores de coagulacion IX y X, el
activador de la proteina C y anticoagulantes PLA2). Por lo tanto, en los examenes
de laboratorio se observa el tiempo de protrombina prolongado y bajos niveles de

fibrindbgeno (Gutiérrez et al., 2016).

La actividad citotoxica se debe a la presencia de fosfolipasas A2 miotoxicas
(PLA2) y hialuronidasas que hidrolizan la membrana plasmatica de las fibras
musculares, vasculares y nerviosas, lo cual provoca dermonecrosis, miotoxicidad,

hemorragia y edema. Se desencadenan secuelas irreversibles, como pérdida de
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la regeneracion del tejido, disminucion de la sensibilidad y amputaciones (Kini,

2013).

En casos severos, se produce la liberacion de la enzima creatina quinasa
(CK) y mioglobina al torrente sanguineo, siendo estas medibles mediante pruebas
laboratoriales, confirmandose la miotoxicidad sistémica que contribuye a generar
rabdomidlisis y lesion renal aguda por el depdsito de mioglobina en los tubulos

renales (Romanelli et al., 2021; Sarkar et al., 2021).
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Principales toxinas del veneno de serpiente

Toxina

Efecto

Metaloproteinasas (SVMP)

Destruyen los componentes de la membrana basal,
generando dafio a las células endoteliales y contribuyendo
al sangrado sistémico espontaneo. Ademas, inducen

dafio a nivel cutdneo al degradar la interfase
dermoepidérmica, formando ampollas.
Fosfolipasas A2 (PLA?) Induce la fosfolipdlisis de membrana, hemolisis,

miotoxicidad, necrosis e inhibicion / activacion plaquetar.

Serina proteinasas de
veneno de serpiente (SVSP)

Afectan la hemostasia degradando proteoliticamente los
componentes sanguineos (fibrinbgeno) y modulando
factores de coagulacion (plasminégeno y factor V),
produciendo coagulopatia, hipotension y edema.

Proteinas similares a PLA -
(MjTX-1)

Generan necrosis muscular.

L-aminoécido oxidasa

(LAAO)

Provoca citotoxicidad, hemorragia por induccion de
apoptosis y/o inhibicion del factor IX de la coagulacion.

Hialuronidasa

Degradan la matriz extracelular, ayuda a la difusion de
toxinas desde el sitio de la mordedura hacia el sistema
circulatorio.

Proteinas tipo lectina de tipo
C: (CTL)

Inhiben o promocionan la agregacién plaquetaria y
trombocitopenia

Nota. Adaptado de Abordaje de mordedura de serpiente en la consulta de atencion

primaria de salud (p. 23), por Velepucha et al., 2021, UTMACH.

2.1.3 Signos clinicos

Los principales signos clinicos a nivel local que se logran apreciar en caso

de una mordedura de serpiente son el sangrado en la zona de inoculacion del

veneno, edema e inflamacion que se extienden a lo largo del area afectada, asi
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como la presencia de dolor y mionecrosis, presentando cuadros clinicos diferentes

(Figura 1) (Laustsen et al., 2018).

Segun Rodriguez et al. (2016), los envenenamientos por mordeduras de

terciopelo se pueden clasificar en:

Cuadro clinico leve: En las primeras dos horas posteriores a la mordedura
se produce dolor leve con signos inmediatos de inflamacion circunscrita a la zona
afectada (menos de 4 cm), con presencia 0 ausencia de equimosis. Ademas, la
prueba de coagulacion resulta negativa, es decir, se forma el codgulo en menos

de 20 minutos.

Cuadro clinico moderado: En las primeras doce horas posteriores a la
mordedura, el dolor se intensifica (moderado), con un diametro afectado de mas
de 4 cm, donde el edema avanza hasta alcanzar 2-3 segmentos del area afectada.
También se presenta la formacion de ampollas, equimosis, signos de linfangitis
(lineas de coloracion rojiza en la piel) y hemorragia en las heridas donde
penetraron los colmillos de la serpiente. La prueba de coagulacién resulta positiva,
es decir, no se forma el coagulo en 20 minutos, lo que ocasiona sangrado en

mucosas (hematuria, sangrado conjuntival y de encias).

Cuadro clinico severo: Se presenta en accidentes por mordeduras de
serpientes en la region cefélica del individuo o cuando han transcurrido mas de
doce horas. Se observa dolor severo, dafio tisular (mionecrosis, dermonecrosis y
hemorragias), edema que se extiende a zonas lejanas del sitio de inoculacion,

postracion del individuo, asi como la presencia de infecciones secundarias (celulitis
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0 abscesos). A nivel sistémico, se presentan alteraciones hemostaticas
relacionadas con la coagulopatia por la accion de las toxinas procoagulantes y
hemorragia (hemoptisis, sangrado digestivo y hematoquecia), lesién renal aguda,

insuficiencia cardiovascular, shock hipovolémico y muerte.
Figura 1

Principales signos clinicos en caso de envenenamiento por mordedura de

serpientes con relacién al tiempo

TC: 20 min

Postracién
Coagulopatia
Hemorragia local

Muerte

Sangrado
Edema  sistémico
4-10%

I
6 12

Respiracién HORAS
agitada

Dolor
evidente

8% 52%
LEVE | MODERADO

Nota. Imagen por Awapa Biotech S.A. Resumiendo el trabajo de Rodriguez et al.,
2016.

2.1.4 Diagnéstico

La historia clinica y anamnesis del individuo son un método de diagnéstico
inicial, localizando las marcas de los colmillos en el sitio de la mordedura (se
observan como dos heridas punzantes), el tiempo transcurrido, el tipo de serpiente
(de ser posible), la sintomatologia de envenenamiento y si se le ha aplicado algun
tratamiento previamente. Ademas, la valoracion de los signos vitales sirve para

categorizar el estado clinico del paciente (Lomonte, 2012).



29

La prueba de coagulacion se realiza tomando una muestra de sangre del
animal (vena yugular o coccigea) en un tubo sin aditivo (tapa roja); luego, se debe
colocar en una superficie plana y esperar la formacién del coagulo. En un animal
gue no presente envenenamiento por mordedura de serpiente, la formacion del
coagulo debe ocurrir entre 5 y 15 minutos posteriores a la extraccion de la muestra,
mientras que, en un animal afectado por veneno de serpiente, luego de 30 minutos
no hay presencia de coagulo, siendo este resultado una sefial positiva y alerta para

implementar una terapia antiofidica (Rodriguez et al., 2016; Kumar et al., 2022).

2.1.5 Tratamiento

Se deben evitar medidas inadecuadas como el uso de torniquetes (riesgo
de sindrome compartimental), la aplicacion de hielo en el sitio de la mordedura
(que acelera la propagacion del veneno en individuos hipotérmicos) o la realizacion
de incisiones (riesgo de infecciones secundarias). El tratamiento tardio puede
resultar fatal, especialmente después de seis horas de la mordedura de la
serpiente, por lo que se recomienda la atencién pronta y la aplicacion del suero

antiofidico lo antes posible (Saluba et al., 2021).

Al revisar al paciente, se debe descartar una mordedura seca (sin
inoculacién de veneno por parte de una serpiente venenosa o mordedura de una
serpiente no venenosa), la cual se detecta por la ausencia de signos y sintomas
locales y sistémicos durante un periodo de observacion de doce horas (Muniz et

al., 2023; Pucca et al., 2020).
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Sin embargo, si se manifiestan clinicamente los efectos de envenenamiento
ofidico, se procede a la aplicacion del suero antiofidico y se valora la eficacia del
tratamiento o la progresion de los sintomas. Por ello, es de suma importancia la
asepsia del sitio de la mordedura, asi como delimitar la extension de la lesion, con
el fin de comprobar la eficacia del tratamiento (Rojas et al., 2013; Pucca et

al., 2020).

Ademas, es importante tomar en consideracion que la inoculaciéon del
antiveneno no es el Unico tratamiento; se debe aplicar una terapia de soporte al
animal que incluye: fluidoterapia, analgesia, diurético, antitetanico, limpieza y
desinfeccién de la herida (areas con necrosis), con la finalidad de evitar una
descompensacion del paciente y asegurar su adecuada recuperacion y

supervivencia (Saluba et al., 2021).

2.2 Suero antiofidico polivalente veterinario

El suero PoliVet-ICP es una preparacion de inmunoglobulinas G (IgG)
equinas capaces de reconocer las toxinas del veneno de serpientes pertenecientes
a la familia Viperidae de Costa Rica, neutralizando su capacidad de producir dafio
(principalmente a nivel sistémico). Actia contra mordeduras de las serpientes
Bothrops asper (terciopelo), Crotalus simus (cascabel) y Lachesis stenophrys

(cascabel muda o matabuey) (Instituto Clodomiro Picado [ICP], 2016).

2.2.1 Produccioén del suero antiofidico

El antiveneno PoliVet-ICP se produce a través de la inmunizacién activa de

equinos adultos sanos, quienes son inoculados con una mezcla de partes iguales
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de los venenos de las serpientes terciopelo, cascabel y matabuey (Sanchez et

al., 2020).

El esquema de inmunizacion para equinos que no han sido inoculados con
veneno se basa en inoculaciones subcutaneas con cantidades crecientes, que han
sido mezcladas con coadyuvantes inmunolégicos (Fox et al., 2023). Normalmente,
las dosis son aplicadas a intervalos de 10 a 15 dias y, con muy pocas excepciones,

no superan los 5 mg de veneno (Ledn et al., 2018; Solano et al., 2018).

La respuesta inmune de los equinos llega a su punto mas alto entre los 100
y 130 dias desde el inicio de la inmunizacién, teniendo un descenso
posteriormente. Esto implica determinar minuciosamente el desarrollo del titulo de
anticuerpos neutralizantes para detectar el momento 6ptimo en que efectuar el
sangrado de los equinos, con el fin de obtener la mayor cantidad de 1gG (Le6n et

al., 2018).

El fraccionamiento posterior del plasma equino se lleva a cabo por medio
de la precipitacion de las IgG, mediante la adicion de &cido caprilico (Rojas et al.,
1994). En el Instituto Clodomiro Picado se elabora suero antiofidico compuesto por
igG completas y pequefias cantidades de proteinas séricas como albumina, alfa-
globulinas y beta-globulinas. Una vez producido, el suero se somete a un control
de calidad siguiendo estipulaciones internacionales (Le6n et al., 2018; Fox et al.,

2023).
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2.2.2 Capacidad neutralizante del suero antiveneno

Los venenos inducen una compleja serie de efectos fisiopatologicos a nivel
local como mionecrosis, hemorragia y edema, que se desencadenan pocos
minutos después de la mordedura. Luego aparecen efectos sistémicos como
hemorragia generalizada, alteraciones en la coagulacion, choque cardiovascular e

insuficiencia renal (Camacho et al., 2023).

Se realizaron estudios posteriores para analizar el efecto del suero
polivalente, en los que se evalud la capacidad neutralizante de estos efectos
locales y sistémicos. Se encontré que neutraliza los efectos coagulantes,
fibrinoliticos, fibrinogenoliticos, hemorragia, necrosis y edema generados por el

veneno de la serpiente Bothrops asper (tabla 2) (Camacho et al., 2023).
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Tabla 2

Capacidad neutralizante del suero antiofidico hacia diferentes actividades toxicas

y enzimaticas del veneno de la serpiente terciopelo (Bothrops asper).

Actividad Capacidad neutralizante (dosis efectiva 50%)

Hialuronidasa 2 UL suero/mg de veneno

Proteolitica 90 uL suero/mg de veneno

Hemorragica 135 pL suero/mg de veneno

Fibrinolitica 278 uL suero/mg de veneno

Coagulante 293 uL suero/mg de veneno

Letal 333 L suero/mg de veneno

Edematigena 460 uL suero/mg de veneno

Desfibrinante 600 pL suero/mg de veneno

Miotdxica 900 L suero/mg de veneno

Nota. Adaptado de El suero antiofidico polivalente producido en Costa Rica:
estabilidad y capacidad neutralizante (p. 165), por Gutiérrez et al., 1988, Revista
costarricense de ciencias médicas.

2.2.3 Farmacocinética del antiveneno

La farmacocinética de un farmaco abarca el mecanismo de absorcion (oral
o parenteral), distribucién en el organismo (que dependera de las caracteristicas
quimicas del producto y factores fisiologicos del individuo), metabolismo
(biotransformacion del farmaco en metabolitos para facilitar la excrecion) y

excrecion (renal o biliar) (Rial et al., 2006).

En el caso del suero antiofidico PoliVet-ICP, cuya administracion es

principalmente IV (aunque también se aplica de manera IM y subcutanea), se
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distribuye via sanguinea y su metabolismo ocurre a nivel hepatico (Gutiérrez et al.,

2003)

2.2.3.1 Parametros farmacocinéticos

Los parametros farmacocinéticos permiten analizar el comportamiento de
un farmaco y/o sus metabolitos dentro del organismo, donde su valor dependera
de las propiedades fisicoquimicas del farmaco y de los procesos fisioldgicos

involucrados (Rial et al., 2006).

El andlisis de los pardmetros farmacocinéticos se basa en la prueba ensayo
de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés), mediante
la cual se cuantifican los niveles de anticuerpos en el suero sanguineo (Sadat et
al., 2022). Esta técnica de laboratorio consiste en la deteccion de anticuerpos a
través de un antigeno enlazado a una enzima capaz de generar un producto
detectable, como por ejemplo un cambio de coloracion, que permite la medicion de

los anticuerpos mediante espectrofotometria (Rial et al., 2006).

La espectrofotometria es una técnica analitica utilizada para medir la
cantidad de luz que absorbe una sustancia quimica, lo que posibilita determinar
diferentes parametros de una sustancia, como composicién quimica cuantitativa
y/o cualitativa, color, absorbancia, entre otros (Abma et al., 2022; Moreau et

al., 2022).

La curva de calibraciéon se utiliza en métodos analiticos cuantitativos,
estableciendo el rango de trabajo para determinar la concentracién de un analito

en una muestra desconocida. Este método se basa en la relacidon proporcional
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entre la concentracion y una determinada sefial analitica (absorbancia), para lo
cual es necesario preparar diferentes patrones a distintas concentraciones del
analito y medir sus absorbancias, para luego representar esta relacion en una

gréafica lineal (Figura 2) (Yuan et al., 2020).
Figura 2

Ejemplo de curva de calibracion

Curva de Calibracion

0,14
012 y =0,00262x + 0,00043

r=0,999

% 0,10
£0,08
£0,06
§0.04
0,02
0,00

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0
Concentracion (ug As/L)

Nota. Tomado de Cuantificacion de arsénico por absorcibn atémica en
termoformados y peliculas flexibles biodegradables (p. 161), por Alvira et al., 2012,
Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial

El area debajo de la curva (AUC, por sus siglas en inglés) corresponde a la
concentracion plasmatica de un farmaco frente a un intervalo de tiempo definido y
se utiliza para cuantificar la absorcion de la sustancia hacia la circulacion sistémica
(Chakrabarti et al., 2021). Ademas, por medio de esta grafica, se evallan

parametros farmacocinéticos de un producto; segun Vasquez et al. (2013), son:

e Concentracion maxima: Concentracion maxima plasmatica que se

alcanza tras la administracion de un medicamento.



36

Tiempo maximo: Momento en el que el farmaco alcanza su
concentracion maxima en sangre, expresado en minutos.
Tiempo de distribucion: Es el tiempo que dura el farmaco en llegar
al torrente sanguineo y de ahi a otros 6rganos del cuerpo.
Volumen de distribucion: Es la proporcion entre la dosis

administrada del farmaco y su concentracion plasmatica.
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CAPITULO Ill: MARCO METODOLOGICO

3.1 Ubicacién

El analisis experimental del proyecto se realizé en la Universidad Técnica
Nacional, sede Atenas, en la unidad de bovinos de carne, y el andlisis laboratorial
de las muestras sanguineas se llevo a cabo en el Laboratorio de Control de Calidad

del Instituto Clodomiro Picado, ubicado en Dulce Nombre de Coronado.

La Universidad Técnica Nacional, sede Atenas, esta localizada en las
coordenadas geograficas 9°56'20.65" N y 84°22'16.02" O, con una altitud de 536
msnm. El clima presente en la zona se categoriza como bosque seco tropical, con
precipitaciones anuales que rondan los 1200 mm y una temperatura promedio de
25 °C. La estacion seca tiene una duracion aproximada de seis meses, abarcando

desde noviembre hasta abril (Instituto Meteorolégico Nacional, 2023).

El Instituto Clodomiro Picado se localiza en Dulce Nombre de Coronado,
provincia de San José, en las coordenadas geogréficas 9°58'59" N y 84°00'48" O,
con una altitud de 1670 msnm. En esta zona, la estacion seca es corta, calurosa y
nublada, mientras que la estacion lluviosa es larga, hUumeda y nublada, con una
temperatura que varia entre 19 °C y 29 °C, rara vez descendiendo por debajo de

17 °C (Instituto Meteoroldgico Nacional, 2023).

3.2 Muestra

Para la presente investigacion se utilizé un total de 14 bovinos, distribuidos
en dos grupos de siete individuos cada uno. Para el calculo de la poblacion total

objeto de estudio se utilizé la siguiente formula:
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_ (Z — score)? = (SD)?
- (d)?

n

Donde el Z-score son los limites de confianza, SD la desviacion estandar y
d es el error asignado por el investigador (Garcia et al., 2013). Al aplicar los datos
propios para la realizacion del trabajo, se obtiene el siguiente resultado:

_ (1,96)2  (15)?

(10)2 = 8,64 animales

3.2.1 Criterios de inclusioén

Se consideraron dentro del presente proyecto animales del mismo sexo y
raza, con edades entre 2 y 5 afos, un peso entre 250 y 650 kg, y una condicion

corporal con un puntaje de 2,75 a 4.

3.2.2 Criterios de exclusion

No se consideraron parte de la muestra animales que contaran con un
historial de aplicaciéon previa de antiveneno PoliVet-ICP antes de la realizacién del

proyecto.

3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Revisién de los animales

Inicialmente se realizo la recopilacion de informacion sobre el historial
clinico y el examen objetivo general de cada uno de los bovinos objeto de estudio,
con el fin de verificar que cumplieran con los criterios de inclusion considerados en

la presente investigacion.
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3.3.2 Grupos objeto de estudio

Se seleccionaron 14 individuos del hato bovino de carne, basados en los
criterios de inclusion. Posteriormente, los animales fueron divididos en dos grupos
de siete miembros cada uno. La seleccion se realizé al azar, donde los animales
del grupo 1 fueron inoculados via IV y los pertenecientes al grupo 2, via IM, con la

dosis estudiada del antiveneno PoliVet-ICP.

3.3.3 Inoculacién del antiveneno

Se realizo6 la inoculacion de los animales de los grupos 1y 2 con un volumen
total de 100 mL de antiveneno (PoliVet-ICP), de acuerdo con la via de aplicaciéon
IV e IM. Para ello, se efectu6 la asepsia del area anatdOmica elegida para la
administracion del farmaco, con el fin de evitar la contaminacion o entrada de

agentes patégenos.

En el grupo 1 (inoculacion 1V) se utilizé la vena yugular para administrar los
100 mL de antiveneno mediante la colocacion de una aguja calibre 14, acoplada a
cuatro jeringas con 25 mL de suero antiofidico cada una, inmovilizando a los

animales en la prensa ganadera para facilitar la exposicion del area del cuello.

Para el grupo 2 (inoculacion IM), la dosis del suero fue administrada en
ambos gluteos, especificamente 50 mL en cada uno, divididos en dos puntos (A'y
B), aplicando 25 mL en cada punto y manteniendo una distancia aproximada de 10
cm entre ellos (equivalente a la palma de la mano), con la finalidad de favorecer la

absorcion del farmaco (Figura 3).

Figura 3



40
Representacion grafica de la zona de inoculacion con el antiveneno PoliVet-ICP en

el gluteo de bovino

25 ml
Suero Antiveneno

3.3.4 Recoleccion de muestras de sangre

Se recolectaron las muestras de sangre de los siete individuos de cada uno
de los grupos objeto de estudio, previo a la aplicacién del antiveneno, registrando
este valor dentro del tiempo correspondiente a los cero minutos. Posterior a la
inoculacién de los individuos de cada uno de los grupos, se procedié a tomar
muestras de sangre a lo largo del tiempo, especificamente a los 30 minutos; a la

1,3y 6 horas; asi como alos 1, 7,9, 14 y 28 dias para cada uno de los animales.

La toma de las muestras sanguineas se realizo de la vena coccigea, de los
14 animales en estudio, a través de vacutainer y tubos sin aditivo (tapa roja). Una
vez que la muestra se encontré en su respectivo tubo, se procedio a esperar la
coagulacion de la sangre, paralo cual se colocé la muestra en una superficie plana,

sin movimiento y a temperatura ambiente hasta que se produjo la formacion del
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coagulo. Esto permitio la separacion de la férmula roja de la formula blanca (suero)
de la sangre. Luego se refrigeré hasta el momento de su procesamiento, el cual
consistié en la centrifugacion a 3000 rpm durante 15 minutos en una centrifuga de

mesa (Centrifuge 5424R, Eppendorf).

El suero sobrenadante de las muestras sanguineas fue recolectado con una
pipeta Pasteur y colocado en viales de plastico (Eppendorf) con capacidad para 2
mL. Las muestras de suero fueron conservadas en congelacion (-20 °C) hasta el

dia de la medicién de los anticuerpos.

3.3.4 Medicion de la concentracion plasmética de anticuerpos IgG

La medicion de la concentracion de anticuerpos se realizé por medio de la

técnica ELISA.

En placas de poliestireno de 96 pozos, se procedid a recubrir cada uno de
los pozos con el antigeno, en este caso el veneno de la serpiente terciopelo, al que
se agregaron 100 puL de PBS que contenian 3 ug del veneno. Seguidamente, se
dej6 reposar las placas durante toda la noche (aproximadamente 14 horas) a

temperatura ambiente.

Al dia siguiente, se procedi6 al lavado de las placas con agua destilada,
eliminando el exceso de agua entre cada lavado. Después se realizaron diluciones
de las muestras (suero de cada animal recolectado a diferentes tiempos) con PBS-
albumina bovina al 2 % (BSA). Una vez elaboradas las diluciones, se agregaron

100 pL a cada uno de los pozos.
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Las placas fueron incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente.
Después se procedié nuevamente al lavado de las placas con agua destilada en
cinco ocasiones, eliminando el exceso de agua en el ultimo lavado. Luego se

secaron las placas sobre papel filtro.

A cada pozo se le agreg6 100 pL de una dilucion 1/5000 de IgG de cabra
anti-lgG bovina conjugada con peroxidasa; se incubaron las placas durante 1 hora

a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizé un ultimo lavado de las placas.

Se adicioné peréxido de hidrogeno (H,O;) y o-fenilendiamina para
desarrollar el color de las muestras. Después se afiadieron 50 yL de HCI 1 M, con
el fin de detener la coloraciébn de las muestras. Seguidamente, se realiz6 la
medicion de la absorbancia, la cual fue registrada a 492 nm mediante un
espectrofotometro para placas de 96 pozos (Multiskan FC, Thermo Fisher

Scientific).

La concentracion de anticuerpos en las muestras se calculé por
interpolacién de las absorbancias en una curva de calibracién. Para la elaboracion
de esta curva, construida con 8 patrones, se usaron diluciones del antiveneno

Polivet-ICP: 1/500, 1/1000, 1/2000, 1/4000, 1/8000, 1/16000, 1/32000 y 1/64000.

En una hoja de céalculo se colocaron los valores de concentracion y
absorbancia de cada patron utilizado, para obtener la ecuacion de la curva de
calibracion. Se utilizé una ecuacion lineal (y = mx + b), donde “y” es la absorbancia

de las muestras sanguineas de los animales objeto de estudio y “x” es la incognita,

es decir, la concentracion de anticuerpos IgG de las muestras sanguineas, dato a
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determinar. Para calcular la concentracion de anticuerpos antiveneno de cada

animal, se utilizé la férmula x = (y — b)/m, donde el valor de “y” es sustituido por la

absorbancia obtenida en cada uno de los bovinos mencionados.

Luego de determinar la concentracion sérica de anticuerpos antiveneno a lo
largo del tiempo, se procedio a realizar una curva concentracion/tiempo, que fue
graficada mediante el programa Microsoft Office Excel. En una hoja de calculo se
colocaron los datos de concentracion de anticuerpos antiveneno (IgG) y el tiempo
en que fue recolectada la muestra sanguinea del individuo en estudio, obteniendo

de esta manera la grafica de la curva.

3.3.5 Célculo de pardmetros farmacocinéticos

La concentracién maxima, tiempo de distribucion y el area bajo la curva se
obtuvieron a partir de la grafica de concentracién de anticuerpos antiveneno a

través del tiempo para las vias IM (IM) e IV (V).

Ademas, la constante de eliminacién se calculé a partir de datos en la fase
de eliminacioén de la curva concentracion/tiempo. Para ello, se seleccionaron dos

puntos de la fase terminal (fase de eliminacion) para aplicar la siguiente ecuacion:

Ker: In (C1)—In (C2)
t2—t1

Donde C; y C, son las concentraciones plasmaticas de antiveneno en los

tiempos t; y t,, respectivamente.

La vida media se calcul6 con base en la constante de eliminacion mediante

la siguiente formula:
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t .0.693
2i= —

El tiempo de residencia media (TMR) se calcul6 con la siguiente ecuacion:

AUMC
AUC

TMR:

El volumen de distribucion se calcul6 dividiendo la dosis administrada del
suero antiveneno entre la concentracion maxima de anticuerpos antiveneno

obtenida en cada via de administracion.

3.3.6 Determinacioén de la dosis IM tedrica

La determinacion de la dosis IM tedrica se realizé por medio de la formula
de dosis ajustada, que relaciona la farmacocinética de la administracion IM e IV,

calculada mediante la siguiente férmula:

AUC 1V x 100mL
AUC IM

Dosis ajustada =

3.4 Andlisis de datos y métodos estadisticos

El célculo del area bajo la curva se realiz6 mediante la suma de Riemann
por aproximacion trapezoidal, método que consiste en aproximar el area mediante
trapecios de forma que los dos vértices superiores de cada trapecio tocan la curva

(Figura 4).

Luego se elaboré una tabla con los valores de “x” y “y” que se relacionaron
con los trapecios trazados. En la formula ((y1 + y2) X (X2 — X1)) / 2, los valores de

[{pat] “y

x”y “y” fueron sustituidos por los datos de la tabla, obteniendo asi el area de cada
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trapecio; finalmente, se sumaron todos los valores para obtener el area bajo la

curva.
Figura 4

Ejemplo de célculo de area bajo la curva de aproximacion trapezoidal

0 10 20 30 40

Nota. Tomado de Calculo del area bajo una curva: la suma de Riemann (p.

3), por P. Talens, 2014, Universidad Politécnica de Valencia.

Por otro lado, el valor de la concentracion maxima del farmaco se midi6 a

través del grafico de la curva concentracion/tiempo, en donde el valor maximo

hy 9

obtenido en el eje “y” de la grafica corresponde al valor de dicho parametro (Figura

5).
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Figura 5

Ejemplo de concentracion maxima de un farmaco

Concentraciones séricas o tisulares (mg/L)

Tiempo (h)

Nota. Tomado de Analisis farmacocinético-farmacodinamico en
microbiologia: herramienta para evaluar el tratamiento antimicrobiano (p. 50), por
Canut et al., 2015, ElSevier.

La significancia estadistica en los valores determinados en ambos grupos
fue evaluada mediante una prueba t de muestras independientes, considerando

valores de 0,05 como significativamente diferentes.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

La concentracion de anticuerpos anti-veneno en el suero de los bovinos

tratados fue determinada en muestras recolectadas a diferentes tiempos, luego de

la administracion del antiveneno, mediante la técnica ELISA. En cada placa de

ELISA se analizdé una serie de patrones de concentracion conocida, formulados

con el mismo lote de antiveneno que fue administrado a los animales. Al graficar

la concentracion de estos patrones con la absorbancia obtenida para cada uno de

ellos, se pudo construir una curva de calibracion para cada placa. Un ejemplo de

curva de calibracidon se muestra a continuacion:

Figura 6

Ejemplo de curva de calibracién que relaciona la concentracion de antiveneno con

la absorbancia obtenida por ELISA de suero de bovinos tratados

Absorbancia

Concentracién
ul patréon/mL plasma

1,631
1,652
1,471
0,952
0,884
0,807
0,526
0,541
0,523
0,224
0,276
0,212
0,145
0,148
0,156

10
10
10
5
5
5
2,5
2,5
2,5
1,25
1,25
1,25
0,625
0,625
0,625

Concentracién
(ulantiveneno/mLsuero)

12

10

Cn =0,8181Abs? +5,0388Abs - 0,1324

R*=0,9888

0,5

1 1,5
Absorbancia (492 nm)

La interpolacion de las absorbancias de las muestras en la curva de

calibracion correspondiente permitio el calculo de la concentracion de antiveneno

en cada muestra. Los resultados obtenidos se resumen en las siguientes tablas:
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Concentracion de antiveneno ofidico en el suero de bovinos inoculados por la via

v
Concentracién de antiveneno
(mL antiveneno/mL suero)
Numero de vaca
Tiempo 2011 2129 59010 2203 2148 2090 2038
(h)
0 1,0+0,1 0,6+00 06+00 0,1+0,0 0,6%0,0 ---
0,5 49,5 + ---* 32,3+ 23,0 --- 31,6+ 29,4 +
0,5 0,1 +0,2 0,1 0,2
1 46,3 + --- 27,8 = 14,8 --- 27,8 = 27,9 £
0,4 0,3 +0,1 0,3 0,1
3 - 14,1 + 14,5 + --- 18,7 + 14,7 +
0,1 0,3 0,1 0,1
6 54,8 + --- 48,8 + 45,9 + 13,6 £ 40,1 + 445 +
0,7 0,1 0,0 0,2 0,2 0,3
24 29,0+ --- 60,8 + 59,7 + 68,2 + 245+ 63,0 +
0,2 0,3 0,1 0,3 0,3 0,2
168 31,7 14,7 + 20,6 22,6 £ 11,9+ 19,2 + 21,3+
1,0 0,3 0,2 0,4 0,2 0,1 0,2
336 20,2+ 6,9%+0,1 12,0 + 19,0 + 16,4 + 10,8 + ---
0,0 0,0 0,2 0,3 0,0
672 9,8+0,2 --- 44+0,0 --- 10,1+ 3,4+0,0 ---
0,1

*La indicacién “---" corresponde a muestras que no pudieron ser analizadas por ser

escasas 0 estar hemolizadas.
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Tabla 4

Concentracion de antiveneno ofidico en el suero de bovinos inoculados por la via

M
Concentracion de antiveneno
(mL antiveneno/mL suero)
Numero de vaca
Tiempo 2054 2181 2151 2114 2143 2003 2204
(h)
0 0,7+01 06+01 05+00 05+0,0 0,6 +0,0
05 58+0,1
1 22+11
3 — — o — — —
6 52+04 18,0 15,8 25,0+ 14,0 £ 10,8 £ 24,0 +
0,2 0,4 3,4 0,5 0,2 0,2
24 12,6 £ 234+ 255+ 22,7 + 30,2 + 359+ 36,6 +
0,1 0,3 0,3 0,7 0,1 1,0 0,3
168 42+01 70+0,1 9,7+0,1 31x01 43+x0,1 54+0,1 49+0,0
336 48+0,0 116+ 13,1+ 5,7+0,2 73+0,1 160+ 7,3+£0,2
0,1 0,3 0,1
672 7,2+0,1 86+0,2 --- --- --- 3,4+0,0
* La indicacion “---” corresponde a muestras que no pudieron ser analizadas por

ser escasas o estar hemolizadas.
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Figura 7

Curva de concentracion de anticuerpos anti-veneno en funcién del tiempo en el

suero de bovinos a los que se administré PoliVet-ICP por la via IM y la via IV
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N
o
1
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1

1
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La Cnyax Y tmax fueron inferidos graficamente a partir de los promedios de
las concentraciones séricas de antiveneno en cada grupo de animales a lo largo
del tiempo (Figura 7). Puede observarse que, cuando el antiveneno es
administrado por via IV, alcanza un valor de Cnpax Significativamente mayor que
cuando es administrado por via IM (t = 6,183; gl = 11; p = 0,000). Sin embargo, con

ambas vias de administracion, el t,ax es de 24 h (t = -0,767; gl = 11; p = 0,459).
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Figura 8

Comparacion del AUC obtenidas de los bovinos tratados por ambas vias de

administracion
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Segun la Figura 8, se observa que la media y la mediana son mas altas en
la via IV en comparacién con la via IM. Esto sugiere que existe una mayor
exposicion del farmaco en el cuerpo de los animales tratados por la via IV. Por otro
lado, se visualiza que el tamafio de la caja de la via IV es mayor en altura y anchura,
lo que da a entender que existe una mayor variabilidad entre los valores del AUC,
mientras que en la via IM se presenta una menor dispersion de los valores, lo que
indica que los bovinos respondieron de forma mas consistente a la dosis

administrada del suero PoliVet-ICP.

Por otra parte, con las concentraciones disponibles, se procedié a calcular

los parametros farmacocinéticos de cada animal, segun lo descrito en la seccion
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de Materiales y Meétodos. Los parametros obtenidos se resumen en Las

siguientes tablas:

Tabla 5

Parametros farmacocinéticos del antiveneno PoliVet-ICP administrado en bovinos

por la via IV
Animal Kel ty TMR vd
2011 0,002 330 429 3,4
2129 0,002 289 179 ---
59010 0,003 231 84 1,6
2203 0,003 210 272 1,7
2148 0,005 139 115 15
2090 0,003 239 106 4,1
2038 0,057 12 51 1,6
Promedio 0,011 207 177 2,0
DE 0,020 104 133 5,3

*DE: Desviacion estandar

Tabla 6

Parametros farmacocinéticos del antiveneno PoliVet-ICP administrado en bovinos

por la via IM

Animal Kel Ty TMR vd
2054 0,002 330 242 7,9
2181 0,003 248 99 4,3
2151 0,003 231 169 3,9
2114 0,003 239 152 4.4
2143 0,005 150 142 3,3
2003 0,003 224 179 2,8
2204 0,004 192 129 2,7
Promedio 0,003 231 159 3,8
DE 0,001 55 45 11,9

*DE: Desviacion estandar
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Las diferencias entre los parametros farmacocinéticos calculados para
ambos grupos de vacas, en los que se utilizaron diferentes vias de administracion,
no fueron significativas: Kel (t = 0,961; gl = 12; p = 0,356), t¥2 (t =-0,523; gl = 12; p
=0,611) y MRT (t = 0,334; gl = 12; p = 0,744). Sin embargo, con el volumen de
distribucion si se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa: Vd (t = 2,3;

gl =10,3; p=0,04).
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CAPITULO V: DISCUSION

Los antivenenos estan formulados con inmunoglobulinas de origen equino
gue reaccionan contra las diferentes toxinas de los venenos de serpiente y
neutralizan su capacidad para producir efectos toxicos. Cuando se administran al
ganado vacuno por via IM, estos anticuerpos quedan depositados en el intersticio
tisular. A partir de alli, inician un trayecto por via linfatica hasta ser drenados en el

sistema venoso a través del conducto toracico.

Conforme los anticuerpos equinos van llegando a la sangre, su
concentracion en suero se incrementa hasta alcanzar un valor maximo, es decir,
su Cnmax. Segun Gutiérrez et al. (2003), la absorcién del suero antiveneno se ve
afectada por la via de administracion y la dosis, por lo cual se ve modificado el
valor de la Cnmax. Siendo que ambos grupos de bovinos recibieron la misma dosis
de antiveneno (i.e., 100 mL), esta variable no deberia aportar a las diferencias
encontradas en los valores de Cnmax en ambos grupos de animales.
Consecuentemente, la diferencia significativa en la Cnmax entre ambos grupos de

vacas solo puede explicarse por la variacion en la via de administracion.

Durante su trayecto desde el intersticio tisular hasta la sangre, muchos de
los anticuerpos equinos administrados por via IM se pierden al interactuar con los
diferentes tejidos que encuentran a su paso. Por lo tanto, solo una fraccién del
antiveneno administrado alcanza el compartimento vascular, en un proceso
conocido como absorcion. En contraste, cuando se utiliza la administracion por via
IV, la totalidad del antiveneno llega instantaneamente al torrente sanguineo sin

sufrir pérdidas. Consecuentemente, no es de extrafiar que el valor de Cnmax fuera
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significativamente mayor cuando el antiveneno fue administrado por via IV que
cuando se utilizé la via IM (Cnmax IM: 27 + 8 yL de antiveneno/mL; Cnmax IV: 51
+ 19 uL de antiveneno/mL). La diferencia significativa de 24 pL sugiere que el
antiveneno es mas eficaz cuando se administra por via IV que cuando se

administra por via IM.

Segun Gutiérrez et al. (2003), la dosis y la via de administracion son los dos
factores que mas afectan el tiempo que tardan los antivenenos en alcanzar su
concentracion maxima (i.e., tmax). Una vez mas, siendo que ambos grupos de
animales recibieron la misma dosis, esta variable no deberia contribuir
significativamente a las diferencias en los valores de tmax; por lo tanto, las
diferencias en el valor de este parametro farmacocinético se deberian a las
diferencias en la via de administracion. Dado que el trayecto que deben recorrer
los anticuerpos equinos para llegar al torrente sanguineo es mas largo cuando se
administran por via IM que cuando se administran por via IV, el pronéstico era que
el valor de tmax seria menor en los animales que recibieron el antiveneno por via
IV. Sin embargo, contrario a lo esperado, las diferencias encontradas en los valores
de tmax no fueron significativas, ya que en ambas vias de administracion el tmax
fue de 24 horas. Hace falta un estudio mas profundo para llegar a una explicacion

de esta discrepancia entre el prondéstico esperado y el resultado obtenido.

La constante de eliminacion (Kel) es un parametro que describe la velocidad
a la que un farmaco se elimina del cuerpo y esta determinada principalmente por
los procesos de metabolismo y excrecion, los cuales son independientes de cOmo

se administra el farmaco. Por lo tanto, el hecho de que los valores de Kel entre
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ambos grupos no fueran estadisticamente significativos se alinea con el prondstico

hecho a partir del conocimiento tedrico existente (Gutiérrez et al., 2003).

Por otro lado, la vida media de un farmaco (i.e., t%2) es el tiempo que tarda
la concentracion plasmatica de un medicamento en reducirse a la mitad de su valor
inicial después de alcanzar su Cnmax. Este parametro es de suma importancia en
farmacocinética porque ayuda a determinar la frecuencia y la dosis de
administracion de un medicamento. Un farmaco con una vida media corta puede
necesitar administrarse con mayor frecuencia para mantener niveles terapéuticos,
mientras que un farmaco con una vida media larga puede administrarse con menos

frecuencia.

Tedricamente, la t¥2 de un antiveneno se ve afectada por los procesos de
absorcién (i.e., la velocidad y la cantidad de farmaco que entra en el torrente
sanguineo), distribucion (i.e., cdmo se distribuye el farmaco en los diferentes
tejidos y fluidos corporales), y eliminacion (i.e., la velocidad a la que los anticuerpos
equinos son eliminados del cuerpo, principalmente por metabolismo hepético). Ya
gue todos estos procesos se ven afectados por la via de administracion, el
prondstico era encontrar diferencias significativas en los valores de t% entre ambos
grupos de vacas. En contraste, los valores de t%2 no fueron significativamente

diferentes.

El tiempo de residencia media (TMR), también conocido como MRT (Mean
Residence Time), es un parametro farmacocinético que representa el tiempo
promedio que una molécula de un farmaco permanece en el cuerpo antes de ser

eliminada. Este concepto se basa en la teoria de los momentos estadisticos y
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considera el movimiento aleatorio de las moléculas del farmaco a través del
organismo. El TMR se calcula como la relacién entre el area bajo la curva de
concentracion-tiempo (AUC) y el area bajo la curva de concentracion-tiempo
multiplicada por el tiempo (AUMC). En términos simples, el TMR proporciona una
medida del tiempo que, en promedio, una molécula de farmaco pasa en el cuerpo
desde su administracion hasta su eliminacion. Teoricamente, la via de
administracion puede afectar el valor de TMR. Sin embargo, los resultados
obtenidos en los experimentos indican que el TMR no fue afectado
significativamente por la diferencia en la via de administracion (Gutiérrez et al.,

2003).

El TMR generalmente no es dependiente de la dosis en condiciones de
farmacocinética lineal, donde los procesos de absorcidn, distribucion, metabolismo
y excrecion siguen una cinética de primer orden. En estos casos, los parametros
farmacocinéticos, incluido el TMR, permanecen constantes independientemente

de la dosis administrada.

El volumen de distribucion por la via IM es mayor que por la via IV, lo que
indica que el suero antiveneno esta mas disponible durante mas tiempo, con una

difusibn mas amplia en tejidos que a nivel sanguineo.

Finalmente, el AUC es un parametro farmacocinético importante porque
proporciona informacion sobre cuanto del farmaco ha sido absorbido en el torrente
sanguineo (i.e., absorcion), la fraccion del farmaco administrado que alcanza la

circulacion sistémica en su forma activa (i.e., biodisponibilidad), y la dosis
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adecuada para alcanzar niveles terapéuticos sin causar toxicidad (i.e., eficacia y

seguridad).

El &rea bajo la curva es 1,5 veces mayor cuando el antiveneno se administra
por via IV que cuando se administra por via IM. Esto quiere decir que la cantidad
de antiveneno que alcanza el compartimento central cuando se administra por via
IM es aproximadamente el 66 % de la que se alcanza cuando se administra por via

V.

Aplicando la férmula de la dosis ajustada se tiene:

. . . 26838 x 100ml __
Dosis ajustada: s 137 mL

Por lo cual, se requieren 14 viales de antiveneno administrados por via IM,

lo que equivale a 10 viales administrados por via IV.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

Se concluye que, cuando el antiveneno PoliVet-ICP es administrado a
bovinos utilizando la via IM, deben aplicarse 14 viales, a diferencia de la via 1V,
para la cual se recomiendan 10 viales segun el fabricante. Este ajuste se basa en
las diferencias de biodisponibilidad observadas entre ambas vias de

administracion.

La via IV presentd una biodisponibilidad significativamente mayor,
evidenciada por una Cmax mas alta de anticuerpos en el suero en comparacién con
la via IM. Esto indica que la via IV permite una llegada mas eficiente del antiveneno

al torrente sanguineo.

Se concluye que, a pesar de las diferencias esperadas, no se encontré una
diferencia estadisticamente significativa en el tiempo requerido para alcanzar la
concentracion maxima entre ambas vias de administracion, lo que sugiere que la
absorcion del antiveneno aplicado por via IM ocurre de manera progresiva, pero

efectiva.

Los parametros farmacocinéticos, como la constante de eliminacion, la vida
media y el tiempo de residencia media, no mostraron diferencias significativas
entre las vias IM e 1V, lo que sugiere un comportamiento farmacocinético similar

una vez que el antiveneno alcanza la circulacion sistémica.

Se evidenci6 una diferencia significativa en el volumen de distribucion entre

ambas vias de administracion, siendo mayor en la via IM, lo que indica una
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distribucion mas amplia del antiveneno en los tejidos corporales en comparacion

con la via IV.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar ensayos clinicos adicionales que permitan
comprobar la efectividad terapéutica de los 14 viales del suero antiveneno PoliVet-
ICP por via IM en casos de mordedura de serpiente terciopelo (Bothrops asper) en
ganado bovino. Esto brindaria la evidencia necesaria para validar su inclusion

oficial en el prospecto del producto.

Para futuras investigaciones, se sugiere tomar muestras sanguineas en
mayores volumenes y con una frecuencia de muestreo mas alta en las primeras
horas posteriores a la inoculacion. Esto permitiria una visualizacion mas precisa
de la curva concentracién/tiempo y una mejor estimacion de los parametros

farmacocinéticos.

Dado que la absorcién del antiveneno por via IM se da a través del sistema
linfatico, es recomendable que futuros estudios incluyan la evaluacion de la
participacion de este sistema en la farmacocinética del suero. Esto permitiria

entender mejor su distribucion y eficacia cuando se administra por via IM.
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ANEXOS

Anexo 1

Carta de préstamo de animales de la Unidad de Bovinos de Carne de la

Universidad Técnica Nacional sede Atenas

o% Area de Produccién y Gestién Empresarial
Sede Atenas

19 de octubre del 2023
APGESA-115-2023

Sefior

Josue Rivera Castillo
Medicina Veterinaria
Sede Atenas

Asunto: Respuesta oficio MV-182-2023

Estimado sefior:

Reciba un cordial saludo, segun oficio M\V-182-2023 esta coordinacion da el aval para
que la estudiante Mauren Rodriguez Castro portadora de la cédula 207260272
desarrolle su proyecto de graduacion para el grado de Licenciatura en Medicina

Veterinaria con Enfasis en Buiatria el préximo | cuatrimestre del 2024.

Asi mismo tendra disponible 10 animales de la produccion de bovinos de carne, del
mismo sexo, misma raza, edad de 2-5 afios y una con una diferencia de peso de 50

kilos entre los animales con una condicion corporal entre 3-4.
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PERSONA FISICA, CPF-01-0521-0390.
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5an José, 18 de mayo de 2025
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Estimados sefores:
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para el tratamiento de bovinos envenenados por la mordedura de la serpiente
terciopelo (Bothrops aspen)”, presentado por Mauren Rodriguez Castro, para optar por

el grado de Licenciatura en Medicina Veterinaria.
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