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RESUMEN

Bothrops atrox es la especie de serpiente venenosa que ocasiona la mayor cantidad
de accidentes ofidicos en la Amazonia ecuatoriana. Pese a su importancia clinica, la
composicion y actividades de su veneno han sido escasamente estudiadas en el pais. Por
otra parte, varios trabajos han documentado la presencia de variaciones bioquimicas a
nivel interespecifico e intraespecifico en el veneno de B. atrox. Considerando las
implicaciones clinicas que pueden derivar de la variacidn bioquimica y toxicoldgica, el
presente trabajo tuvo como objetivo realizar la caracterizacion de venenos de individuos
B. atrox de la Amazonia ecuatoriana. Los perfiles bioquimicos de los venenos obtenidos
mediante RP-HPLC y electroforesis y la caracterizacion enzimatica evidenciaron la
presencia de diferencias a nivel poblacional e individual. En los ensayos toxicoldgicos se
evidenciaron variaciones significativas al comparar las actividades de muestras colectadas
en distintas localidades. El antiveneno polivalente tuvo una eficiencia satisfactoria ante los
efectos hemorragicos y letales, con excepcidn de dos venenos, para los que se requirieron
dosis altas. Finalmente, el analisis de las caracteristicas del envenenamiento de B. atrox en
pacientes hospitalarios demostré la presencia de variaciones en los signos y sintomas
reportados, asi como algunas complicaciones derivadas del evento. En general, el
tratamiento con antiveneno tuvo un desempeno satisfactorio y baja frecuencia de
reacciones adversas. Sin embargo, la variabilidad en las manifestaciones clinicas y altas
dosis de suero antiofidico requeridas, tanto en los datos de laboratorio como en pacientes

hospitalarios, sefialan la necesidad de realizar mas estudios similares a este.

Palabras clave: Bothrops atrox, envenenamiento, antiveneno, variacidn, epidemiologia,

implicaciones clinicas.
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ABSTRACT

Bothrops atrox is the species of venomous snake that causes the greatest number
of snakebites in the Ecuadorian Amazon. Despite its clinical importance, the composition
and activities of its venom have been scarcely studied in the country. On the other hand,
several works have documented the presence of variations at an interspecific and
intraspecific level in the B. atrox venom. Considering the clinical implications that may
derive from biochemical and toxicological variation, the present work aimed to
characterize venoms from B. atrox individuals in the Ecuadorian Amazon. The biochemical
profiles of the venoms obtained by RP-HPLC and electrophoresis and the enzymatic
characterization evidenced the presence of differences at the population and individual
level. Significant variations were evidenced in the toxicological assays when comparing the
activities of samples collected in different locations. The antivenom had a satisfactory
efficiency against the hemorrhagic and lethal effects, with the exception of two samples,
for which high doses were required. Finally, the analysis of the characteristics of B. atrox
envenoming in hospital patients showed the presence of variations in the reported signs
and symptoms, as well as some complications derived from the event. In general, the
antivenom treatment had a satisfactory performance and low frequency of adverse
reactions. However, the variability in the clinical manifestations and high doses of
antivenom required, both in laboratory data and in hospital patients, indicate the need for

more studies similar to this one.

Keywords: Bothrops atrox, envenoming, antivenom, variation, epidemiology, clinical

outcomes.
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Antecedentes

Los venenos de serpientes son una mezcla compleja de proteinas, péptidos y
moléculas orgdnicas e inorgdnicas con actividades bioldgicas. Han sido Utiles para el
desarrollo de farmacos y como herramientas moleculares para la comprension de la
evolucion de este grupo de animales [1-4]. Se producen en glandulas exocrinas
especializadas y se consideran una adaptacién que permite a las serpientes venenosas
utilizar un arsenal enzimatico y molecular ante una presa [5-7]. Compuestos
mayoritariamente por proteinas, su rol primordial es facilitar la captura de la presa, asi
como su digestiéon mediante la interaccidon con blancos celulares [8, 9]. Sus elementos
principales desencadenan una variedad de efectos los cuales han sido evidenciados tanto
en presas como en victimas accidentales, como los humanos [4]. Un caso de
envenenamiento se caracteriza principalmente por presentar efectos como dafio a nivel
local en el sitio de mordedura, miotoxicidad, cardiotoxicidad, neurotoxicidad,

coagualopatia, hemorragia y dafio renal [10, 11].

En la actualidad, los accidentes ofidicos representan un problema de salud publica,
con gran impacto en paises tropicales subdesarrollados. Se estima que anualmente se
presentan mas de 2,5 millones de envenenamientos ofidicos, con una mortalidad de entre
220 y 380 casos diarios [12]. Es muy probable que la cantidad de casos reportados
oficialmente sea inferior a los reales, debido a la escasez de datos epidemioldgicos
completos y la limitada robustez de las bases de informacion de salud publica [13, 14].
Debido a la magnitud del impacto social y econdmico causado por el ofidismo y a la falta
de acciones para remediarlo, en el 2017 fue categorizada como enfermedad tropical
desatendida por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)[15]. Esta enfermedad afecta
principalmente a comunidades de zonas rurales, en lugares con altos indices de pobreza,
por lo cual muchas victimas no tienen acceso al sistema de salud o buscan otras opciones
alternas a los tratamientos médicos validados [16]. Por este motivo, se estima que una

cantidad significativa de casos no son reportados [17].

Por sus caracteristicas biogeograficas y socioecondmicas, Latinoamérica es una

region con alta incidencia anual de envenenamientos por mordedura de serpiente. La tasa



anual es de 70000 accidentes por afio, siendo los envenenamientos por viboras del género
Bothrops los mas representativos [18, 19]. En Ecuador se mantiene la misma tendencia,
siendo Bothrops atrox y Bothrops asper las serpientes causantes de la mayor proporcién de

envenenamientos reportados en la region amazdnica y costa del pais respectivamente [20].

1.1.1. Tratamiento del envenenamiento ofidico

La caracterizacion del veneno de especies de serpientes de importancia clinica es
una prioridad en la actualidad. El estudio de la composicién y actividades bioldgicas y
enzimaticas de venenos de ofidios permite la obtencion de datos robustos para el disefio y
desarrollo de estrategias terapéuticas [13]. Es asi como se ha llegado a la produccion de
antivenenos actualmente aplicados a nivel clinico, los cuales estdn compuestos de
inmunoglobulinas heterdlogas aisladas del suero de animales. Los anticuerpos obtenidos
neutralizan la accién de las toxinas del veneno y se producen a partir de la inmunizacion de
animales como caballos u ovejas con un pool de venenos de una regidn geografica
delimitada [21]. La efectividad de esta inmunoterapia depende de algunos factores como
el lapso de tiempo hasta su aplicacién, la ruta de administracién y el uso de dosis correctas
[22]. En la actualidad, estos farmacos son el Unico tratamiento validado cientificamente

ante un caso de ofidismo [23].

Los antivenenos comerciales en su mayoria son fabricados con pools de venenos de
varias especies clinicamente relevantes. Un ejemplo es el suero antiofidico polivalente
manufacturado por el Instituto Clodomiro Picado (ICP) de la Universidad de Costa Rica, el
cual se utiliza actualmente en el Ecuador [20]. Para su produccién se inmunizan caballos
con cantidades iguales de venenos colectados de Bothrops asper, Crotalus simus y Lachesis
stenophrys. Al ser polivalente, puede aplicarse para neutralizar el envenenamiento de
varias especies [21]. Sin embargo, la efectividad de la neutralizacién o especificidad puede
verse comprometida debido a la variabilidad vendmica como se ha reportado en algunos
trabajos [24-26]. Por lo anteriormente expuesto, la definicion de los inmundgenos
constituye una etapa determinante para el éxito de la produccion y aplicacion clinica de

este producto biolégico.



1.1.2. Variacion vendmica a nivel individual

El estudio del proteoma de venenos o vendmica, ha permitido evidenciar la
presencia de variaciones a nivel interespecifico e intraespecifico. La variacidn de fenotipo
en poblaciones de serpientes ha sido reportada en investigaciones a nivel regional [27, 28]
y mundial [29, 30]. Los cambios en el fenotipo involucran diferencias significativas en la
abundancia de familias de proteinas, lo que provoca variaciones en las actividades
toxicoldgicas y enzimaticas del envenenamiento dificultando su tratamiento [7]. A nivel
molecular, se ha evidenciado que los genes que codifican toxinas atraviesan procesos de
duplicacién de manera frecuente, seguido de una diversificacién funcional y estructural
[26]. La variacidon en la composicién de los venenos se ha atribuido a procesos de
fluctuaciéon gendmicos y postgendmicos, que pueden afectar a la eficiencia de los

antivenenos [31].

Las diferencias protedmicas y toxicoldgicas se han asociado a multiples factores
como la distribucion geografica, edad, sexo y alimentacién de los ofidios y se ha relacionado
con su capacidad para adaptarse a diferentes entornos [32]. Este intrigante fendmeno es
notorio en especies con una amplia distribucion como es el caso de B. atrox y B. asper, que
habitan en varias zonas de América Latina [18, 21]. La variacién vendmica a nivel de
individuos también ha sido estudiada. Investigaciones como las realizadas por Oliveira et
al. [33] y Aguiar et al. [34] han demostrado la existencia de diferencias individuales
relevantes y criticas que originan cambios bioquimicos e inmunolégicos en los

envenenamientos.

1.1.3. Influencia de la variabilidad vendmica en la eficiencia y seguridad de los

antivenenos

Para la produccion de antivenenos eficientes se requiere de ensayos que evallen
su potencial de neutralizacién, ademds de considerar datos bioquimicos, inmunoldgicos,
clinicos y epidemiolégicos [35]. Es asi como se ha documentado ampliamente que la
variacion interespecifica e intraespecifica en la composicion del veneno puede afectar la
capacidad de neutralizacidn de los antivenenos [26]. Es por esto que la caracterizacién del

proteoma de venenos de serpiente es de gran importancia, puesto que permite la



generacion de tratamientos efectivos ante un accidente ofidico, asi como la descripcién de
los efectos causados en humanos [32]. Asi mismo, en el disefio de un antiveneno se debe
considerar la disminucién de posibles reacciones hipersensibles ante su uso. Este tipo de
reacciones puede originar complicaciones como erupciones cutaneas, vomitos, nduseas,

hipotensién y shock anafilactico [36].

Varios estudios han evaluado la capacidad de neutralizacién de antivenenos ante el
veneno de varias especies [24, 37, 38]. Los sueros pueden mostrar reactividad cruzada y
neutralizar los efectos toxicos de venenos que no fueron incluidos en el pool para su
produccién [37]. Sin embargo, su eficiencia puede disminuir al ser probado en casos de
ofidismos producidos por diferentes especies [39]. Incluso se ha podido evidenciar que
algunos antivenenos tienen una baja eficiencia para neutralizar moléculas como las
fosfolipasas A, (PLA;) y metaloproteinasas clase Il (PIlI-SVMP), que son altamente
conservadas en especies bothrdpicas [18]. Esto indica que se pueden requerir altas dosis
del biofarmaco para neutralizar los efectos téxicos del veneno. Esta variacion en la potencia
de neutralizacién de los antivenenos también se ha verificado mediante el analisis de datos
epidemioldgicos. Trabajos como el de Smalligan et al. [40] demuestran como la capacidad
de neutralizacion de sueros antiofidicos manufacturados en diferentes paises difiere en
pacientes de ofidismo internados en la provincia de Pastaza. Asi mismo se verificd que
algunos de los antivenenos evaluados poseen una mayor probabilidad de generar

reacciones alérgicas.

1.1.4. Ofidismo en Ecuador

Los accidentes bothrdpicos son los mds comunes en América Latina. Las serpientes
de este género tienen una distribucién que va desde la zona norte de México hasta
Argentina, incluyendo zonas del Caribe [32]. Los miembros de Bothrops son diversos en su
morfologia e historia natural, y representan un grupo particularmente interesante debido
a la amplia gama de tipos de habitats donde han sido reportados, tales como bosques de
tierras bajas, bosques montanos, sabanas y formaciones abiertas montanas [41]. Su
envenenamiento se caracteriza por causar marcados efectos locales como edema vy
mionecrosis. Ademds, es comuln que genere alteraciones en la coagulacidn sanguinea y

complicaciones como necrosis, infeccion bacteriana, falla renal y shock [18, 32].



En Ecuador, el género esta representado por nueve especies [42], de las cuales dos
son responsables por el 70% de accidentes ofidicos a nivel nacional: B. asper y B. atrox,
ambas conocidas de manera comun como equis [20]. En la actualidad, el antiveneno
distribuido en el pais es el fabricado en el ICP de Costa Rica, para envenenamientos con
vipéridos. El Instituto Nacional de Salud Publica e Investigaciones (INSPI) de Ecuador,
estuvo a cargo de la produccidn, hasta su cese en 2014 por factores relacionados con
buenas practicas de manufactura. Debido a la importancia de este problema en el pais, se
ha presentado un proyecto para retomar la fabricacidon del farmaco en el futuro [43].
Gonzalez y Chippaux indicaron que entre 1998 y 2007 se notificaron 14720 accidentes
ofidicos al Ministerio de Salud Publica [44], mientras que para 2015 y 2016 se registraron
cerca de 4000 casos a nivel nacional [20]. Se estima que el 56% de envenenamientos

ofidicos ocurren en la costa del pais y 33% en la region oriental [45, 46].

1.1.5. Estudios del envenenamiento de Bothrops atrox

La distribucidon geografica de la vibora amazdnica B. atrox incluye paises como
Brasil, Venezuela, Bolivia, Pert y Ecuador. En Brasil, la especie estd implicada en la mayor
parte de casos de ofidismo registrados en la Amazonia. En el oriente peruano, la mayoria
de accidentes estd asociada a B. atrox, B. bilineatus y B. brazili [32]. En Ecuador, B. atrox ha
sido reportada en todas las provincias orientales, con una distribucidon que va desde los 177
a los 1242 m.s.n.m. [45]. Debido a la importancia clinica de este reptil se han realizado
varios estudios a escala regional a nivel protedmico y de las actividades de su veneno. Se
han identificado importantes variaciones asociadas a la edad, sexo, dieta y ubicacién de las
poblaciones y de los individuos [18, 32, 47]. Incluso se ha observado que los individuos

adultos tienen una mayor produccidon de veneno en comparacién a los juveniles [48].

En el veneno de B. atrox las toxinas mas comunes son las metaloproteinasas
(SVMPs), fosfolipasas A, (PLAzs) y serinproteasas (SVSPs) y la variacidn vendmica no se
refleja en la presencia o ausencia de estas familias de proteinas, sino en su abundancia en
el veneno [49]. Ademas de estas variaciones en los perfiles protedmicos de los individuos,
se han evidenciado diferencias en actividades toxicoldgicas como la actividad hemorragica
[50]. Los estudios del veneno de muestras de Ecuador han reportado caracteristicas como

la dosis letal (LDsp) y las principales actividades biolégicas del veneno [51, 52]. También se



ha descrito la variacidn protedmica de una poblacidon ecuatoriana en relacién a pools de
Brasil, Colombia y Peru [32]. Incluso se han reportado diferencias en la eficiencia de
neutralizacidn de antivenenos manufacturados en diferentes paises ante los efectos letales
de una misma poblacién de B. atrox del pais [51]. Sin embargo, la informacién sobre
variacion bioquimica y toxicoldgica a nivel intraespecifico entre poblaciones e individuos

de B. atrox provenientes de la region amazdnica ecuatoriana es escasa [53, 54].

1.2. Planteamiento del problema

El envenenamiento ofidico representa un problema de salud publica en paises
tropicales como Ecuador [55]. En la actualidad el pais carece de informacién estandarizada
sobre la variabilidad bioquimica y toxicoldgica en las especies de importancia clinica, como
ocurre con B. atrox. Esta situacion de escasez de datos también ocurre con la informacion
epidemioldgica y de las caracteristicas clinicas de casos de ofidismo a nivel nacional y
mundial [13]. Por otra parte, en el pais no se produce antiveneno lo que deriva en la
necesidad de importarlo [43]. Ademads, los estudios de evaluacién de la eficiencia del
farmaco importado para neutralizar el envenenamiento de serpientes de la Amazonia
ecuatoriana son limitados [20, 43]. Finalmente, se debe considerar que el esquema actual
de eleccidn de inmundgenos para la produccién en Costa Rica del antiveneno utilizado en

el pais no incluye el veneno de B. atrox [18].

1.3. Justificacidon de la investigacion

A partir de la inclusiéon del envenenamiento ofidico en la lista de enfermedades
tropicales desatendidas [56], desde la OMS se han propuesto una serie de acciones para
disminuir el impacto de esta problematica. El establecimiento de venenos de referencia es
un objetivo clave dentro de esta planificacion [13]. Para esto se debe considerar
prioritariamente a las especies de importancia clinica, como B. atrox en el oriente
ecuatoriano [52]. Se ha observado en otros paises que esta especie posee una alta variacién
vendmica a nivel intraespecifico, lo que ha sido asociado, entre otros factores, a su amplia
distribucién [18, 32, 53, 54]. La variacién en la composicién del veneno puede ocasionar
complicaciones en el manejo clinico de los accidentes ofidicos [45]. Ademas, varios estudios
han demostrado que B. atrox es un buen modelo para estudiar la variacion vendmica [28,

47], asi como la evaluacidén pre clinica de antivenenos [57, 58].



Los estudios de variacién individual, han evidenciado que estas diferencias pueden
tener implicaciones clinicas relevantes que deben ser consideradas en la etapa de
preparacién de inmundgenos para la produccidon de los antivenenos [33, 34]. Varias
investigaciones relevantes sobre B. atrox han estudiado la vendmica y antivendmica de
distintas poblaciones [18], al igual que las manifestaciones clinicas causadas por cada

poblacion [39, 54], mas no se ha considerado el impacto de la variacién individual.

Otra de las acciones clave establecidas por la OMS para mitigar los efectos de
ofidismo es la evaluacién pre clinica de los antivenenos en laboratorio [13]. Al ser el Gnico
farmaco aprobado para tratar las consecuencias del envenenamiento, su efectividad y
seguridad es un factor determinante en la situacidn clinica del paciente. Su evaluacién
involucra comprobar la neutralizacidn de los principales efectos del envenenamiento en
modelos animales [59]. Por otra parte, dado que en Ecuador no existe la manufactura de
un antiveneno propio para el territorio, el medicamento importado debe ser evaluado [20].
Ademas, el pool de venenos empleado para manufactura del antiveneno en Costa Rica y
de referencia en Ecuador no involucra muestras de B. atrox [18]. Esto puede originar que
se requieran altas dosis de antiveneno para neutralizar los efectos téxicos del accidente
ofidico, colocando al paciente en una situacion de riesgo y llevando a un aumento en el
costo del tratamiento. El uso de altas dosis del fdrmaco ha sido asociado a la generacidn de

reacciones adversas en pacientes [60].

La disponibilidad de informacion epidemiolégica de ofidismo es otro punto crucial
para la OMS [13]. Este tipo de datos facilita la caracterizaciéon de signos y sintomas en
pacientes ocasionados por una especie o género especifico [17], incluyendo las
complicaciones asociadas al accidente [61], siendo un paso clave para la generaciéon de
tratamientos. Ademas, posibilita el registro del desempefo de estos tratamientos, como
en el caso del antiveneno, donde permite conocer su efectividad y frecuencia de reacciones
adversas [40]. El analisis de esta informacién, junto con lo evidenciado en datos de
investigacidn a nivel bioquimico y molecular, es vital para la generacidon de estrategias de

control de la enfermedad [13].



1.4. Objetivos de la investigacion

Caracterizar los perfiles bioquimicos y enzimdticos del veneno, asi como la
toxicologia e implicaciones clinicas del envenenamiento de individuos de Bothrops atrox de

diferentes areas de la Amazonia ecuatoriana.

1.4.1. Objetivos especificos

¢ Determinar la composicion bioquimica de los venenos de Bothrops atrox.

¢ Evaluar las actividades enzimaticas de los venenos de Bothrops atrox.

e Evaluar las actividades toxicoldgicas de los venenos de Bothrops atrox.

e Evaluar la eficacia de neutralizaciéon del antiveneno de referencia en los principales
efectos del veneno de Bothrops atrox.

¢ Analizar los datos epidemioldgicos de los accidentes ofidicos reportados en el hospital
José Maria Velasco Ibarra.

e Caracterizar las manifestaciones clinicas de envenenamientos con Bothrops atrox con

base en datos hospitalarios de la zona de Tena.



CAPITULO Il: MARCO METODOLOGICO

2.1. Venenos

Las muestras de veneno de B. atrox fueron obtenidas de serpientes adultas de tres
diferentes localidades de la Amazonia ecuatoriana (Figura 1). Se colectaron muestras de
veneno de cuatro individuos de Mera (Pastaza), un individuo de Puerto Misahualli (Napo)
y un individuo del Parque Nacional Yasuni (Orellana) bajo los permisos de investigacion
MAE-DNB-CM-2015-0017 y MAE-DNB-CM-2019-0115. La clasificacion del estadio de vida
de los individuos se basé en lo reportado por Guércio et al. [28]. Para obtener las muestras
se siguid la metodologia descrita por Salazar-Valenzuela [62] que consistié en asegurar a
los reptiles utilizando un grupo de tubos telescépicos transparentes. Posterior a esto, se les
indujo a morder la zona superior de un vaso de precipitacion de vidrio cubierto con
Parafilm®. La secrecidn colectada se pipeted en un tubo de 1,5 ml y se deshidratd en un
recipiente al vacio con calcio anhidro. Las seis muestras de veneno fueron almacenadas a

-35 °C hasta su uso.
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Figura 1. Sitios de muestreo de individuos de B. atrox para recoleccion de muestras de veneno. Se reportan
los puntos geograficos en donde fueron hallados los individuos de los cuales se extrajeron las muestras de
veneno a analizar en el estudio. El sexo y estadio de los individuos se encuentra detallado para cada uno de
los venenos.



2.2. Perfil bioquimico

2.2.1. Fraccionamiento de los venenos

Para el fraccionamiento de proteinas de veneno, 0,5 mg de veneno desecado fue
disuelto en 60 pl de acido trifluoroacético al 0,1% y 40 ul de bicarbonato de amonio 1 My
homogenizado durante 2 minutos usando un vértex. A continuacién, se centrifugd la
muestra durante 3 minutos a 8000 rpm y temperatura ambiente. Se colectaron 100 ul de
muestra para ser inyectada en el cromatégrafo. Para la separacidn, se utilizé una columna
C18 (250 x 4,6 mm, tamaiio de particula de 5 um) para cromatografia de alta eficiencia en
fase reversa (RP-HPLC) eluyendo a 1 ml/min con un gradiente lineal de 4&cido
trifluoroacético al 0,1% (solucidon A) y acetonitrilo y TFA 0.1% en una relacién 66:34
(solucion B). La separacion se llevé a cabo por HPLC (PREP 150 LC, Waters) equipado con el
detector 2489 UV/Vis, bombas e inyector 2545 y colector de fracciones Il y fue
monitoreada a 214 nm. Las fracciones fueron colectadas manualmente y liofilizadas

(Benchtop Pro 9L, Omnitronics).

2.2.2. Electroforesis

La separacion por electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) se
realizé acorde a la metodologia de Laemmli [63], disolviendo 100 ug de veneno desecado
en 100 ul de buffer de carga (0.075 M Tris-HCl, pH 6,8; 10% (v:v) glicerol, 4% (m:v) SDS,
0,001% (m:v) de azul de bromofenol). Las muestras fueron separadas en condiciones
reductoras, utilizando un gel de apilamiento con concentracién del 5% (bis-acrilamida
(30:0,8) 5%; 0,06 M Tris-HCI, pH 6,8; 0,1 % (m:v) SDS; 0,15% (m:v) persulfato de amonio;
0,02 (v:v) TEMED) y el gel de corrida con concentracion del 12,5% (bis-acrilamida (30:0,8)
12%; 0,5 M Tris-HCI, pH 8,8; 4 % (m:v) SDS; 0,05% (m:v) persulfato de amonio; 0,35% (v:v)
TEMED). La electroforesis se realizé en una camara vertical (P10DS-2, Thermo Scientific™)
en condiciones reductoras (en presencia de DTT 1 M) a 120 V y temperatura de -4 °C en
buffer de corrida 10x (0,025 M Tris-HCI, pH 8,3; 0,18 M glicina, 1% (m:v) SDS). Para la
identificacidon de la masa molecular de las proteinas del veneno se emplearon marcadores
moleculares (Rainbow™ Molecular Weight Markers, GE Healthcare). Para visualizar las

bandas, el gel fue tefiido con coloracidn de plata de acuerdo a lo descrito por Almeida et
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al. [64]. Las fracciones obtenidas por RP-HPLC de cada una de las muestras fueron
sometidas a la misma metodologia, con el fin de identificar la familia de toxinas presentes
en los principales picos de los cromatogramas generados. Las imdgenes de los geles fueron

digitalizadas para su posterior andlisis.

2.3. Caracterizacion de la actividad enzimatica

Los ensayos enzimaticos fueron realizados utilizando sustratos cromogénicos
especificos para medir la actividad caseinolitica, serinproteasa y fosfolipasa A,. La actividad
fue monitoreada en la longitud de onda especifica para la deteccidn de la actividad sobre
cada sustrato mediante el lector de microplacas (Glomax Discover System, Promega). Los
resultados fueron expresados en porcentaje como la media + la desviaciéon estandar,
considerando al veneno con mayor actividad como la muestra con 100% de actividad. Se

realizaron tres repeticiones por muestra en tres experimentos independientes.

2.3.1. Actividad proteolitica

La actividad proteolitica de los venenos de B. atrox fue evaluada utilizando
azocaseina como sustrato cromogénico de acuerdo con la metodologia de Lomonte y
Gutierrez [65]. Para preparar la solucidn de sustrato, se diluyeron 5 mg de azocaseina
(Sigma-Aldrich) en un 1 ml de buffer A (50 mM Tris-HCl, pH 8,0). Las muestras de veneno
de los individuos fueron disueltas individualmente en el buffer 50 mM Tris-HCl, con una
concentracién de 1 mg/ml. Se inicid la determinacién de la actividad colocando 10 ul de
veneno con 90 ul de solucién de sustrato en tubos de 1,5 ml y se incubaron durante 90
minutos a 37 °C. Luego, se agregaron 200 pl de acido trifluoroacético al 5% a cada muestra
y fueron centrifugadas durante 5 min a 8000 rpm. Se tomé el sobrenadante (150 ul) de
cada tubo y se lo colocd en una microplaca de 96 pocillos, donde se mezclé con 150 pl de
NaOH 0,5 M. La absorbancia fue medida a 440 nm en el lector de placas. Se utilizd un
blanco con 10 ul de buffer A en 90 ul de sustrato siguiendo el mismo protocolo para corregir

las absorbancias.

11



2.3.2. Actividad fosfolipasa Az

La actividad fosfolipasa A; de las muestras de veneno se analizé empleando acido
4-nitro-3 [octanoiloxi] benzoico (NOBA) como sustrato cromogénico de acuerdo a lo
descrito por Holzer y Mackessy [66], con modificaciones de Resende et al. [67]. La solucion
de sustrato se preparo disolviendo 3,1 mg de NOBA en 1 ml de acetonitrilo y 10 ml de buffer
B (10 mM Tris -HCI, 1 M CaClz, 10 mM NacCl, pH 7,8). Las muestras de veneno desecadas se
disolvieron en buffer A de forma individual en una concentracién de 1 mg/ml. A
continuacion, se mezclaron 220 pl de sustrato, 20 ul de veneno y 20 ul de agua destilada
en una microplaca de 96 pocillos. Luego de 20 min de incubacién a 37 °C se realizé la lectura
de las absorbancias a 410 nm. Se utilizé como blanco 40 pl de agua destilada con 200 ul de

solucion de sustrato para realizar las correcciones de las absorbancias.

2.3.3. Actividad serinproteasa

La actividad serinproteasa se determind empleando el sustrato sintético
cromogénico benzoil-arginil-p-nitroanilida (L-BapNa) (Sigma-Aldrich) como se ha descrito
previamente [68, 69]. La solucidn de sustrato se prepard disolviendo 2,18 mg de BapNa en
50 pl de dimetil sulfoxido y 5 ml en buffer B. Las muestras de veneno se disolvieron
individualmente en buffer A en una concentracién de 1 mg/ml. La medicién de la reaccion
de hidrdlisis se realizé mezclando 20 ul de veneno con 200 pl de sustrato y 50 ul de buffer
A en una microplaca de 96 pocillos. La reaccién fue monitoreada a 410 nm a 37 °C luego de
30 minutos de incubacién. Un blanco con 70 ul de buffer B y 200 pl de solucidén de sustrato

fue empleado para realizar las correcciones de las absorbancias.

2.4. Caracterizacion de las actividades toxicoldgicas

La actividad hemorragica, inflamatoria, miotoxicidad, de letalidad y su
neutralizacion fueron evaluadas empleando ratones CD-1 machos con un peso de entre 18
a 20 g, adquiridos en el Instituto Nacional de Investigacidon en Salud Publica (INSPI). Para
los ensayos de neutralizacion se utilizo el antiveneno polivalente liofilizado manufacturado
por el Instituto Clodomiro Picado (LOTE: 5991117POLF, EXP: 11/2022), que fue donado por
el hospital José Maria Velasco Ibarra de Tena. Los ensayos se realizaron de acuerdo a los

protocolos de la Guia para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio [70], previa
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autorizacion de la Coordinacion de Investigacién de la Universidad lkiam. Los animales
fueron mantenidos a una temperatura promedio de 23 °C, con alimento y agua ad libitum.
Las dosis de veneno aplicadas en los diferentes ensayos fueron seleccionadas a partir del
estudio de Laines et al. [39]. Los resultados de los ensayos de hemorragia, inflamacion y

miotoxicidad son expresados como la media * la desviacion estandar.

2.4.1. Evaluacioén de la actividad hemorragica

La evaluacidn de esta actividad se realizd de acuerdo a lo descrito por Kondo et al.
[71] con modificaciones. Se emplearon grupos de 5 ratones CD-1 (18-20 g) que recibieron
una inyeccion en la zona dorsal de 10 pg de veneno disuelto en 50 pl de PBS. Luego de 3
horas los ratones fueron sometidos a eutanasia para proceder con la remocién de la piel
dorsal con el fin de observar el drea de la hemorragia. Como resultado, el drea (mm?) se
registr6 con fotografias que posteriormente fueron digitalizadas para su andlisis con
Imagel. Como control se emplearon 3 ratones que recibieron una inyeccion de PBS en lugar

de veneno.

2.4.2. Evaluacion de la actividad inflamatoria

Se emplearon grupos de 5 ratones (18-20 g) para la evaluacién de formacion de
edema siguiendo lo reportado por Lomonte et al. [72]. Los ratones fueron inyectados en la
almohadilla de la pata izquierda trasera con 50 pg de veneno disuelto en 50 ul de PBSy en
la pata trasera derecha con 50 pl de PBS. El incremento de las dimensiones de la pata
causado por la inflamacién fue medido con un calibre digital (Truper) 1 h después de la
inyeccién. La actividad inflamatoria fue cuantificada a partir de la diferencia entre las

medidas de ambas patas inyectadas y expresada en porcentaje.

2.4.3. Evaluacion de la actividad miotdxica

La actividad miotdxica fue evaluada siguiendo la metodologia de Almeida et al. [52].
Se utilizaron grupos de 5 ratones, que fueron inyectados con 50 pg de veneno disuelto en
50 ul de PBS en el musculo gastrocnemio. El grupo control recibié una inyeccién en la
misma zona de 50 pl de PBS. Después de 3 h se colectaron muestras de sangre de la cola

de los ratones en capilares con heparina que fueron centrifugados a 5000 rpm durante 3
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minutos. Posteriormente se procedid a tomar el plasma sanguineo para medir la actividad
creatina quinasa. Esta enzima fue empleada como biomarcador de dafio muscular, al medir
su actividad en las muestras de plasma utilizando un kit de ensayo colorimétrico (CK-NAC,
Wiener Lab). La actividad fue monitoreada a 320 nm en el lector de microplacas y definida

como U/L (unidades internacionales por litro).

2.4.4. Evaluacion de la actividad letal

Para los ensayos de letalidad se tomd como referencia la LDsg reportada por Laines
et al. [39] y lo estandarizado en el trabajo de Moretto Del-Rei [54] para B. atrox de Ecuador
y Brasil, respectivamente. Para la inyeccién, se disolvieron 200 pg de veneno en 200 ul de
PBS, que se administraron en la zona intraperitoneal de 6 ratones por muestra. A partir de
la inyeccidn, se monitored cada hora durante las primeras 6 h. Posteriormente se
registraron los tiempos de muerte por intervalos a las 12, 24 y 48 h que fueron
representados en una grafica de curva de supervivencia. Se realizdé un segundo ensayo de
actividad letal con los ratones que superaron el primer desafio, siguiendo la misma

metodologia.

2.5. Ensayos de neutralizacion

Para la evaluacion de la neutralizacidn, las muestras de veneno se incubaron
durante 30 minutos en una solucién 1:1 (m:v) de antiveneno e inyectaron en las zonas
descritas para la evaluacién de actividad hemorragica, inflamatoria y letal. Se emplearon
grupos de 5 ratones para la neutralizacion de hemorragia y edema y grupos de 6 ratones
para neutralizacion de actividad letal. Para la neutralizacién de la actividad hemorragica,
inflamatoria y letal, se utilizaron 10 pg, 50 pug y 200 pg de veneno por ratén
respectivamente, con una proporcidon de 1 pL de antiveneno por pug de veneno. Los
resultados de neutralizacién de hemorragia y edema se expresaron como porcentaje en
relacion a los ensayos donde se inyectd a los ratones con Unicamente con veneno. Los datos
de neutralizacién de letalidad se representaron como porcentaje considerando el nimero
de animales muertos en el ensayo de letalidad. En el caso de no neutralizacién de las
actividades toxicas en la proporcion inicial, los experimentos fueron repetidos con una

cantidad mas elevada de antiveneno. Adicionalmente se realiz6 un ensayo de
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neutralizacidn de letalidad sin incubacién previa [73]. Se inyectaron 500 pL de antiveneno

luego de 30 min de inyectar 200 pL de veneno.

2.6. Analisis de datos epidemioldgicos, caracterizacion de signos y sintomas

en accidentes ofidicos con B. atrox y tratamiento

Para la caracterizaciéon del envenenamiento con B. atrox y anadlisis de datos
epidemioldgicos se revisaron los historiales clinicos de los pacientes reportados en el
hospital José Maria Velasco Ibarra de la ciudad del Tena de acuerdo a lo descrito por Otero
et al. [61] y Sevilla—Sanchez [74]. Se consideraron los casos de ofidismo atendidos en la casa
de salud en el periodo de 2015-2019. Los datos recopilados incluyeron la edad, sitio de
mordedura, el tiempo entre el accidente y la seroterapia, signos y sintomas al ingreso,
resultados de los exdmenes sanguineos y la dosis de antiveneno administrada. Para la
identificacion de la especie de serpiente involucrada en los accidentes se empled la
descripcién proporcionada en los reportes, incluyendo nombres comunes y verificando si
la especie ha sido reportada en la provincia de Napo. Los datos con informacidn insuficiente
o0 ambigua fueron clasificados como no especificados. También se tomaron en cuenta las
complicaciones durante el tratamiento, incluyendo las ocasionadas por la administracién
del antiveneno. Para el analisis de datos se utilizaron medidas de frecuencia y porcentajes
con el programa Excel®. Sobre la confidencialidad de los datos, se firmd un acuerdo previo

al estudio con la institucidn de salud para garantizar el manejo adecuado de la informacién.

2.7. Andlisis estadistico

Para el tratamiento de resultados se empled el analisis de varianza (ANOVA) One-
Way seguido del test Tukey (para comparaciones multiples) y el nivel de significancia se
establecié con p £ 0.05, de acuerdo a lo seguido por Sousa et al. [53] para verificar si
existieron diferencias significativas al comparar los resultados de la seis muestras. Para los

analisis se empled el programa OriginLab, mismo que fue utilizado para generar las graficas.
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CAPITULO IIl: PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS

3.1. Perfil bioquimico de los venenos de individuos de B. atrox

La caracterizacion del perfil bioquimico de los venenos de individuos de B. atrox por

electroforesis unidimensional reveld diferencias relevantes entre algunas muestras

analizadas. Esto puede observarse en el gel de electroforesis de los venenos totales (Figura

2), que fue realizado para obtener una visidn general de la composicidn de proteinas en los

venenos. La variacién individual es evidente en las diferencias de las intensidades y

presencia de bandas en el gel. Es clara la ausencia de bandas significativas en el rango de

metaloproteinas tipo Il (PIII-SVMPs) y L- amino oxidasas (LAOs) (40 a 60 kDa) en las

muestras de Yasuni y Tena. Con respecto a los rangos de las otras familias de toxinas, se

observan las principales bandas que son caracteristicas de los venenos bothrdépicos para

todas las muestras. Estas familias son: serinproteasas (SVSPs) (35 kDa), metaloproteinasas

tipo | (PI-SVMPs) (20-30 kDa) y fosfolipasas A, (PLA;s) (13-17 kDa).

M(kDa) MERA4 MERA1 YASUNi MERA2 MERA3  TENA" '

150
100 -

5 W

50.

PlII-SVMP
LAO

SVSP

PI-SVMP

PLA2
Lectinas
tipo-C

Desintegrinas

Figura 2. Gel de electroforesis en poliacrilamida (SDS-PAGE) de los venenos totales de individuos de B.
atrox. Al lado derecho se muestran los marcadores moleculares. Al lado izquierdo se muestran rangos

asociados a las familias de proteinas mas abundantes en el veneno bothrépico.
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En el caso de las muestras colectadas de individuos de Mera, se observan
diferencias en las intensidades de las bandas al comparar las cuatro muestras. Sin embargo,
es evidente que las cuatro muestras de Mera poseen perfiles semejantes, seiialando que

poseen un arsenal bioquimico comun.

Similar informacién se pudo evidenciar a partir del fraccionamiento de los venenos
mediante RP-HPLC. En los perfiles cromatograficos (Figura 3A-F) se muestran los picos
asociados a las familias de toxinas mas abundantes en el veneno de Bothrops. La
identificacidon de estos picos se fundamenté principalmente en tres criterios: 1) el tiempo
de retencién de cada familia, relacionado con su peso molecular, su hidrofobicidad y area
bajo la curva; Il) la presencia de bandas asociadas a su masa en el carril del gel
correspondiente a la fraccién analizada; y Ill) trabajos protedmicos desarrollados con
venenos bothrdpicos. La integracion de la informacion de los perfiles cromatograficos y
electroforéticos permitié identificar la presencia de desintegrinas, PLA;s, SVMPs-Pl y Plil y

SVSPs, siendo notable la variacion de abundancia entre algunas muestras.

Al igual que en el gel de venenos totales (Figura 2), las muestras colectadas de
individuos de Mera muestran un perfil similar, con variaciones en las absorbancias de
algunos de los picos. En el caso de Mera 1 se observa la ausencia de picos asociados a
desintegrinas, proteinas presentes en los perfiles de los demas venenos. Los
cromatogramas de Mera 2 y Mera 3 (Figura 3B y C) son los que muestran una mayor
variedad de picos con altas absorbancias. De acuerdo a los cromatogramas, en las cuatro
muestras, las SVMPs-Plll y Pl son las proteinas mas abundantes en los venenos. En el caso

de Yasuniy Mera, las toxinas de mayor abundancia son las SVMPs-PlI.

De manera similar a lo observado en el gel de electroforesis, la diferencia mas
notable es la baja concentracién de SVMPs-Plll en las muestras de Tena y Yasuni (Figura 3E
y F). Esto se puede identificar debido a la ausencia o débil presencia de picos a asociados a
estas toxinas en los cromatogramas de ambas muestras. Ademas, los datos de abundancia
relativa indican que las SVMPs-PIIl representan el =5% con respecto al total de su
composicion. En sintesis, los resultados indican que las metaloproteinasas son los

componentes mas abundantes de los venenos analizados, ya sean estas del tipo Pl o PIII.
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Figura 3. Perfil cromatografico de los venenos de individuos de B. atrox. La procedencia se indica en la
esquina superior derecha. La corrida fue monitoreada a 214 nm. Los geles de electroforesis en condiciones

reductoras muestran las proteinas contenidas dentro de cada fraccion numerada. Los marcadores

moleculares (kDa) son mostrados al lado izquierdo de los geles. Se muestra el gradiente de solvente utilizado

en el fraccionamiento con la linea discontinua.
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3.2. Caracterizacion de la actividad enzimatica de los venenos de individuos

de B. atrox

Los resultados de los ensayos enzimaticos evidencian diferencias en las actividades

evaluadas al realizar una comparacién entre los venenos (Figura 4).
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Figura 4. Caracterizacidon enzimatica de los venenos de individuos de B. atrox. La actividad caseinolitica (A),
fosfolipasa (B) y serinproteasa (C) se evaluaron mediante métodos colorimétricos. Las diferencias estadisticas
se determinaron con un p< 0,05 por el test de Tukey como significativas al comparar la actividad entre
muestras que son indicadas para cada actividad. Las diferencias estadisticas significativas para todos los
ensayos se sefialan como: B (diferencia con Mera 1), # (diferencia con Mera 2), o (diferencia con Mera 3),
6 (diferencia con Mera 4), u (diferencia con Tena), * (diferencia con Yasuni).
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Existen diferencias estadisticamente significativas en los tres ensayos incluso al
comparar las cuatro muestras colectadas en Mera, lo que demuestra la presencia de
variaciones individuales importantes en las actividades enzimaticas dentro de la misma
poblacion. En el ensayo caseinolitico (Figura 4A), que evalla la actividad proteolitica de las
toxinas, se identificd que la muestra Yasuni posee la mayor accién, seguido de la muestra
de Tena. Por otro lado, dos de las muestras de Mera (3 y 4) mostraron tener la menor
actividad. La actividad PLA; (Figura 4B), evaluada con el sustrato NOBA, revela que el
veneno de Tena junto con Mera 2 mostraron el mejor desempefio al escindir el sustrato
sintético, al contrario de las muestras Mera 4 y Yasuni, que evidenciaron el resultado mas
bajo. Por ultimo, los resultados del ensayo serinproteasa indican que dos de las muestras

de Mera (1 2), son las que ejercieron mayor efecto sobre el sustrato sintético BapNa.

3.3. Caracterizacion toxicolégica de los venenos de individuos de B. atrox

La evaluacion de las actividades toxicoldgicas en modelos animales demostré que
existen variaciones en las manifestaciones del envenenamiento en los venenos colectados
en diferentes localidades (Figura 5). Se inicié evaluando el efecto hemorragico de las
muestras, cuyos resultados revelaron que el veneno de Yasuni causé areas de hemorragia
mayores a lo generado por las otras muestras (Figura 5A). Los venenos de Mera mostraron
en general similar capacidad hemorragica, sin identificar diferencias estadisticas entre sus
actividades. La muestra de Tena fue aquella que tuvo un menor efecto de hemorragia en
la zona dorsal de los ratones de manera significativa. La formacién de edema también fue
evaluada (Figura 5B). En este ensayo no se identificaron diferencias significativas entre las
muestras analizadas, por lo que se infiere que poseen una capacidad similar para ejercer
provocar inflamacidn, a diferencia de la actividad miotdxica. Esta accidén del veneno, que
es medida por el nivel de actividad creatina kinasa (CK) en el suero de ratones, es variable
entre las muestras estudiadas (Figura 5C). El veneno de Tena fue el que mostré un mayor
daino muscular local, mientras que el veneno de Yasuni fue el que tuvo una accién menor.
Al igual que en la induccién de hemorragia, las muestras de Mera tuvieron efectos sobre el

musculo gastrocnemio de similar magnitud, sin diferencias estadisticas.
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Figura 5. Caracterizacion toxicoldgica de los venenos de individuos de B. atrox. La actividad hemorragica
(A), inflamatoria (B) y miotdxica (C) se evaluaron en biomodelos CD-1 (18-20 g). Las diferencias estadisticas
se determinaron con un p< 0.05 como significativas al comparar la actividad entre muestras que son indicadas
para cada actividad mediante el test de Tukey. Las diferencias estadisticas significativas para todos los
ensayos se sefialan como: B (diferencia PBS), u (diferencia con Tena), * (diferencia con Yasuni).

3.4. Actividad letal de los venenos de individuos de B. atrox

Los resultados del primer desafio de supervivencia (Figura 6A), demostraron que la
muestra de Yasuni fue la mas letal. Al final de las 48 h, aproximadamente el 16% de ratones
inyectados en la zona intraperitoneal con veneno seguia con vida. De manera similar a otros
ensayos, las muestras de Mera tuvieron una letalidad cercana, puesto que
aproximadamente el 70% de los ratones desafiados con estos venenos sobrevivié en el
periodo de 48 h. Para la muestra de Tena, la letalidad fue nula en el primer desafio, con un

100% de supervivencia, resultado igual a lo observado en ratones inyectados con PBS. Se
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llevé a cabo un segundo desafio (Figura 6B), en el cual, se inyectd la misma dosis que en el
primer ensayo de letalidad (200 ug de veneno/200 pl de PBS) en los ratones que superaron

el primer desafio, registrando la tasa de supervivencia en 48 h nuevamente.
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Figura 6. Caracterizacion de la letalidad de los venenos de individuos de B. atrox. Se representa (A) el % de
supervivencia de los ratones en el primer desafio (primeras 48 h) y los resultados del segundo desafio de
letalidad (B) en un periodo de 48 h, en donde los ratones fueron inyectados con la misma dosis.
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En el rango de las primeras 3 h, todos los biomodelos inyectados con la muestra de
Yasuni murieron. El veneno 3 de Mera ejercié el mismo efecto a las 6 horas del ensayo. En
las muestras restantes de Mera, se registraron tasas de supervivencia de 16% (Mera 1,
Mera 4) y del 30% (Mera 2). Para el veneno de Tena, la tasa de supervivencia fue del 83%,

confirmando la baja letalidad del mismo observada en el primer ensayo.

3.5. Neutralizacidon de los efectos toxicoldgicos de los venenos de individuos

de B. atrox

Después de realizar la caracterizacién de los venenos bothrépicos ecuatorianos de
la Amazonia ecuatoriana, se continud con la evaluacion de la neutralizacion del antiveneno
polivalente ICP (Polival-ICP). Este es empleado para contrarrestar los efectos del
envenenamiento de especies de Bothrops, Crotalus y Lachesis, siendo el farmaco de
referencia en Ecuador para tratar las manifestaciones clinicas de accidentes ofidicos. El
antiveneno evaluado demostré una alta eficiencia para neutralizar las actividades
hemorragicas de los venenos, siendo de 100% para 4 de las 6 muestras (Tabla 1). Para Mera
2 y Mera 4, la induccion de hemorragia se redujo en un 88% (Figura 7B). Sin embargo, se
observé una reduccién total de la hemorragia cuando estos venenos fueron incubados en

una proporcion 1:2 veneno/antiveneno (Figura 7C).

Figura 7. Efecto hemorragico del veneno de B. atrox y su neutralizaciéon. Se muestran los resultados del
veneno Mera 4 indicando en (A) 4drea de hemorragia producida por el veneno en la caracterizacion de
actividad toxicoldgica (B) neutralizacion de hemorragia en una relacién 1:1 veneno/antiveneno y (C)
neutralizacion de efecto hemorragico con una proporcion 1:2 veneno/antiveneno.

Con respecto a la formacidon de edema o actividad inflamatoria, el antiveneno tuvo
una baja eficiencia para contrarrestar este efecto en todos los venenos, teniendo un

maximo de eficacia del 28%. En el caso de la letalidad, el medicamento permitié que el
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100% de los biomodelos superen este efecto del envenenamiento, excepto para la muestra
Mera 4. Para este veneno se mantuvo la misma tasa de supervivencia que fue registrada al
inyectar Unicamente veneno, observando que el antiveneno no fue efectivo en esa dosis
(relacion 1:1) ante la letalidad de Mera 4. El experimento fue repetido para este veneno
con una proporcién de 1:2,5 veneno/antiveneno y los resultados evidenciaron que, en
concentraciones mas elevadas del farmaco, la letalidad es inhibida por completo. El
segundo ensayo de neutralizacion de letalidad fue llevado a cabo mimetizando un
accidente ofidico. En este experimento, se inyectd el antiofidico luego de 30 minutos de la
inyeccion de veneno, utilizando 2,5 ml del antiveneno farmaco por cada mg de veneno.
Como resultado se observé la supervivencia de todos los biomodelos empleados para el
segundo experimento, confirmando la necesidad de alta concentraciones de antiofidico

para tener una efectividad del 100% para todas las muestras de veneno.

Tabla 1. Neutralizaciéon de los venenos de B. atrox con el antiveneno ICP, empleado en Ecuador. Los
resultados se muestran cdmo % de neutralizacién, tomando como base a lo reportado en los ensayos
toxicoldgicos.

. oy Neutralizacion de
Neutralizacion de | Neutralizacion de .
Muestra . . ., letalidad a48 h

hemorragia (%) inflamacion (%) (%)

(o]
MERA 1 100 16.20 100
MERA 2 88.53 28.17 100
MERA 3 100 27.13 100

MERA 4 88.63 18.39 0
TENA 100 24.68 100
YASUNI 100 16.43 100
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3.6. Analisis de datos epidemioldgicos, caracterizacion de signos y sintomas

en accidentes ofidicos con B. atrox y tratamiento

Se obtuvo informacién de 133 casos de ofidismo reportados en el hospital de Tena,
accediendo a los datos epidemiolégicos y clinicos de los accidentes para el periodo de 2015

hasta 2019. Al analizar esto, se identificd el nimero de reportes por afio (Figura 8).
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Figura 8. Numero de casos de accidentes ofidicos e incidencia anual para cada 50000 habitantes.
Distribucién anual de los 133 casos analizados que fueron registrados en el Hospital José Maria Velasco Ibarra
de la ciudad del Tena entre el 2015 al 2019.

Se puede observar que el nimero de casos registrados se reduce de manera
paulatina cada afio, iniciando con 47 en 2015 y llegando a 12 en el 2019. Esta tendencia se
repite en los resultados de incidencia anual, que en 2015 fue de 20 casos y en 2019 de 4,
ambos por cada 50000 habitantes. Para obtener este dato se consideraron Unicamente los
datos demograficos de Archidona, Carlos Julio Arosemena y Tena. La incidencia promedio
para los 5 afios fue de 11,6 por cada 50000 habitantes. Se identificé que de estos cantones
provienen los pacientes atendidos en la casa de salud de Tena (Figura 9). La mayor cantidad
de accidentes reportados ocurrieron en la zona rural (49%). En algunos registros de ingreso,

no se hallé informacién acerca del sitio del accidente (6,77%).

26



N T T T T
,__/f \F\w Colombia -78°30° -18°0 =703 e
g ™
§; e S Foso s A
/ L7 I i x\.‘ ( i A
/ » Ve L—j\‘-*v‘\/u ( \
YA ¥ ﬁ N &
M f pd d” L
(_/ }p/ f.\,\., H«*"\_h_n | ‘{ v
AL A ~/ o
e g 5
Lo 8N
X o A
X T, b
= Iy ) ;
g 4
Tﬂr Ty Per( f
oL Pl 1
e ! f
| a-"\,.\ J o} -
Y - f y
o (J / ~/
[
. . S
Sitios de accidentes /
, g )
ofidicos reportados J
-
| Provincias < ARCHDONA 7
. ) e J
Localidades § ) ;
' J ,n,/ \
Localidades Casos | % P L R j e -‘..\_.W
TENA 24 18 A PANO '-SAN MN o Mwum e fd -
CHONTAPUNTA 21 15,8 H . M H{A JEﬂm Mwmm\“ CHON‘%F‘UNTA f
ARCHIDONA 18 135 e S . e / .
170 ey - y AHU%NO ¢ —
C. ). ARDSEMENA TOLA 16 12 \} TALeG o, [ JI"W
TALAG 10 152 ‘ - ! WERTQNW —al
AHUANO 10 7,52 f i /} I
NO REPORTA ] 6,77 {fwr’““’l_/‘xJ CARLOE lULIO—ﬁRDSEMENA TOLA\ /\/\— N
PUERTO MISAHUALLI 8 6,02 e w . H,-/ .
PANO 8 [ 62 |p 15  30km T~ "( 111000
SAN JUAN DE MUYUNA 7 526 | ———— Ia VAN
PUERTO NAPO 2 15

Figura 9. Localidades reportadas como lugares donde se suscitaron accidentes ofidicos. Se muestra
delimitada la provincia de Napo, donde se ubica el Hospital José Maria Velasco Ibarra, sitio de coleccion de
los datos. En gris se observan las zonas que fueron registradas como lugares de ofidismo en las historias
clinicas analizadas. En la esquina inferior izquierda se detallan el nimero de casos y % por localizacién.

Los datos epidemioldgicos de todos los accidentes reportados (Tabla 2) indican que
el mayor porcentaje de afectados fueron pacientes masculinos, con un 60,1% del total de
casos. En relacién a la edad, el 32% de internados se encontraba en el rango de 0 a 15 afos
al momento del ingreso. La poblacion entre 16 y 30 afios fue la segunda mas frecuente con
24% del total. De acuerdo a los reportes, el 41% de los accidentes sucedieron cuando los
afectados realizaban alguna actividad relacionada con la agricultura. El 24% de incidentes
se produjeron al caminar por senderos, incluyendo a los cercanos a maleza. El analisis
también permitid conocer cuales fueron las principales especies involucradas en estos
sucesos. B. atrox fue la mas descrita por los pacientes como la causante del
envenenamiento en 56% de los casos. Para explicar esto, los pacientes se refirieron a la

especie como “equis” o “pitalala”. B. bilineata y B. taeniatus le siguen en frecuencia, siendo

reportadas como “orito”, “lorito” u “orito machacui” con el 12%.
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Tabla 2. Datos epidemioldgicos de los 133 casos reportados en el periodo 2015-2019. Se muestra el nimero
de casos asociados a cada variable, asi como el porcentaje, teniendo como base el total de los reportes.

Variable ‘ Casos ‘ %
Sexo

Masculino 81 60,9
Femenino 52 39,1
Edad

0-15 43 32,33
16-30 32 24,06
31-45 26 19,55
46-60 19 14,29
61 en adelante 13 9,774
Actividad al instante del accidente

Agricultura 55 41,35
En rio 7 5,26
Caminando por sendero, matorral 32 24,06
En domicilio 5 3,75
Otros 13 9,77
No reporta 21 15,79
Especie involucrada

Bothrops atrox 75 56,39
Bothrops bilineatus, Bothrops taeniatus 16 12,03
No reporta 42 31,58

De acuerdo a los reportes revisados, la mayor frecuencia de mordeduras se dio en
extremidades inferiores (59%), especialmente a nivel del pie. En las extremidades
superiores se infligieron el 38% de las mordeduras, principalmente en manos. También se
detectd que el 1,5% de los afectados fue mordido en la regidn parietal o cabeza y el 0,8%

en el torax.

— 15%
08% «~—— — 68%
4.5% +—
68% +—
27.1%
9% +—
—43.6%

Figura 10. Sitios de mordedura en paciente ingresados por accidente ofidico al hospital de Tena. Se reporta
la regidn anatémica de mordedura de acuerdo a los datos de los 133 casos analizados del periodo 2015-2019.
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Con el fin de caracterizar las manifestaciones y detalles asociados al
envenenamiento con B. atrox, el proximo paso fue analizar exclusivamente los casos en los
que la especie fue relacionada en las historias clinicas. Como resultado se pudo observar
que el 50% de accidentes fue clasificado como moderado. Los internados por ofidismo con

la especie, en su mayoria fueron dados de alta en un rango de 1 a 6 dias.

Tabla 3. Gravedad de envenenamiento y tiempo de hospitalizacidn en accidentes con B. atrox. Diagndstico
del grado de envenenamiento y dias de hospitalizacién de pacientes accidentes ofidicos con B. atrox
reportados en el hospital de Tena en el periodo de 2015-2019.

Variable ‘ Casos ‘ %
Grado de envenenamiento

Leve 16 | 21,33
Moderado 38 | 50,67
Grave 21 28
Dias de hospitalizacion

1-6 dias 49 | 65,33
7-12 dias 15 20
13-15 dias 9 12
No especifica 2 2,67

Acerca de los signos y sintomas, se obtuvieron datos de estos a nivel local y
sistémico. Las manifestaciones mas frecuentes en la zona de la mordedura (Tabla 4) fueron
la presencia de edema, dolor y rubor generados por accién del veneno. Otros signos
observados fueron la formacién de hematomas o equimosis en baja frecuencia
mionecrosis, linfadenitis y adenopatia. En un 21% de pacientes se diagnosticé infeccidén en
tejidos blandos, que tuvieron como consecuencia la formacién de absceso en el 16% de

casos y celulitis en el 5%.

Tabla 4. Manifestaciones clinicas a nivel local de envenenamiento con B. atrox. Signos y sintomas a nivel
local reportados en los historiales de los pacientes reportados en el hospital de Tena en el periodo 2015-
2019.

Manifestacion clinica local Casos %
Absceso 12 16
Celulitis 4 5,33
Edema 74 98,67
Rubor 39 52
Dolor 65 86,67
Equimosis 16 21,33
Mionecrosis 2 2,66
Linfadenitis 1 1,33
Adenopatia 1 1,33
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Por otra parte, las manifestaciones sistémicas mads frecuentes (Tabla 5) fueron
hemorragia, gingivorragia y cefalea. También se identific6 que varios pacientes
presentaron fiebre y vémito. Los episodios de fiebre se presentaron tanto después del
accidente, asi como durante el tratamiento del paciente en el hospital. En menor frecuencia
se evidenciaron afectaciones cardiacas (hipertension y bradicardia), falla renal, sangre en
la orina 0 hematuria y disminucién en los niveles de plaquetas o trombocitopenia. Cuatro
pacientes regresaron a la casa de salud por complicaciones derivadas del accidente. Los
motivos para su reingreso fueron: I) infeccion, IlI) necrosis en la zona de mordedura y Il)

estrés postraumatico, originado por el evento donde ocurrié la mordedura.

Tabla 5. Manifestaciones clinicas a nivel sistémico de los pacientes de envenenamiento con B. atrox. Signos
y sintomas sistémicos reportados en los historiales de pacientes del hospital de Tena en el periodo 2015-
2019.

Manifestacion clinica sistémica Casos %
Hemorragia 10 13,33
Gingivorragia 8 10,67
Hematuria 2 2,66
Trombocitopenia 1 1,33
Sindrome compartimental 2 2,66
Falla renal 3 4
Cefalea 11 14,67
Bradicardia 1 1,33
Hipertensién 4 5,33
Voémito 7 9,33
Fiebre 6 8
Complicaciones luego de egreso

Infeccidn 2 2,66
Necrosis 1 1,33
Estrés postraumatico 1 1,33

El tiempo de coagulacidén sanguinea es una caracteristica a evaluar para conocer el
grado de envenenamiento. En las historias clinicas analizadas se muestra que en el 88% de
los casos, el ofidismo con B. atrox generd una alteracion en el tiempo de coagulacion (valor
normal < 10 minutos). En el 73% de los accidentes, se detectd que la sangre se coaguld en
un tiempo mayor a 20 minutos, por lo que se clasificd como incoagulable. También se
obtuvo informacién acerca del tiempo que transcurrié desde la aplicacion de la primera
dosis de antiofidico hasta la restauracidn de los parametros normales de coagulacion. Los

datos revelan que en el 38,67% de afectados, la normalizacion ocurrié entre las 6y 12 h de

30



iniciado el tratamiento. En el 8% de los pacientes, la coagulacion se regularizé luego de 36

h, siendo los casos mas extremos.

Tabla 6. Datos sobre coagulacion sanguinea en pacientes de envenenamiento con B. atrox. Se reporta el
tiempo de coagulacion determinado al momento de atencion y el rango de tiempo en el que la coagulaciéon
volvio a los parametros normales, tomando como tiempo cero al momento de administracién del antiveneno.

Casos %

Tiempo de coagulacion

Incoagulable 55 73,33
> 10 min 10 13,33
<10 min 9 12
Tiempo hasta restauracion de parametros normales

1-6 h 16 21,33
6-12 h 29 38,67
12-24 h 23 30,67
36 h o mas 6 8
No especifica 1 1,33

El ultimo paso del analisis de datos hospitalarios fue el estudio de la informacion
relacionada a la administracién del tratamiento antiofidico (Tabla 7). Para el 44,67% de los

accidentes con B. atrox la dosis varié entre 9 y 24 viales.

Tabla 7. Administracion del antiveneno a pacientes de envenenamiento con B. atrox y complicaciones
derivadas. Datos de uso y tiempo de administracidn del antiveneno (Polival-ICP) y complicaciones generadas
por su aplicacién en los 133 casos analizados del periodo 2015-2019. NA: No aplica.

‘ Casos ‘ %
Numero de viales
1-8 27 43
9-24 27 | 44,67
24-36 5| 6,667
36 en adelante 2 2,67
Tiempo hasta su aplicacion
1-3h 36 48
4-6 h 16 | 21,33
7-12 h 8| 10,67
13-28 h 5 6,67
30 h en adelante 3 4
No especifica 7 9,33
Complicaciones por uso de suero 12 9,02
Fiebre 1
Urticaria 1
Rash generalizado 11 NA
Shock 1
Hemolisis 1
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En casos de menor severidad, que representan el 43%, se administraron dosis de
entre 1y 8 frascos. En el 6,67% de afectados se aplicaron dosis considerablemente altas,
de entre 24 y 36 viales. Mientras que en dos casos se necesitaron de mds de 36 dosis de
antiveneno para neutralizar los efectos toxicolégicos del envenenamiento. Finalmente se
observé que en 12 de los 133 casos analizados se presentd alguna complicacién derivada

por el uso del suero antiofidico.
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CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION

B. atrox es la especie con mayor incidencia en accidentes ofidicos en localidades
amazonicas de América del Sur [75]. La variacién intraespecifica del fenotipo vendmico ha
sido descrita para este reptil, variacion que podria requerir de tratamientos médicos
especificos ante envenenamientos provocados por la misma especie [18]. Se posee
limitada informacién sobre la diversidad de estos fenotipos en el pais y la influencia de la
misma en las manifestaciones clinicas derivadas del envenenamiento con B. atrox. En este
estudio, para mejorar estas limitaciones, se caracterizo el perfil bioquimico de venenos de
individuos provenientes de diferentes localidades de la region amazdnica ecuatoriana. Los
resultados revelaron semejanzas en los perfiles de las muestras colectadas en la misma
zona (Mera), y al mismo tiempo, diferencias notables con los venenos colectados en Tena
y Yasuni. En los perfiles de electroforesis del veneno total de estos ultimos, se evidencia la
ausencia de bandas asociadas a SVMPs-Plll. Para los venenos de varias especies de género
Bothrops ya caracterizadas, incluyendo a B. atrox, se ha identificado que los componentes
mas abundantes son las metaloproteinasas [27, 53, 76]. No obstante, la predominancia de
un tipo u otro de toxinas de esta familia es versatil a nivel intraespecifico. Esto fue
demostrado por Nuiiez et al. [32], al determinar la vendmica de pools obtenidos de
poblaciones de B. atrox de Brasil, Colombia, Ecuador y Peru. Para el pool de la poblacién
de Colombia se hallé que las SVMPs-PI representaban el mayor componente del veneno,
mientras que, en los pools restantes, las SVMPs-PIll fueron las predominantes. Lo

observado en este estudio previo se evidencia en las muestras de veneno de Mera.

La informacién de los cromatogramas confirma que, en las seis muestras analizadas
en el presente estudio, las toxinas de mayor presencia son metaloproteinasas. En la
separacion de los componentes del veneno por fase reversa, estas proteinas eluyen por lo
general en las Ultimas fracciones (con un tiempo de retencién entre 60 y 70 minutos). En la
zona intermedia, que en los perfiles de este estudio van de los 50 a los 60 minutos de
corrida, las toxinas representadas en los picos son PLA;s (Lys49), SVSPs y algunas isoformas
de SVMPs-PI. En el rango de los 30 a 50 minutos, los primeros picos representan la
presencia de desintegrinas, continuando con PLA;s (Asp49) [34, 77]. Esta informacidn,
integrada con lo observado en la electroforesis, permite asociar a los componentes

vendmicos con determinados picos, en especial los de mayor absorbancia. Es asi como, se
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puede deducir que las SVMPs son las toxinas predominantes en los venenos de individuos
estudiados, similar a los hallazgos de Nufiez et al.[32] y Moretto Del-Rei et al. [54], que

analizaron los venenos de B. atrox de diferentes localidades de Suramérica.

Todas las muestras colectadas para este trabajo provinieron de adultos de B. atrox.
En el caso de las muestras de Tena y Yasuni, su fraccionamiento corrobora lo observado en
el perfil de electroforesis general, mostrando una baja absorbancia en picos asociados a
SVMPs-PIIl. Esto es caracteristico de un fenotipo ontogénico, en donde existe mayor
expresion de SVMPs-PI. Los perfiles ontogénicos estdn sujetos a cambios relacionados con
la edad del individuo [18], esto significa que la composicién vendmica es diferente entre un
juvenil y un adulto de la misma especie. Al contrario, en individuos con fenotipos
paedomorficos, la expresién venédmica se mantiene durante los distintos estadios de vida
[78]. Las modificaciones ontogénicas estarian asociados a mudanzas en la dieta. Un estudio
de la toxicidad del veneno de Bothrops con fenotipo ontogénico, mostré que las serpientes
juveniles, presentaron un efecto letal mas pronunciado en anfibios. El veneno de adultos

ejercié mayor accion ante presas endotérmicas como los mamiferos [79].

Por otra parte, los perfiles cromatograficos de las muestras de Mera reflejan
similaridad a nivel bioquimico entre ellas, con la clara excepcién de los picos asociados a
desintegrinas, que estan ausentes en Mera 1. Sin embargo, las alteraciones son mas
notables al comparar venenos de distintas zonas, lo que se observa al contrastar los perfiles
de las muestras de Mera, con los de Tena y Yasuni [25]. Las modificaciones pueden estar
asociadas al nicho ecolégico de cada poblacién de serpientes [80]. La variacién en la
concentracion de componentes especificos, como las SVMPs-Plll, aportaria al alto grado de
adaptacidn observado en B. atrox [53]. Esta tendencia se observa en los resultados de este
estudio, puesto que lo que caracteriza a los venenos de cada zona muestreada es que

difieren en la abundancia de metaloproteinasas PIII.

Anteriormente ya se ha descrito la presencia de variaciones a nivel individual en
Bothrops, inclusive en venenos provenientes de la misma zona geografica [81]. Estos
cambios no deben pasar inadvertidos, puesto que pueden ocasionar diferencias
funcionales. Los resultados de la caracterizacidén enzimatica son prueba de esto, ya que se
observan diferencias significativas en las actividades incluso dentro de la misma poblacién.

Se inicié evaluando la actividad caseinolitica, ejercida por las toxinas con accién proteolitica
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[82]. En esta etapa, las muestras de Tena y Yasuni mostraron el porcentaje mas alto de
protedlisis, mientras que Mera 3 y 4 tuvieron la menor tasa de reaccion. En el veneno
bothrépico, las SVMPs y SVSPs son las toxinas que causan la degradacién del sustrato usado
en los ensayos [83]. Sin embargo, se debe considerar la presencia de isoformas de estas
familias, que pueden presentar baja afinidad por el sustrato, aunque posean una alta
actividad catalitica [34]. En la evaluacidn de hidrdlisis del sustrato NOBA, se evidenciaron
diferencias entre los venenos de Tena y Yasuni. La primera indujo la mayor actividad PLAs,
mientras que la ultima, junto con Mera 4, tuvieron menor capacidad catalitica en el ensayo.
Los resultados reflejan la accidn de una fraccién del total de PLAs de la secrecién venenosa,
debido a que existen isoformas inactivas enzimaticamente [84]. En las fosfolipasas con
accion catalitica, un residuo de aspartato se ubica en la posicién 49 de su secuencia. En las
isoformas inactivas, generalmente un residuo de lisina se encuentra en tal posicién. Esta
modificacion seria la responsable de la pérdida de actividad enzimatica, puesto que el
residuo de Asp es necesario para la coordinacién de iones de calcio, un paso esencial en el
mecanismo de hidrélisis de los fosfolipidos de membranas catalizado por este grupo de
toxinas [85, 86]. La abundancia de isoformas sin capacidad hidrolitica puede llegar a ser
significativa en venenos de vipéridos [33, 87]. Por ejemplo, Salazar-Valenzuela y
colaboradores [62], identificaron que en Bothrocophias campbelli estas isoenzimas

representan el 42% del venoma de la especie.

A continuacién, se realizé la caracterizacion de actividad tipo trombina o
serinproteasa. En este experimento, tres de los venenos de Mera (1,2 y 4) mostraron el
mejor desempeno, al contrario de lo observado para Mera 3 y Tena. El sustrato
cromogénico empleado en este ensayo, presenta una alta afinidad para SVSPs; sin
embargo, no son las Unicas enzimas que pueden participar en su degradacién. Es el caso de
varias isoformas de SVMPs con actividad tipo trombina [88]. En general, estas toxinas
alteran las cascadas de sefializacion involucradas en los procesos de coagulacidén sanguinea

por degradacion proteolitica [88, 89].

El analisis de caracterizacién enzimatica muestra que la acciéon de los venenos
difiere significativamente en los distintos ensayos. Sin embargo, debido al sinergismo que
existe entre los componentes del veneno para inducir los efectos téxicos, es necesario

conocer las consecuencias del envenenamiento en modelos animales para verificar si las
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diferencias a nivel enzimdtico tienen relevancia a nivel biolégico [35]. En esta linea, se
procedid con la caracterizacion toxicoldgica de las muestras de veneno. Esta fase se inicid
con la evaluacidn de actividad hemorragica en los ratones CD-1. Varios autores han descrito
que las SVMPs cumplen un rol primordial en la generaciéon de hemorragia [52, 53, 90].
Estas biomoléculas hidrolizan proteinas de la matriz extracelular (MEC) de los vasos
capilares sanguineos, causando como consecuencia la induccién de dafo local y sistémico
[91]. En los venenos bothrdpicos se encuentran principalmente tres grupos de esta familia,
SMVPs-PI, Pll y Plll, aunque el segundo en general tiene baja abundancia, al contrario de

los restantes [92].

Los resultados de esta actividad evidencian que el veneno de Yasuni generd en
promedio los puntos de hemorragia de mayor drea, difiriendo de manera significativa con
lo obtenido para las muestras restantes. En contraste, la muestra Tena tuvo el rendimiento
mas bajo. Esta diferencia es intrigante, puesto que ambos venenos comparten un perfil
similar, con una alta abundancia de SVMPs-Pl, ademas de mostrar el mejor desempeiio en
el ensayo caseinolitico. En general, se ha descrito que las metaloproteinasas PIIl son
altamente hemorragicas [93], mientras que las de la clase Pl por lo general son débiles en
relacion a la misma actividad [92]. La alta concentracién de SVMPs-PI, que a su vez implica
la baja presencia de la clase PlIl seria el motivo de la débil capacidad hemorragica del
veneno de Tena, concordando con lo propuesto por Alape-Girdn et al. [25] y Nufiez et al.
[32] en el estudio del veneno de B. asper y B. atrox respectivamente. Sin embargo, esto no
se cumple en Yasuni, lo cual puede estar ligado a la existencia de isoformas de SVMPs-PI

altamente hemorragicas.

Un estudio de 2017 demostré precisamente esto, lo cual supone una excepcién a la
regla. Freitas-de-Sousa y sus colaboradores aislaron una SVMP tipo | denominada como
Atroxlysin-la del veneno de B. atrox, que mostrd una accién hemorragica equiparable a lo
observado en la clase Ill de estas toxinas [94]. El origen de la baja actividad hemorragica
para las proteinas Pl se ha asociado a su estructura terciaria, que posee un solo dominio. El
grupo Plll, ademas del dominio metaloproteinasa, contiene otros que permiten la unién a
los capilares, clivando de manera eficiente los componentes de la MEC [90]. El mecanismo
propuesto para la Atroxlysin-la, se basa en su alta capacidad catalitica. Ademads, en

comparacion con otras metaloproteinasas Pl, la regién cercana al centro activo de
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Atroxlysin-la es mas flexible y tiene un gran potencial electroestatico, lo que favoreceria la
unidn a sus dianas [94]. Esta isoforma ha sido identificada en el veneno B. atrox de Brasil
mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandém
(LC-MS/MS) [32]. Atroxlysin-la y otras isoformas similares, probablemente formen parte
del veneno de Yasuni, siendo responsables de su marcada accién caseinolitica vy
hemorragica. Para las muestras de Mera, en donde las SVMPs-PIIl son abundantes, la
induccion de hemorragia es similar entre ellas, produciendo areas de hemorragia notables,

como Mera 4, y sin diferencias estadisticas al ser comparadas.

Siguiendo la caracterizacidn toxicolégica de los venenos de individuos, se evalué la
formacién de edema producida por cada muestra. Este efecto local es caracteristico del
envenenamiento bothrépico [95], que surge por la accién de varios componentes,
incluyendo proteasas y miotoxinas [96]. El proceso inflamatorio que desencadena el
envenenamiento involucra el aumento de células de respuesta inmunitaria, citoquinas e
interleucinas y la activacién proteolitica de componentes del complemento [95, 97]. En el
presente trabajo, los venenos analizados produjeron una notable inflamacidn, pero que no
varié significativamente entre muestras. Las variaciones en la abundancia de proteinas y
de actividades enzimaticas no muestran influencia en la patogénesis de inflamacién. En el
estudio de Almeida et al. [52] sobre estabilidad de una colecciéon de venenos ecuatorianos
desecados de Bothrops, se constatd la presencia de fluctuaciones bioquimicas vy
enzimaticas entre las muestras, que no derivaron en diferencias significativas en su

capacidad de generar edema.

La miotoxicidad es otra caracteristica que se debe evaluar en el envenenamiento
bothrépico [98]. En este ensayo, la muestra de Tena tuvo un resultado estadisticamente
sobresaliente en relacién a las muestras de otras zonas. El perfil bioquimico de Tena
muestra una gran abundancia de PLA;s, incluyendo la zona donde también eluyen SVSPs.
Esto evidenciaria una alta concentracion de isoformas cataliticas y no cataliticas [77], que
se ve reflejada en los ensayos enzimaticos, donde tuvo el porcentaje de actividad mas alto.
Las PLA;s son las miotoxinas predominantes en la composicién vendmica, incluyendo a las
Lys49, que no poseen actividad catalitica [99]. Varios estudios han descrito el rol de las
Lys49 en la induccion de este efecto tdxico, siendo farmacoldgicamente activas en ensayos

in vitro e in vivo [64, 100]. Debido a que su mecanismo es independiente de una reaccion

37



de hidrdlisis [84], su actividad y concentracion total no puede ser determinada mediante
ensayos enzimaticos. Esta seria la razén por la cual en la caracterizacién enzimatica de
PLA;s, Yasuni tuvo un desempefio similar a varias muestras de Mera, mientras que en los
modelos animales los venenos de Mera exhibieron un desempeno similar, sin diferencias

estadisticas entre ellas y al mismo tiempo, superior a lo observado para Yasuni.

La letalidad de un veneno es considerada como la consecuencia final de su accionar
en un organismo, con participacién de todas las biomoléculas que lo componen. Por este
motivo, es un componente clave y ensayo estandar para la evaluacién pre-clinica de los
antivenenos [35, 59]. A las 48 h del primer desafio, la tasa de supervivencia del veneno de
Yasuni fue la mads baja, mientras que la muestra de Tena no fue mortifera para los ratones.
En todos los grupos de biomodelos desafiados con venenos de Mera, un tercio fallecié. El
segundo desafio se realizd de manera continua, confirmando la tendencia para los venenos
de Tena y Yasuni. De los venenos de Mera, en este ensayo, la muestra 1 fue la mas letal y
la 2 la de mayor tasa de supervivencia. Diferentes trabajos han demostrado que los
venenos con alta abundancia de SVMPs-Plll son aquellos con mayor letalidad [25, 32, 101].
Esta seria la razén por la cual los venenos de Mera mostraron un efecto mucho mas notable
qgue el de Tena. Por otra parte, la baja tasa de supervivencia en ratones inyectados con la
muestra de Yasuni seria producto de su capacidad hemorragica, debido a la presencia de
isoformas particulares de metaloenzimas clase I, con elevada actividad catalitica [94]. El
motivo por el que los venenos con altas concentraciones de SVMPs-PIIl son mas letales es
gue estas toxinas por lo general ejercen efectos hemorragicos mas pronunciados que las
otras clases de enzimas [102], como se explicd anteriormente. Por este motivo, diversos
estudios han correlacionado a la capacidad de un veneno para degradar componentes de
la MEC con su letalidad [24, 52, 103]. Variaciones en la letalidad de pools de venenos de B.
atrox fueron hallados por Moretto Del-Rei et al.[54] y Sousa et al. [53] , en poblaciones de
la Amazonia brasilefia de diferentes localidades, lo que concuerda con lo evidenciado en el

presente estudio.

Como producto de la caracterizacidon bioquimica, enzimatica y toxicolégica de los
venenos se pudo identificar que las diferencias en el perfil de proteinas y la actividad
enzimatica entre los venenos de Mera, no se reflejaron en los ensayos bioldgicos. Esto va

en linea con lo aseverado anteriormente, que indica que los componentes venédmicos estan
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sujetos a variaciones que contribuyen a la adaptacién a un entorno particular [53]. Las
muestras de Mera se destacaron por mostrar una notable capacidad hemorrdgica y
miotdxica. En contraste, los venenos de Tena y Yasuni, que comparten similaridades en su
perfil bioquimico y en las actividades caseinoliticas y serinproteasa, presentaron
diferencias en los efectos toxicolégicos de su envenenamiento. Tena se caracterizé por su
miotoxicidad, mientras que Yasuni lo hizo por su alta letalidad e induccidn de hemorragia.
Esta diversidad funcional ha sido documentada en especies bothrdpicas [53, 104]. La
muestra de Tena fue la Unica colectada de un individuo de sexo masculino. El trabajo de
Furtado et al. [105] demostré que el veneno en hembras B. jararaca se destaca por ser letal
y hemorrégico, mientras que, en machos, las actividades miotdxicas y de fosfolipasa son
las predominantes, lo que concuerda con los resultados obtenidos para individuos de B.

atrox en el presente estudio.

En cada evento de ofidismo esta involucrada una serpiente diferente y se requiere
el tratamiento de las caracteristicas particulares de su envenenamiento. Es de interés
clinico conocer si estas singularidades pueden afectar el desempeno del antiveneno [53].
Considerando esto, la siguiente etapa del presente estudio comprendié la neutralizacién
de las principales actividades de los venenos bothrdpicos empleando el antiofidico
polivalente del ICP. En general, el fdrmaco mostrd una respuesta eficiente en dos de los
tres ensayos, con ciertas excepciones. En la formacién de edema, la eficiencia de
neutralizacidon no superd el 30%. Se ha documentado que los antivenenos comerciales
tienen una baja efectividad para contener el proceso inflamatorio y los dafos locales [73,
106], lo que se corrobra en los resultados obtenidos en este estudio. Ademas, se ha
evidenciado que, en algunos casos, el antiveneno puede aportar a la elevacién de la

inflamacidn, al contener biomoléculas diferentes a inmunoglobulinas [107].

En la neutralizacion de hemorragia y letalidad, Mera 2 y Mera 4 tuvieron resultados
particulares. El antiveneno no pudo disminuir completamente la hemorragia generada por
estas muestras, y la letalidad ejercida por Mera 4 en la proporcién 1:1 veneno/antiveneno.
La investigacién de Laines y colaboradores con venenos bothrépicos ecuatorianos,
incluyendo el de B. atrox concluyé que el antiofidico ICP es efectivo ante los efectos
hemorragicos y letales del veneno en ratones [39]. Sin embargo, se debe tener en cuenta

gue, en el trabajo descrito, se empled un pool proveniente de serpientes en cautiverioy se
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ha documentado que el veneno en individuos de B. atrox en esta condicién, puede sufrir
modificaciones a través de los afios [47]. Otro dato a considerar es que, en el mismo
estudio, la relacidén veneno/antiveneno aplicada fue de 3,8 mg/ml para letalidad y de 0,8
ml de antiveneno/mg de veneno para reducir a la mitad la hemorragia con B. atrox, lo que
justifica la neutralizacién de las actividades. En el presente estudio, con una relacién 1:1
veneno/antiveneno, se logré neutralizar la hemorragia generada por las muestras Mera 1
y 3, Tena y Yasuni. Estudios de antivendmica con B. atrox han demostrado que en venenos
con un perfil bioquimico similar al de Mera 1 y 3, la inmunodeplecion producida por el
suero ICP es cercana al 100%, disminuyendo completamente también su actividad letal [18,

32].

En las muestras de Tena y Yasuni dos factores serian el motivo de su completa
neutralizacion hemorragica y letal. El primero, es la baja concentracion de SVMPs-Plll en
estos venenos, las principales toxinas hemorrdgicas y letales [53, 101], lo que favorece su
inmunodeplecion. El segundo factor se relaciona a la variedad de isoformas de SVMPs-PI.
Se ha verificado que el antiveneno ICP tiene poca reactividad ante algunas isoenzimas de
esta clase, debido a la baja inmunogenicidad de las proteinas [18]. Sin embargo, en el perfil
bioquimico de ambos venenos, se puede evidenciar la poca presencia de picos en la zona
de eluciéon de metaloenzimas, lo que implica una menor diversidad de isoformas en su
composicion. Esto podria facilitar el accionar del antiveneno, explicando los resultados
obtenidos en este trabajo. De hecho, varios estudios han demostrado la existencia de una
alta reactividad cruzada del Polival-ICP, siendo asi efectivo ante el envenenamiento de
algunas especies de vipéridos de Centro y Suramérica [108]. No obstante, se debe tener
claro que, para tener tal desempeiio, el promedio de dosis de neutralizacién puede variar
a nivel inter e intraespecifico [21, 35, 58, 78]. Por este motivo, se incrementd la dosis de
Polival-ICP para los venenos que no fueron neutralizados completamente. Se evitd la
formacion de puntos de hemorragia en la zona dorsal de los ratones con una relacién 1:2 y
(veneno/antiveneno) para Mera 2 y 4, y se neutralizd de manera total la letalidad de Mera
4 con una dosis de 2,5 ml de antiveneno/mg antiveneno. Para concluir esta etapa, se realizé
otro ensayo de neutralizacidn de letalidad, pero variando las condiciones. Inicialmente, se
inyectaron 200 pg de veneno en la zona intraperitoneal, y luego de 30 minutos se

administraron 500 pl de antiveneno, teniendo una relacion final de 1:2,5 (veneno/
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antiveneno). Al final de las 48 h no se registraron fallecidos. El fin de este procedimiento
fue similar las condiciones reales de un accidente ofidico, en donde no existe una pre

incubacién con el antiofidico [73].

De acuerdo a lo descrito por el Ministerio de Salud Publica del Ecuador (MSP), el
antiveneno de referencia en el pais deberia neutralizar los efectos téxicos del
envenenamiento al ser administrado en una concentracién 1 veneno:1 antiveneno [20]. Al
aplicar esta dosis, se neutralizaron las actividades hemorrdgicas de cuatro muestras y la
letalidad de cinco. Mera 4 fue la notable excepcidn, ya que en ambos ensayos se requirid
no menos de una concentracién 1 veneno:2 antiveneno para disminuir sus efectos
toxicolégicos. Estos resultados llevan a dos deducciones claras; la primera es que el veneno
mas letal (Yasuni) no necesariamente sera el mas dificil de neutralizar, ya que la accion del
antiofidico esta mas relacionada con la composicién del veneno [53] que con la intensidad
de sus actividades enzimaticas y bioldgicas. La segunda deduccién es que en algunos casos
se puede llegar a requerir de mayores dosis de Polival-ICP en relacidn a lo estandarizado
por el MSP [20]. Es por esto ultimo que el monitoreo del desempeno de un antiveneno es
requerido para conocer su eficiencia frente a diversas manifestaciones clinicas que se
pueden generar en un evento de ofidismo [13]. Con este antecedente, la siguiente fase del
estudio comprendid la revision y analisis de las historias clinicas de pacientes ingresados

por accidentes ofidicos al hospital José Maria Velasco Ibarra, de la ciudad de Tena.

El analisis inicial de las caracteristicas epidemiolégicas de todos los casos de
ofidismo en el Tena indica que estos han disminuido desde el 2015 hasta el 2019. Es
importante considerar que existe un subregistro en la notificacién de esta enfermedad
desatendida, no sélo en el pais, también a nivel mundial [13]. Esto puede estar relacionado
con la tendencia observada en los datos. Otro de los factores que podrian influir es la
reduccion de la poblacién de serpientes. Un estudio recientemente publicado sugiere que
este efecto en comunidades tropicales de estos reptiles se debe a alteraciones en la cadena
tréfica [109]. Esto junto a la fragmentacion e invasion de su habitat por diferentes
actividades humanas y su matanza, han afectado gravemente a las poblaciones de ofidios
[110, 111]. En un estudio retrospectivo sobre ofidismo en otra ciudad ecuatoriana, Sucua,
Morona Santiago, también se puede observar una disminucién significativa de casos por

afo. Considerando que este fue realizado en 2003, para la fecha la incidencia era de 155
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casos por 100 00 habitantes [112]. En un trabajo mads reciente de Narifio, Colombia, la
incidencia reportada fue 6,5 accidentes por cada 100 mil habitantes[74]. Esta cifra es 4
veces inferior en comparacién a lo hallado en Tena, sefialando el alto riesgo de ofidismo en

la zona de estudio.

Sobre las caracteristicas y localidades de accidentes ofidicos, se conoce que ocurren
en su mayoria en zonas rurales, afectando principalmente a la poblacién masculina de
entre 15 a 40 afios, que se dedica a labores agricolas [13, 74]. Debido a las actividades
desempeiiadas por las victimas de ofidismo, la mayoria de mordidas son infligidas a nivel
de las extremidades, especialmente en pie y manos [49]. En baja frecuencia, se han
reportado mordeduras en regiones anatdmicas como toérax y cabeza, que, aunque son
eventos menos comunes, pueden ocasionar complicaciones severas por la localizacién
[113]. Toda esta informacién es similar a los datos de los accidentes ofidicos registrados en

el hospital de la ciudad del Tena.

Un dato valioso identificado en las historias clinicas fue el de la especie que causé
el envenenamiento. En cerca de 60% de los casos reportados, la especie identificada fue B.
atrox, lo que concuerda con las investigaciones realizadas por varios autores en ciudades
amazdnicas [40, 46]. En los registros, la especie fue descrita generalmente por sus nombres
comunes que son pitalala y equis [45]. Los juveniles de B. atrox son conocidos también
como “shishi” [20], sin embargo, este nombre también se emplea para otras especies que
tienen una distribucidon potencial en Napo como B. taeniatus y B. bilineatus, las cuales
comparten otros nombres comunes [45]. Por esto, los accidentes asociados a la serpiente
“shishi” se clasificaron como no especificados. El nombre equis también es empleado para
B. brazili. De hecho, el estudio realizado en Sucua indica que esta serpiente fue la causante
de una cantidad significativa de eventos de ofidismo en esa zona [112]. Sin embargo, su
distribucién potencial no incluye a Napo y de hecho, B. brazili es poco comun en Ecuador

[45].

Después de corroborar que una gran parte de los accidentes ofidicos en Tena estdn
asociados a B. atrox, se procedi6 a analizar las caracteristicas clinicas del ofidismo de esta
especie. En la mitad de los pacientes, los signos y sintomas llevaron a diagnosticar al
envenenamiento como moderado. Las manifestaciones comunes para todos los grados son

edema, eritema y dolor. Lo que caracteriza al accidente moderado es la presencia de
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sangrado local, edema en mas de un segmento anatémico y que la sangre del paciente no
coagula. En casos categorizados como graves, ademds de lo detallado anteriormente, el
afectado puede sufrir de hemorragias graves, falla renal, sindrome compartimental y fallas
multiorganicas [20, 114]. Cuando la mordedura se da en cabeza o cuello se clasifica
directamente como grave, que representan el 28% de ingresos al hospital de Tena. Los
datos concuerdan a lo observado en el trabajo de Brenes-Chacoén y colaboradores, en el
que el 72,5 % de pacientes fueron clasificados con envenenamiento moderado. En la zona
geografica en la que se desarrollo el trabajo, B. asper es la especie de mayor importancia

médica [17].

Con respecto a las manifestaciones clinicas, las mas comunes a nivel local fueron
edema, rubor y dolor, que son consecuencia de eventos de la cascada de la inflamacién
[95]. Las proteinas del veneno presentan la capacidad de actuar como antigenos, ademas
de interferir en algunos procesos de seializacién que terminan amplificando la actividad
inmune [115], por lo que la inflamacion es una respuesta ubicua en todos los grados de
envenenamiento. En modelos animales, la induccién de edema se da incluso en bajas dosis
de veneno [116]. La induccion de equimosis y de infecciones a nivel local se identificaron
en cerca del 20% de internados. La equimosis se produce por la actividad hemorragica del
veneno, mientras que las infecciones se derivan de la actividad proteolitica, causando
muerte en tejidos que son invadidos por bacterias que provienen de la microflora oral de
la serpiente y en algunos casos de la manipulacion de la herida [117]. La aplicacién de
torniquetes, por ejemplo, ha sido correlacionada con la formacién de abscesos [118], que
para ser tratados requieren de intervencién quirdrgica [119]. Casos de mionecrosis, y
adenopatias son reportados en bajos porcentajes (<3%). Las manifestaciones locales
descritas fueron notificadas en porcentajes similares para accidentes ofidicos en Colombia

[61], Costa Rica [17] y Ecuador [40, 112].

A nivel sistémico, se identificé que la cefalea y los desdérdenes de hemostasia fueron
los mas comunes. Los efectos sistémicos son causados por la accién de diferentes
hemorraginas, necrotoxinas y nefrotoxinas presentes en el veneno de vipéridos [120]. En
algunos casos se desarrolla una respuesta inflamatoria sistémica que involucra
fluctuaciones en los niveles de células sanguineas, como la trombocitopenia [121]. La

injuria renal es otra complicacién registrada, estd causada por una variedad de factores,
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tales como la actividad citotdxica del veneno sobre los tubulos y la acumulacién de fibrina
en estructuras renales, derivando en otra manifestacion detectada, la hematuria [122,
123]. Sobre las hemorragias sistematicas, existen varias causas, como la activacion o
inhibicién de factores de coagulacién y alteraciones hemodindmicas [124]. Los casos de
sindrome compartimental también suponen un problema en el tratamiento del ofidismo.
Tienen poca frecuencia en envenenamientos bothrépicos, como se observa en el presente
trabajo, pero su manejo no se encuentra estandarizado pudiendo derivar en fasciotomia.
El sindrome seria consecuencia de la accion del veneno sobre tejidos, lo que altera el flujo
sanguineo [125]. El envenenamiento bothrdépico se caracteriza por marcados efectos
locales [61], siendo las manifestaciones sistémicas, como las reportadas en este estudio,

menos comunes.

La prolongacion del tiempo de coagulacién sanguinea es otra caracteristica del
envenenamiento bothrdpico. La medicidn de los tiempos de coagulacidon se aplica para el
diagndstico inicial del paciente [20]. En el 73% de los accidentes ofidicos con B. atrox
reportados en el hospital de Tena no hubo coagulacién dentro de los 20 minutos de la
prueba. El origen de esta alteracidn sistémica esta en la actividad de las SVSPs y de algunas
isoformas de SVMPs, que intervienen en las cascadas de coagulacién [80]. Al igual que en
el estudio de Oliveira y colaboradores [126], en la mayoria de afectados, los parametros
normales de coagulacién se restauraron luego de 12 h de aplicacion del antiveneno,
aungue en un porcentaje importante de internados (30%), esto tomd mds 12 h e incluso
en varios casos (8%) mas de 36 h. Durante el tratamiento de los pacientes, la prueba de
coagulacién se realiza cada 6 a 12 h. En el caso de encontrar nuevamente tiempos
prolongados, se deben administrar dosis adicionales de antiofidico [20]. Por esto, la

restauraciéon de los valores estandar depende de la accidn y eficiencia del antiveneno.

La gran variacion de manifestaciones clinicas evidenciadas en los pacientes de
envenenamiento corrobora los resultados de la caracterizacién de los venenos. Esta
variacion en los signos locales y sistémicos deben ser consideradas en la produccion de los
antivenenos [25]. De acuerdo a los datos hospitalarios, el antiofidico es eficiente, debido a
gue no se reportaron muertes en el periodo de analisis. Sin embargo, las dosis para alcanzar
tal eficiencia en algunos casos son altas. En cuatro pacientes, se administraron mas de 24

viales durante el tratamiento, siendo un valor superior en comparaciéon del estudio de
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Brenes-Chacén et al. [17] en el cual se indica que en cuatro pacientes se administraron
mas de 21 viales. Mientras que la investigacidon de Silva de Oliveira et al. [126] sefiala que
para neutralizar el envenenamiento de serpientes de la Amazonia brasilefia, las dosis no
superaron los 13 viales. La aplicaciéon de altas concentraciones de antiveneno puede
colocar al afectado en una situacién de riesgo, debido a los efectos secundarios que pueden

presentarse [60].

En el 9% de los 133 casos analizados se presentaron reacciones adversas a la
administracion del antiofidico, siendo el rash cutaneo la manifestacion mas comun. En uno
de los pacientes adicionalmente, hubo shock anafilactico, que tuvo que ser tratado con
adrenalina. Estas cifras son inferiores a los descrito en otros estudios, como el de Smalligan
et al. [40], en donde las reacciones al antiveneno llegaron al 73%. En el trabajo de Oteroy
colaboradores, el porcentaje mas bajo de reacciones fue del 23,5%. Brenes-Chacdén por su
parte, indico que el 16,3% de pacientes atendidos con antiofidicos del ICP tuvieron alguna
complicacién relacionada por su uso. Los datos expuestos demuestran que, aunque se
requieran dosis altas en algunos casos, el riesgo de situaciones adversas es bajo para el
Polival-ICP, al compararlo con otros antiofidicos. No obstante, el hecho de que se tenga
gue usar una alta cantidad de viales en cada caso de envenenamiento, deja en desventaja
a otros pacientes que puedan necesitar este medicamento esencial [127]. Esto es
particularmente importante en un pais que no posee una produccion local de suero
antiofidico como Ecuador, el cual depende de los niveles de su manufacturacidon que se

producen en el exterior [43].

Un factor importante en el desarrollo de complicaciones derivadas del
envenenamiento, es el tiempo que transcurrié desde el accidente hasta la administracion
de la terapia [13]. Lo documentado en este trabajo sefiala que el 70% de pacientes
recibieron el tratamiento dentro de las primeras seis horas del accidente, siendo un
excelente resultado en comparacion de lo registrado en un hospital de Medellin, donde el
71% de afectados recibieron el antiofidico luego de seis horas del accidente. Esto seria una
posible razén por la cual el reporte de victimas mortales es nulo y la incidencia de

complicaciones y secuelas posteriores al egreso es baja [13].

La informacidn obtenida en al analisis del uso del antiveneno indica la alta eficiencia

del farmaco importado. Sin embargo, el nimero de dosis se debe considerar especialmente
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debido a las implicaciones clinicas y econdmicas. Esta situacion puede ser solventada al
modificar el esquema de eleccién de inmundgenos para la produccién del antiveneno [35],
por ejemplo incluyendo en la mezcla el veneno de B. atrox. Otro punto a considerar es que
para la produccion del Polival-ICP, el veneno de Crotalus simus es incluido en el pool
empleado para la inmunizacién en caballos [18]. La incorporacidon de muestras de esta
especie es relevante en Costa Rica, en donde se considera de importancia clinica [78]. Sin
embargo, ninguna especie del género Crotalus ha sido reportada en Ecuador [45]. Ademas,
una investigacién de Arroyo et al. [128] demostré que la adicion de inmunégenos
provenientes de C. simus no aportan en la reactividad y eficiencia ante un envenenamiento
bothrépico. Esto sugiere que incluir el veneno crotalico en la etapa de inmunogenizacion
no seria crucial, en relacion a la eficiencia de las inmunoglobulinas heterdlogas en casos de
ofidismo en la Amazonia ecuatoriana. Esta informacién debe ser considerada y evaluada

en el caso de retomar la produccion de antiveneno en Ecuador en el futuro.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La caracterizacion de venenos de individuos de B. atrox de la Amazonia ecuatoriana
evidencid la presencia de variaciones intraespecificas e individuales relevantes. A nivel
bioquimico, se identificd que las SVMPs son las enzimas de mayor concentracion en todos
los venenos. La principal diferencia entre las muestras fue la abundancia de isoformas de
estas toxinas, especialmente al comparar su presencia entre diferentes localidades. En los
ensayos enzimaticos, se identificaron variaciones a nivel individual, incluso en los venenos
colectados en la misma zona. Sin embargo, estas fluctuaciones en las actividades bioldgicas
fueron notables solamente al compararlas con respecto a las localidades, sefialando Ila
presencia de adaptaciones funcionales al habitat de las serpientes. Por otra parte, se
identifico que el Polival-ICP es efectivo en ensayos de laboratorio y en el tratamiento para
victimas humanas de envenenamiento. La diferencia de actividades toxicoldgicas en
modelos animales es consecuente con las variaciones en las manifestaciones clinicas en
pacientes de ofidismo por B. atrox. Sin embargo, se requieren de altas dosis del farmaco,
lo que podria ser mejorado al incluir el veneno de B. atrox en la mezcla de inmundgenos

empleada para su produccién.

A futuro serd importante llevar a cabo la identificacién de las fracciones colectadas
por LC-MS/MS con el fin de caracterizar la composicién y porcentaje de las principales
familias de toxinas en los venenos estudiados para complementar la informacién que se
obtuvo en el presente trabajo. Ademas, se podria ampliar el estudio incluyendo muestras
de veneno tomadas en las provincias de la Amazonia que no fueron incluidas en la
recoleccion. Debido a la importancia clinica de los resultados hallados en este trabajo, es
necesario continuar con la caracterizacién de venenos de relevancia y la verificacién de
datos epidemioldgicos para asi aportar a la mitigacion de los problemas de salud, sociales

y econdmicos generados por el ofidismo, una enfermedad tropical desatendida.
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