UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

Determinacion de los efectos de la
temperatura de almacenamiento sobre el
titulo de anticuerpos y capacidad
neutralizante en las diferentes
presentaciones comerciales de antivenenos
polivalentes producidos en Colombia

Paola Andrea Acero Triana

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Medicina, Departamento de Toxicologia
Bogota D.C., Colombia
2017



Determinacion de los efectos de la temperatura de almacenamiento
sobre el titulo de anticuerpos y capacidad neutralizante en las
diferentes presentaciones comerciales de antivenenos polivalentes

producidos en Colombia

Paola Andrea Acero Triana
Tesis presentada como requisito para optar al titulo de:

Magister en Toxicologia

Directora:
PhD. Maria Camila Renjifo Ibafiez
Codirector:
PhD. Vladimir Corredor Espinel
Codirectora:
PhD. Vitelbina Nuiez

Linea de investigacion:

Toxinologia

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Medicina, Departamento de Toxicologia
Bogota, Colombia
2017



“Las masas humanas mas peligrosas son aquellas en cuyas venas ha sido inyectado
el veneno del miedo... del miedo al cambio”.

Octavio Paz, Laberinto de la soledad. 1950.
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Resumen

Antecedentes: En la literatura se encuentra escasa informacion sobre la
termoestabilidad de Suero Antiofidico Polivalente (SAP) producido en Colombia, por lo
cual se disefi6 un estudio que respondiera a estas necesidades y que permitiera sugerir
modificaciones sobre la distribucion y fortalecimiento de la cadena de frio. Métodos: Se
realiz6 un estudio exploratorio-experimental-prospectivo en el cual se adquirieron 6
ampolletas comerciales de los SAP producidos en Colombia (Instituto Nacional de
Salud o INS y Laboratorios Probiol®). Con el fin de homogenizar la comparacién entre
productos, se liofilizaron 3 ampolletas del SAP producido por el INS (INS_L),
posteriormente todas las ampolletas se almacenaron a 3 temperaturas diferentes (4,
22 y 45°C) por periodos de 3y 6 meses. Al concluir cada periodo de almacenamiento,
se evalud el bandeo electroforético de cada producto, asi como su capacidad de
neutralizacion in vitro para las actividades proteolitica, coagulante y hemolitica indirecta
del veneno de Bothrops asper. También se determiné el titulo frente a este veneno.
Resultados: La forma de preservacion que mostré un mejor comportamiento al evaluar
la neutralizacién para las actividades proteolitica, coagulante y hemolitica indirecta
contra el veneno de B. asper fue la presentacién comercial de INS, seguida por INS_L
y Probiol; se observé que la mejor temperatura de almacenamiento fue de 4°C
independientemente de la forma de preservacion, sin embargo no se hallaron
diferencias significativas entre las temperaturas de 4 y 22°C a los 6 meses de
almacenamiento. En la determinacién de titulos de anticuerpos INS mostré una mejor
unién antigeno-anticuerpo para temperaturas entre 4 y 22°C seguido por INS L y
Probiol. Los hallazgos cualitativos de la electroforesis en gel de poliacrilamida
evidenciaron que realizada a los 3 vs. 6 meses de almacenamiento, se observa una
banda proteica a 150KDa correspondiente a la IgG para todos los SAP independiente
del tiempo y la temperatura de almacenamiento. Conclusiones: a pesar de las
modificaciones de temperatura, la forma de preservacién comercial de INS mostré un
mejor comportamiento al neutralizar las actividades proteolitica, coagulante vy
hemolitica indirecta contra el veneno de B. asper. Sin embargo, en el analisis
estadistico de la unién antigeno-anticuerpo se evidencio que la temperatura y el tempo
de almacenamiento si influyen en esta. Por tal motivo es importante realizar estudios
in vivo para corroborar estos hallazgos y asi, promover estrategias que favorezcan el
acceso de este medicamento a areas rurales de dificil acceso y garantizar una cadena
de frio estable, cuya poblacién suele ser la mas afectada por ser el habitat de las
serpientes.

Palabras clave: accidente ofidico, suero antiofidico, pruebas de neutralizacion.



Abstract

BACKGROUND: There is little information in the literature about the thermostability of
Polyvalent Snake Antivenom (PSA) produced in Colombia. Therefore, this study was
designed to respond to these needs and to suggest changes in the distribution and
strengthening of the cold chain. Methods: An exploratory-prospective-experimental
study was carried out in which 6 commercial ampoules of PSA’s produced in Colombia
(Instituto Nacional de Salud or INS and Laboratorios Probiol®) were acquired. In order
to homogenize the comparison between products, 3 ampoules of the PSA produced by
the INS (INS_L) were lyophilized, after which all vials were stored at 3 different
temperatures (4, 22 and 45 °C) for periods of 3 and 6 months. At the end of each storage
period, the electrophoretic profile of each product was evaluated, as well as their in vitro
neutralization capacity for the proteolytic, coagulant and indirect haemolytic activities of
the . Bothrops asper venom. The title was also determined against this venom.
RESULTS: The preservation form showed a better performance when we were
evaluating neutralization for the proteolytic, coagulant and indirect hemolytic activities
against B. asper venom was the commercial presentation of INS, followed by INS_L
and Probiol; It was observed that the best storage temperature was 4°C, regardless of
the form of preservation, however, no significant differences were found between
temperatures of 4 and 22°C after 6 months of storage. In the determination of INS
antibody titers showed a better antigen-antibody binding at temperatures between 4 and
22°C, followed by INS L and Probiol. The findings in the polyacrylamide gel
electrophoresis showed that, obtained at 3 vs. 6 months of storage, a protein band at
150 KDa corresponding to the IgG for all SAP's is observed independent of time and
storage temperature. CONCLUSIONS: Despite the changes in temperature, the
commercial preservation form of INS showed a better performance by neutralizing the
proteolytic, coagulant and hemolytic activities against B. asper venom. But in the
statistical analysis of antigen-antibody binding it was evidenced that temperature and
storage time don'’t influence this, therefore it is important to perform in vivo studies to
corroborate these findings and thus, promote strategies that favor the access of this
drug to rural areas of difficult access and ensure a stable chain cold, whose population

usually be the most affected by the activity of snakes.

Keywords: Snake bites, Antivenins, test neutralization
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Introduccién

En las zonas rurales de América Latina, Africa subsahariana y Asia, el accidente ofidico
es un problema de salud publica que afecta principalmente a poblaciones de bajos
recursos econémicos, que carecen de representatividad politica y que ademas padecen
otras problematicas de caracter social y sanitario (1-8). Se estima que al afio,
aproximadamente 5.400.000 accidentes ofidicos tienen lugar en el mundo (1, 3, 9), de
los cuales 95.000 corresponden a casos mortales y 300.000 a casos en los que las
victimas sobreviven con algun tipo de discapacidad permanente (10). En lo que
respecta a América Latina, anualmente se presentan alrededor de 150.000 accidentes
ofidicos, de los cuales cerca de 5.000 terminan en muerte debido a que suelen ocurrir
en areas rurales apartadas, sin acceso a servicios de salud o muy deficientes. Entre
las principales causas de mortalidad en la region, se destacan el retraso en el
tratamiento hospitalario, ya sea por problemas de transporte o por visitas prolongadas
a curanderos tradicionales, dosificacion inadecuada del suero antiofidico o con

especificidad al veneno inapropiado (1, 11, 12).

En 2015, se reportaron 4.273 casos de accidentes ofidicos en Colombia, donde 31
fueron fatales (13). Sin embargo, se ha considerado que existe un sub-reporte de casos
en el pais, el cual esta relacionado con las caracteristicas de enfermedad tropical
desatendida (10, 14)!. Recientemente, se estimé un sub-registro promedio para
Colombia del 44.5%, es decir, se calcularon 8.129 casos anuales no reportados (15),
donde el envenenamiento Bothrdpico en particular causa el 90-95% de la morbilidad
en el pais (16-18). Es importante mencionar que algunos autores han sugerido que en
el mundo mueren anualmente mas personas por accidente ofidico que por otras

enfermedades tropicales desatendidas (19-21).

El Unico tratamiento efectivo para el envenenamiento por mordedura de serpiente es el
suero antiofidico, que es un conjunto de anticuerpos o inmunoglobulinas G (IgG’s) que
se producen tras inmunizar animales tales como caballos y ovejas. Dichas especies
son capaces de producir grandes volimenes de suero (4), al inmunizarse con el veneno

de una (monovalente) o varias (polivalente) especies de serpiente(s) (11, 22-27).

! Las Enfermedades Tropicales Desatendidas (EDT) son un grupo diverso de enfermedades
transmisibles que prevalecen en zonas tropicales y subtropicales, que afectan principalmente a
poblaciones que viven en la pobreza, concentradas en areas rurales remotas y por causas de
discapacidad o muerte prevenible (14). El accidente ofidico fue incluido en el listado de ETD en
julio de 2017 (14).
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Después de un proceso de purificacion, las IgG’s resultantes permiten el control de las

manifestaciones clinicas sistémicas del envenenamiento (4, 28-31).

A pesar de la importancia de este medicamento vital, su produccién ha estado en crisis
durante un largo periodo, dado que con los protocolos actuales de produccion, la
elaboracion de un antiveneno que sea altamente efectivo requiere de tiempo e inversion
significativa de dinero (32). Otros agravantes asociados al costo de produccion, que

han impactado social y econémicamente a la poblacién, se describen a continuacion:

Escasez de los antivenenos producidos, su alto costo para el consumidor final y la

dificultad en la distribucion de éstos en las regiones més afectadas (3, 5, 9, 31).

e Incapacidad o dificultad para garantizar una cadena de frio estable en el traslado
de antivenenos liquidos a las regiones geograficas con altas temperaturas

ambientales (7).

e Falta de acceso a servicios de salud, que esta relacionado con zonas rurales de
dificil acceso geografico, escases de personal de salud cualificado, limitaciones
econdmicas para la compra de antivenenos, ausencia de politicas publicas en salud
gue resuelvan las dificultades en investigacion, produccidn, distribucion y acceso
(3,5,9, 31).

e Lafocalizacién de la poblacién vulnerable, ya que se ha demostrado que los grupos
poblacionales mas frecuentes son nifilos, hombres y mujeres en edad productiva
(en Colombia afecta a la poblacion de 5 a 39 afios, con edad media de 32,5 afios
(33)), es decir, que pueden ser comprometidos con secuelas fisicas permanentes

y/o secuelas psicoldgicas secundarias (3, 5, 9, 31).

e Laestrecharelacién existente entre el desarrollo de actividades como la agricultura,
recoleccién de desechos o desplazamientos a diferentes zonas (caminatas) v el
accidente ofidico (4, 19, 20, 33). Este fenbmeno permite que se empiece a
considerar el envenenamiento por la mordedura de serpientes como un accidente
ocupacional (1, 9, 20, 34, 35).

El proceso de produccién de un antiveneno consta de varias etapas, en el cual se puede

requerir de ocho a diez semanas para obtener un suero hiperinmune con niveles
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adecuados de IgG’s contra el veneno (36)2. Posterior a los procesos de purificacion y
fraccionamiento, se realiza la evaluacion de la efectividad o potencia de neutralizacion
mediante la Dosis Efectiva 50 (DEso)® (37). En conformidad con la guia para la
produccion, control y regulacién de inmunoglobulinas del antivenenos de serpientes de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se ha sugerido que se realicen estudios
de estabilidad térmica (38), evaluacion de las caracteristicas fisicas del antiveneno,
pruebas de solubilidad (para las preparaciones liofilizadas), SDS-PAGE (39) y
finalmente neutralizacion de las actividades hemorragica, necrotizante, procoagulante,

defibrinante, miotdxica y neurotoxica del veneno (37).

En Colombia, la produccién de Suero Antiofidico Polivalente (SAP) es realizada por el
Instituto Nacional de Salud (INS) y por Laboratorios Probiol®, quienes son de caracter
publico y privado, respectivamente. Estas dos instituciones producen diferentes formas
farmacéuticas de los productos, el SAP producido por INS tiene una formulaciéon
liquida, con requerimiento de cadena de frio (40); mientras que Laboratorios Probiol®
lo fabrica liofilizado y sin requerir temperaturas bajas para su preservacion (41). De
acuerdo a la informacién que suministra cada entidad, el SAP de INS contiene
inmunoglobulinas de origen equino efectivas contra el envenenamiento por serpientes
del género Bothrops* y Crotalus (Cascabel), capaces de neutralizar 70mg y 10mg de
veneno, respectivamente (40). Por otro lado, Laboratorios Probiol® contiene
inmunoglobulinas de origen equino capaces de neutralizar la actividad letal de 25 mg
de veneno contra Bothrops (asper y atrox), 10 mg contra Lachesis muta y 5 mg contra
Crotalus durissus cumanensis (41). Estas diferencias en la capacidad neutralizante de
la letalidad, han sido ampliamente reportadas en la literatura (16), ya que la cantidad
de ampolletas requeridas para neutralizar cierta cantidad de veneno varia de acuerdo
con las especificaciones de los fabricantes (18). Por ejemplo, de acuerdo a los reportes,
para el tratamiento de un accidente ofidico bothrépico clasificado como severo, en el
cual se debe neutralizar al menos 300mg de veneno, se pueden requerir 6 ampolletas

de INS y 12 ampolletas de Laboratorios Probiol® (42).

2 La OMS sugiere que los estudios de letalidad, sean realizados minimo entre los 3 y 6 meses
(37).

3 DE5O0 es una medida de la dosis de antiveneno capaz de neutralizar la actividad letal de un
veneno, para prevenir la muerte, en una poblacion seleccionada de animales de
experimentacion, usualmente ratones (37).

4 En el instructivo del SAP de INS nominan los venenos de serpiente usados por sus nombres
comunes como: Taya equis, Mapanda, Cuatronarices, Patoco, Cabeza de candado, Boquidora,
Mapanare, Granadilla, Venticuatro, Barba amarilla, Patoco, Patoquilla, Rabo de chucha,
Montuna, Jergén, Pudridora, Vibora de pestafias, Lora, Terciopelo.
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A pesar de contar con dos entidades productoras de antiveneno en Colombia, la
produccion es insuficiente para satisfacer la demanda (abastecimiento minimo
requerido), calculada con base en el nimero de victimas al afio. Es por esto que desde
el afio 2004 hasta la fecha, Colombia se ha declarado en emergencia sanitaria por
desabastecimiento de este preciado medicamento. Esta fue estipulada en la
Resolucion 002934 de 2004 y ha sido prorrogada o modificada por otras resoluciones
hasta la fecha, la dltima de ellas, fue la Resolucion 1478 de 2016 (43-45). Por ejemplo,
para Colombia en el afio 2015 se reportaron 4.273 casos (13) y la produccion de SAP
para ese mismo afo fue de 13.644 y 14.089 ampollas de INS y de Laboratorios Probiol®,
respectivamente (46). Haciendo el calculo del nimero minimo de ampollas requeridas
para el tratamiento de casos por accidente Bothrépico, asumiendo que todos los casos
fuesen severos®, se hubieran requerido 25.638 ampollas de INS o 51.276 de
Laboratorios Probiol®. En el pais, se ha recurrido a importar antivenenos de paises
como México, Costa Rica y Brasil (47), con el propdsito de aminorar la escasez. No
obstante, estos no son producidos con serpientes autdctonas, lo cual podria disminuir

la efectividad para neutralizar los venenos locales.

Sumado al problema de produccion insuficiente, existe desabastecimiento por
distribucién, debido a las condiciones geograficas de Colombia, los precarios medios
de acceso a zonas rurales (48, 49), la dificultad en garantizar la cadena de frio durante
el transporte y el almacenamiento, asi como la carencia de una cadena de distribucién
estatal que asegure que un evento de alta importancia en salud publica sea tratado
oportunamente. En Colombia, la adquisicién y distribucion de los medicamentos
incluidos en el Plan de Beneficios de Salud esta a cargo de las Entidades Promotoras
de Salud, quienes lo proveen de acuerdo a la demanda registrada por el SIVIGILA (50),

pero no ha sido tenido en cuenta el sub-registro de este evento (15).

Dado lo anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la temperatura de
almacenamiento sobre los SAP producidos en Colombia, con el propoésito de
determinar si el titulo de anticuerpos y la capacidad neutralizante de las actividades
hemolitica, coagulante y proteolitica del veneno de B. asper, se ven afectados en las
distintas formas de presentacion comercial (liquido y liofilizado). Es importante
establecer que por la situacion critica de este medicamento, este es un estudio

exploratorio y de caracter experimental, en el cual solo se usan técnicas in vitro.

5 El nimero de ampollas requeridas para tratar un caso de envenenamiento, oscila entre 2 a 6
ampollas de SAP producido por INS y 4 a 12 ampollas producidas por Laboratorios Probiol®
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Este documento se ir4 desarrollando en los siguientes capitulos:

1.

Problematica de investigacion: se planteara el problema, la pregunta e hipétesis
de investigacion; se propondran los objetivos a cumplir y se justificara el tema
de estudio.

Marco teérico: se describira a profundidad el accidente ofidico, la problematica
epidemioldgica, las generalidades de las especies de serpientes causantes del
problema en salud, las generalidades sobre los venenos, la clasificacién clinica
del envenenamiento; las generalidades sobre la produccion, distribucién, costos
y estudios de estabilidad del SAP y la descripcion general de las técnicas
utilizadas para el desarrollo metodoldgico del presente estudio.

Metodologia: en este capitulo se encontrara la descripcion metodoldgica
desarrollada.

Resultados: se describirdn y analizaran los resultados obtenidos durante el
desarrollo metodoldgico.

Discusion: en este apartado se realizara un contraste entre lo hallado en la
literatura y los resultados obtenidos en el estudio, con el propésito de proponer
posibles acercamientos sobre la cadena de frio de los SAP.

Conclusiones.

Anexos: se encontraran los materiales usados para el desarrollo metodolégico,
el Informe estadistico desarrollado por el Departamento de Estadistica de la
Universidad Nacional de Colombia y el aval del Comité de Etica de la Facultad

de Medicina.



1 Problematica de investigacion

1.1 Planteamiento del problema

En la actualidad, la administraciéon de suero antiofidico es la Unica terapia efectiva para
el tratamiento de las manifestaciones clinicas del accidente ofidico (4, 28-30). La
epidemiologia de este evento en salud, describe que los casos se presentan en areas
rurales pobres y alejadas (4, 20, 51), con escaso acceso a servicios de salud (1, 11,
12), en climas con temperaturas variables que suelen exigir cadena de frio, no siempre
disponible. Esto ha favorecido que mdltiples autores hayan investigado formas
efectivas de disminuir la morbi-mortalidad mediante el acceso a antivenenos
termoestables, a través de la liofilizacion de estos o el uso de estabilizantes y, de esta
manera, conservar las propiedades de los antivenenos a través de la cadena de
distribucion (4, 7, 52-55).

La fabricacion de los antivenenos debe orientarse segun la epidemiologia del accidente
ofidico de la region geografica afectada, usando poblaciones de serpientes autéctonas
(56), dado que la morbi-mortalidad de la poblacion humana afectada esta asociada
directamente con la toxicidad de los venenos locales. Para Colombia, el accidente
ofidico epidemiolégicamente mas frecuente, es el accidente Bothropico, causante de la
mayor morbilidad; dadas sus caracteristicas toxicodindmicas producen serios dafios

locales secundarios y las posteriores secuelas (16-18).

La produccion de un antiveneno® se inicia con la inmunizacién de animales capaces de
producir grandes volimenes de suero, tales como caballos, ovejas, camellos, entre
otros. Para la inmunizacién se usan dosis sub-letales de veneno de una (monovalente)
o varias (polivalente) especies de serpientes para producir sueros hiperinmunes, que
son posteriormente purificados (22, 57) para obtener IgG’s. En algunos casos, las
inmunoglobulinas son fraccionadas por un proceso de digestion enziméatica (22, 57-59)
con el fin de disminuir los efectos adversos (reacciones alérgicas, choque anafilactico
y enfermedad del suero) (4, 55, 60, 61).

Durante el proceso de produccion, los fabricantes del antiveneno utilizan medidas

indirectas para inferir la toxicidad de los venenos de serpiente en humanos, mediante

6 En este documento se utilizaran los términos suero antiofidico o antiveneno como sinénimos.
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la determinacion de dosis letales en animales de experimentacion (Dosis Letal 50 -
DLso)’. La potencia del antiveneno, es a su vez, determinada a través de su capacidad
de neutralizar la actividad letal de los venenos (Dosis Efectiva 50 - DEso) (37, 39). Sin
embargo, no suele evaluarse la actividad neutralizante del antiveneno con respecto a
actividades téxicas que no necesariamente son letales. Para el caso del veneno
Bothrépico, las actividades especificas més relevantes de éste, son la actividad
hemolitica indirecta, proteolitica y coagulante, las cuales, si bien pueden aportar al
efecto letal, contribuyen de manera importante en la produccién de manifestaciones
locales (necrosis y hemorragia, causantes de las secuelas posteriores) causantes de
la morbilidad (11, 17, 62).

Esto significa que hay un desconocimiento del efecto de los antivenenos sobre el
control de la morbilidad y las secuelas producidas por el envenenamiento Bothrépico,
lo que a su vez implica que existe una debilidad en la medicion de rutina de la capacidad
neutralizante del SAP contra las actividades especificas de este veneno. Por esta
razén, es necesario optimizar la evaluacion de la capacidad neutralizante de los SAP’s
contra las actividades téxicas especificas del veneno de B. asper en sus diferentes
formas farmacéuticas, acercandolos a las temperaturas reales a las que se expondrian

en las regiones en las que ocurre el accidente ofidico.

Luego de realizar la produccion de los sueros hiperinmunes, la purificacion y
determinacion de la potencia de neutralizacién (DEso) al suero antiofidico se le puede
modificar su forma farmacéutica (liofilizacion o secado por calor) con el fin de preservar
las IgG’s dado que histéricamente se ha considerado que los antivenenos liquidos
pueden verse afectados al exponerse a cambios de temperatura (63). En
consecuencia, la liofilizacién tiene como ventaja no requerir cadena de frio (4, 7, 55,
60, 61) y como desventaja que las inmunoglobulinas, durante el proceso, pueden
desnaturalizarse y perder parcialmente la potencia de neutralizacién del veneno (7, 61,
63). Se han investigado métodos mas efectivos de conservacion de las IgG’s, tales
como la liofilizacién por dehidrocongelacion y estabilizacion de proteinas mediante la
adicién de azlcares, sin que se vean afectadas por condiciones fisicas (temperatura,
pH, etc.) o quimicas durante el procesamiento o ante la exposicion ambiental (7, 25,

52, 58, 64-66). Estas investigaciones estan orientadas a resolver la dificultad para

" DLso es una medida de la capacidad de los venenos de causar la muerte en una poblacion
seleccionada de animales de experimentacion, usualmente ratones (37, 39).
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garantizar la cadena de frio y por ende la distribucion del antiveneno a areas rurales

alejadas, que geograficamente presentan climas con temperaturas extremas.

Se han realizado estudios para evaluar la estabilidad de los sueros antiofidicos
polivalentes en algunos paises como Brasil y Costa Rica, la mayoria de ellos, buscando
mejorar la termoestabilidad y la preservacion de las IgG’s presentes en el antiveneno
por medio del uso de azucares, calcio, aluminio o la modificacion de las técnicas de
liofilizacidn, entre otros. Los resultados muestran algo en comuan, y es que al exponer
los antivenenos a altas temperaturas, se desarrolla una turbidez por la formaciéon de
agregados proteinicos de pesos moleculares elevados; sin embargo, la capacidad de
neutralizar las actividades letales de los venenos no presenta diferencias estadisticas
significativas entre los antivenenos conservados a temperaturas recomendadas por el

productor vs aquellos sometidos a temperaturas extremas (52, 54, 67-69).

Para el caso de Colombia, se realizaron dos estudios, en 1994, Ramirez, et al.
determinaron la capacidad neutralizante de la actividad letal (DEso) de una mezcla de
venenos de B. asper-atrox y en 1995, para una mezcla de venenos de Crotalus durissus
cumanensis. En ambos estudios se document6 que el Suero Antiofidico Polivalente
liguido (SAP) del Instituto Nacional de Salud (INS) sélo disminuye su potencia de
neutralizacibon a una temperatura maxima de 16°C, durante un periodo de
almacenamiento mayor o igual a tres afios (70, 71). No obstante, en estos estudios no
se tuvieron en cuenta actividades especificas de los venenos, como por ejemplo la
actividad hemolitica indirecta, coagulante o proteolitica. Tampoco fueron consideradas
las temperaturas promedio del pais (T°media: 22,85°C y la T°maxima de 36,3°C (72))8,
las temperaturas elevadas extremas o0 los cambios fisicoquimicos durante el
almacenamiento que representan condiciones de exposicibn que potencialmente
pueden ocurrir una vez el producto sale de la planta de produccién. Adicionalmente, no
se evaluaron intervalos de tiempo de almacenamiento mas cortos, teniendo en cuenta
que la fecha de expiracion para el SAP liquido, se establece a los 3 afios de producido®
(38). En el caso de Laboratorios Probiol®, se desconocen los estudios de

termoestabilidad del mismo.

8 El estudio realizado por el Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales
(IDEAM) para el periodo de 1971-2010, analiz6 el comportamiento promedio y las tendencias
de largo plazo de la temperatura maxima media para las regiones hidroclimaticas de Colombia,
arrojando como resultado que la temperatura media fue de 22,85°C y la maxima de 36,3°C (72)
9 La OMS estipuldé que los antivenenos liquidos tienen una expiracién a los tres afios y los
liofilizados a los cinco afios (38). Mdltiples autores han descrito que dependiendo de la forma
farmacéutica y la forma de almacenamiento del antiveneno hay una tasa de degradacion de las
IgG’s posterior a estos intervalos de tiempo.
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Por otro lado, la reglamentacibn colombiana relacionada a la estabilidad de
medicamentos biolégicos se implementé a través de la Resolucion 2514 de 1995 la
cual fue posteriormente actualizada mediante la Resolucién 3690 de agosto de 2016,
en la que se describen los tipos de estudios de estabilidad a los cuales se debe someter
este tipo de productos y los requisitos que deben presentar los fabricantes para obtener
el registro INVIMA. Los productores de los antivenenos se deben basar en los
resultados de los estudios de estabilidad natural, por un periodo de doce meses. Para
aquellos productos que deben ser almacenados en refrigerador, se deben evaluar a
5°C £ 3°C y para aquellos que no requieren refrigeracion, se deben analizar a 25°C +
2°C 0 30°C £ 2°C. No obstante, no se exige la realizacién de estudios de estabilidad
acelerada en las que se retan los medicamentos a temperaturas extremas o fuera de
las condiciones de almacenamiento. La resolucion hace referencia exclusivamente a
pruebas de termoestabilidad para las vacunas y no hace mencion a los antivenenos
(73).

Esta tesis se propone evaluar los efectos producidos por las variaciones de la
temperatura y tiempo de almacenamiento sobre la caracteristicas fisico-quimicas, el
titulo de IgG’s y la capacidad neutralizante de los SAP’s producidos en Colombia, de
las actividades hemolitica indirecta, coagulante y proteolitica del veneno de B. asper,
con el fin de hacer una aproximacion a las condiciones reales de almacenamiento en
el pais, sugerir formas Optimas de preservacion de este medicamento y asi ofrecer

recomendaciones para mejorar el acceso a quienes mas lo necesitan.

1.2 Justificacion

En el contexto de la Maestria en Toxicologia, de la Universidad Nacional de Colombia,
esta investigacion responde a cuatro argumentos especificos, en las que se
fundamenta su pertinencia. En adelante, se expondran estos argumentos, teniendo en
cuenta la necesidad imperiosa de ofrecer recomendaciones a mediano y largo plazo

relacionadas con mejoras en la cadena de frio y, por ende, en la distribucién del SAP.

En primera instancia, es necesario resaltar que el Unico tratamiento efectivo para el
accidente ofidico es el uso del antiveneno (4, 28-30). Por lo tanto, se espera que este
producto cuente con los mas altos estandares de calidad y produccién de acuerdo a
las caracteristicas epidemioldgicas, geograficas y socioeconémicas de cada pais. Esto

se logra mediante procesos validados cientificamente por cada fabricante, avalados y
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supervisados por instituciones nacionales de vigilancia, en el caso de Colombia, el
Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos (INVIMA). Los estandares de calidad
establecidos, exigen que se evalué la dosis de neutralizacion de la letalidad efectiva
(DEso) (74, 75), lo que se traduce en la evaluacion de la efectividad del antiveneno para
disminuir la mortalidad en los individuos afectados. Sin embargo, la toxicidad de los
venenos de serpientes no solo puede causar mortalidad en la poblacién, sino que
ademds causa manifestaciones locales que posteriormente dejan secuelas, es decir,

causan altas tasas de morbilidad®® (10).

Las medidas de la DLso y la DEso, especificamente para los antivenenos, son medidas
qgue infieren indirectamente la capacidad letal de los venenos y la capacidad de
neutralizacion del antiveneno en los humanos (74). No obstante, estan dirigidas a
evaluar la mortalidad, por esta razén es fundamental ampliar el conocimiento sobre la
capacidad de neutralizacion de actividades especificas de los venenos relacionadas
con la fisiopatologia de las manifestaciones locales. Asi, se podria aminorar la

morbilidad en los individuos.

En Colombia, el género de serpientes que produce mayor envenenamiento es
Bothrops, principalmente la especie B. asper, la cual causa una mortalidad que
epidemiolégicamente no refleja la gravedad de este evento!!, pero si una gran
morbilidad en la poblacion (16-18, 76). Por este motivo, evaluar la capacidad de
neutralizaciéon de actividades especificas de este veneno (hemolitica indirecta,
coagulante y proteolitica) en el SAP producido en el pais, aporta conocimiento
invaluable sobre la neutralizacion de las actividades del veneno causantes de la

morbilidad y las secuelas posteriores.

En segunda instancia, es fundamental ampliar el conocimiento de la estabilidad térmica
de los SAP’s en un pais como Colombia, donde existen dificultades en el acceso a
servicios de salud y garantia del suministro ininterrumpido de energia eléctrica que
impiden una cadena de frio estable. Asi mismo, se suman factores orogréaficos y
ambientales (pisos térmicos y variabilidad climatica (72)) que pueden afectar la
conservacion de este medicamento. En consecuencia, los antivenenos producidos en

este pais deben contar con estudios de termoestabilidad en condiciones adversas o no

10 Se estima que 1.8-2.7 millones de personas al afio desarrollan enfermedad clinica grave
(envenenamiento) después de la mordedura de serpiente (10).

11 En el afio 2016 se presentaron 4.636 casos de accidente ofidico, de los cuales 3.022,6
(65,2%) casos corresponden al género Bothrops. La mortalidad por accidente ofidico fue de 31
y 19 casos, respectivamente (76).
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ideales que aporten informacién detallada sobre las variaciones de su composicion con
respecto a la temperatura de almacenamiento. Sin embargo, hay muy poca informacién
sobre la ejecucion de estudios de esta indole y no hay registros sobre estudios de
termoestabilidad acelerada. Adicionalmente, es pertinente mencionar que la
reglamentacién colombiana para la fabricacion y registro INVIMA no exige estudios de
estabilidad acelerada, en los que se expone a estos medicamentos a condiciones
extremas o fuera de sus rangos de temperaturas para su almacenamiento (75, 77).

En tercera instancia, la metodologia de esta investigacion empleé estudios in vitro,
debido a que es necesario medir, en una fase inicial, el comportamiento de la
neutralizacion de las actividades proteolitica, hemolitica indirecta y coagulante de los
SAP’s a temperaturas extremas. De esta manera se evitd el uso de animales de
laboratorio, siguiendo ademas la tendencia cientifica internacional que busca disminuir
el uso y maltrato de animales de experimentacion. El disefio de esta investigacion se
orientd en las recomendaciones de los principios de las 3R’s (Reemplazo, Reduccién
y Refinamiento) (74, 78)'? antes de realizar estudios in vivo. Posteriormente, se podria
ampliar en una segunda version, estudios que incluyan dosis de neutralizacion de
letalidad.

Por ultimo, se utilizé un lote para cada forma farmacéutica de los SAP’s producidos en

Colombia, teniendo los siguientes puntos a consideracion:

1. Las instituciones que producen antivenenos, por ejemplo INS, cuentan con un suero
hiperinmune que fabrican a partir de una semilla de venenos que, dentro de los
procesos de calidad interna, garantizan un perfil estandar en los pooles utilizados
para las inmunizaciones. Si bien esta semilla hace parte del secreto industrial del
producto, es un estandar que garantiza que las diferencias entre lotes sean las
minimas posibles y bioequivalencia del perfil inmunolégico y neutralizante de la

actividad letal, seguin declaré Carlina Castillo, INS®.

12 Se ha replanteado la necesidad de utilizar animales de experimentacion en la evaluaciéon de
los antivenenos, sobre todo la necesidad de reducir tanto el nimero de animales utilizados, dado
el sufrimiento inherente causado por los venenos, la toxicidad y los procesos de neutralizaciéon
de las mismas (74, 78). OMS ha indicado algunas pautas en relacion a los ensayos de
neutralizacion in vivo e in vitro, que ponen especial énfasis en promover el principio de las 3Rs
(Reemplazo, Reduccién y Refinamiento) en el desarrollo de antivenenos y control de calidad.
13 (Castillo, M.C. [Comunicacion personal]. 6 de septiembre de 2017.
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2. Los SAP’s son medicamentos que han sido catalogados por el INVIMA como
medicamento vital no disponible (79)*, lo que estd vinculado al estado de
emergencia sanitaria presente en el pais (durante la cual se desarrollé esta
investigacion), asi como la dificil consecucion de varios lotes, dado que la
produccion de lotes no es constante, y una vez se liberan los viales, son distribuidos
por las Entidades Promotoras de Salud (EPS) a las Instituciones Prestadoras de
Salud (IPS) que requieren un stock permanente del SAP (50).

Cabe sefialar que esta investigacion aporta estudios que permiten evaluar la efectividad
de los antivenenos expuestos a temperaturas de almacenamiento que se asemejan a
las observadas en las zonas rurales colombianas, donde ocurre el accidente ofidico.
De esta manera se podrian proyectar posibles soluciones que permitan sortear las
dificultades que se presentan en el tratamiento de esta enfermedad. Ademas, esta
investigacion aporta a la comunidad académica y cientifica una perspectiva tangible de
la situacion actual de este medicamento, ofrece avances importantes en el
conocimiento de la neutralizacion de actividades especificas del veneno de B. asper,
proyectando una aproximacion sobre el control de la fisiopatologia local del
envenenamiento y las posibles secuelas, lo cual hace parte de las demandas urgentes

en las agendas de indagacién en Toxinologia y Salud Publica en la actualidad del pais.

1.3 Pregunta de investigacion

¢Los SAP’s producidos en Colombia mantienen sus caracteristicas fisicoquimicas, los
titulos de IgG y capacidad de neutralizacidn para las actividades proteolitica, hemolitica
indirecta y coagulante del veneno de B. asper, al modificar su temperatura de

almacenamiento por periodos de 3 y 6 meses?

1.4 Hipotesis de investigacion

La variacion en la temperatura de almacenamiento del SAP no afecta la capacidad de
neutralizacién de las actividades proteolitica, hemolitica indirecta y coagulante del
veneno de B. asper, los titulos de IgG, ni sus caracteristicas fisicoquimicas por periodos

de 3y 6 meses.

14 "Es un medicamento indispensable e irremplazable para salvaguardar la vida o aliviar el
sufrimiento de un paciente o un grupo de pacientes y que por condiciones de baja rentabilidad
en su comercializacion, no se encuentra disponible en el pais o0 las cantidades no son
suficientes”. Decreto 481, articulo 2.
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1.5 Hipotesis alternativa

La variacion en la temperatura de almacenamiento del SAP afecta la capacidad de
neutralizacion de las actividades proteolitica, hemolitica indirecta y coagulante del
veneno de B. asper, los titulos de IgG, ni sus caracteristicas fisicoquimicas por periodos

de 3y 6 meses

1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la variacién en la temperatura de almacenamiento sobre las
caracteristicas fisicas, el titulo de anticuerpos y la capacidad neutralizante de las dos
presentaciones comerciales de los antivenenos polivalentes producidos en Colombia,
como resultado del almacenamiento durante periodos de 3 y 6 meses sobre de las
actividades proteolitica, hemolitica indirecta y coagulante del veneno de Bothrops

asper.

1.6.2 Objetivos especificos

1. Evaluar las caracteristicas fisico-quimicas al modificar, mediante liofilizacion, la
forma farmacéutica comercial liquida del antiveneno polivalente producido por el
INS.

2. Caracterizar los cambios fisicoquimicos de las presentaciones comerciales de los
antivenenos polivalentes producidos en Colombia, como resultado del
almacenamiento a diferentes temperaturas (4°C, 22°C y 45°C), por periodos de 3y
6 meses.

3. Determinar la capacidad neutralizante de las actividades proteolitica, hemolitica
indirecta y coagulante, del veneno de Bothrops asper, de las presentaciones
comerciales de los antivenenos polivalentes producidos en Colombia, como
resultado del almacenamiento a diferentes temperaturas (4°C, 22°C y 45°C), por
periodos de 3 y 6 meses.

4. Determinar el efecto del almacenamiento a diferentes temperaturas (4°C, 22°C y
45°C) por periodos de 3 y 6 meses, de las presentaciones comerciales de
antivenenos polivalentes producidos en Colombia, en el titulo de anticuerpos

neutralizantes para el veneno de Bothrops asper.
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2.1 Definicién de accidente ofidico

El accidente ofidico u ofidiotoxicosis se define como la lesién causada por la mordedura
de serpientes que inoculan a la victima diferentes toxinas, las cuales son
potencialmente capaces de causar un cuadro clinico de alteraciones fisiopatoldgicas

locales y/o sistémicas (80-82).

2.1.1 Comportamiento mundial del accidente ofidico

El envenenamiento por mordedura de serpiente es un problema de salud publica
comun pero desatendido, especialmente en las regiones rurales méas pobres de Africa
subsahariana, Asia y América Latina, que genera una importante morbilidad y
mortalidad asociada (4, 6, 28, 83-86). Chippaux, en 1998, estimé que ocurren alrededor
de 5’400.000 mordeduras anuales en el mundo, de las que aproximadamente
2’500.000 presentan envenenamiento y 125.000 mueren (1, 11). Kasturiratne et. al., en
2008, estimaron que el nimero de envenenamientos anuales en el mundo oscilan entre
421.000 a 1’841.000, y las muertes entre 20.000 a 94.000 (1, 85). Adicionalmente, se
estima que se han presentado hasta 400.000 amputaciones como secuelas de éstos
(6, 20). Para América Latina, segun el estudio de Kasturiratne et. al. se estiman desde
80.329 hasta 129.084 casos anuales de envenenamiento, y la muerte de 540 a 2.298

personas por esta causa (85).

Cabe mencionar que estos datos pueden ser inexactos, pues existe un sub-registro de
los datos recolectados en las regiones afectadas, dado por las caracteristicas
econdmicas y sociales de estos paises: pobreza, escaso acceso a servicios de salud,
ineficacia de los gobiernos para tener sistemas de reporte eficientes, entre otros (87).

Estudios realizados en zonas rurales de Bangladesh afirman que sélo el 3% de las
victimas por mordedura de serpiente asisten a centros de salud (87, 88), mientras que
en Nigeria y Kenia asisten el 8,5% y el 27%, respectivamente (87, 89, 90). Es comun
ver, entonces, que las victimas generalmente optan por los tratamientos tradicionales
(segun las creencias populares locales) aumentando la morbi-mortalidad (87). Pero
esta situacion se asocia a que los servicios de salud no suelen ser cercanos a las areas

rurales.
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El comportamiento epidemioldgico que se ha descrito internacionalmente, y en especial
para América Latina, explica que entre un 10 al 20% de las mordeduras ocurren dentro
o en las proximidades del domicilio, asociandose principalmente a las actividades
agricolas (85-90% de los casos) (5, 42, 91). El accidente ofidico afecta a adultos
jovenes entre los 15 a 45 afios de edad, siendo el 54% de los casos, especificamente
a los hombres (76%). Pero existe un numero significativo de los casos que ocurren en
los nifios (30%). En cuanto a la regién anatomica de las mordeduras, el 70% de los
casos ocurren en las extremidades inferiores (3, 5, 42).

Es importante mencionar que, en América Latina, se ha observado un comportamiento
particular relacionado a las fluctuaciones de la temperatura y las precipitaciones, ya
gue un numero inusualmente alto de mordeduras de serpiente ocurre durante las fases
frias y calientes del Fendmeno del Nifio — Oscilacion del Sur (El Nifio - Southern
Oscillation, en sus siglas del inglés ENSO). En un estudio realizado en Costa Rica, se
encontré que los accidentes ofidicos se agrupan en las zonas de tierras bajas mas
hamedas, los que estan ligados a las zonas de poblacion con mayor pobreza (92).
Ademas hay una correlacién directa entre la etologia de las serpientes y el cambio de
temperatura que se expresa, durante la fase caliente, con un aumento de la incidencia
de mordeduras como resultado de mayor actividad de ellas, asociada al forrajeo®® (93-
95) y al periodo de reproductividad de las mismas (92, 96). Sin embargo, durante la
fase fria, las mordeduras de serpiente podrian acrecentarse debido a una serie de
factores que afectan su comportamiento, a saber: el alimento de las presas de los
ofidios aumenta derivado de los cambios climaticos, haciendo que se incremente el
numero de éstas. Ademas, tanto las serpientes como las presas se desplazan a lugares
gue conservan mayor calor, especificamente a las zonas de alimentacién, para
resguardarse, provocando un contacto cercano con los lugares que habita el ser
humano (92, 97, 98).

2.1.2 Comportamiento del accidente ofidico en Colombia

En Colombia, el comportamiento epidemiolégico se notifica a través del Sistema
Nacional de Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA), el cual se implementé en el 2004

mediante la Circular 092 del Ministerio de la Proteccién Social (18). Dado que la

15 Forrajeo en Biologia se define como la forma en que un organismo se alimenta. Incluye las
caracteristicas de lo que come, el tiempo y la forma, asi como las actividades relacionadas con
la obtencién del alimento y como es afectada su actividad alimenticia por condiciones del medio
ambiente y/o por otros organismos (93-95).
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implementacion de este sistema ha sido progresiva, se considera que el aumento de
casos visualizado en la figura 2-1 se relaciona con un reporte mas adecuado del evento

y no con una disminucion en el sub-registro de los datos (99).

Figura 2-1. Consolidado de reporte de accidente ofidico en Colombia por SIVIGILA de los

Ultimos 10 afios.
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Fuente: SIVIGILA, Instituto Nacional de Salud, Colombia (100). Elaboracion propia.

En el afio 2016, se notificaron 4.636 casos de los que 31 fueron fatales, con una
incidencia nacional de 8,7 casos por 100.000 habitantes. Se presentaron con mayor
frecuencia en hombres (72,9 %), principalmente en areas rurales (77,2%), lo cual se ha
relacionado con las actividades ocupacionales de la poblacién afectada (76). La edad
media fue de 33,3 afos, la mediana 30 afios y la moda es 16 afos, el 10,1% de los
casos se presentaron en personas menores de 10 afios y los grupos poblacionales mas
afectados fueron los de 15 a 24 afios. La actividad mas frecuente al momento del
accidente es la agricultura (42,5%), oficios domésticos (15,6%) y caminar por senderos
abiertos (14,7%) o por trocha (7,3%) (76).

Durante este mismo afno, los diez departamentos que notificaron un mayor niimero de
casos reportados (60,1%) fueron: Antioquia, Cordoba, Norte de Santander, Bolivar,
Cesar, Meta, Santander, Caqueta Choc6, y Casanare, como se muestra en la figura 2-
2 (76).
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Figura 2-2. NUmero de casos de accidente ofidico en las diez entidades territoriales con mayor
notificacion en Colombia
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En la tabla 2-1 se observa que las regiones con mayor incidencia por 100.000
habitantes corresponde a la zona de Amazonia, Orinoquia y la Costa Atlantica, que
corresponde a las zonas del pais donde anualmente se evidencia aumento de la
temperatura entre 0,23°C hasta 3,8°C/100 afos (72) y que se ha correlacionado con

los cambios de la temperatura causados por el ENSO (92, 96).

Tabla 2-1. Incidencia de casos de accidente ofidico segun region geogréafica.

Casos, incidencias y riesgos relativos de los accidentes ofidicos notificados por region de
procedencia, Colombia, semanas epidemiolagicas 01-48, 2016

Regién Casos  Porcentsie 1 ioe RR cos  Icos
Central 1046 246 47 Referencia
Costa pacifica 499 11,8 6.0 1.3 1,2 1,6
Oriental 518 12,2 11,0 23 19 25
Costa Atlantica 1247 294 11,8 25 21 2.7
Qrinoquia 531 125 316 6.7 5.2 7.3
Amazonia 404 95 36,4 1.8 6.9 8.3
Total 4245 87

Tomado de: Ledn LJ. Informe del evento accidente ofidico hasta el periodo epidemioldgico Xl
Colombia, 2016. Instituto Nacional de Salud, 2016 (76).

La identificacion del género de las serpientes agresoras reportado en el informe del
evento accidente ofidico, fue del 65,2% para el género Bothrops, el 26,4% sin identificar
y 3,6% corresponde a Otro, el 68 % de los casos reportados fueron causados por
vipéridos. Adicionalmente la identificacion de las serpientes pudo hacerse mediante el
nombre comun, de las cuales, las mas frecuentes son Mapana, Equis y Cuatro narices

(género Bothrops) (76).
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Figura 2-3. Identificacion de la serpiente agresora por su nombre comun en Colombia
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Fuente: SIVIGILA, Instituto Nacional de Salud, Colombia, 2016 (76). Elaboracion propia.

2.1.3 Generalidades sobre las especies causantes del accidente ofidico en

Colombia

Los ofidios son reptiles de cuerpo alargado, sin miembros locomotores, carecen de
parpados y oidos, pertenecen al orden Ophidia (del griego ophis - opheos (6¢ic, 6@ew()
cuyo sinénimo en latin es Serpentum (de serpens — serpentis = serpiente). Las
serpientes pertenecen al suborden Serpentes, clase Reptilia (101), las cuales tienen la
capacidad de habitar en diferentes ecosistemas, exceptuando los polos terrestres y en
las regiones de nieves perpetuas (3, 102, 103). En el mundo existen aproximadamente

3.000 especies de serpientes distribuidas en aproximadamente 465 géneros (104).

En Colombia se encuentran alrededor de 272 especies, de las que aproximadamente
49 de ellas son potencialmente peligrosas para el ser humano. Estas pertenecen a
cuatro familias (Viperidae, Elapidae, Colubridae y Dipsadidae (105)), nueve géneros, y
se encuentran desde los 0 hasta los 3000 msnm. Estan ampliamente distribuidas en el
territorio nacional. Usualmente los accidentes de importancia clinica epidemiolégica se

presentan por debajo de los 1300 msnhm.(106, 107).

Las especies de serpientes de importancia médica en Colombia estan agrupadas en 4
familias, mencionadas anteriormente (105). De éstas, las familias Colubridae vy
Dipsadidae presentan algunos reportes de caso por su toxicidad, pero se considera que

no representan un real peligro para el ser humano, excepto por Philodryas viridissima
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(Lora) (108) de habitat delimitado en la Amazonia, y cuyo accidente si podria generar
envenenamiento. La familia Viperidae ha sido reportada como la més significativa
desde el punto de vista médico en Colombia. Se ha descrito que el género Bothrops es
el responsable del 90-95% de los accidentes ofidicos, siendo Bothrops asper, 70%,
Bothriechis schlegelii, 11% (109) y Porthidium nasutum, 10%. En términos geograficos,
Bothrops asper ocasiona mas del 80% de las mordeduras en el noroccidente del pais;
Mientras que Bothrops atrox causa la mayoria de accidentes en el suroriente del pais
(16, 110).

La familia Elapidae esta representada por los géneros Micrurus e Hydrophis (105) que
en Colombia también son causantes de envenenamiento, se han reportado 1,2% y

0.1%, respectivamente (13).

2.1.4 Clasificacion del envenenamiento segun el género de la serpiente

2.1.4.1 Envenenamiento Bothrépico

El 90 a 95% de los accidentes ofidicos en Colombia son producidos por el género
Bothrops, principalmente por las especies B. atrox, B. asper y B. punctatus pero
también se han evidenciado accidentes por Porthidium nasatum, P. lansbergii y
Bothriechis schlegelii (16-18).

En el veneno de serpientes pertenecientes a la familia Viperidae, generalmente se
encuentran hemorraginas, miotoxinas, proteasas, inhibidores de la enzima convertidora
de la angiotensina, kalicreina, metaloproteinasas y Fosfolipasa A.. Las cuales
favoreceran cuadros hemorragicos, edematizantes y de dafio tisular severo (11, 17, 62,
111, 112).

Los envenenamientos por Bothrops se caracterizan por alteraciones en la coagulacién
mediada por enzimas coagulantes y procoagulantes, tales como serina-proteinasas tipo
trombina y metaloproteinasas que activan los factores Il y X de la cascada de
coagulacién. Estas dos tienen una fuerte accion coagulante que consume el
fibrindgeno, favoreciendo la desfibrinacion y coagulacién intravascular diseminada
(CID) (91, 113). También se ha descrito que las metaloproteinasas tienen mecanismos
de dafio contra la microvasculatura, ya que su blanco de accién son los componentes

de la membrana basal y de la matriz extracelular (114).



36 Determinacion del titulo de anticuerpos y capacidad
neutralizante segun la temperatura de almacenamiento de los antivenenos polivalentes

Se ha descrito que la trombocitopenia esta mediada por botrocetina y la aspercetina
gue se unen al factor de von Willebrand e inducen agregacion plaguetaria, produciendo,
in vivo, un cuadro de trombocitopenia trombética (91, 113, 115-118).

Otro efecto del envenenamiento por Bothrops es la miotoxicidad. Esta se encuentra
principalmente mediada por las Fosfolipasas A., que inducen dafo al afectar la
integridad de la membrana plasmatica del musculo esquelético, a través de la hidrolisis
de fosfolipidos, lo que promueve el flujo de calcio hacia el medio extracelular, llevando

al masculo a la apoptosis celular (62, 91, 119, 120).

Las manifestaciones clinicas del accidente Bothrépico pueden clasificarse en leve,

moderado o severo (17, 18, 42).

Tabla 2-2 Clasificacién de severidad del Accidente Bothrépico

Clasificacion Local Sistémico
Edema: 1 a 2 segmentos de la NO: sangrado, ni compromiso
extremidad, sin compromiso del tronco. hemodinamico, ni

. . L, . complicaciones.
Diferencia del diametro menor o igual a P

Leve 4cm. Valor de TP, TTP normal o
No necrosis prolongado.
Flictenas escasas 0 ausentes.

Sangrado local escaso 0 ausente

Edema: 2 a 3 0 mas segmentos Gingivorragia, epistaxis,
corporales, sin compromiso del tronco. hematuria, u otro orificio

. . L, corporal.
Diferencia del diametro mayor a 4cm. P

Moderado Hemorragia local activa No compromiso
9 hemodinamico ni de otros

Flictenas hemorragicas organos.
No necrosis TP, TTP prolongado
Edema de 3 0 mas segmentos con Compromiso hemodinamico

compromiso del tronco. L
P Complicaciones como CID,

Severo Mordedura de cara o cuello injuria renal aguda, sangrado
del SNC.

Necrosis
Ofidio mayor a 1metro (tamafio del TP, TTP prolongado

animal agresor)
Fuentes: Pefia, L.M. Accidente Ofidico Bothrépico y Lachésico En: Pefia, L.M, Zuluaga A.F., editores.
Protocolos de manejo del paciente intoxicado. Primera ed. Medellin, Colombia: Editorial Artes y Letras
S.A.S; 2012: 226-33. Y de Walteros D, Paredes A. Protocolo de Vigilancia en Salud Publica, Accidente
ofidico. Bogot4, Colombia: Instituto Nacional de Salud, Grupo de Enfermedades Transmisibles Equipo de
Zoonosis; 2012: 1-28. Elaboracion propia.
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El tratamiento del accidente ofidico ser4 segun la clasificacion de severidad del

envenenamiento:

Tabla 2-3. Manejo médico segun clasificacion de severidad del accidente Bothrépico

Nimero de ampolletas de antiveneno segun el grado de envenenamiento y la casa
productora
Leve Moderado Severo

2 ampolletas de SAP del INS | 4 ampolletas de SAP del INS | 6 ampolletas de SAP del INS

0 4 ampolletas de SAP de | o 8 ampolletas de SAP de | 0 12 ampolletas de SAP de

Probiol, Bioclon, o del | Probiol, Bioclon, o del | Probiol, Bioclon, o del

Instituto Clodomiro Picado Instituto Clodomiro Picado Instituto Clodomiro Picado
Tomado de Pefia, L.M. Accidente Ofidico Bothropico y Lachésico En: Pefia, L.M, Zuluaga A.F., editores.

Protocolos de manejo del paciente intoxicado. Primera ed. Medellin, Colombia: Editorial Artes y Letras

S.A.S; 2012. p. 226-33.

2.1.4.2 Envenenamiento Lachésico

En Colombia, el accidente ofidico causado por este género representa el 2% y las
especies que se encuentran en el pais son Lachesis muta y Lachesis acrochorda. Su
veneno presenta mecanismos fisiopatologicos similares al veneno Bothrépico
(necrolitico, edematoso, anticoagulante, hemorragico) y ademas posee actividad
neurotéxica debida a una quinogenasa, que produce activacion del sistema nervioso
auténomo parasimpético, ocasionando un sindrome de excitacién vagal (17, 18, 91,
121).

Este veneno, ademas, produce de manera indirecta kalicreina y prekalicreina (Factor
de Fletcher), que provocan aumento del peristaltismo y, de manera directa, producen
bradiquininas, que son, también, responsables de la hipotension, diarrea y bradicardia.
Por ser un ofidio muy grande (hasta 4 metros un ejemplar adulto) se considera siempre
un caso grave (17, 91, 121, 122).
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Tabla 2-4. Clasificacion de severidad del Accidente Lachésico

Clasificaciéon Local Sistémico

Edema de 3 0 mas segmentos con Compromiso hemodindmico

compromiso del tronco. L
P Complicaciones como CID,

Mordedura de cara o cuello injuria renal aguda, sangrado
Todos | NECrosis del SNC. Cardiotoxicidad
odos los
accidentes Ofidio mayor a 1metro (tamafio del TP, TTP prolongado
por Lachesis | animal agresor)
muta son -
clasificados P,ueden presenta}r _ad|C|onaImente _
como smton)a_s neuroldgicos como: Fascies
SEVEROS miasténicas como ptosis palpebral uni o

bilateral, flacidez muscular de la cara,
oftalmoplegia, paralisis velopalatina,
disfagia, asi como sintomas
parasimpético-mimética como nauseas,
bradicardia y dolor abdominal.

Tomado de Pefia, L.M. Accidente Ofidico Bothropico y Lachésico En: Pefia, L.M, Zuluaga A.F., editores.
Protocolos de manejo del paciente intoxicado. Primera ed. Medellin, Colombia: Editorial Artes y Letras
S.A.S; 2012. p. 226-33. Y de Walteros D, Paredes A. Protocolo de Vigilancia en Salud Publica,
Accidente ofidico. Bogota, Colombia: Instituto Nacional de Salud, Grupo de Enfermedades Transmisibles

Equipo de Zoonosis; 2012. p. 1-28.

2.1.4.3 Envenenamiento Crotélico

En Colombia los casos de ofidismo que involucran serpientes de cascabel comprenden
el 1% de los casos y son producidos por Crotalus durissus spp (123). El veneno de la
cascabel sudamericana, posee una accion fundamentalmente neuro-miotoxica,
originando cuadros clinicos frecuentemente severos, que estan mediados
principalmente por la Crototdxina, la cual es un complejo bimolecular formado por una
fosfolipasa Az y por una proteina no téxica denominada crotapotina (91, 112, 124, 125).
El mecanismo téxico de la Crototdxina esta mediado por su habilidad de unirse a la
membrana plasmética de la terminal axonal presinaptica y a la membrana de las células

musculares, provocando la paralisis flacida (112, 125).

Tabla 2-5. Clasificacion de la severidad del accidente Crotalico

Clasificacion Local Sistémico

Dolor, edemay escaso NO: sangrado, ni compromiso hemodinamico,
sangrado en el sitio de ni complicaciones.
inoculacion. Lipotimias,

Leve L
mareos, vision borrosa,
fotofobia. Orina
ligeramente coldrica.
Dolor, edema Midriasis paralitica, diplopia, ptosis palpebral,
Moderado moderados en el disartria, fasciculaciones musculares, debilidad

miembro herido muscular,
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Dolor, edema moderado | Pardlisis flacida generalizada, oftalmoplegia
en el miembro herido. grave, ptosis palpebral grave, ptosis
mandibular, fascies inexpresiva (fascies
neurotéxica de Rosenfeld) por pardlisis de los
Severo musculos faciales, mialgias graves
generalizadas. Dificultad para la deglucion,
sialorrea, afonia, insuficiencia respiratoria, falla
renal aguda por mioglobinuria orina oscura
(mioglobinuria)

Fuentes: Ayérbe S, Rodriguez JR. Accidentes por animales venenosos y plantas téxicas, Accidente
ofidico Crotalico. En: Correa LF, Berdejo JP, Mora VH, Sanchez DM, Gutiérrez M, editores. Guias para
el manejo de Urgencias Toxicologicas Grupo de Atencién de Emergencias y Desastres. Bogota D. C.,
Colombia: Imprenta Nacional de Colombia; 2008: 284-6. Y de Walteros D, Paredes A. Protocolo de
Vigilancia en Salud Publica, Accidente ofidico. Bogota, Colombia: Instituto Nacional de Salud, Grupo de
Enfermedades Transmisibles Equipo de Zoonosis; 2012: 1-28. Elaboracion propia.

El manejo del accidente Crotélico se debe suministrar de acuerdo a clasificacion de

severidad:

Tabla 2-6. Manejo médico segun clasificacion de severidad del accidente Crotalico

Nimero de ampolletas de antiveneno segun el grado de envenenamiento y la casa
productora
Leve Moderado Severo

6 ampolletas de SAP del INS | 8 ampolletas de SAP del INS | 10 ampolletas de SAP del

0 12 ampolletas de SAP de | o 16 ampolletas de SAP de | INS o 20 ampolletas de SAP

Probiol. Probiol. de Probiol.

Tomado de Pefia, L.M. Accidente Ofidico Crotélico En: Pefia, L.M, Zuluaga A.F., editores. Protocolos de

manejo del paciente intoxicado. Primera ed. Medellin, Colombia: Editorial Artes y Letras S.A.S; 2012:

240-42 (126).

2.2 Generalidades sobre los venenos de serpientes

El veneno de serpiente es una secrecidbn compuesta por proteinas enzimaticas y
téxicos, que tiene como fin bioldgico inmovilizar a la presa y facilitar su digestion (35,
127-131). Este es sintetizado y almacenado en las glandulas de veneno de la
serpiente, las cuales se encuentran cubiertas por un musculo que se activa cuando el

animal inocula el veneno en la presa (23).
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Figura 2-4. Ejemplo del aparato venenoso de las serpientes pertenecientes a la familia

Viperidae

Veneno
Canal de

Veneno
Veneno

Orificio nasal
Ojo sin parpado
Glandula de veneno

Cobertura del
colmillo

Colmillo

Zolmillos de repuesto

Dientes de agarre

Dientes de presidn

Tejido elastico debajlo
de la mandibula

Veneno

Lengua

Modificado de EcologiaHoy. Serpientes venenosas. Publicado en EcologiaHoy.com, 2013 [citado 30 de
marzo de 2016]. Disponible en: http://www.ecologiahoy.com/serpientes-venenosas y de Ali J. Modern
Aspects of Snake Venom. Publicado en LinkedIn SlideShare. 2015 [citado 2016 30/03]. Disponible en:
http://www.slideshare.net/alijishan786/modern-aspects-of-snake-venom (132, 133) .

El veneno representa una innovacién fundamental en la evolucién de los ofidios, ya que
manifiesta un rasgo de adaptacion trofica (131) crucial para el éxito de forrajeo (93-95).
Sin embrago, se ha considerado que las causas evolutivas para que ocurra la
variabilidad en la composicion del veneno son muy variadas. Por ejemplo, la
composicion del veneno se modifica en todos los niveles taxondmicos, entre las
diferentes familias, debido a evolucion molecular acelerada que pueden incluso ocurrir
en un solo individuo (134, 135). Hay algunos estudios que apoyan firmemente la idea
de que la variacion de la compaosicion del veneno refleja la adaptacién local (geogréfica)
para alimentarse de diferentes presas (61, 131, 134, 136-138). En consecuencia, la
variabilidad del veneno exige que los antivenenos producidos, sean especificos de la
zona geografica en la que ocurren los accidentes ofidicos (22, 61, 134, 139, 140).
También hay estudios que han mostrado que el contenido y la capacidad de dafo del
veneno, segln la edad de la vibora, es variable. Se observd que los especimenes
jévenes pueden producir cantidades mas pequefias pero mas potentes o, también, que
el veneno de viboreznos puede tener un mecanismo de accidn toxico que difiere al
evidenciado en el de la serpiente adulta (91, 138, 141, 142).

Se ha descrito que puede haber variabilidad del veneno segun el sexo del animal. En

el estudio de Menezes, M.C., se tom6 una camada de 18 viboreznos nacida y criada
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de B. jararaca en cautiverio, al veneno de éstos se les realizaron técnicas
electroforéticas y evaluacion de la actividad proteolitica. Obteniendo resultados
mediante SDS-PAGE en la que se evidenciaban regiones con variabilidad especificas
del sexo. Con relacion a la actividad, los venenos de las hembras eran mas activos que
los venenos de sexo de los machos en la degradacion de fibrinégeno en fibrina, sin
embargo, no hubo diferencias significativas (143).

Expuesto lo anterior, la variabilidad, calidad y cantidad de los componentes del veneno,
dependen directamente de la especie, su localizacién geografica, edad, sexo, la dieta,
las influencias ambientales (periodos de lluvias y sequia) e incluso si el animal es
silvestre o vive en cautiverio (91, 127, 131, 134, 136, 137, 141-143).

2.2.1.1 Composicion
La composicion quimica del veneno de serpiente contiene aproximadamente 90-95%
de proteinas (12, 35, 130) que se clasificaran en enzimas, polipéptidos, glicoproteinas,

y componentes de bajo peso molecular (35). Esto se ilustra en la tabla 2-2.

Tabla 2-7 Composicién bioguimica del veneno de serpiente

Componentes presentes en el veneno de serpiente

fosfolipasa Az (lecitinasa), 5¢c-nucleotidasa, colagenasa, L-amino
Eni acidoxidasa, proteinasas, hialuronidasa, acetilcolinesterasa?,

nzimas
fosfolipasa B2, endopeptidasa®, cininogenasa®, factor X°, enzima

activadora de protrombina®

L neurotoxina post-sinaptica A (a- bungarotoxina y cobrotoxina),
Polipéptidos No ) L . )
neurotoxina presinaptica B (B- bungarotoxina, crotoxina, y

enzimaticos
taipoxina) cardiotoxina, crotamina
Péptidos Piroglutamilpeptido
Nucledsidos adenosina, guanosina, inosina
Lipidos fosfolipidos, colesterol
Aminas histamina, serotonina, espermina
Metales cobre, zinc, sodio, magnesio

2en Elapidos, P en Vipéridos
Modificado de Ledn G, Sanchez L, Hernandez A, et. al. Immune response towards snake venoms.
Inflammation & allergy drug targets. 2011; 10(5):381-98. Y de Ahmed SM, Ahmed M, Nadeem A, et. al.
Emergency treatment of a snake bite: Pearls from literature. Journal of Emergencies, Trauma and Shock.
2008; 1(2):97-105.
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Cada familia de proteinas tiene caracteristicas estructurales especificas, es decir, de
masa molecular, conformacion estructural (terciaria y cuaternaria), grado de
glicosilacién, que determinaran su inmunogenicidad o capacidad de producir respuesta
inmunogénica. Ademas, estas familias de proteinas estdn presentes en
concentraciones variables en los venenos, un factor que también influye en su
inmunogenicidad (130, 140, 144-146).

Por ejemplo en la figura 2-5 se observa la distribucion de las toxinas presentes en el
veneno de B. asper, y las variaciones entre venenos de serpientes adultas y neonatos,

de acuerdo a la region Caribe y Pacifica de Costa Rica.

Figura 2-5. Proteoma del veneno de B. asper comparando la composicion quimica de 4
regiones geograficas

A B CHlectin

Disintegrin

C-lectin
pec Disintegrin b

P

(A) from the Caribbean region, (B) from
the Pacific region of Costa Rica, and of the
pooled venoms from neonate specimens
from the Caribbean region (C) and from
the Pacific region (D). DC,
Disintegrin/cysteine-rich fragment from Pl
snake venom metalloproteinase (SVMPs);
C-lectin, C-type lectinlike protein; PLA2,
C Disintegrin D Disintegrin phospholipase A2; CRISP, cysteine-rich

K49 C-lectin K49 secretory protein; LAO, L-amino acid

' oxidase; SerProt, serine proteinase

Tomado de Alape-Girén A, Sanz L, Escolano J, Flores-Diaz M, Madrigal M, Sasa M, et. al. Snake
Venomics of the Lancehead Pitviper Bothrops asper: Geographic, Individual, and Ontogenetic Variations.
Journal of proteome research. 2008;7(8):3556-71 (140).

2.2.1.2 Efecto fisiopatoldgico

Los sintomas de envenenamiento por mordedura de serpiente son extremadamente
variables en funcion de la familia causante Por ejemplo, la familia Viperidae, en este
caso las serpientes del género Bothrops y Crotalus, causan un dafo tisular masivo o

alteraciones irreversibles en el sistema de coagulacion de la sangre (11). Mientras que
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la familia Elapidae, causan pardlisis o efectos principalmente neurotdxicos, pues su

veneno contiene péptidos especificos para esta actividad (11, 147-149). Es por esto,

gue cuando la capacidad para generar dafio local y sistémico, del veneno de la

serpiente, excede la capacidad del animal para asimilar y responder a la agresion,

ocurre el envenenamiento (130).

Figura 2-6. Efecto de la inoculacién del veneno

Posterior a la inoculacion del veneno de la
serpiente, ocurren 2 procesos simultaneamente

Desarrollo de los efectos toxicos inducidos
por las toxinas del veneno

Estimulacidon de la respuestainmune innatay
adaptativa destinadas a neutralizary eliminar
las proteinas del veneno

Fuente: Ledn G, Sanchez L, Hernandez A, Villalta M, Herrera M, Segura A, et. al. Immune response
towards snake venoms. Inflammation & allergy drug targets. 2011; 10(5):381-98. Elaboracién propia.

Los venenos de serpientes pueden clasificarse segun su efecto fisiopatoldgico:

Tabla 2-8. Efectos fisiopatol6égicos del veneno

F"’.‘m'“as de Efepto - Actividad de la toxina Efectos clinicos
ofidios Fisiopatolégico
Elapidae Neurotéxico Neurotoxina paralizante Pardlisis flacida
e Presinaptica
e Postinaptica
e Anticolinesterasa Fasciculacién muscular
Neurotoxina estimulante Estimulacion masiva del
Viperidae, sistema nervioso
Crotalus autébnomo que se
comporta como una
tormenta de
catecolaminas
(diaforesis, diarrea,
taquicardia, broncorrea,
flush facial, entre otros.
Viperidae Proteolitico Fosfolipasa Az Dafio directo del tejido
Serin-proteasas gue puede ser
Metaloproteinasas evidenciado como
Necrotoxinas necrosis del sitio de la
lesion, que puede
extenderse
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Viperidae Miotoxica Miotoxina Dafio del sistema
Elapidae musculo esquelético que
se evidencia como
mialgias generalizadas y
del &rea de inoculacion

Viperidae Alteracion del e Procoagulantesy e Interfieren con el
sistema Anticoagulantes sistema
hemostatico hemostatico,

favoreciendo:

trombosis y/o

e Hemorraginas hemorragia

e Ruptura de las
paredes vasculares,
causando
hemorragia

Viperidae Hemoalitico Favorece la ruptura de

los glébulos rojos

Viperidae Nefrotdxico Nefrotoxinas Dafio renal directo

Viperidae Cardiotoxico Cardiotoxinas Favorece alteraciones

arritmogeénicas, lesién

celular.

Modificado de White J. Venomous animals: clinical toxinology. En: Luch A, editor. Molecular, Clinical and

Environmental Toxicology: Volume 2: Clinical Toxicology. Basel: Birkhauser Basel; 2010: 233-91 (150).

2.3 Definicion de Inmunoterapia pasiva

La inmunoterapia pasiva es la transferencia de cualquier agente inmunolégicamente
activo, el cual es producido externamente al huésped inoculado y que no depende del
sistema inmunoldgico del individuo para funcionar (151, 152). El objetivo de la
inmunoterapia es establecer, reparar 0 aumentar la respuesta inmune frente a una
enfermedad (153).

Histéricamente, el concepto de la inmunoterapia se desarroll6 al observar los pacientes
que habian sufrido y sobrevivido a ciertos tipos de enfermedades, quienes
permanecian protegidos contra la enfermedad. Y que era posible la transferencia de
esta proteccidn pasiva a otros pacientes que tenian la enfermedad o no tenian todavia
(152, 154, 155).
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Figura 2-7. Inmunoterapia pasiva.

Inmunoterapia pasiva

Adquirida

Cuando se transfieren los altos niveles de anticuerpos especificos de un patégeno o toxina
(obtenida a partir de la inoculacion a seres humanos, caballos, u otros animales) a las personas
no inmunes a través de productos sanguineos que contienen anticuerpos.

Fuente: Shahani L, Singh S, Khardori NM. Immunotherapy in Clinical Medicine: Historical Perspective
and Current Status. Medical Clinics of North America. 2012; 96(3):421-31. Elaboracion

La inmunoterapia pasiva se utiliza cuando existe un alto riesgo de infeccion y tiempo
insuficiente para que el cuerpo desarrolle su propia respuesta inmune, o para reducir

los sintomas de las enfermedades en curso (152, 154).

El suero antiofidico es un conjunto de inmunoglobulinas G o partes de
inmunoglobulinas, que son producidas por el sistema inmunolégico del animal que ha
sido expuesto al veneno de una o0 varias serpientes, mediante un proceso de
inoculacion controlado (4). Este al ser administrado parenteralmente a la victima con
ofidiotoxicosis, tendra la capacidad de brindar proteccién inmediata al individuo contra
una o varias toxinas del veneno de la serpiente (26, 27). Es importante recalcar que, la
efectividad del antiveneno antiofidico dependera de la potencia de neutralizaciéon y la

especificidad contra el veneno de la especie de serpiente causante (30).

Esta potencia o capacidad de neutralizacién del antiveneno antiofidico depende de los
venenos utilizados en su fabricacién, los cuales deben contener los perfiles de las
toxinas propias de la especie de serpiente que se pretende neutralizar. Y para esto, es
una exigencia que las especies de serpientes escogidas para la produccion del
antiveneno sean geograficamente representativas, de acuerdo a la epidemiologia local,

teniendo en cuenta los datos taxondémicos y proteémicos de éstas (4).
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2.4 Generalidades del suero antiofidico

A finales del siglo XIX, se inici6 la produccién de antivenenos en el Instituto Pasteur,
por el cientifico Albert Calmette (11, 12), quien aporté el primer protocolo de
inmunizacion pasiva contra el veneno de la Cobra India, abriendo asi la puerta para la
produccion del tratamiento a gran escala. Este protocolo fue usado por el
estadounidense McFarland, en 1899, y por Tidwell en Australia (1902). Posteriormente
en 1905, se produjo el primer antiveneno polivalente, disefiado para las especies de
importancia clinica de Centro y Suramérica, por Vital Brazil, y, en 1907, por Ishizaka en
Japon (11, 22, 27).

Los antivenenos antiofidicos se clasifican segin el numero de venenos de diferentes
géneros de serpientes que pueden contrarrestar, siendo monovalentes, aquellos que
solo son efectivos para neutralizar el veneno de un género especifico de serpiente (11,

22-25), por ejemplo antibothrépico o anticrotélico.

Los antivenenos polivalentes son aquellos que se obtienen por fraccionamiento del
plasma del animal inmunizado con mezcla de 2 0 mas venenos de diferentes géneros
de serpientes y que tiene la capacidad de neutralizarlas. También se les da el nombre

de antivenenos poliespecificos (11, 22-25).

El proceso de produccién del antiveneno inicia con la inoculacién del veneno al animal
productor del plasma, se considera que el veneno crudo inoculado proporciona mas
altos y mejores titulos de anticuerpos, pero, dado el animal, puede cursar con
envenenamiento. Es por esto que se usan dosis sub-letales de veneno mezclados con
un adyuvante para facilitar o controlar su liberacién del veneno en el torrente sanguineo

y asi estimular la respuesta inmunoldgica (22, 27, 139).

El modelo animal (caballos, ovejas, monos, conejos 0 cabras) escogido para la
inmunizacion y produccion en masa del tratamiento, se realiza de acuerdo a la calidad
de la respuesta inmunoldgica, la cantidad de volumen de plasma que se pueda obtener
por exsanguinacioén, las enfermedades prevalentes a nivel local, la disponibilidad en la
region, adaptacion al ambiente, y el costo de mantenimiento del animal. Para la
produccion comercial, se suele escoger caballos, dado que es facil su manipulacion, se
adaptan bien a los diferentes climas y pueden donar grandes voliumenes de plasma sin

afectar su estabilidad hemodinamica (22, 139).
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La inmunizacién de los modelos animales, sugerida por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), propone que éstos deben pasar por un periodo de cuarentena entre 3 a
6 semanas antes de suministrar el veneno, evaluacion veterinaria estricta,
desparasitacion del animal y tamizaje de enfermedades especificas para la especie
escogida; una vez pasan este proceso, se puede iniciar la inmunizacion. Se administran
dosis subcutaneas repetidas de veneno (o la mezcla de varios venenos), en promedio
50-200uL, en las areas mas cercanas a los ganglios linfaticos para aumentar la
interaccidn entre las células presentadoras de antigeno y la respuesta inmunoldgica
(156).

Finalizada la administracién del veneno, se da un plazo de tiempo para esperar la
respuesta inmunoldgica, se pueden tomar muestras sanguineas para confirmar los
titulos de inmunoglobulinas circulantes. Posteriormente, se puede iniciar la
exsanguinacion controlada y aséptica, teniendo en cuenta el volumen de sangre que

se retira (Que se determina segun el peso del animal) (36).

Luego se procede a almacenar en bolsas o botellas refrigeradas, con el fin de realizar
la separacion del plasma y los glébulos rojos. El plasma que contiene los anticuerpos,
se llevara a purificacion y fraccionamiento de los mismos, y asi se convierte en
medicamento biol6égico. Los eritrocitos son devueltos al animal para prevenir la

anemizacion (157).

Una vez obtenido el suero crudo, este debe ser almacenado entre 2-8°C bajo
condiciones estériles y sanitarias apropiadas, adicionandole preservativos para
prevenir la contaminacion bacteriana y la desnaturalizacion de las proteinas

plasmaéticas (157).

En la actualidad, se utilizan dos métodos de purificacion de anticuerpos por
precipitacién diferencial de proteinas plasmaticas no inmunoglobulinicas, mediante el
agregado de &cidos grasos de cadena corta como el Acido caprilico o con sulfato de
amonio. Es decir, lograr la eliminacion de albumina, globulinas no inmunes y otras
proteinas del suero, quedando asi, como agente terapéutico: la molécula de
inmunoglobulina G (IgG) purificada (158). Este proceso se realiza a partir de plasmas
equinos hiperinmunes para la produccién de antivenenos a nivel industrial,
obteniéndose preparaciones enriguecidas en moléculas de inmunoglobulinas G (57,

139, 159, 160). Adicionalmente, se usa la digestion enzimética con pepsina o papaina
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gue se incluye en varios protocolos con el fin de obtener divalentes o0 monovalentes de

inmunoglobulina, es decir, fragmentos F(ab’). y Fab (58, 59).

Es importante resaltar que la composiciébn del antiveneno, segun si contiene
Inmunoglobulina G completa (139) o fracciones de Inmunoglobulina G; Fab (unién
monomeérico) o F(ab")2 (uniéon dimérica) (11, 139) (en la figura 2-6 se muestra la
estructura dela IgG y sus fracciones), tendra implicaciones clinicas en la cantidad de
ampolletas requeridas para lograr el mismo efecto de neutralizaciéon. Pues los procesos
de purificacion, fraccionamiento y modificacion de la forma farmacéutica de los

antivenenos, pueden favorecer la desnaturalizacion proteica (52, 61, 161, 162).

Sin embargo, estos procesos se realizan con el propdsito de disminuir el riesgo de sufrir
eventos adversos asociados al uso del antiveneno tales como: reacciones de
hipersensibilidad inmediata (anafilaxia) e hipersensibilidad tardia (enfermedad del

suero), debido a la alta concentracién de proteinas heterdlogas (57, 139, 163).

Figura 2-8. Estructura de Inmunoglobulina G y sus fracciones
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Adaptado de: Espino-Solis GP, Riafio-Umbarila L, Becerril B, Possani LD. Antidotes against venomous
animals: State of the art and prospectives. Journal of proteomics. 2009; 72(2):183-99.

2.4.1 Sostenibilidad de la produccién del Suero Antiofidico

A pesar de que el antiveneno es el Unico tratamiento reconocido y eficaz para dar
tratamiento al envenenamiento causado por la mordedura de serpientes, la
disponibilidad de estos medicamentos esenciales para salvar vidas lleva mucho tiempo

en crisis, principalmente por los siguientes motivos (22):
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e Alto costo productivo, dado que implica técnicas especializadas de
produccion, mantenimiento de los animales (caballos como especie
inoculada y productores de las inmunoglobulinas; serpientes de interés
epidemiolégico; y, ratones para alimentacion de las serpientes en cautiverio,
para los estudios de seguridad, termoestabilidad y efectividad) (22).

e Personal para el manejo y cuidado de los animales, para la produccion,
evaluacion de seguridad, efectividad, termoestabilidad y microbiolégico de
los antivenenos(22).

e Dificultad para mantener las especies de serpientes de interés clinico en
cautiverio, ya que son animales que requieren ambientes controlados
(temperatura, humedad, habitat, entre otros) (22),

e Prolongado tiempo de produccion, pues los animales, de acuerdo al
protocolo de inoculacién de venenos, pueden tardar entre 3 a 8 semanas en

presentar titulos de anticuerpos (22).

Es por esto que se han buscado técnicas de manufactura innovadoras para reducir
costos. Por ejemplo, United Kingdom’s Engineering and Physical Sciences Research
Council (EPSRC) y Biotechnology and Biological Sciences Research Council (BBSRC)
trabajaron en conjunto para diseiar “Técnicas e instalaciones para la manufactura de
antivenenos efectivos y baratos” (164), con el apoyo de la OMS y del Ministerio de
Salud de Nigeria, produjeron un antiveneno contra la Vibora de Alfombra del occidente

africano (E. ocellatus) a un costo de 40 USD por paciente (31).

Algunos investigadores han propuesto que una forma de demostrar la costo-efectividad
del antiveneno y la carga econOmica que constituye una victima con secuelas
discapacitantes, puede realizarse mediante el calculo de afios de vida ajustados por
discapacidad AVAD (del inglés, DALY disability adjusted life year) (31).

En el estudio anterior se utilizaron los datos publicados para el envenenamiento por E.
ocellatus (vibora alfombra del occidente africano) en zonas rurales de Nigeria, tomaron
una edad promedio de la victima de 15 afios y calcularon un promedio de vida de 47
afios, ponderando una discapacidad conservadora de 0,102, una tasa de mortalidad
del 20% y una tasa de morbilidad del 40% (165-167). El resultado obtenido fue que el
costo DALY evitado, con el uso de antiveneno, es inferior a 10 USD, que es mucho mas
bajo que el costo causado por la discapacidad de un individuo. Al comparar el manejo

farmacologico del accidente ofidico vs. el tratamiento del VIH (y sus complicaciones),
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resulta ser mayor costo efectivo el primero. Por lo que se concluye que el DALY evitado
por el uso del antiveneno reduce los costos a largo plazo para los sistemas de salud,
mejora la calidad de vida del individuo afectado y su entorno (31).

2.4.2 Produccion y distribucion del suero antiofidico colombiano

En Colombia existen en la actualidad, dos laboratorios productores de antiveneno: el
Instituto Nacional de Salud (INS) y Laboratorios Probiol®, cuyas formas de preservacion

son liquida y liofilizada, respectivamente. (168, 169)

En la pagina web del INS se encuentra informacién sobre la produccién del antiveneno,
en la que explican que la polivalencia del antiveneno se fundamenta en la inmunizacion
de caballos con venenos de serpientes de los géneros Bothrops y Crotalus
provenientes de diferentes regiones del pais. Utilizan plasmas hiperinmunes
fraccionados y purificados mediante la técnica de precipitacion con sulfato de amonio
(170). Mientras que el Suero Antiofidico Polivalente de Probiol es efectivo en el caso
de envenenamiento ofidico por serpientes de los géneros Bothrops, Crotalus y
Lachesis. Pero sus protocolos de producciéon son confidenciales, dado es una

organizacion privada que se puede reservar las técnicas de produccion.

El proceso de fraccionamiento y purificacién de los plasmas hiperinmunes de origen
equino, deben cumplir con los lineamientos y requerimientos autorizados por el Instituto
Nacional de Vigilancia y control de Medicamentos y Alimentos (INVIMA) , haciendo un

estricto control de calidad durante el proceso y al producto terminado (170).

La reglamentacion sobre la adquisicion de antivenenos y su distribucién en Colombia
se inicid en el afio 2004, cuando se consider6 el accidente ofidico como de interés
epidemiolégico, por lo cual se introdujo en el pais la notificacion obligatoria del
envenenamiento por serpientes y se le dio el caracter de problema de salud publica en

el pais mediante la Circular 092 del Ministerio de la Proteccién Social (18, 33).

La notificacion obligatoria permite el registro de eventos ocurridos por afio y de alli su
valor, puesto que al registrar concienzudamente los datos asociados al accidente
ofidico, fortalece el andlisis epidemioldgico y la salud publica, ya que facilita la
identificacion de las regiones geogréficas y las poblaciones en riesgo, evaluando los

patrones de distribucion y los modelos de actividad de ofidios. Esto facilita la realizacion
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de intervenciones en salud, priorizando las regiones afectadas, generando politicas de
prevencion y descentralizacion de la provision de antivenenos (108).

Sin embargo, en Colombia, atin hay mucho camino por recorrer, ya que si bien se han
dado pasos importantes para mejorar la notificacion del accidente ofidico, todavia se
evidencia un sub-registro (15). Por lo tanto, es muy dificil enfocar una produccién de
suero antiofidico nacional basada en la prevalencia de este evento, pues al no tener
claridad sobre la distribucion epidemioldgica exacta, esto afectara el abastecimiento y

disposicion de los antivenenos.

Desde 2004, se declar6 el estado de emergencia por desabastecimiento de suero
antiofidico, la cual fue estipulada en la Resolucién 002934 de 2004. En ese momento
el INVIMA realiz6 pruebas biolégicas y fisico-quimicas a unos lotes importantes de
sueros antiofidicos que no cumplian con las normas de calidad en cuanto a potencia e
inocuidad (43), esto se asocié a una temporada invernal. Se ha documentado en la
literatura que durante los periodos invernales existe un aumento de los casos de

accidente ofidico (92).

Posteriormente esta resolucion fue prorrogada o modificada por otras resoluciones
como: la Resolucion 000613 y 005078 de 2005; 002325 de 2006; 002198 de 2007;
002413 de 2008 y 002206 de 2009; en las cuales se buscaba ampliar el periodo de
vigencia (semestral o anual) del estado de emergencia, hasta llegar a diciembre de
2010. Por cuanto no se habian modificado las condiciones que dieron origen a la
misma, y aun persistian las dificultades de adecuada produccion nacional (dado por

insuficiente produccién o calidad inadecuada) (44).

En la Resolucién 002934 de 2004, se considerd que segun la informacion disponible,
en ese momento, sobre la incidencia de accidentes ofidicos, las necesidades de
antiveneno para su tratamiento, eran del orden de 30.000 ampollas por afio, teniendo
€n cuenta que para un envenenamiento se usan entre 2 y 10 ampolletas por individuo
(43). Es decir, que una cantidad de producciéon menor a ésta serd comprendida como
produccion insuficiente. Dado el inicio de la notificacion obligatoria, se pudo mejorar el
registro de los eventos, por lo tanto el nimero de casos registrados puede
incrementarse debido a la curva de aprendizaje para documentarlos (periodo del 2004
al 2011) (108). Por lo tanto, el requerimiento del nimero de ampollas necesarias para

su tratamiento también aumenta, siguiendo la proporcion.
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Posteriormente en 2014 aparece la Resolucion 1300, donde persiste la emergencia
sanitaria, dado que el INS era el Unico productor nacional con registro sanitario vigente,
puesto que el otro productor colombiano fue cerrado por no contar con Buenas
Practicas de Manufactura (BPM), y la produccion de INS no alcanza a cubrir las
necesidades de antivenenos antiofidicos para el pais (45). A esta resolucion, se le
amplié el periodo de vigencia en el decreto 0868 de 2015 por 12 meses (171) y fue
prorrogada una vez mas mediante la Resolucion 1478 de 2016 por un periodo similar
(172).

En la tabla 2-9 se visualiza el numero de lotes producidos y liberados en Colombia en
el periodo de 2014 hasta 2016, por cada una de las Instituciones productoras en el
pais. En la que se nota como la produccion ha ido aumentando con el paso de los afios,
no obstante, aun el numero de ampollas producidas no logran cubrir las necesidades

para tratar el accidente ofidico.

Tabla 2-9. Lotes de SAP producidos y liberados en Colombia, periodo 2014-2016

Lotes de SAP producidos y liberados desde 2014 hasta 2016

Institucion
productora 2014 2015 2016 2014-2016
NUmero NUmero NUmero NUmero NUmero NUmero Total de
de Lotes | deamp. | de Lotes | deamp. | de Lotes | de amp. amp.
INS 1 3000 2 13644 2 26698 43342
PROBIOL 3 3511 9 14089 10 10470 28070

Fuente: Laboratorio y liberacién de lotes (vacunas, hemoderivados y sueros de origen animal) Bogoté:
Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA); 2014 [consultado 7 de junio
2017]. Disponible en: https://www.invima.gov.co/vacunas/337-vacunas/laboratorios/3458-laboratorio-y-
liberacion-de-lotes-vacunas-hemoderivados-y-sueros-de-origen-animal.html" \l "afio-2016 (46).
Elaboracién propia.

Este evidente problema de desabastecimiento de antiveneno, ha llevado al Ministerio
de Salud a importar antivenenos antiofidicos producidos por otras farmacéuticas de
origen mexicano, brasilero y costarricense, segin la base de datos BACEX'® del
Ministerio de Comercio Industria'y Turismo. En Colombia, desde el 2007 hasta la fecha,
se han importado aproximadamente 98.112 ampolletas!’, los paises exportadores
fueron México, Costa Rica, Brasil y Paraguay, siendo México el mayor exportador.
Asimismo, se obtuvo el costo de importacién en délares que en los ultimos 9 afios fue
de 2.252.541 USD (COP 4.936.487.522) (47).

18 para este caso, se ha consultado esta base de datos en las instalaciones de PROCOLOMBIA,
la cual tiene una plataforma virtual que requiere usuario y contrasefia. que solo son de consulta
interna, administradas por el personal de esta institucién y por lo tanto no es de dominio publico.
17 Dato calculado teniendo como referencia el peso de 1 ampolleta segtn el fabricante.
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En la figuras 2-9 y 2-10 se muestra desglosado el numero de ampolletas
importadas/afio y el nUmero de ampolletas importadas de acuerdo al pais de origen.

Figura 2-9. Niamero de ampolletas de SAP importadas por afio

2007-2016 98.112
2015 17.590
.149
2013 10.334
2011 20.655
2009 16.224
5.999
2007 3.252
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Fuente: BACEX [Internet]. Ministerio de Comercio, Industria y Turismo. Disefio y Desarrollo: Oficina de
Sistemas de Informacion. 2013 [citado: 6 de octubre de 2016]. Disponible en:
http://bacex.mincit.gov.co/di 002 sa.asp?subp=3002101100&button=Continuar. Elaboracién propia.

Figura 2-10. Numero y porcentaje de ampolletas importadas segln pais de origen
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Fuente: BACEX [Internet]. Ministerio de Comercio, Industria y Turismo. Disefio y Desarrollo: Oficina de
Sistemas de Informacién. 2013 [citado: 6 de octubre de 2016]. Disponible en:
http://bacex.mincit.gov.co/di 002 sa.asp?subp=3002101100&button=Continuar. Elaboracién propia.

Por otro lado, la distribucibn de antivenenos antiofidicos se produce por dos
mecanismos principales: el primero, las Empresas Prestadoras de Salud (EPS),
responsables de garantizar la dotacion de éstos a sus usuarios de acuerdo con el perfil
epidemiolégico de las distintas regiones del pais; y, el segundo, el Ministerio de Salud,
gue tiene reservas de antiveneno para satisfacer las necesidades en las situaciones de
emergencia y desastres naturales. Asimismo, el Ministerio adquiere antivenenos que
no se producen en el pais, por ejemplo, el antiveneno para serpientes de la familia
Elapidae, género Micrurus (29, 108, 173).


http://bacex.mincit.gov.co/di_002_sa.asp?subp=3002101100&button=Continuar
http://bacex.mincit.gov.co/di_002_sa.asp?subp=3002101100&button=Continuar
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2.4.3 Evaluacion de estabilidad de Antivenenos Antiofidicos

La accion farmacolégica de un medicamento, bien sea alopatico o biologico, debe estar
encaminado a la terapéutica de los individuos. Por tal motivo, conocer los aspectos
farmacodinamicos, farmacocinéticos y los potenciales efectos toxicocinéticos, asi como
de las propiedades fisicoquimicas y de la configuracion espacial de la molécula
quimica. Esta accion, se encuentra estrechamente ligada con las caracteristicas de la
forma farmacéutica (174, 175), que se puede ver afectada por condiciones de
almacenamiento, humedad, temperatura, cambios de pH, exposicion a la luz, entre
otros (175).

En términos generales, los estudios de estabilidad de un medicamento alopatico o
biolégico se definen como aquellas actividades experimentales, que permiten la
creacion de la informacion necesaria y suficiente para sustentar la vida Util de los
medicamentos. Estas deben establecer la fecha de expiracién de los lotes fabricados,
asi como garantizar la biodisponibilidad y bioequivalencia de éstos. Los estudios de
estabilidad estan disefiados para evaluar las condiciones de almacenamiento ideal y
de estrés de un medicamento, en relacion a las condiciones de almacenamiento,

humedad, temperatura, cambios de pH, exposiciéon a la luz, etc. (176, 177).

Desde este punto de vista, los estudios de estabilidad se pueden clasificar asi:

e Estudios de estabilidad de Preformulacibn y Desarrollo de Producto: estan
encaminados al disefio del medicamento, establecer la forma farmacéutica los
métodos de produccién y las condiciones bajo las que se garantiza la estabilidad
del medicamento (177).

e Estudios de estabilidad para Registro Sanitario y autorizacién de comercializacién:
pueden comprender estudios de estabilidad al natural*® o acelerados®®. Los cuales
estdn dispuestos a establecer la degradaciébn absoluta y provisional,

respectivamente (177).

18 Estudios de estabilidad al natural, también llamados de largo plazo: se realizan mediante la
exposicion de los medicamentos, a las condiciones de almacenamiento ideal o definitivas,
teniendo en cuenta las variables de temperatura de almacenamiento (segun si requieren
refrigeracién o no), exposicién a la luz, humedad, esterilidad, etc. En estos estudios se garantiza
gue los medicamentos son biodisponibles bajo esas condiciones especificas. Se realizan por un
periodo de tiempo establecido entre 6 a 12 meses. Estos estudios son obligatorios para la
aprobacion del registro INVIMA, para Colombia (177).

19 Estudios de estabilidad acelerados: son aquellos en los que se expone a un medicamento a
condiciones extremas o de estrés, con el fin de evaluar su degradacién provisional. Asi como
su biodisponibilidad a condiciones de almacenamiento extremas o no esperadas. En Colombia,
estos estudios son opcionales y no se requieren para la aprobacion del registro INVIMA (177).
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e Estudios de estabilidad en la etapa de Postmercadeo: permiten evaluar los efectos
existentes sobre un medicamento (composicion de la formulacion y/o proceso
productivo) o de su envase primario, asociados a variaciones de estos, que se

reflejen en la calidad del producto (177).

Un estudio de degradacién forzada o acelerada es un paso esencial en el disefio de un
programa de estabilidad para sustancias y productos farmacéuticos, éste se formaliz6
como requisito en la Guia ICH de 1993. No obstante, es importante aclarar que los
estudios de estabilidad pueden variar de acuerdo al tipo de medicamento evaluado,
alopatico o bioldgico, dado que requeriran especificaciones diferentes. La realizacion
de estos estudios implica someter a los medicamentos y/o los envases que los
contienen, a condiciones mas severas, factores externos e internos cataliticos, tales
como calor, humedad, pH, oxidantes y exposicion a la luz. Puesto que las principales
preocupaciones que se dan durante la prueba de estabilidad y el almacenamiento se
presentan en la distribucion de un producto farmacéutico, pues pueden ocurrir cambios
fisicos y quimicos (expresados en biodisponibilidad, efectividad y efectos adversos);
los estudios de degradacion forzada proporcionan informacion muy valiosa con
respecto a la estabilidad de las formulaciones de farmacos en su ciclo de vida. Algunos
autores han sugerido que estos estudios deben incluirse en el disefio y licencia de

distribucion, segun la reglamentacion para cada pais (175, 178).

Para el caso de los medicamentos bioldgicos, los estudios en condiciones de estrés
acelerado pueden ser Utiles para determinar si las exposiciones accidentales a
condiciones distintas de las propuestas (por ejemplo, durante el transporte) son
perjudiciales para el producto y, también, para determinar qué parametros analiticos
pueden ser los mejores indicadores de la estabilidad de éste. Algunos autores sugieren

gue las condiciones deben seleccionarse cuidadosamente caso por caso (175, 178).

Existen antecedentes de estudios de estabilidad de los SAP a nivel internacional, en
Costa Rica, donde G. Rojas et. al., evaluaron el efecto de la temperatura de
almacenamiento sobre la estabilidad del antiveneno polivalente liquido antibothrépico
del Instituto Clodomiro Picado. En el estudio se realiz6 el almacenamiento durante un
periodo de doce meses, a temperaturas de 4, 23, 30 y 37°C, para determinar, en un
periodo de un mes, variables como: potencia de neutralizacion frente a la actividad letal
de veneno de Bothrops asper; concentraciones de proteinas y fenol; pH; turbiedad;

seguridad; y esterilidad (67).
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En esa investigacion se evidencié que no se produjo variaciones significativas en la
potencia, las concentraciones de proteina y fenol, el pH, la esterilidad o la seguridad,
en cualquiera de las temperaturas de almacenamiento durante el periodo de estudio.
Pero si se encontr6 alteraciones de la turbidez, dado por la formacion de agregados
proteinicos heterogéneos de alto peso molecular. Por lo cual, se recomend6 que para
prevenir esto, se continde usando la cadena de frio y asi garantizar la integridad del
antiveneno polivalente liquido antibothropico (67).

En Brasil se realiz6 un estudio de termoestabilidad de antivenenos antiofidicos contra
Bothrops spp. y Crotalus durissus, los cuales se fraccionaron con sulfato de amonio y
digestion con pepsina para obtener solo fragmentos F(ab’2), producidos por la
Fundacion Ezequiel Dias (FUNED); se adicioné fenol, sorbitol y glicerol a diferentes
concentraciones molares, y, posteriormente, se les expuso a temperaturas mediante
incubacioén (56, 60, 62, 64, 66, 68, 70 y 72°C) durante un periodo de 40 minutos hasta
2 horas. Se observé que el sorbitol fue capaz de inhibir la formacion de agregados
proteinicos en aquellos antivenenos incubados hasta 70°C por 90 minutos; mientras
gue aquellos que contenian fenol y glicerol no inhibieron. Lo anterior se asocio a las

propiedades lipofilicas y desnaturalizantes de estos dos ultimos (69).

En Colombia hay solo 2 estudios realizados y publicados por el Instituto Nacional de
Salud (INS), el primero de ellos se llevé a cabo en 1994 por Ramirez, J. et. al., quienes
determinaron la actividad neutralizante de la letalidad de 19 lotes de SAP en
presentacion liquida, producidos por este instituto. Estos fueron almacenados en
completa oscuridad a 4 y 16°C (el periodo de almacenamiento fue variable en las
diferentes muestras de antiveneno, entre 3 y 5 afios), contra una mezcla de veneno de
Bothrops asper - atrox. Lamentablemente, este estudio presenta inconsistencias
metodoldgicas, dado que en ningun caso se pudo hacer el seguimiento durante 5 afios
consecutivos. Los propios autores refieren que hubo diferencias entre el afio de
produccion (1983-89) y los afios en los que se hicieron las pruebas (1987-89), asi como
€n unos pocos casos no se pudieron realizar las respectivas pruebas en los periodos

de tiempo estipulados (70).

Los resultados de ese estudio, evidencian que hay una relacidn inversamente
proporcional conforme aumenta el periodo de almacenamiento, se disminuye el
potencial de neutralizacién letal, donde el SAP almacenado a 4°C a los 3 afios

neutraliza aproximadamente un 80%, y el que fue almacenado a 16°C solo un 60%
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(70). Sin embargo, no se hizo referencia alguna del porqué debe mantenerse la cadena
de frio, a pesar de los resultados.

El segundo estudio, realizado en 1995, us6é una metodologia similar al anterior, donde
se determind la capacidad neutralizante de la letalidad de varios lotes de SAP liquido,
producidos por el INS, los cuales fueron retados contra una mezcla de venenos de
Crotalus durissus cumanensis. Compararon la capacidad de los diferentes lotes
almacenados en oscuridad a las temperaturas de 4 y 16°C y probaron que la
termoestabilidad muestra un comportamiento similar al primer estudio; no obstante, se
concluye que es mas rapida la disminucion de la capacidad neutralizante del SAP en
la linea de tiempo (71). En la busqueda de investigacion sobre los SAP producidos por
Laboratorio Probiol, no se encontraron documentos que abordaran la termoestabilidad

de éstos.

La reglamentacion para el desarrollo y aprobacion de un producto farmacéutico
bioldgico, en Colombia, se implementd en julio de 1995%° y posteriormente se actualizd
en agosto de 2016, mediante la Resolucion 3690, en la cual se tuvieron en cuenta los
siguientes documentos "WHO Technical Report Series 962. Annex 3: Guidelines on
stability evaluation of vaccines" de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS); vy
"Quality of Biotechnological Products: Stability Testing of Biotechnological/Biological
Products” de la Conferencia Internacional de Armonizacién (ICH). En ésta se establece
gue los medicamentos, incluidos los bioldgicos, resultan sensibles a los factores
ambientales, tales como cambios de temperatura, humedad y luz, los cuales pueden
llegar a modificar las caracteristicas del medicamento y, por lo tanto, es necesario
establecer las condiciones para asegurar la conservacion de la actividad biolégica y

evitar la degradacioén del producto (73).

Igualmente ésta aplica para los interesados en obtener o renovar el registro sanitario
de medicamentos biolégicos o modificar el registro por aspectos de estabilidad y a los

titulares, fabricantes e importadores de medicamentos biol6gicos (73).

La resolucién explica los tipos de estudios de estabilidad a los que se debe someter un
medicamento biolégico y los requisitos que deben presentar los fabricantes para

obtener el registro INVIMA. Este instituto debe basarse en los resultados de los estudios

20 Resolucion 2514 de 1995 y Decreto 677 de 1995. Para términos practicos de este documento
se utilizara la reglamentacién mas reciente.
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de estabilidad natural, realizados por los fabricantes. El estudio de estabilidad natural
debe hacerse en un periodo de 12 meses, teniendo en cuenta que los medicamentos
biologicos que requieren cadena frio, se deben evaluar a temperaturas entre 5°C + 3°C;
mientras que aquellos que no requieren refrigeracion, se deben evaluar a 25°C + 2°C
0 30°C x 2°C. Pero la normatividad no exige que se realicen estudios de estabilidad
acelerada en las que se reten a los medicamentos a temperaturas extremas o fuera de
las condiciones de almacenamiento. Ademas, la resolucion hace referencia,
exclusivamente, a la realizacion pruebas de termoestabilidad para las vacunas, no se

hace mencion frente a los antivenenos (73).

2.5 Proceso de liofilizacion

La liofilizaciéon es un proceso que ha sido utilizado, en la industria alimentaria para la
conservacion de los alimentos, y en la farmacéutica para los medicamentos. Es una
técnica bastante costosa y lenta si se la compara con los métodos tradicionales de
secado, pero genera productos de una mayor calidad, ya que, al no emplear calor, evita
en gran medida las pérdidas nutricionales y organolépticas, tanto en alimentos como

en medicamentos (179, 180).

Uno de los problemas que siempre ha preocupado a los investigadores y cientificos, es
la pérdida de las propiedades nutricionales y farmacoldgicas que contienen gran
numero de productos bioldgicos, quimicos y alimenticios que, al exponerse a variables
ambientales no controladas se deshaturalizan facilmente, impidiendo su conservacion.
A principios del siglo XX, los cientificos franceses Bordas y D"Arsonval, y el americano
Shackell, descubrieron la aplicacién del principio fisico de la sublimacién, construyendo

asi el primer aparato de liofilizaciéon (179).

Los primeros en liofilizar productos para uso clinico en gran escala, principalmente
antivenenos y plasma humano, fueron E.W Flosdonf y S. Murdd, mientras trabajaban

en la escuela de Medicina de la Universidad de Pensilvania (179).

Durante la Segunda Guerra Mundial, los bancos de sangre norteamericanos, iniciaron
la produccién industrial de plasma humano liofilizado para el ejército, el cual mostré
buenos resultados para conservarse, permitiendo que esta técnica fuera rapidamente
aplicada a medicamentos, como la penicilina, que cambiaron la historia de las

enfermedades infecciosas y la mortalidad de los soldados heridos. Posteriormente, la
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técnica de liofilizacion por desecacion se aplico a diversos antibioticos, enzimas, sueros

y vacunas con fines de prolongar su actividad terapéutica (179).

La liofilizacion se ha usado para lograr el secado de las formulaciones liquidas que
contienen materiales proteicos termolabiles, con el propdsito de brindarles estabilidad
a largo plazo. Este proceso se ha realizado a través de técnicas de secado y de
congelacion, aunque esta Ultima ha sido un poco ignorada. No obstante, las técnicas
de liofilizacion por congelaciéon son relevantes, ya que no afectan el rendimiento del

proceso y la calidad del medicamento o producto (180).

La liofilizacion tradicional es un proceso que consta de tres pasos:

1. Congelacion: es un proceso en la que la formulacion liquida se enfria hasta que
se inicie la nucleacion del agua en hielo, permitiendo la formacion de cristales
de éste, favoreciendo la separacion de la mayor parte del agua a partir de una
matriz de solutos vitreos y/o cristalinos (180).

2. Secado primario: en esta fase, los cristales de hielo formados durante la
congelacion son eliminados por sublimacion. Esto se realiza al exponer el
producto a una presion, generada por el equipo liofilizador, que se encuentra
por debajo de la presion de vapor del hielo, elevando la temperatura de éste.
Se ha calculado que en promedio, al finalizar este proceso, que el producto ain
puede contener del5 a 20% de agua sin congelar, que se eliminara en la
siguiente fase (180).

3. Secado secundario: es la fase en la que se elimina el agua restante, mediante
la exposicion del producto a una temperatura elevada —que no supere la
temperatura a la que ocurre la deshaturalizacion— y baja presion, y, asi, lograr

el bajo contenido de humedad (180).

2.5.1 Fundamento de la técnica de liofilizacion por deshidrocongelacion

La liofilizacién por deshidrocongelacion o criodesecacion, es aquel en el que se congela
el suero (u otro medicamento) y, posteriormente, se introduce en una camara de vacio
para realizar la separacién del agua por sublimacién (181). De esta manera, se elimina
el agua desde el estado sélido al gaseoso del ambiente, sin pasar por el estado liquido.
Para acelerar el proceso, se utilizan ciclos de congelacién-sublimacién con los que se
consigue eliminar practicamente la totalidad del agua libre contenida en el producto

original, pero preservando la estructura molecular de la sustancia liofilizada. Entonces,
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se obtiene una masa seca, esponjosa de mas o menos el mismo tamafio que la masa
congelada original, mejorando su estabilidad y siendo facilmente reconstituida en agua
(179, 182).

2.5.2 Liofilizaciéon de los antivenenos antiofidicos

La liofilizacion de los antivenenos, es un proceso usado para mejorar la estabilidad de
las inmunoglobulinas, la cual confiere a estas una mejor estabilidad en comparacion
con formulaciones liquidas, especialmente en regiones tropicales donde altas
temperaturas pueden afectar la actividad de las inmunoglobulinas. Actualmente, el
conocimiento sobre las condiciones del proceso de liofilizacion para los antivenenos
antiofidicos es muy limitado. Son escasos los trabajos cientificos sobre este tema, y
algunos investigadores informaron tiempos de reconstitucion de hasta 90 minutos para
estas preparaciones (7, 183, 184), lo que podria implicar un retraso en el inicio de la

terapia de antiveneno en el contexto clinico (7, 28, 185).

Los periodos prolongados de reconstitucion pueden reflejar un proceso de liofilizacion
inadecuado que puede favorecer la desnaturalizacién de anticuerpos y pérdida de
actividad neutralizante (7, 186). No obstante, otros estudios mostraron que es posible
producir antivenenos liofilizados de rapida reconstitucion (7, 52) o acortar el tiempo de
reconstitucién, utilizando un método de reconstitucién modificado (7, 187). Por lo tanto,
hay una preocupacion razonable acerca de si los antivenenos liofilizados exhiben los

atributos deseados para las 1gG (7).

Sin embargo, durante la liofilizacion, los anticuerpos pueden experimentar
modificaciones fisicas y quimicas, que pueden causar cambios irreversibles y tener un
impacto negativo en la actividad y agregacién de proteinas, asi como en la rehidratacién
del producto (7, 161, 162). La agregacion es la principal evidencia de la degradacion
de anticuerpos (7, 188), que podria afectar la eficacia y seguridad de estas proteinas.
Sin embargo, se sabe que este efecto podria evitarse durante la liofilizacion mediante
la adicion de excipientes como azUcares y polioles (7, 52, 53). Por lo descrito
anteriormente, es fundamental escoger el proceso de liofilizacion y la formulacién
adecuada, asi como incluir técnicas estandarizadas para formulaciones sélidas, tales

como, la humedad residual y el tiempo de reconstitucion (22).

En el estudio de Herrera et. al. se realizdé una caracterizacion térmica y se evalué la

estabilidad de diferentes antivenenos liofilizados, formulados con sorbitol, sacarosa o
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manitol, en la cual se vislumbré que los anticuerpos de los antivenenos conservaban
su potencia neutralizante, pero la mayoria de las formulaciones presentaban
desestabilizacion cuando se incubaban a 40 ° C durante seis meses, lo que exhorta la
necesidad de formulaciones térmicas mas estables (7, 52).

A continuacion, en la tabla 2-10, se describen las ventajas y desventajas de la
liofilizacién de los antivenenos, lo cual permite contemplar las posibilidades a futuro de

este medicamento vital.

Tabla 2-10. Ventajas y desventajas de la Liofilizacion del SAP

Ventajas de la técnica de liofilizacion

Desventajas de la liofilizacion

La temperatura a la que son sometidos
los medicamentos, estan por debajo de
la temperatura que genera
desnaturalizacion de la proteina.
Favoreciendo estabilidad y conservacion
de las cualidades terapéuticas del
mismo.

Se previene la perdida de sustrato
activo, dado se disminuye el riesgo de

Es un proceso costoso, dado requiere
equipos sofisticados, y personal
entrenado para su uso.

Pueden presentarse factores de estrés
al realizar la congelacién, que pueden
afectar la estabilidad de las proteinas
como: desnaturalizacion fria, la
formacion de hielo y pérdida de la
concentracion deseada.

volatilizacion

e Se reducen los factores de riesgo de
contaminacion microbiana.

e Se eliminan los fendmenos de
oxidacién, dado que se opera y envasa
a alto vacio.

e La reconstitucién por la adicién de agua
o del solvente adecuado suele ser
sencilla.

e El producto puede ser almacenado por
tiempo ilimitado, constituyendo
productos de larga estabilidad.

Adaptado de Kasper JC, Friess W. The freezing step in lyophilization: Physico-chemical fundamentals,

freezing methods and consequences on process performance and quality attributes of
biopharmaceuticals. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics. 2011; 78(2011):248-63.
Elaboracién propia.

2.6 Teécnicas para determinacion de anticuerpos de antiveneno

2.6.1 Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (E.L.I.S.A.)

El Ensayo por Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas es una método analitico (cualitativo
0 cuantitativo) de inmunoensayo que depende de la unién Antigeno — Anticuerpo, que
permite realizar la determinacién de los mismos. Al inmovilizar el antigeno en una fase
sélida y poniéndolo en contacto con el anticuerpo enlazado a una enzima capaz de
generar un producto detectable (marcacion), a través de un cambio de color, por
ejemplo (sustrato en presencia de un cromédgeno), éste puede ser detectado

visualmente o mediante el uso de un espectrofotometro (189, 190).
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Existen diferentes tipos de Ensayo por Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas (E.L.I.S.A.)
gue se clasifican en (190):

e Directos
e Indirectos

Pueden ser ensayos homogéneos o heterogéneos, segun se requiera o no, la
separacion de las fracciones libres o ligadas para realizar la determinacién de su
actividad (189, 190).

Sus principales ventajas, al ser seleccionado para la realizaciéon de ensayos in vitro,
son su sensibilidad y detectabilidad, caracterizdndose por su exactitud y precision, lo
gue permite que puedan procesarse un numero grande o pequefio de muestras

manteniendo estandares de reproductibilidad y calidad (190).

2.6.1.1 Dispositivos empleados en E.L.I.S.A.

Se han ensayado numerosas fases sélidas, desde los tubos de cristal de los origenes
hasta las actuales microplacas de 96 pocillos de plastico tratado, para aumentar su
capacidad de adsorcion (en su superficie) de moléculas, y con fondos de pocillo
Opticamente claros que permitan realizar las medidas de densidad Optica en
instrumentos especificos, espectrofotdmetros de lectura de placas que han recibido el
nombre de lectores E.L.I.S.A. (189).

Los lectores E.L.I.S.A. son espectrofotdmetros capaces de realizar lecturas seriadas
de cada uno de los pocillos de la placa E.L.I.S.A. A diferencia de un espectrofotémetro
convencional, con capacidad de leer todas las longitudes de onda del ultravioleta y el
visible de manera continua, los lectores E.L.I.S.A. disponen de sistemas de filtros que
solo permiten la lectura de una o pocas longitudes de onda, las que corresponden con
las necesarias para determinar la densidad éptica de los cromdgenos mas comunmente

utilizados. En la figura 2-11 se observan sus fases (189).
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Figura 2-11. Fases de un ensayo E.L.I.S.A.

« El anticuerpo conjugado a la enzima se emplea en

' los ensayos directos e indirectos, sandwich, etc.

F | El antigeno marcado se emplea en ensayos de
e competicion de antigeno.
Conjugacion del anticuerpo  « L a unién anticuerpo-enzima o antigeno-enzima se
0 del antigeno con una produce durante un determinado periodo de
enzima tiempo, con el propdsito de generar una solucion

coloreada y que pueda ser valorada visualmente o

cuantificada por medio de un espectrofotometro

\ + Se adhiere con facilidad a la superficie de plasticos
tratados que tienen gran afinidad por proteinas. Asi,
Fase Il el procedimiento de recubrimiento de los pocillos
Unién del antigeno (o del debe realizarse cuidadosamente. Si se usa mucho
anticuerpo) a los pocillos antigeno, se pueden obtener falsos positivos. Por el
contrario, Si se usa poco antigeno, el exceso dara
lugar a una reaccion falsa negativa .

Fase Il| | *En el caso del antigeno unido a la pl_aca,,se puede
detectar mediante un anticuerpo anti-antigeno marcado
Formacion de una o méas (E.L.I.S.A. directo) o empleando un anticuerpo primario
~ capasde anti-antigeno y un secundario anti-primario marcado
inmunocomplejos (E.L.I.S.A. indirecto).

Fase IV + Después de un lavado para eliminar todas las moléculas
marcadas no fijadas en forma de inmunocomplejos, se
Revelado de la reaccion afiade el sustrato enzimatico en solucion. Se deja
enzimatica reaccionary se lee la densidad 6ptica mediante
espectrofotometria

Fuente: Sino Biological Inc. Sndwich ELISA, Highly Sensitive ELISA Enciclopedia. 2014 [citado 2015].
Disponible en: http://www.elisa-antibody.com/ELISA-Introduction/ELISA-types/sandwich-elisa.
Elaboracién propia.

2.7 Teécnicas para evaluacion de ensayos de neutralizacion

Existen diferentes técnicas para evaluar la neutralizacion de la actividad toxica de un
veneno, aquellas realizadas in vivo, que estudian la neutralizaciéon de los efectos
sistémicos del veneno en el individuo, dirigidas a establecer la letalidad, y, aquellas

realizadas in vitro, que analizan la neutralizacion de los efectos locales del veneno.
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A continuacién se describen las generalidades de estos dos tipos de técnicas, con el
proposito de aproximar la intencién del presente estudio y dard soporte para las bases
del disefio y desarrollo metodolégico.

2.7.1 Técnicas para evaluacion de ensayos de neutralizacion in vivo

2.7.1.1 Dosis letal media o dosis letal 50%

La dosis letal 50% (DLso) corresponde a una técnica, en la que se evalla la cantidad
de veneno requerido para producir la muerte del 50% de los animales de
experimentacion, después de un periodo de 24 a 48 horas (37). Esta técnica se realiza
por inoculacion intraperitoneal de dosis variables de cada veneno, diluido en 0.5 ml de
solucién salina en Buffer de fosfatos (PBS), pH 7.2, a un grupo seleccionado de

ratones/dosis. La DLso se calcula por el método de Spearman-Karber (14, 16, 191)

2.7.1.2 Dosis efectiva media o dosis efectiva 50%

La dosis efectiva media (DEsp) es una técnica en la que se evalGa la cantidad de
antiveneno capaz de proteger o prevenir el envenenamiento, al 50% de los animales
de experimentacién, inyectados con una dosis letal 50% (37, 39). Esta técnica mas
frecuentemente utilizada por las instituciones productoras de antiveneno, para

garantizar su efectividad??.

2.7.2 Técnicas para evaluacion de ensayos de neutralizacion in vitro

2.7.2.1 Neutralizacion de la actividad proteolitica

La actividad proteolitica del veneno estd mediada principalmente por metaloproteinasas
(192) y desintegrinas, que degradan los componentes proteicos de la membrana basal
de la microvasculatura y, secundariamente, producen disrupcién de células

endoteliales favoreciendo la actividad hemorragica (91, 114).

21 Existen otras técnicas sobre neutralizacion de las actividades especificas del veneno a
estudiar, pero que para este documento no se tuvieron en cuenta. Se menciona la mas
importante.
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El ensayo modificado de Wang evalla la capacidad del antiveneno por neutralizar la
actividad proteolitica que tiene el veneno. Este ensayo se define como la actividad
proteolitica que se expresa en el cambio de absorbancia a 450 nm/90 minutos de
incubacion (A450/90 min). El sustrato para establecer la actividad proteolitica es la
Azocaseina (193, 194).

2.7.2.2 Neutralizacion de la actividad coagulante

La actividad coagulante se lleva a cabo por serina-proteinasas tipo trombina y
metaloproteinasas que activan los factores X y Il de la cascada de coagulacion (via
extrinseca). Estas tienen una fuerte accion coagulante que consume el fibrindgeno y
favorece la desfibrinacion (91, 113). La neutralizacion de la actividad coagulante de los
venenos es un método que pretende evaluar in vitro la degradacién de los factores de
coagulacion (22), que se vera reflejado como la prolongacién del tiempo de
coagulacion, ya que el veneno es incapaz de producir su actividad coagulante sobre

una muestra de plasma fresco.

Es una técnica muy sencilla, que no requiere ser realizado por un experto, econémica,
precisa y da resultados muy similares a los obtenidos en ensayos in vivo (195). Estos
pueden realizarse para cuantificar la actividad del veneno sobre la trombina usando,

como sustratos, el fibrinbgeno bovino o el plasma humano (196).

La Dosis Minima Coagulante (MCD) de un veneno, se define como la menor cantidad
de veneno (en peso seco mg/L de solucién de ensayo o pg/ml) que coagula o bien una
solucion de fibrinbgeno bovino (2 g/l) en 60 s a 37° C (MCD-F) y/o una solucion estandar
de plasma humano con citrato (contenido de fibrinbgeno 2,8 g/l), en las mismas
condiciones (MCD-P) (22).

Con el propésito de estimar la capacidad del antiveneno para neutralizar la actividad
coagulante de veneno, se prepara una dosis de reto de veneno, asi como mezclas de
una concentracion fija de veneno y diversas diluciones de antiveneno. Las dosis de
ambos son incubadas a 37°C durante 30 minutos, se le afiaden alicuotas de solucién
de fibrinégeno o plasma y se observa si ocurre la formaciéon o no de coagulos en un
periodo maximo de 30 minutos. El volumen minimo de antiveneno que impide

completamente la coagulacion se estima y corresponde a la dosis MCD-efectiva (22).
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2.7.2.3 Neutralizacién de la actividad hemolitica indirecta

La actividad hemolitica esta directamente relacionada con actividad enziméatica de la
fosfolipasa A2 (PLA2), dado que ésta puede generar la disrupcion de las membranas
de los glébulos rojos. Al evaluar la capacidad de neutralizacion hemolitica indirecta, se
puede observar si hay ruptura de eritrocitos. La prueba se define como la Dosis
Hemolitica Indirecta Minima (DHmI) del veneno de serpiente, que genera un halo de
hemodlisis de 20 mm de diametro, después de 20 horas de incubacién en una muestra
de agarosa-yema de huevo-eritrocitos (68, 197).

Finalmente, una vez se ha abordado la causa del problema de investigacion y los
soportes que permiten el acercamiento a él, es posible generar una aproximacion al
objeto de estudio para evaluar el efecto de la variacibn en la temperatura de
almacenamiento sobre las caracteristicas fisicas y la capacidad neutralizante de
algunas de las actividades del veneno de B. asper, en las formas farmacéuticas de los
antivenenos polivalentes almacenados durante un periodo de 3 y 6 meses, producidos
en Colombia. En el siguiente capitulo, se expondra el disefio metodolégico de esta

investigacion.
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3.1 Tipo de estudio

Se realizé un estudio exploratorio-experimental-analitico-prospectivo, en el cual se
manipulo la forma de preservacion del SAP producido por el Instituto Nacional de Salud
(INS), al liofilizarlo mediante secado por congelacion. Con el fin de evaluar la capacidad
de neutralizacion, comparando la forma de preservacion liquida y liofilizada del SAP
producida por el INS vs. el SAP de Laboratorios Probiol®. Se almacenaron a 3
temperaturas especificas (4, 22 y 45°C), por dos periodos de 3 y 6 meses. Estas fueron
seleccionadas teniendo en cuenta la temperatura de almacenamiento sugerida por el
fabricante, la temperatura media en Colombia (72)?? y la temperatura maxima en la cual

podria existir desnaturalizacion de las inmunoglobulinas del SAP.
A continuacion, se expresa como se denominaron los tratamientos en la tabla 3-1.

Tabla 3-1. Designacién del nombre de los tratamientos

Temperatura
SAP 4°C 22°C 45°C
Forma comercial
Instituto Nacional de INS 4°C INS 22°C INS 45°C
Salud

Forma liofilizada
Instituto Nacional de
INS_L 4°C INS_L 22°C INS L 45°C
Salud (tratada en

esta investigacion)

Forma comercial de
Probiol

Probiol 4°C Probiol 22°C Probiol 45°C

Fuente: Elaboracion propia.

3.1.1 Obtencién del veneno de serpientes

No se realizaron procedimientos de ordefio, ya que el laboratorio de Ofidismo y

Escorpionismo de la Universidad de Antiogquia, cuenta con su propio banco de venenos.

22E| estudio realizado por el Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales
(IDEAM) para el periodo de 1971-2010, analiz6 el comportamiento promedio y las tendencias
de largo plazo de la temperatura maxima media para las regiones hidroclimaticas de Colombia,
arrojando como resultado que la temperatura media fue de 22,85°C y la méxima de 36,3°C (72).
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El veneno empleado correspondié a ejemplares adultos de la serpiente Bothrops asper,
representativo para las regiones de Magdalena Medio, Nordeste de Antioquia, Uraba,
Bajo Cauca y Costa Pacifica.

Estos venenos se conservaron liofilizados a una temperatura de -20°C hasta su uso.
Para los estudios de neutralizacion, se utilizé el veneno de la especie referida, ya que
esta especie es la serpiente venenosa de mayor representacion clinica y
epidemiolégica en Colombia y contra la cual los SAP evaluados tienen capacidad

neutralizante (véase el apartado 2.3.1).

3.1.2 Adquisicion de antivenenos

En este estudio se compré el SAP de INS directamente y el de Laboratorios Probiol®
se obtuvo mediante un distribuidor. Se compraron 6 ampolletas de cada producto. INS
lote N°14SAPO2 con fecha de vencimiento septiembre/2018 y Laboratorios Probiol®
lote N°AP026VI 15-ES con fecha de vencimiento junio/2017. No se incluyé SAP
producido en otros paises (Instituto Clodomiro Picado-Costa Rica, Instituto Butantan-
Brasil, Instituto Bioclén-México), dado que la recomendacion para la produccion de SAP
por la OMS indica que éstos deben ser fabricados preferiblemente con especies de

serpientes autdctonas de la region geogréfica afectada (56) .

Las consideraciones para la adquisicion del SAP dentro del estudio, por las que se
tomé la decisidbn de adquirir un nimero limitado de viales de antiveneno, estan
relacionadas con:

1. Entre 2015y 2016, Colombia enfrentaba una situacion de Emergencia Sanitaria
por desabastecimiento de los antivenenos producidos en el pais. Esta
investigacion inicié en este mismo periodo, por lo cual se tuvo dificultades para
la obtencion de diversos lotes.

2. Teniendo en cuenta la situacion de Emergencia Sanitaria a nivel nacional,
como consideracion ética en esta investigacion, se propuso usar la cantidad
estrictamente necesaria para realizar las actividades propuestas, cumpliendo
asi los objetivos planteados. Dado que en Colombia, el SAP puede
considerarse un medicamento vital no disponible en periodos de Emergencia

Sanitaria.
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3. Laboratorios Probiol®, en este periodo, no contaba con Registro INVIMA
vigente, por lo que esta condicion limitaba la distribucion y obtencién de
ampollas del SAP.

4. Para minimizar el sesgo por interés particular de terceros dentro de la
investigacion se evito en lo posible la influencia institucional de alguno de los
fabricantes, por lo que no se establecié comunicacion o contacto con el INS o
Laboratorios Probiol®, para financiar o donar los Lotes de los SAP.

5. Considerando los altos costos de las unidades de SAP y la limitacion financiera
del estudio, se adquirieron las cantidades necesarias para la investigacion

conforme consideraciones del modelo metodolégico.

3.2 Liofilizacion del antiveneno Liquido

El antiveneno del Instituto Nacional de Salud su férmula farmacéutica es liquida, por lo
gue en esta investigacion, se liofiliz6 con el propdsito de lograr un factor de

comparacion real entre formulaciones liofilizadas.

La liofilizacion del SAP del INS, se realiz6 tomando 3 ampolletas, las cuales se
dividieron a la mitad cada una, dejando la ampolleta original con 5ml, y el volumen
restante en un vial estéril. Esto se llevé a cabo para garantizar que hubiera 2 muestras

del SAP para ser almacenados a 3 y 6 meses.
Los 6 viales resultantes se cargaron en un liofilizador LABCONCO, se congelaron a -

40°C y fueron llevadas a -10°C durante 4 horas. El secado primario se hizo a -20° C

durante 48 horas y el secado secundario a 30° C durante 4 h.

3.3 Distribucion de grupos y Almacenamiento del SAP

Se realiz6 a un muestreo no probabilistico (198)%, en el que se optimizé el uso del

contenido de cada ampolleta del lote por fabricante.

23 Es una técnica en la que no se pueden aleatorizar las muestras, por lo tanto los resultados no
son generalizados para todos los individuos de una poblacion, sino que responde a la busqueda
de la representatividad evaluando o midiendo la cantidad de unidades a las que se puede
acceder con facilidad (198).
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La distribucion de los tres grupos de tratamientos se realizé teniendo en cuenta las tres
temperaturas de almacenamiento. De esta manera, se consolidan nueve grupos para

cada ensayo obteniendo un total de 18 tratamientos almacenados, asi:

Tabla 3-2. Distribucion de los grupos de tratamientos a las tres temperaturas para el Ensayo 1

y 2, respectivamente.

Temp. 1 Temp. 2 Temp. 3
4°C 22°C 45°C
Tratamiento 1 INS 5ml de amp. | 5ml de amp. | 5ml de amp.
usados Usados Usados
Tratamiento 2 INS L 5ml de amp. | 5ml de amp. | 5ml de amp.
- usados Usados usados
Tratamiento 3 Probiol 10ml de 10ml de amp 10ml de
amp. usados usados amp. usados

Pruebas: 1. Determinacion de titulos de anticuerpos por técnica de E.L.I.S.A.; 2. Ensayos de
neutralizacion de actividad proteolitica, coagulante y hemolitica indirecta; 3. SDS-PAGE.
Fuente: Elaboracién propia.

Teniendo en cuenta que se realizaron dos ensayos a los 18 tratamientos, las fechas de
almacenamiento corresponden: Ensayo 1, se almacené desde el 18 de enero al 18 de
abril (3 meses), las pruebas de laboratorio se tomaron en las tres semanas siguientes
(19 de abril al 6 de mayo/2016); Ensayo 2, se almacend desde el 18 de enero hasta el
18 de julio (6 meses), las pruebas de laboratorio se tomaron en el mismo periodo

anterior (19 de julio al 5 de agosto/2016).

Los antivenenos (INS, INS_L y Probiol) fueron almacenados en completa oscuridad, se
etiquetaron las ampolletas indicando fecha de almacenamiento y temperatura a
almacenar. Posteriormente se prepararon 3 cajas para el almacenamiento de las

ampolletas a las temperaturas de 4, 22 y 45°C como se visualiza en la tabla 3-3.

Tabla 3-3. Almacenamiento del SAP

Lugar de # Ampolletas # Ampolletas
almacenamiento Temperatura | # Ampolletas INS INS L Probiol
Nevera - lab. 4°C 1 (10ml c/u) 2 (5ml c/u) 2 (10ml c/u)
lab. Ofidismo a
temperatura 22° C 1 (10ml c/u) 2 (5ml c/u) 2 (10ml c/u)
controlada
Incubadora de
serpentario 45°C 1 (10ml c/u) 2 (5ml clu) 2 (10ml c/u)
UdeA

Fuente: Elaboracion propia.
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3.4 Reconstituciéon de los SAP Liofilizados (INS_L y Probiol)

El proceso de reconstitucion de los SAP se realizé una vez terminé cada periodo de
almacenamiento (3 y 6 meses). El procedimiento a seguir fue asi: para INS_L se
reconstituyeron con 5ml de agua estéril (mismo volumen liofilizado) y, para Laboratorios
Probiol®, se reconstituyeron con 10ml de agua estéril, segun las recomendaciones del
productor. Se hidratd el producto por 2 minutos y luego se agité suavemente con la
mano. Eltiempo requerido para lograr la disolucion completa se registr6 (horas, minutos

y segundos).

3.5 Caracterizacion de los cambios fiscos de los SAP’s

Se evalué los cambios fisicos observados posterior a la reconstitucion, siendo tenidos
en cuenta: coloracion, turbidez y precipitacion. Las dos primeras caracteristicas, se
evaluaron de acuerdo a los cambios visuales, y la precipitacion se evalué al centrifugar

los SAP’s a 5000 rpm durante 10 minutos.

3.6 Electroforesis en gel de poliacrilamida de los SAP's

El andlisis electroforético de los SAP's incubados se realiz6 en SDS-PAGE en
condiciones reducidas. Se prepar6 cada una de las muestras (INS, INS_L y Probiol

para cada una de las temperaturas 4, 22 y 45°C) en una dilucién asi:

e 10uL SAP + 10uL SSN + 20uL Buffer de muestra a los 3 meses (para geles al
7.5%).

e 3uL SAP + 17uL SSN + 20 uL Buffer de muestra a los 6 meses (para geles al
10%)2“,

Posteriormente, se realizé la preparacion de los geles segun la técnica de Laemmli, se
sembraron las muestras a las concentraciones descritas (20uL por carril) y se corrieron
a 120v durante 60 minutos. Los geles se tifieron con Coomassie Brilliant Blue R-250
(199).

24 Se usaron 2 concentraciones para los geles y de la muestra, dado que aquellos que fueron
preparados a los 3 meses, se observd que el bandeo electroforético no se lograba apreciar
adecuadamente.
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3.7 Determinacion de titulos de anticuerpos por el método de E.L.I.S.A

Se tomaron platos de 96 pozos, se incubaron toda la noche a 4°C con 4000 ng/ml de
veneno de B. asper diluido en buffer de pegado, se lavaron, se les adicion6 solucién de
bloqueo y se lavaron nuevamente. Se les adicion6 100pL de diluciones variables de los
antivenenos y se incubaron por 2 horas a 37°C, se lavaron. Se les adicioné 100pL de
IgG marcada con perédxidasa anti-lgG de caballo en una dilucion 1:8000, los platos se
incubaron nuevamente por 2 horas a 37°C y se lavaron. Finalmente, se les adiciond
OPD con peroxido de hidrégeno y tampdn de citrato. Se protegio de la luz incubando a
37°C por 15 minutos, se les adicion6 50uL de solucién de pare y se ley6 la absorbancia
a 492nm (200).

3.8 Ensayos de neutralizacion in vitro

3.8.1 Neutralizacion de la actividad proteolitica contra el veneno de B. asper

Se prepararon mezclas de 10 ug del veneno de Bothrops asper con dosis variables del
antiveneno® en un volumen de 20 uL de Tris-HCI pH 7,4; a las cuales se les adicion6
100 pL de una solucion de azocaseina (10 mg/ml) y se incubaron por 90 minutos a
37°C. La reaccion se detuvo con la adicion de 200 yL de acido tricloroacético (5%).
Posteriormente, la mezcla se centrifugé a 2500 rpm/5 min, se tomaron 100 uL del
sobrenadante, depositandolos en microplatos de 96 hoyos y se le agregé 100 uL NaOH
(0,5 M) y se leyo6 la absorbancia a 450nm. Se proces6 como control positivo el veneno
y como control negativo el antiveneno, segun la técnica modificada de Wang (194). Los
resultados se expresaron como el porcentaje de neutralizacion del efecto proteolitico,
tomando como referencia la absorbancia obtenida para el veneno como el 100% de la
actividad proteolitica®. Los resultados que se escogieron para el andlisis estadistico
fueron aquellos en los que el antiveneno fue capaz de neutralizar el 50% o mas de la

actividad del veneno (DEso). Se realizaron ensayos por triplicado, para cada SAP

%5 Se realizaron mezclas de Antiveneno-Veneno, teniendo como dosis de reto 10 g del veneno.
Estas fueron llevadas a soluciones como: 500uL SAP/ 20ugV, 500uL SAP/ 10ugV, 1000uL SAP/
20ugV y 1000puL SAP/ 10ugV. La DEso se obtuvo en una solucion de la mezcla
Antiveneno/Veneno 1000uL SAP/ 10ugVv

26 E| porcentaje de inhibicion o neutralizacion de la actividad proteolitica del veneno se

AX AV/V x 100

A veneno—AJlantiveneno

calcula mediante la siguiente férmula: 100 —( ) * As=absorbancia. AV=

antiveneno. V=veneno. AV/V= solucién de AVy V.
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evaluado se obtuvieron 8 observaciones a los 3 meses de almacenamiento y 7
observaciones a los 6 meses, para un total de 135 observaciones para ambos periodos

de almacenamiento.

3.8.2 Neutralizacion de la actividad coagulante contra el veneno de B. asper

Se realiz6 mezclando 300 uL de plasma humano citratado (3,9 g/dL), con 50 pL de una
soluciéon que contenia 1 yg de veneno de B. asper con cantidades variables del
antiveneno en buffer SSN (200) y se registré el tiempo de coagulacion del plasma
mediante coagulémetro. Se utilizé el antiveneno y el veneno solos cada uno, como
controles negativo y positivo, respectivamente (195). La DEsp de antiveneno es aquella
la dosis que increment6 el tiempo de coagulacién en tres veces el tiempo del control

positivo (veneno solo). Los ensayos se realizaron por triplicado.

3.8.3 Neutralizacion de la actividad hemolitica indirecta contra el veneno de B.

asper

Se prepararon mezclas de 2 ug de veneno de B. asper (una dosis hemolitica minima)
con dosis variables del antiveneno y disueltas en SSN; se incubaron por 30 minutos, y
se adicionaron a platos previamente preparados con agarosa-yema de huevo-
eritrocitos (68), los cuales se incubaron en una cdmara hiumeda por 20 horas a 37 °C.
En seguida, se midi6 el didmetro del halo de hemdlisis. Se utiliz6 SSN y el veneno solo
como control negativo y positivo, respectivamente. La DEsy fue aquella dosis de
antiveneno que redujo en un 50% la hemdlisis inducida por el veneno solo (100% de

hemolisis). Los ensayos se realizaron por triplicado.

3.9 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico fue realizado por el grupo de Consultoria Estadistica del
Departamento de Estadistica, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de

Colombia.

Con el fin de dar respuesta a los objetivos propuestos en la investigacion, se
establecieron varios procedimientos estadisticos, entre ellos el muestreo no
probabilistico, analisis estadistico descriptivo, regresiébn beta, modelo lineal
generalizado con respuesta Gamma y Analisis de Varianza Multiple (MANOVA),

teniendo en cuenta las propiedades de las variables de interés:
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e Potencial de neutralizacion proteolitico. Para esta variable se ajusté un modelo
de regresion Beta (201) con funcién de enlace log y con variables explicativas:
temperatura de almacenamiento, tiempo de almacenamiento y forma de
preservacion. Lo anterior, debido a que dicha variable es un porcentaje y toma

valores entre cero y uno.

Para el andlisis de esta variable, se tomaron 135 observaciones, las cuales se

distribuyeron asi:

Tabla 3-4. Distribucion de las observaciones para el potencial de neutralizacion de la
actividad proteolitica del veneno de B. asper

J meses 6 meses
Temperatura | 4 22 45 |4 22 45
INS 8 B 8|7 7 7
INS L 8 B 8|7 7 7
PRO 8 B 8|7 7 7

Fuente: Elaboracion propia. Véase informe estadistico

Mediante el modelamiento de datos?’, se calculd6 los porcentajes de
neutralizacién proteoliticos promedio estimados por tratamiento (véase Tabla 3-
5), a los que se les aplicé el cociente de respuestas medias para evaluar los
contrastes de las diferentes variables, por ejemplo INS vs. INS_L (Tiempo 3).
Luego, se disgregaron los resultados por los siguientes contrastes: SAP vs.
tiempo de almacenamiento; temperatura vs. tiempo de almacenamiento; v,

forma de preservacién vs. tiempo vs. Temperatura.

27 Al modelo de regresion Beta, se le aplico verificacion de supuestos y andlisis de influencia;
en el cual se valord las interacciones entre las variables forma de preservacion, tiempo y
temperatura de almacenamiento. Véase modelamiento de datos en apartado de anexos,
Consultoria estadistica Caso |, realizado por la Consultoria Estadistica del Departamento de
estadistica de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia.
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Tabla 3-5. Porcentajes de neutralizacién de las actividades proteoliticas contra el veneno de B.
asper promedio estimadas

Tratamiento Tiempo Preservacion Temperatura fix
1 3 INS 4 0.873356
2 6 INS 4 0.863510
3 3 INS L 4 0.664195
4 6 INS L 4 0.852663
5 3 PRO 4 0.556567
6 6 PRO 4 0.630214
7 3 INS 22 0.825262
8 6 INS 22 0.844207
9 3 INS L 22 0.627619
10 6 INS L 22 0.833602
11 3 PRO 22 0.525917
12 6 PRO 22 0.616126
13 3 INS 45 0.684832
14 6 INS 45 0.845831
15 3 INS L 45 0.520820
16 6 INS L 45 0.835205
17 3 PRO 45 0.436425
18 6 PRO 45 0.617311

Fuente: Elaboracion propia. Véase el Informe estadistico.

e Potencial de neutralizacion coagulante. Para esta variable se ajusté un modelo
lineal generalizado con respuesta Gamma y funcion de enlace log, con variables
explicativas: temperatura de almacenamiento, tiempo de almacenamiento,
forma de preservacién. Lo anterior, debido a que la variable es continua y toma

valores positivos.

Para el analisis de esta variable, se tomaron 72 observaciones, las cuales se

encuentran distribuidas asi:

Tabla 3-6. Distribucion de las observaciones para el potencial de neutralizacion de la actividad
coagulante del veneno de B. asper

3 meses 6 meses
Temperatura | 4 22 45 | 4 22 45
INS 6 6 6|3 3 3
INS L 3 3 3|13 3 3
PRO 6 6 6|3 3 3

Fuente: Elaboracion propia. Véase informe estadistico.

Mediante el modelamiento de datos, se calculé la Raz6n de neutralizacién coagulante®®
contra el veneno de B. asper estimada por tratamiento (véase tabla 3-7), en el cual se

les aplic6 el cociente de respuestas medias para evaluar los contrastes de las diferentes

ZNumero de veces que se triplica el tiempo de coagulacion en relacion al control positivo
(veneno)
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variables, por ejemplo INS vs. INS_L (Tiempo 3 - Temp 4). Posteriormente se

disgregaron los resultados por contrastes.

Tabla 3-7. Razon promedio esperada de neutralizacion de la actividad coagulante contra el

veneno de B. asper estimada por tratamiento

Tratamiento  Tiempo Preservaciom  Temperatura [
1 3 INS 4 311004
2 i INS 1 22,0378
3 3 INS_L 1 11.4687
1 6 INS L 1 16,1849
5 3 PRO 4 3.5483
6 6 PRO 4 5.0075
7 3 INS 22 31.8495
8 6 INS 22 44,9468
9 3 INS L 22 9.8667
10 6 INS_L 22 35.0288
11 3 PRO 22 2.8154
12 6 PRO 22 1.6894
13 3 INS 45 14.0208
14 6 INS 45 19.7865
15 3 INS L 45 9.9982
16 [ INS L 45 35.4560
17 3 PRO 45 28018
18 6 PRO 45 5.3809

Fuente: Elaboracion propia. Véase el Informe estadistico.

Se describe el cociente de respuestas medias a continuacion, por ejemplo el cociente

de respuestas medias estimadas para el contraste INS Vs INS_L (Ti 3 - Tem 4) es:

Respuesta media estimada de INS  L(Ti 3 — T'em 4)
Respuesta media estimada de INS (193 — Tem 4)

Potencial de neutralizaciéon hemolitico indirecto. Para esta variable se realizé un
analisis netamente descriptivo, teniendo en cuenta la falta de variabilidad en el
porcentaje del diAmetro de la hemdlisis, lo que indica que el proceso en estudio

se acerca mas a un proceso deterministico que a un proceso aleatorio.

Para esta variable se analizaron 102 observaciones, las cuales se encuentran
distribuidas asi:

Tabla 3-8. Distribucion de las observaciones para el potencial de neutralizacién de la
actividad hemolitica indirecta del veneno de B. asper

3 meses 6 meses
Temperatura | 4 22 45 | 4 22 45
INS 6 4 6|6 6 6
INS L 6 4 6|6 6 6
PRO 6 4 6|6 6 6

Fuente: Elaboracion propia. Véase informe estadistico.
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Los métodos anteriores fueron seleccionados frente a posibles disefios experimentales
con respuesta normal, debido a que éstos requerian transformaciones que dificultan la
interpretacion de los resultados en la variable original de interés, es decir, el potencial
de neutralizacién de las actividades hemolitica indirecta, coagulante y proteolitica
contra el veneno de B. asper.

Con respecto al cuarto objetivo especifico, se realiz6 un Andlisis de Varianza Multiple
(MANOVA), con dos factores con sus respectivos niveles (Temperatura y Tiempos de

preservacion), la interaccién y un bloque (Modo de preservacion).

Para esta variable se analizaron 324 observaciones repartidas asi: en 3 bloques
correspondientes a los SAP’s hubo 108 por cada uno; al interior de cada bloque se
obtuvo por tiempo de almacenamiento (3 y 6 meses) se dieron 54 observaciones; v,
por cada temperatura (4,22 y 45°C) hubo dos réplicas con 18 observaciones, para cada
una. A continuacion se presenta la tabla 4-13, que ejemplifica la distribucion para una

variable respuesta:

Tabla. 3-9. Ejemplificacién de la distribucién para una variable respuesta

TITULO A 4.000
3 meses G meses
Temperatura | 4 22 45 | 4 22 45
INS 2 2 212 2 2
INS L 2 2 212 2 2
PRO 2 2 212 2 2

Fuente: Elaboracion propia. Véase Informe estadistico.

Para el analisis de los datos y el ajuste de los diferentes modelos se usoé el software
estadistico R version 3.3.0, licencia GNU version 3 (202). Para los cambios observados
de las caracteristicas fisicas, no se realiz6 analisis estadistico sino una descripcion de

los hallazgos evidenciados.



3.10 Definicion operacional de las variables

Variable Definicién Operalizacion Tipo Escala Instrumento
Méxima dilucion del antiveneno
Titulos de | problema que arrgja un resultado
anticuerpos de | positivo. Prueba de E.LLS.A. IgG Absorbancia Cuantitativa Razén ELILSA
antiveneno marcada con perdxidasa contra
anti-lgG de caballo
La cantdad de antiveneno
necesario para producir la mitad de
la  respuesta maxima. Los
resultados se expresaron como el
Potencial  de Egtcee;itﬁac% de |r:|;|rk;|;|10cri10del ifg;tg % del valor de absorbancia en
gregtggilé(?glm referencia la absorbancia obtenida cada muestrg (;seisﬁesctoal control Cuantitativa Intervalo Espectrofotometria
para el veneno solo como 100% de
actividad. La dosis eficaz 50 fue la
que redujo en 50% la actividad del
veneno. Los ensayos se realizaron
por triplicado
. La dosis €ficaz de antiveneno es la Tlempqde coagulacion
Potencial  de dosis que increments el fiempo de raz6n de nimero de veces que
neutralizacion que P se prolongd el iempo de Cuadlitativa Intervalo Coagulémetro
coagulacion en tres veces el tiempo .
coagulante del - coagulacion con respecto el
control positivo (veneno solo) -
control positivo
Potencial  de | Ladosis eficaz fue aquelladosisde | % del didmetro de hemdlisis en
neuna!igacim anﬁvghgnq que (edujo enun50% la cac_ia agarosa-yema de huevo Cualitativa Intervalo Regla milimétrica
hemolitico hemdlisis inducida por el veneno eritrocitos respecto al control
indirecto solo (100% de hemodlisis) positivo
Temperatura de
Es unamagnitud escalar que indica almacenamiento de los
la intensidad de calor o frio de un antivenenos en grados
Temperatura } ; . - . .
de exposicion cuerpo, ambiente oun opjeto, yque centigrados Cuantitativa Razon Termémetro
se mide en grados centigrados por -4 grados
un termémetro. - 22 grados
- 45 grados
Medida en meses del tiempo que
Tiempo de dur_aron almacenado_s_ _ los Numero de meses o _
) antivenenos desde el inicio del - 3meses Cuantitativa Intervalo Reloj
amacenamiento . ;
estudios, hasta seis meses. Todos -6 meses
con fecha de vencimiento vigente
Si se presentd un cambio en el
Coloracion Laimpresion ,producide} por un tono cqlor del antiveneno durgnte el Cualitativa Nominal Investigador
deluz enlos drganos visuales. tiempo de almacenamiento
La presencia de elementos
La formacion de elementos solidos sdlidos después de la
Precipitacion a partir de una solucién por accién centrifugacion Cualitativa Nominal Investigador
de la fuerza centrifuga -Si(1)
-No(0)
Perdida de la trasparencia de
forma comparativa con la
La falta de ftrasparencia de un | presentacionfarmacéutica inicial
Turbidez liquido debido a la presencia de durante el tiempo de Cuadlitativa Nominal Investigador
particulas en suspension almacenamiento
-Si(2)

-No(0)




4 Resultados

A continuacién se presentan los resultados obtenidos en esta investigacion, teniendo
en cuenta todo el procedimiento y desarrollo metodolégico, partiendo del
almacenamiento de los Sueros Antiofidico Polivalentes (SAP) en el Ensayo 1y 2. Es
necesario recordar que se tiene un lote por cada fabricante de SAP, a saber: Instituto
Nacional de Salud y Laboratorios Probiol®. Para efectos comparativos, parte de las
ampolletas seleccionadas, producidas por el INS, se liofilizaron (INS_L).
Posteriormente, los viales de ambos fabricantes y los modificados aqui, una vez vencié
su periodo de almacenamiento, fueron reconstituidos (INS_L y Probiol) para el analisis

de las variables de estudio.

4.1 Comparacion de la evaluacion de cambios fisicos de los
antivenenos almacenados a diferentes temperaturas por 3y 6
meses

Los cambios fisicos tenidos en cuenta para evidenciar el efecto de la variaciéon de la
temperatura de almacenamiento fueron: la coloracién, la turbidez y la precipitacion,
estos se evaluaron cualitativamente, al concluir cada periodo previo al analisis de las

otras variables de este estudio.

4.1.1 Coloracion

Los cambios en la coloracién se pueden encontrar en la Tabla 4-1. Se observa que al
modificar la temperatura de almacenamiento INS 45°C y Probiol 45°C presentaron
cambio de ésta, tomando una coloracién blanquecina y ocre, respectivamente, en el
Ensayo 1y 2. Sin embargo, no se observo un efecto de la temperatura o el tiempo de
almacenamiento sobre INS_L, pues no presentdé cambios de la coloracién. Estos

cambios pueden ser evidenciados en las figuras 4-1, 4-2 y 4-3.
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Tabla 4-1. Cambios de la coloraciéon del SAP segun temperatura y tiempo de almacenamiento

Tiempo de almacenamiento
3meses | 6meses | 3meses | 6 meses | 3meses | 6 meses
Tem peratura de 2°C 29°C 45°C
almacenamiento
INS incoloro | incoloro | Incoloro | incoloro Blanco Blanco
INS L incoloro | incoloro | Incoloro | incoloro | Incoloro | Incoloro
Probiol amarillo | amarillo | Amarillo | amarillo Ocre Ocre

Fuente: Elaboracion propia.

4.1.2 Turbidez

Se observa que al modificar la temperatura de almacenamiento hay turbidez de todos
los SAP almacenados a 45°C, a los 3 y 6 meses, comparandolos con los almacenados
a 4y 22°C, siendo INS 45°C el que mostré6 mayor turbidez. Llama la atencién que
Probiol 45°C, a los 3 meses de almacenamiento, presenté ligera turbidez vs. a los 6

meses de almacenamiento. Estos cambios pueden ser visualizados en las figuras 4-1,
4-2y4-3.

Tabla 4-2. Cambios de la turbidez del SAP segun temperatura y tiempo de almacenamiento

Tiempo de almacenamiento
3meses | 6meses | 3meses | 6meses 3meses | 6meses
Tem peratur'a de 2C ¢ 15°C
almacenamiento
INS noturbio | noturbio no turbio no turbio Turbio Turbio
! ) ) . ligeramente | ligeramente
o
% INS L noturbio | noturbio no turbio no turbio turbio turbio
Probiol noturbio | noturbio gerar nel e no turbio Turbio Ligera .ethe
turbio turbio

Fuente: Elaboracion propia.

4.1.3 Precipitacidon

Como se observa en la tabla 4-3, al modificar la temperatura de almacenamiento hay
precipitacién de los SAP: Probiol 45°C almacenado por 3y 6 meses e INS_L 45°Ca los
6 meses. Haciendo la comparacién con los demas grupos, se obtiene que INS no
presenta precipitados a pesar del cambio de temperatura. Estos cambios pueden ver
reflejados en las figuras 4-1, 4-2 y 4-3.
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Tabla 4-3. Precipitacion del SAP segin temperatura y iempo de almacenamiento

Tiempo de aimacenamiento
3meses | 6meses | 3meses | 6meses | 3meses | 6meses
Temperaturade #C 22°C 45°C
almacenamiento
INS sin sin sin sin sin sin
precipitado | precipitado | precipitado | precipitado | precipitado | precipitado
% INS L sin sin sin sin sin con
n — precipitado | precipitado | precipitado | precipitado | precipitado | precipitado
Probiol sin sin sin sin Con Con
precipitado | precipitado | precipitado | precipitado | precipitado | precipitado

Fuente: Elaboracion propia.

En la figura 4-1, 4-2 y 4-3 se presentan las imagenes de los SAP donde se evidencian

los cambios fisicos previamente descritos.

Figura 4-1. INS almacenado a 3 y 6 meses en las diferentes temperaturas

INS almacenadoa 4°, 22° y 45° C por 3
meses

INS almacenadoa 4°,22° y 45° Cpor 6
meses

;.do 'Ns]

d 4‘2

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 4-2 INS_L almacenado a 3 y 6 meses en las diferentes temperaturas

INSL almacenado a 4°,22°y 45° C por 3 meses | INSL almacenado a 4°,22°y 45° C por 6 meses

Fuente: Elaboracién propia.

Figura 4-3. Probiol almacenado a 3 y 6 meses en las diferentes temperaturas

Probiol almacenado a 4°, 22° y 45° C por 3 meses Probiol almacenado a 4°, 22° y 45° C por 6 meses

Fuente: Elaboracion propia.
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4.2 Tiempo de reconstitucion de los SAP liofilizados a los 3y 6 meses

El antiveneno de Probiol requirié un tiempo prolongado de reconstitucion (1h 20 min a
2h 10 min) al compararse con INS_L (0 s a2 min 25 s). Teniendo en cuenta que se uso
la temperatura de almacenamiento recomendada por el fabricante (25°C £ 2°C o0 30°C
+ 2°C), segun lo estipulado por la Resolucién 3690 de 2016 (73), entonces, no es
posible adjudicar el tiempo en que tarda su reconstitucion al cambio de temperatura
extrema. Mientras que el comportamiento de INS_ L demostr6 mayor eficiencia al
reconstituirse en tiempos menores a 3 minutos, en los distintos periodos de

almacenamiento. Véase la tabla 4-4.

Tabla 4-4. Tiempo de hidratacion de los SAP liofilizados a los 3 y 6 meses

Tiempo de almacenamiento
3meses | 6meses | 3meses | 6meses | 3meses | 6meses
Temperatur'a de 4°C 22°C 45°C
almacenamiento
INS_L 0s 30's 0s 32s os | 2min-
N _ 25s
5) 1lh-25 lh-21 1h-20 1h-54 1h-30 Zh.' 10
PROBIOL . X . X . min —
min min 58 s min min- 56s min 41s

Fuente: Elaboracién propia.

4.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida de SAP almacenados a 3y 6

meses

Se realizé un control positivo de una Inmunoglobulina (IgG) de ratén y de albmina, con
el fin de establecer el bandeo electroforético de control, en donde se evidencia
cualitativamente el peso molecular de la inmunoglobulina y de la albumina. Alos 3y 6
meses de almacenamiento, se procesaron 3 geles en los cuales se distribuyd cada uno

de los SAP a las diferentes temperaturas, que se observan en la Imagen 4-1y 4-2.
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Imagen 4-1. SDS-PAGE de SAP almacenados a 3 meses

250kDa
150kDa 250k0a ,
:
150kDa
100kDa e
75k0a B 75kDa
50kDa
SokDa 4 . fr— g ..
) INSA'C INS22°C  INSA5'C  P4'C
37kDa  — B
mP g6 Albm
A Ged 1. control post
== { =
250kDa
150kDa = | v 2
100kDa | ~n
75kDa | wem 2 =
SOkDa | s j S
37kDa  S—
Mp P22°C P45°C INSL4"C lNSl‘IVZ’C NI 45°C
C. Gel3

A. Gel 1, control positivo: marcadores de peso molecular, IgG de ratén y albumina. B. Gel 2,

SAP’s almacenados a 3 meses: INS 4°C, INS 22°C, INS 45°C y Probiol 4°C. C. Gel 3, SAP’s

almacenados a 3 meses: Probiol 22°C, Probiol 45°C, INS_L 4°C, INS_L 22°C e INS_L 45°C.
Fuente: Elaboracién propia.

En la imagen 4-1 se puede observar el bandeo electroforético de todos los antivenenos
gue presentaron una banda de proteina de 150KDa, correspondiente a la IgG. Pero
ademas se visualiza una banda de 50KDa correspondiente a la albumina, siendo muy
pequefias en INS, pero muy abundante en el de Probiol. Aparentemente, no se
observan diferencias en la abundancia o comportamiento de la IgG. Exceptuando, en
el caso de la observacién de la banda de albumina, a INS45°C, que refleja
cualitativamente menor presencia de ésta. Con respecto al bandeo electroforético de
Probiol, llama la atencién que esta muy cargado, a pesar de haberse usado la misma
muestra de siembra que para los otros SAP. Por lo cual, se sospecha que

cualitativamente podria mostrar un mayor contenido proteico.

En la imagen 4-2 se observa la electroforesis de los SAP que fueron almacenados
durante 6 meses, que muestran cualitativamente un comportamiento similar al
observado en el patrén electroforético de los 3 meses (ver imagen 4-1), Sin embargo,
llama la atencién que visualmente el bandeo electroforético para INS 45°C es mas
débil.
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Imagen 4-2. SDS-PAGE de SAP almacenado a 6 meses

250kDa 250kDa
150kDa 150kDa
100kDa 100kDa

75kDa - 75kDa

.- -

37kDa

-

- -
Mp INS &°C INS 22°C INS 45°C
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— — v
250kDa
150kDa 250kDa
100kDa 150kDa
75kDa 100kDa
— o = 75kDa
50kDa 50kDa
37kDa

e INSL &°C INSL 22°C INSL 85 37kDa

Probiol 4°C Probiol 22°C Probiol 45°C

D. cas

A. Gel 1, control positivo: marcadores de peso molecular, IgG de ratén y albumina. B. Gel 2,
SAP’s almacenados a 6 meses: INS 4°C, INS 22°C e INS 45°C. C. Gel 3, SAP’s almacenados
a6 meses: INS L 4°C, INS_L 22°C e INS_L 45°C. D. SAP’s almacenados a 6 meses: Probiol

4°C, Probiol 22°C, Probiol 45°C. Fuente: Elaboracién propia.

Esto quiere decir que el bandeo electroforético obtenido a los 3 vs. 6 meses de
almacenamiento, cualitativamente, no se visualiza diferencia en la presencia de 1gG en

los SAP almacenados a las diferentes temperaturas con excepcion de INS45°C.

4.4 Determinacion de titulos de anticuerpos por el método E.L.I.S.A para

el veneno de B. asper

Para la variable titulos de anticuerpos se realizd un Analisis descriptivo y un Analisis de
Varianza Multiple con el propésito de describir el comportamiento del resultado
completo de las pruebas de E.L.I.S.A, las variables respuesta son los 9 titulos (4000,
8000, 16000, 32000, 64000, 128000, 256000, 512000, 1024000), los factores son la
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temperatura (4, 22 y 45°C), el tiempo (3 y 6 meses), y el factor de bloqueo es la forma
de preservacion (INS, INS_L y Probiol)?°.

4.4.1 Andlisis descriptivo

En la figura 4-4 se presentan los resultados de las pruebas E.L.I.S.A. por cada uno de
los titulos, en la cual se observa que las curvas evidencian un comportamiento similar.
Sin embargo, se observé que hubo un cambio importante en los resultados de los SAP
que fueron almacenados por 3 meses a 22°C, ya que sin importar la forma de
preservacion, mostré una absorbancia mayor, excepto por el titulo a 4000, que es el
Unico caso que sus valores disminuyen. Es necesario mencionar que a menor dilucion,
se observa una mayor absorbancia, por ende, mejor titulo de uni6n antigeno —

anticuerpo.

En la figura 4-5 se observa que no existe una diferenciacién marcada de los titulos de
anticuerpos de INS entre las diferentes temperaturas de almacenamiento entre los 3 y
6 meses. No obstante, el comportamiento de INS L y Probiol muestran un
comportamiento inesperado en el que aquellos antivenenos que fueron almacenados a
4 y 45°C por 3 y 6 meses se sobreponen los titulos de anticuerpos. A pesar de eso se
muestran mayores niveles de titulos para los SAP almacenados a 3 meses y a 22°C,

seguidos de los almacenados a 4°C y, por ultimo, a 45°C, sin importar el SAP estudiado.

29 VVer modelamiento de datos en apartado de anexos, Consultoria estadistica Caso |, realizado
por la Consultoria Estadistica del Departamento de estadistica de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional de Colombia.
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Figura 4-4. Absorbancia y tratamientos con bloques por Titulos
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Figura 4-5. Comparacion INS, INS_L y Probiol a todas las temperaturas vs. tiempo de
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Se construy6 el MANOVA usando cuatro test (Pillai, Wilks, Hotelling-Lawley y Roy),

mediante el software estadistico R usando la funcion MANOVA (202), en la tabla 4-5

se presentan los resultados de cada test.

Tabla 4-5. Test para construccion de MANOVA

Df Pillai approx F oum Df  den Df Pr(>F)
(Intercept) 1 098 114.80 9 20 0.0000
blog 2 050 0.78 18 42 07090
tiempo 1 091 22.32 9 20 0.0000
temp 2 145 6.18 18 42 0.0000
tiempoternp 2 1.32 4.49 18 42 0.0000
Residuals 28
D Wilks approx F oom Df den Df Pr(>F)
(Intercept) 1 0.02 114.80 k) 200 0.0000
blog 2 0.565 077 18 40 07187
tiempo 1 0.09 22.32 9 200 0.0000
temp 2 0.01 17.44 18 40 0.0000
tiempo:temp 2 0.01 16.24 18 40 0.0000
Residuals 28
Df  Hotelling-Lawley  approx F' num Df  den Df  Pr(=F)
{Intercept) 1 5166 114.80 9 20 0.0000
blog 2 0.72 0.76 18 38 0.7307
tiempo 1 10,05 22.32 9 200 0.0000
temp 2 40,89 43,16 18 38 0.0000
tiempo:temp 2 45.22 AT.73 18 a8 0.0000
Residuals 28
Df  Roy approx F mum DEf den Df  Pr{>F)
(Intercept) 1 51.66 114.80 9 20 0.0000
blog 2 0 127 9 21 0.3107
tiempo 1 10.05 22.32 9 20 0.0000
temnp 2 39.98 93,20 9 21 0.0000
tiempo:temp 2 44.71 104.32 9 21 0.0000
Residuals 28

Fuente: elaboracion propia. Véase Informe estadistico.
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De acuerdo a la anterior tabla, de los cuatro test estadisticos, en tres de ellos se
rechaza la hipétesis Hoitiempol= tiempo2 y Ho:temperatural= temperatura2 =
temperatura3, lo que quiere decir que si hay diferencia en los efectos producidos por la
temperatura y el tiempo de almacenamiento sobre los cada uno de los 9 titulos de cada
SAP.

Para la verificacion de supuestos se realizé un modelo de regresion lineal de cada una
de las variables respuesta (los 9 titulos) con cada factor (tiempo y temperatura), de las
cuales se obtuvo 18 regresiones, se realizd la verificacion de la normalidad de los
residuales de cada regresion y la prueba de homocedasticidad de varianzas, en la cual
se concluyé que el modelo cumplia 11 de los 18 criterios minimos de significancia a=
0.05, lo que comprobé que el modelo estaba correctamente realizado (Véase Informe

estadistico, Anexos).

4.5 Neutralizacion de la actividad proteolitica contra el veneno de B.

asper

Se evalud el porcentaje de la neutralizacion de la actividad proteolitica contra el veneno
de B. Asper, de cada uno de los SAP, a diferentes concentraciones, la DEso fue hallada
a una concentracion antiveneno/veneno de: 1000uL SAP/ 10ugV. El analisis estadistico

de los resultados solo tuvo en cuenta los datos obtenidos a esta concentracion.

4.5.1 Analisis descriptivo

En la figura 4-6 se muestra la comparacion de los resultados obtenidos en las pruebas
de neutralizacién de la actividad proteolitica, a los 3 y 6 meses, en los que se evidencid
gue INS tiene un porcentaje de neutralizacién proteolitico superior (63,2-90,9%),
seguido por INS L (60,9-87%) v, finalmente, Probiol (43,5-68,1%). Al disgregar los
resultados por temperatura de almacenamiento se observa que conforme esta
aumenta, el porcentaje de neutralizacion disminuye para cada uno de los SAP en
ambos periodos de tiempo analizados®. Sin embargo, este comportamiento se

modifica a los 6 meses, donde INS_L y Probiol arrojan promedios de neutralizacion

30 A los 3 meses de almacenamiento: INS 4°C (90,8%), INS 22°C (79,8%), INS 45°C (63,2%);
INS_L 4°C (64,2%), INS_L 22°C (60,9%), INS_L 45°C (59,6%); Probiol 4°C (52,3%), Probiol
22°C (56,5%), Probiol 45°C (43,5%). A los 6 meses de almacenamiento: INS 4°C (88,8%), INS
22°C (86,8%), INS 45°C (82,2%); INS_L 4°C (87%), INS_L 22°C (83,1%), INS_L 45°C (80,5%);
Probiol 4°C (53,9%), Probiol 22°C (68,1%), Probiol 45°C (63,6%).
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mayores en comparacion a los observados a los 3 meses. Este comportamiento es
atipico o poco esperado y se correlaciond con la aparicién de precipitado en los SAP
liofilizados.

Es importante aclarar que, aunque los resultados reflejen que a los 6 meses de
almacenamiento aumenta el porcentaje de neutralizacion por parte de los antivenenos,
esto no implica que a mayor tiempo de almacenamiento, mayor neutralizacion. Sino
gue debe prestarse atencion a la precipitacion como artefacto de los ensayos, como
condicionante de interpretacion.

Figura 4-6. Comparacion del promedio de porcentajes de neutralizacion de la actividad
proteolitica de B. asper a los 3 y 6 meses
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Fuente: Elaboracion propia.

Se realizaron graficos Box-Plot por cada variable: forma de preservacion; tiempo de
almacenamiento vs. Temperatura; tiempo de almacenamiento vs. forma de
preservacion y temperatura de almacenamiento, discriminando por el resto de

variables. Los cuales se presentan en las figuras 4-7, 4-8, 4-9 y 4-10.

En la figura 4-7 se aprecia que el porcentaje de neutralizacion de la actividad
proteolitica contra el veneno de B. asper, dando como resultado que para INS es mayor,
seguido por INS_L y Probiol, que se correlaciona con lo observado en la figura 4-6.

Este comportamiento se mantiene al discriminar forma de preservacion vs. tiempo de
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almacenamiento; y, forma de preservacion vs. temperatura. Llama la atenciéon que en
la figura 4-7, Box-Plot (caja 3) modo de preservacion vs. porcentaje de neutralizacion
a los 6 meses, se observa poca diferencia entre INS e INS_L con respecto a Probiol, y
este mismo comportamiento se observa en la misma figura (caja 6), modo de
preservacion vs. temperatura 45°C. Finalmente, se evidencia una importante
disminucion del porcentaje de neutralizaciéon de la temperatura a 45°C, con respecto a

las otras temperaturas de almacenamiento.

Figura 4-7. Comparacion de la forma de preservacion
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Fuente: Elaboracion propia. Véase el Informe estadistico.

Figura 4-8. Comparacién del tiempo de almacenamiento vs. temperatura
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Fuente: Elaboracion propia. Véase el Informe estadistico.

En la figura 4-8 se observa que al comparar todos los SAP entre si, el porcentaje de

neutralizacion de la actividad proteolitica, contra el veneno de B. asper es mejor a los
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6 meses de almacenamiento para todas las temperaturas, lo cual esta relacionado al

comportamiento observado en la figura 4-6, que fue anteriormente explicado.

Adicionalmente se ve reflejado que al comparar la variable tiempo vs. Temperatura, el
porcentaje de neutralizacion de la actividad proteolitica a 45°C es menor con respecto
a las otras temperaturas. Cabe anotar que en este grupo hay algunos datos atipicos
gue presentan porcentajes muy bajos de neutralizacién frente al comportamiento
general.

Figura 4-9. Comparacion del tiempo de almacenamiento vs. forma de preservacion
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Fuente: Elaboracion propia. Véase el Informe estadistico.

En la figura 4-9 se observa que el comportamiento general de los datos, donde el
porcentaje de neutralizacion de la actividad proteolitica contra el veneno de B. asper es
mayor a los 6 meses de almacenamiento al comparar INS, INS_L y Probiol entre si;
aunque dicha diferencia no es tan significativa estadisticamente para INS e INS L
(corroborado con el modelo, tabla 4-7). Probiol vs. INS e INSL si muestra diferencias
significativas estadisticamente a los 3 y 6 meses de almacenamiento. Aqui también se
muestra el mismo comportamiento evidenciado en la figura 4-5 en donde INS presenta

un mejor porcentaje de neutralizaciéon, seguido por INS_L y, por ultimo, Probiol.

En la figura 4-10 se percibe que, al comprar todos los SAP entre si, a menor
temperatura de almacenamiento hay un mayor porcentaje de neutralizacién de la
actividad proteolitica contra el veneno de B. asper. Sin embargo, estas diferencias
parecen no ser tan marcadas entre las distintas temperaturas (caja 1). Cabe notar que

en el grupo de tiempo de almacenamiento de 6 meses (caja 3), los resultados muestran
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mayor porcentaje de neutralizacién que para el grupo de tiempo de almacenamiento de
3 meses (caja 2). Esto estd asociado a un aumento en la variabilidad de los datos,
puesto que hay una dispersiobn mayor de las observaciones recolectadas para el
periodo de 6 meses, ya que presentan valores extremos hacia el limite inferior del

porcentaje de neutralizacién calculado.
En la figura 4-10, se muestra, nuevamente, que hay un mejor comportamiento de INS
con respecto a los otros SAP (caja 4-6), y que no hay diferencias aparentes entre INS_L
a4y 22°C, igualmente para Probiol.

Figura 4-10. Comparacion de temperatura
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Fuente: Elaboracion propia. Véase el Informe estadistico.

4.5.2 Analisis estadistico mediante modelo de regresion Beta

En el modelo de regresion Beta, se encontr6 que existe interaccién entre todos los
pares de variables, es decir, que el tiempo; la temperatura de almacenamiento y la
forma de preservacion tienen un efecto significativo sobre el porcentaje de

neutralizacién proteolitica lo cual se puede observar en la figura 4-11.

En la tabla 4-6 se observa que la mejor forma de preservacion es INS, ya que con
respecto a INS_L, tiene un porcentaje de neutralizacion proteolitico promedio estimado
del 31%3! mayor, cuando el tiempo de almacenamiento es de 3 meses. Para el tiempo

de almacenamiento de 6 meses, la diferencia entre INS e INS_L es tan solo del 1,2%.

31 Se calcula el porcentaje (resultado del cociente-1) x100, aplica para contrastes Neutralizacién
de la actividad Proteolitica contra el veneno de B. asper.
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Si se compara INS y Probiol, las diferencias en el porcentaje de neutralizacion
proteolitico promedio estimado se incrementan, pues, para los tres meses, dicha
diferencia es del 56.9% y para los 6 meses es del 37%, respectivamente. Por otra parte,
entre INS_L y Probiol, el mejor comportamiento lo exhibe INS_L, pues, éste tiene un
porcentaje de neutralizacion proteolitico promedio estimado de 19,3% mayor en el
tiempo 3 meses y de 35,3% mayor en el tiempo 6 meses.

Figura 4-11. Gréficos de interacciones dobles de la neutralizacion de la actividad proteolitica
para el veneno de B. asper
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Tabla 4-6. Contraste SAP vs. tiempo de almacenamiento

Contraste Cociente de Respuestas Medias Estimadas | Resultado
INS Vs INS L (tiempo 3) exp(—32) = exp(0.27377) 1.314909
INS Vs INS L (tiempo 6) .«_::rp(—ﬁg — Bg) = exp(0.27377 — 0.26113) 1.012722
INS Vs PROBIOL (tiempo 3) eap(—ps) = exp(0.45056) 1.569186
INS Vs PROBIOL (tiempo 6) exp(—fs — f7) = exp(0.45056 — 0.13561) | 1.370185
INS L Vs PROBIOL (tiempo 3) | eap(fs — f3) = exp(—0.27377 + 0.45056) 1.193379
INS L Vs PROBIOL (tiempo 6) | exp(f — 83 + 85 — 87) = exp(0.3023039) 1.352072

Fuente: Elaboracion propia. Véase el Informe estadistico.

En la tabla 4-7 se observa que a menor temperatura de almacenamiento, se tiene un
mayor porcentaje de neutralizacion proteolitica promedio estimado. En general, cuando
se estd en un tiempo de almacenamiento de 6 meses, las diferencias no son
estadisticamente significativas, pues la diferencia maxima es de tan solo 2,3%. A los 3
meses de almacenamiento, las diferencias entre los porcentajes de neutralizacion
proteolitica promedio estimados si son estadisticamente significativas, ya que oscilan
desde el 5,8% hasta el 27,5%.

Tabla 4-7. Contraste temperatura vs. tiempo de almacenamiento

Contraste Cociente de Respuestas Medias Estimadas Resultado
Tem 4 Vs Tem 22 (tiempo 3) exp(—F1) = exp(0.05664) 1.058278
Tem 4 Vs Tem 22 (tiempo 6) (::::p(—_;';q - _;';S} = exp(0.05664 — 0.03404) 1.022865
Tem 4 Vs Tem 45 (tiempo 3) exp(—fs) = exp(0.24317) 1.275286
Tem 4 Vs Tem 45 (tiempo 6) (::::p(—ﬁs - _fig} = exp(0.24317 — 0.22248) 1.020902
Tem 22 Vs Tem 45 (tiempo 3) exp(fy — Ps) = exp(—0.05664 + 0.24317) 1.205058
Tem 22 Vs Tem 45 (tiempo 6) | exp( B1— 85 + _;’;8 — _J";g} = exp(—0.001921216) | 0.9980806

Fuente: Elaboracion propia. Véase el Informe estadistico.

En la tabla 4-8 se muestra que a mayor tiempo de almacenamiento, hay un mayor
porcentaje de neutralizacion de la actividad proteolitica promedio estimado contra el
veneno de B. asper. El porcentaje promedio a los 3 meses es un 19,1% menor que a
los 6 meses. En el caso especifico de INS almacenado a 4 y 22°C, se observa que las
diferencias no son significativas estadisticamente; es decir, se puede considerar que el
efecto del tiempo de almacenamiento es el mismo en estos grupos; mientras que para
INS a 45°C si se genera una diferencia estadisticamente significativa del 19,1%. Las
diferencias entre el porcentaje promedio estimado de la neutralizacién de la actividad
proteolitica contra el veneno son mucho mas grandes en el grupo de INS_L, éstas
oscilan entre el 37.7% y el 22.1%. En el caso de Probiol las diferencias entre el
porcentaje de neutralizacién proteolitico promedio estimado son menores que en el
caso de INS_L, y oscilan entre el 29.3% y el 11.6%, aungue su comportamiento, como

ya se habia mencionado antes, es el mas bajo de las tres formas de preservacion.
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Tabla 4-8. Contraste forma de preservacion vs. tiempo de almacenamiento vs. temperatura

Contraste Cociente de Respuestas Medias Estimadas | Resultado
Ti 3 Vs Ti 6 (INS-Tem 4) ezp(—B1) — exp(0.01134) 1.011402
Ti 3 Vs Ti 6 (INS-Tem 22) exp(—fi — fs) = exp(0.01134 — 0.03404) | 0.9775583
Ti 3 Vs Ti 6 (INS-Tem 45) erp(—f — fo) = exp(0.01134 — 0.22248) | 0.8096555

Ti3VsTi6 (INS L-Tem4) | exp(—f — fg) — exp(0.01134 —0.26113) | 0.7789659
Ti3 Vs Ti 6 (INS L-Tem 22) | eap(—B — s — fs) = exp(—0.2838233) | 0.7528097
Ti3 Vs Ti6 (INS L-Tem 45) | exp(—B — Bs — Ba) — exp(—0.4722723) | 0.6235837

Ti 3 Vs Ti 6 (PRO-Tem 4) (!u'rp[—,.’:'l?l — B7) = exp(0.01134 — 0.13561) | 0.8831385
Ti 3 Vs Ti 6 (PRO-Tem 22) eap(—F — Br — Ps) — exp(—0.1583084) | 0.8535865
Ti 3 Vs Ti 6 (PRO-Tem 45) exp(—f — Br — fa) = exp(—0.3467574) | 0.7069768

Fuente: Elaboracion propia. Véase el Informe estadistico.

4.6 Neutralizacion de la actividad hemolitica indirecta contra el veneno
de B. asper

Se evalué el porcentaje de la neutralizacion de la actividad hemolitica indirecta contra
el veneno de B. Asper, de cada uno de los SAP, a diferentes concentraciones, la DEso
hemolitica indirecta® fue hallada a una concentracion antiveneno/veneno de: 2000uL
SAP/1000uLV. El analisis estadistico de los resultados solo tuvo en cuenta los datos

obtenidos a esta concentracion.

Se ve reflejado en la figura 4-12 que INS e INS_L presentan la mejor capacidad de
neutralizacién hemolitica para las tres temperaturas evaluadas en ambos puntos de la
linea de tiempo experimental. Se evidencia ademas que a los 6 meses se obtuvo un
comportamiento mas adecuado de porcentajes de la neutralizacion de la actividad
hemolitica indirecta contra el veneno de B. Asper. Adicionalmente, llama la atencion
gue para este periodo de tiempo, Probiol muestra un mejor comportamiento al ser
almacenado a 22°C; sin embargo, INS e INS_L no mostraron alteracion de su

capacidad neutralizante a 45°C.

32 Dosis de antiveneno que redujo en un 50% la hemdlisis inducida por el veneno solo (100%
de hemdlisis)
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Figura 4-12. Comparacion del porcentaje de neutralizacion hemolitica promedio alos 3y 6
meses de almacenamiento
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Fuente: Elaboracion propia. Véase el Informe estadistico.

El andlisis de los resultados para esta actividad se realiz6 descriptivamente, dado la
ausencia de variabilidad en los datos. Se realizaron graficos Box-Plot por cada variable:
forma de preservacién; tiempo de almacenamiento vs. Temperatura; tiempo de
almacenamiento vs. forma de preservacion; y, temperatura de almacenamiento,
discriminando por el resto de variables (Figura 4-12, 4-13, 4-14, 4-15y 4-16).

En la figura 4-13 se observa que la forma de preservacion INS e INS_L mostraron un
porcentaje de la neutralizacién de la actividad hemolitica indirecta contra el veneno de
B. asper de 100%, exceptuando algunas observaciones que presentan valores
extremos del comportamiento general. En el grupo que estuvo almacenado por 3
meses, parece presentar una leve variabilidad entre INS e INS_L; sin embargo, no
modifican el comportamiento general. Por otra parte, se ilustra que Probiol si cursa con
variabilidad, mostrando un porcentaje de la neutralizacion de la actividad hemolitica
indirecta contra el veneno de B. asper muy inferiores en comparaciéon a los de INS e

INS_L, dichos porcentajes oscilan el 60%.
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Figura 4-13. Forma de preservacion
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Fuente: Elaboracion propia. Véase el Informe estadistico.

En la Figura 4-14 se muestra que el porcentaje de la neutralizacion de la actividad
hemolitica indirecta contra el veneno de B. asper en general, es mayor a los 6 meses
de almacenamiento, ademas; en este tiempo se presenta menor variabilidad y la gran
mayoria de las observaciones alcanzaron un porcentaje de neutralizacién del 100%.
También se evidencia que el comportamiento es similar a las diferentes temperaturas

independientemente del tiempo de almacenamiento.

Figura 4-14. Tiempo de almacenamiento vs. temperatura
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Fuente: Elaboracion propia. Véase el Informe estadistico.

En la figura 4-15 se evidencia que a los 6 meses de almacenamiento tanto INS como

INS_L alcanzaron un 100% de neutralizacion hemolitico en todas sus observaciones.
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A los 3 meses de almacenamiento hubo observaciones de INS e INS_L que no
alcanzaron el 100%, lo que se correlaciona con el comportamiento observado en la
figura 4-10. En Probiol se evidencia que se alcanzan porcentajes de neutralizacion muy
inferiores a los de INS e INS_L, éstos oscilan entre el 55% con valores mayores para
el tiempo de almacenamiento de 6 meses.

Figura 4-15. Tiempo de almacenamiento vs. forma de preservacion
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Fuente: Elaboracion propia. Véase el Informe estadistico.

En la figura 4-16 se nota que hay diferencias importantes en los porcentajes de
neutralizacién hemolitica alcanzados en las diferentes temperaturas, es decir, sin
importar a qué temperatura se almacene el antiveneno, el comportamiento va a ser
similar dentro de cada tiempo de almacenamiento y dentro de cada forma de
preservacion. También se evidencia un comportamiento similar en relaciéon con las
diferencias descritas en la figura 4-15 a favor de 6 meses vs. 3 meses de

almacenamiento, y, a favor de INS e INS_L vs. Probiol.
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Figura 4-16. Temperatura de almacenamiento
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Fuente: Elaboracion propia. Véase el Informe estadistico.

En la figura 4-17 se muestra el comportamiento promedio del porcentaje de
neutralizacion hemolitica, dado por la escasa variabilidad de los datos no se realizé
ajuste de modelo estadistico, por lo tanto, no se evaluaron interacciones entre las

variables.

En esta misma figura, se observa que los porcentajes de neutralizacién hemolitica
promedio son mayores para las observaciones almacenadas durante 6 meses, sin
importar la temperatura de almacenamiento ni la forma de preservacion. Por otra parte,
se nota que las formas de preservacion de INS e INS_L presentan un mejor
comportamiento que Probiol con porcentajes de neutralizacion hemolitico promedio
alrededor del 95%; lo anterior sin restar el tiempo de almacenamiento ni la temperatura.
También se observa que la temperatura de almacenamiento no esta afectando
notablemente el porcentaje de neutralizacion hemolitico promedio, a excepcién del
grupo almacenado a un tiempo de 6 meses, donde si parece haber diferencias con una
predominancia de 22°C, seguida 4°C y por 45°C.
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Figura 4-17. Gréficos de interacciones dobles de la Neutralizacién de la actividad hemolitica
indirecta contra el veneno de B. asper
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Fuente: Elaboracion propia. Véase el Informe estadistico.

4.7 Neutralizacion de la actividad coagulante contra el veneno de B.

asper

Se evalué el porcentaje de la neutralizacion de la actividad proteolitica contra el veneno
de B. Asper, de cada uno de los SAP, a diferentes concentraciones, la DEso fue hallada
a una concentracion antiveneno/veneno de: 1000uL SAP/ 10ugV. El analisis estadistico

de los resultados solo tuvo en cuenta los datos obtenidos a esta concentracion.

4.7.1 Analisis descriptivo

En la figura 4-1 se observa que todos los SAP triplican el tiempo de coagulacién del
control positivo (veneno) que fue de 7,3 segundos para 3 meses y de 5,3 segundos
para 6 meses. Por tal motivo, el analisis estadistico se hizo en razén del nimero de
veces que se prolongé el tiempo de coagulacién vs. el control positivo. Adicionalmente
se vislumbra que el INS muestra una mejor neutralizacién de la actividad coagulante

contra el veneno, seguido de INS_L y Probiol.
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Figura 4-18. Comparacion de la neutralizacion de la actividad coagulante contra el veneno de
B. asper a los 3 y 6 meses
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Fuente: Elaboracién propia.

Se realizaron gréaficos Box-Plot por cada variable: forma de preservacion; tiempo de
almacenamiento vs. Temperatura; tiempo de almacenamiento vs. forma de
preservacion; y, temperatura de almacenamiento, discriminado por el resto de

variables.

En la figura 4-19 se observa que la Razon de neutralizacion coagulante presenta
valores altos y variables para el modo de preservacion INS e INS_L, a diferencia de lo
sucedido con Probiol, cuya Razén es menor y poco variable. Al discriminar la Razon de
neutralizacion coagulante por el tiempo de almacenamiento, se puede ver que, para 3

meses, la mediana de la forma de preservacion INS presenta la mayor Razén con
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algunas observaciones extremas; seguida por INS_L, que presenta poca variacion, y,
por ultimo, Probiol exhibe la menor Razon y muy poca variabilidad. Mientras que, para
6 meses, se obtiene que la mediana de la Razon de la neutralizacién coagulante, tanto

para INS como INS_L, son elevadas y con escasas diferencias entre si.

Figura 4-19. Forma de preservacion
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Fuente: Elaboracion propia. Véase el Informe estadistico.

Al observar el comportamiento de la Razon de neutralizacién coagulante (figura 4-19),
discriminando por la variable temperatura, se puede ver que para las formas de
preservacion INS e INS_L, siguen conservando la jerarquia anteriormente descrita en
la Razon, con la diferencia que esto no sucede para la temperatura de conservacion de
45°C. Se obtiene que la mediana de la forma de preservacién INS_L es mayor que la
encontrada en INS; Probiol conserva su escasa variabilidad y presenta la menor Razén

independientemente de la temperatura evaluada.

En la figura 4-20 se evidencia que para la Razén de neutralizacion coagulante por
tiempo de almacenamiento, la mediana para 3 meses es menor que para 6 meses con
algunas observaciones con valores muy elevados. La variabilidad en 6 meses es mayor
gue en 3. Y el anterior comportamiento se mantiene al discriminar las observaciones
por las diferentes temperaturas.
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Figura 4-20. Variable tiempo
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Fuente: Elaboracion propia. Véase el Informe estadistico.

En la figura 4-21 se considera el tiempo de almacenamiento discriminado por la forma
de preservacion, en la cual se observa que para INS, la mediana es menor para un
tiempo de 3 vs. 6 meses, y que para el primer periodo de almacenamiento presenta
algunas observaciones con valores extremos para la Razén de neutralizacion
coagulante. Para INS_L se nota una Razén mediana de neutralizacion coagulante
mucho menor para los 3 vs. 6 meses; a los 3 meses se presenta poca variabilidad de
las observaciones. Probiol presenta la particularidad de tener poca variacion tanto para
3 meses vs. 6 meses, siendo éste, el que presenta los valores mas bajos para la Razén
de neutralizacién coagulante. Y al comparar a los tres SAP entre si, se muestra que
tienen un comportamiento similar, en el que, a los 3 meses, la prolongacién del tiempo
de coagulacién es menor que a los 6 meses.

Figura 4-21. Variable tiempo vs. forma de preservacion
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Fuente: Elaboracion propia. Véase el Informe estadistico.
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En la figura 4-22, en la primera caja se observa cémo la Razén mediana de
neutralizacion coagulante disminuye a medida que la temperatura de conservacion
aumenta, igualmente ocurre una disminucién en la variacion de las observaciones por
efecto de la temperatura. Al realizar una discriminacion por tiempo ( caja 2) se puede
ver que a dos temperaturas (4 y 22°C) existen similitudes en el comportamiento de los
SAP, pero a temperatura 45°C, la variabilidad es menor para los SAP almacenados por
3 meses. Sin embargo, las medianas a las tres temperaturas no distan mucho entre si.
Para el caso de 6 meses (caja 3) se puede observar una alta variabilidad en la Razon
de neutralizacion coagulante, dado que la mediana muestra un comportamiento

decreciente a medida que la temperatura aumenta.

Figura 4-22. Variable temperatura
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Fuente: Elaboracion propia. Véase el Informe estadistico.

Al realizar la discriminacion por forma de preservacién (caja 4, Figura 4-22) se visualiza
que para INS a 4 y 22°C se consiguen valores altos para las observaciones en la Razén
de neutralizaciéon coagulante con una gran variabilidad, a diferencia de lo que sucede
a temperatura 45°C, en donde la Raz6n de neutralizacién coagulante es mucho menor
y presenta una variabilidad menor. Para el caso de INS L (caja 5) se observa la
particularidad que, para la temperatura 22°C, se obtuvo una menor variabilidad y un
valor para la Razén mediana de neutralizacién coagulante menor, mientras que a las
temperaturas de 4 y 45°C se observan comportamientos similares. En Probiol (caja 6)
se presenta mayor variabilidad a temperatura 4°C, la mediana es similar en todas las

temperaturas de estudio.
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4.7.2 Andlisis estadistico mediante modelo lineal generalizado con respuesta

Gamma

En el modelo lineal generalizado con respuesta Gamma?, se encontré que existe
interaccion entre todos los pares de variables, es decir, la Razén de neutralizacion
coagulante contra el veneno de B. asper, se ve afectada por las variables de tiempo,
temperatura de almacenamiento y forma de preservacion, como se evidencia en la
figura 4-23.

En los gréficos de interaccion (figura 4-23) se puede entender una interaccion entre la
mayoria de pares de variables, a excepcion de las variables tiempo y temperatura (caja
1y 2). Lo anterior quiere decir que el efecto de la forma de preservacion depende tanto
del tiempo de almacenamiento como de la temperatura de almacenamiento; que tanto
el efecto del tiempo de almacenamiento y la temperatura de almacenamiento dependen

de la forma de preservacion.

Tabla 4-9. Contraste para cada SAP vs. Tiempo de almacenamiento vs. temperatura

Contraste Cociente de Respuestas Medias Estimadas Resnltado
INS Vs INS L (17 3 - Tem 4) erp{ ) = exp(—0.99760) 0.3688
INS Vs INS L (Ti 3 - Tem 22) exp(f + By) = exp(—0.99760 — 0.17426) 0.3098
INS Vs INS L (17 3 - Tem 45) explfi + fio) = exp(—0.99760 + 0.6504 A7) 0.7131
INS Vs INS L (Ti 6 - Tem 4) explfh + fs + fs) = exp(—0.99750 + 0.92255) 0.0378
INS Vs INS L (Ti 6 - Tem 22) exp(fy + Bs) = exp(0.24931) 0.7793
INS Vs INS L (Ti 6 - Tem 45) exp(fi + G5 + fio) = exp(0.58442) 1.7940
INS Va PRO (Ti 3 - Tem 4) & tp{ﬁg] = exrp{—2.17075) 0.1141
INS Vs PRO (Ti 3 - Tem 22) e tp{ﬁg + .lfﬂ} = exp{—2.17075 — .023135) 0.0905
INS Vs PRO (Ti 3 - Tem 45) explf fg + | J'| 1) = exp(—2.17075 + (0.56049) 0.199%
INS Vs PRO (Ti 6 - Tem 4) exp(fia + ) = exp(—2.17075 + 0.30979) 0.1555
INS Vs PRO (Ti 6 - Tem 22) F!:.!TIF(II'Ji;; + B+ o) = exp(—2.09231) L1234
INS Vs PRO (Ti 6 - Tem 45) exp(fly + fr + i) = exp(—1.30047) 0.2724
INS L Vs PRO (Ti3 - Tem 4) ecap(fly — 0y) = exp(—2.17075 + 0.99760) 0.3095
INS L Vs PRO (Ti 3 - Tem 22) exp{—fh + fia — s + fa) = exp(—0.T6754) 0.4642
INS L Vs PRO (Ti 3 - Tem 45) w:t:p{—,"}. + iy — flo+ A 1) = expl—1.27213) 0. 2802
INS L Vs PRO (T1 6 - Tem 4) rfjlr(— By + fa — .liL + 7) = erp(—1.23213) (L1676
INS L Vs PRO (Ti 6 - Tem 22) r.nr)(— G+ By — P+ B — fg+;“§gj = exp(—1.843) 0.1583
INS L Vs PRO (Ti 6 - Tem 45) | exp(— + 2 — s + Gz — fho + 1) = exp(—1.88489) (L1519

Fuente: Elaboracion propia. Véase el Informe estadistico.

Como resultado de los cocientes (Tabla 4-9), se observa que la mejor forma de

preservacion es INS, ya que INS_L tiene Razones de neutralizacién coagulante contra

33 Se realizd verificacion de supuestos y andlisis de influencia (véase Informe estadistico,
Anexos)
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el veneno de B. asper promedio estimada de 63,12%>*, 69,02% y 28,69% menores que
los presentados por INS a los 3 meses y a temperaturas de 4, 22 y 45°C,
respectivamente. Para 6 meses, la diferencia entre INS_L e INS es tan s6lo un 6,22%
menor que el de INS atemperatura 4°C; un comportamiento similar se consigue a 22°C,
ya que se espera que éste sea 22,07% menor. Mientras que para el contraste entre
INS e INS_L, a 6 meses a 45°C, se observa un aumento de 79,40%, referido a INS_L.

Comparando INS y Probiol, las diferencias en la Razén de neutralizacion coagulante
promedio estimada se incrementan, ya que para 3 meses dicha diferencias son de
88,59%, 90,95% y 80,02% menores a las presentadas por INS almacenado en el mismo
periodo a 4, 22 y 45°C, respectivamente. Para el tiempo de almacenamiento de 6
meses, se observan Razones de neutralizacion coagulante de 84,45%, 87,66% vy
72,76% menores, a 4, 22 y 45°C, respectivamente, esto se diferencia con las Razones

presentadas por INS bajo las mismas condiciones.

Por otra parte, entre INS_L y Probiol, es mejor el comportamiento de INS_L, dado que
se observaron Razones de neutralizacion coagulante promedio estimadas para Probiol
de 69,05%, 53,58% y 71,98% menores a las presentadas por INS_L en el tiempo de
almacenamiento de 3 meses, para todas las temperaturas. Por Gltimo, las Razones de
neutralizacién coagulante promedio estimadas para el caso de almacenamiento de 6
meses con diferencias de 83,24%, 84,17% y 84,81% menores a las encontradas bajo

las mismas condiciones en INS_L.

34 Se calcula el porcentaje (1- resultado del cociente)x100
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Figura 4-23. Gréficos de interacciones dobles

GRAFICOS DE INTERACCION

® - Temperatura e Tiempo

BT T e 4 g g
= e ittt = e T 1
(=] 0 q
N8 — 4 B8
i 5

w | 2 L

o _| o _| 55__"""“'——5,_‘__

3 [ 4 22 45
Tiempo Temperatura
s Tiempo S R R Preservacion
B g o e e INS_L

s 8 el T e i 5 &7 eI e NS
& T T B . LI —— PRO
r o T r o T

W o Tl W

INS INS_L FRO 3 [+
Preservacion Tiempo
& R Temperatura S I Preservacion
I e 4 B S B E S S INS_L

s & TTreel el e 2 5 &7 T e NS
o n —— & ] s -TTTTTTT . —— FRO
K w _| r w |

w - w

INS INS_L FRO 4 22 45
Preservacion Temperatura

Fuente: Elaboracion propia. Véase el Informe estadistico.
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Tabla 4-10. Contraste del efecto de la temperatura vs. Razon de neutralizacion coagulante
contra el veneno de B. asper, para cada presentacion de SAP

Contraste Cociente de Respuestas Medias Fstimadas Resultado
Tem 4 Vs Tem 22 {lNS} ir:r:;:{ﬁ,‘:l = (r:r:;J{ll.i]'.!.'ié'i] 1.0241
Tem 4 Vs Tem 22 (INS L) exp(fs + fs) = exp{0.0238 — 0.17426) 0.8603
Tem 4 Vs Tem 22 (PROB) cap(q + fa) = exp(D.0238 — 0.23135) 0.8126
Tem 4 Vs Tem 45 (INS) exp(fis) = exp(—0.7T9668) 0.4508
Tem 4 Vs Tem 45 (INS L) exp{fs + Fin) = cxp(—0.79668 + 0.65047) 0.8716
Tem 4 Vs Tem 45 (PROB) exp(fs + o) = exp(—0.79668 + 0.56049) 0.7895
Tem 22 Vs Tem 45 (INS) r*r:;:{,."fT,r, — ) = exp{—0.TOGG8 — (1.0238) 0.4402
Tem 22 Vs Tem 45 (INS L) exp(—fa + fs — B + fro) = exp(0.01325) 10133
Tem 22 Vs Tem 45 (PROB) | exp(—f1 + fs — Ay + f11) = exp(—0.001921216) |  0.9718

Fuente: Elaboracion propia. Véase el Informe estadistico.

En la Tabla 4-10 se evidencia que a menor temperatura de almacenamiento se tiene
una mayor Razoén de neutralizacién coagulante promedio estimada. A excepciéon de
INS que almacenado a 22°C vs. 4°C, consiguié una Razén de neutralizacion coagulante
promedio estimada de 2,41% mas que lo obtenido a 4°C. En el caso de INS_L y Probiol
se obtienen razones de neutralizacion coagulante promedio estimada de 13,97% y

18,74%, respectivamente, menores a temperatura 4°C vs. 22°C.

Para las comparaciones referentes a temperaturas 4°C vs. 45 °C, se observa una
Razon de neutralizacion coagulante promedio estimada para INS, INS_L y Probiol de
54,92%, 12,84% y 21,05%, respectivamente, menores a las observadas a temperatura
4°C.

Finalmente, para el tltimo conjunto de comparaciones (22°C vs. 45°C) se visualiza que,
para INS a 45°C, se espera una Razon de neutralizacion coagulante promedio
estimada de un 65,98% menos que a 22°C. Para la forma de preservacion INS L se
obtiene una Razoén promedio estimada 1,33% mayor que la observada a 22°C. En el
caso de Probiol se obtuvo una Razén de neutralizacion coagulante promedio estimada

2.82% menor que la presentada a 22°C.

Tabla 4-11. Contraste del efecto del tiempo de almacenamiento vs. la razén de neutralizacién
coagulante para cada SAP

Jontraste Cociente de Respuestas Medias Estimadas | Resultado
Tiempo % Vs Tiempo 6 (INS) exp(fy) = exp(0.34446) 1.4112
Tiempo 3 Vs Tiempo 6 (INS L) exp(fs + fg) = exp(0.34446 + 0.92255) 3.5502
Tiempo 3 Vs Tiempo 6 (PROBIOL) exp(fis + fr) = exp(0.34446 + 0.39979) 1.9237

Fuente: Elaboracion propia. Véase el Informe estadistico.

En la tabla 4-11 se observa que los SAP almacenados por 6 meses obtuvieron una

Razdn de neutralizacién coagulante promedio estimada mayor que a los 3 meses de



110 Determinacion del titulo de anticuerpos y
capacidad neutralizante segun el almacenamiento de antivenenos polivalentes

almacenamiento: para el caso de INS se obtuvo un 41,12% menor a los 3 meses; lo
mismo sucede en la forma de preservacion INS_L, en la cual la razon de neutralizacion
coagulante promedio estimada se aumentd 3,5%; y Probiol almacenado por 6 meses
tuvo un aumento de 92,37% en contraste con lo observado en tiempo 3, resultados que
concuerdan con lo descrito en la seccion descriptiva presentada previamente.



5 Discusién

La administracién de suero antiofidico es la Gnica terapia efectiva para el control de las
manifestaciones clinicas del envenenamiento (4, 28-30). Es por esto que es tan
importante contar con antivenenos que cumplan con estudios de estabilidad térmica,
para ser distribuidos a puntos remotos con altas temperaturas, en donde mas se
necesitan (72, 92, 96), dado su escaso acceso a servicios de salud (3, 5, 9, 31).
Adicionalmente que incluyan pruebas de neutralizacién para actividades especificas
del veneno de B. asper, causantes de importante morbilidad como son la hemolitica

indirecta, proteolitica y coagulante.

Los resultados demostraron que el SAP con la mejor capacidad para neutralizar la
actividad proteolitica, coagulante y hemolitica indirecta del veneno de B. asper, fue el
del Instituto Nacional de Salud (INS), en su forma farmacéutica comercial, al
compararse contra la presentacion liofilizada en este estudio INS_L y Probiol. Esto se
observé en los dos periodos de almacenamiento y a todas las temperaturas
evaluadas®. La estabilidad térmica de INS_L mostré ser muy similar al de la forma
comercial y mas estable que el de Probiol, lo cual permite resaltar el buen
comportamiento de este medicamento bioldgico v, la urgencia de considerar liofilizarlo
con el fin de aumentar su accesibilidad en zonas que no cuentan con una cadena de

frio estable.

También se evidencié en los resultados que las temperaturas mas bajas preservan
mejor la capacidad de los SAP para una neutralizacién efectiva (ya que en todas las
pruebas se logré obtener la dosis efectiva 50). Adicionalmente, las diferencias
estadisticas entre 4 y 22°C no fueron significativas, es decir, que la forma comercial
liguida podria tolerar hasta dicha temperatura sin perder su efectividad. Al contrastarse
esto con los hallazgos previos de estabilidad del SAP, realizados por Rojas, et. al. en
Costa Rica (67, 160) y por Ramirez, Renijifo y Forero en Colombia (70, 71), mediante
DEso, en esta investigacion se considera que el INS no pierde su efectividad al ser
almacenado hasta 22°C por un periodo menor a 6 meses, lo cual podria ser una
informacién util para no descartar este medicamento vital por pérdida de cadena de frio
en dicho lapso. Sin embargo, siempre debe verificarse visualmente el aspecto del

mismo, dado que la presencia de turbidez podria indicar formacion de agregados

35 Periodos de almacenamiento 3 y 6 meses, temperaturas de exposicion: 4, 22 'y 45°C
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proteinicos sin que haya claridad de los efectos adversos que éstos puedan causar en

un individuo.

Con relacién a la determinacion de los titulos de anticuerpos de los SAP almacenados
a las diferentes temperaturas, el modelo estadistico mostr6 que existen diferencias
significativas, por lo cual se rechaza la hip6tesis nula, es decir, que la uniéon antigeno-
anticuerpo se ve afectada al exponerse a variaciones del tiempo de almacenamiento y
de la temperatura. Si bien no hay pérdida de afinidad por el veneno de B. asper, estas
diferencias evidencian la importancia de mantener la cadena de frio al menos por el
tiempo evaluado en este estudio. Aunque en las pruebas de E.L.I.S.A. no se evidencia
una pérdida abrupta de los titulos al realizar la liofilizacién, el tratamiento del INS, en
su forma de preservacion comercial, presenta un comportamiento mas adecuado, lo
gue es esperable, puesto que, la liofilizaciébn puede disminuir la unién antigeno-
anticuerpo al favorecer la pérdida de IgG, siguiendo el estudio de Kasper y Friess (180).
Es importante recalcar que la menor temperatura (4°C) es la que muestra la mejor unién

antigeno-anticuerpo para los tres tratamientos INS, INS_L y Probiol.

Al observar el perfil electroforético de los SAP, a los 3 y 6 meses de almacenamiento
(imagen 4-1 y 4-2), la banda correspondiente a la IgG no refleja diferencias en la
abundancia o comportamiento de ésta. En relacion a la banda electroforética de la
albumina, se esperaria no encontrar en los antivenenos purificados esta proteina, o
encontrar una muy escasa proporcién, sin embargo, en este estudio se encontré una
banda electroforética de la albumina que muestra un comportamiento similar,
exceptuando, en el caso de la observacion de la banda de albimina, a INS45°C, la cual
se hace casi imperceptible. Lo anterior, posiblemente esta correlacionado con la
aparicion de precipitados o la formacién de agregados insolubles y en la literatura estos
hallazgos fueron evidenciados por Segura et. al. y Herrera et. al. (52, 203) (Véase

figuras 4-1, 4-2 y 4-3). Los SAP liofilizados no presentan este comportamiento.

Ante el elevado costo de demanda y oferta del SAP vy las dificultades asociadas a su
distribucién, explicadas con antelacién (29, 108, 173), sugerimos buscar otras opciones
de distribucion tales como establecer la obligatoriedad de contar con un stock de SAP
en los centros de salud mas cercanos a la poblacién en donde hay mayor incidencia de
accidentalidad ofidica anual (13). Estas vias posibles deben tener presente la elevacion
de la temperatura asociado al Fenémeno del Nifio —OS, que afecta a las mismas zonas

donde hay mayor incidencia y mortalidad de accidentes ofidicos (Orinoquia, Santander,
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Antioquia, Choco, los altiplanos Cundi-boyacense y narifiense y a lo largo del
piedemonte llanero) (13).

Si bien el veneno que se uso6 para evaluar la capacidad de neutralizacién para las
actividades proteolitica, coagulante y hemolitica indirecta fue B. asper, por su alta
accidentalidad en el pais, se recomienda que en estudios posteriores se complemente
la informacién para el comportamiento de neutralizacion de los antivenenos, con
respecto a venenos de otras especies de importancia médica como Lachesis muta y
Crotalus durissus. Ademas, deben considerarse estudios in vivo que fortalezcan e

integren los hallazgos ilustrados en esta investigacion

Descrito esto, es fundamental continuar los esfuerzos para evaluar las formas de
mejorar la produccion y distribucién de antivenenos en Colombia, con el fin de disminuir
el impacto de este accidente, que conlleva tantas secuelas y que consume recursos
econdmicos de las victimas, sus familias, y en un espectro mayor al Estado, ya que se

pierde poblaciéon vital en edad productiva.

Por dltimo, es fundamental reconocer estas necesidades para tratar el accidente
ofidico, y de esta manera impulsar a las instituciones productoras de los SAP a mejorar
sus estdndares de produccion, fortalecer los mecanismos gubernamentales para
favorecer planes politicos de accién en la poblacién, entrenar a personal de salud etc.
El problema de la produccion de antivenenos en Colombia, no es exclusivo del orden
farmacéutico, sino que reclama una vision integral que contemple la calidad de vida del
individuo afectado que se da por las consecuencias del envenenamiento (factor
toxinolégico). Esta investigacion aborda este objeto de estudio, desde la Toxinologia,
porque se focaliza en la resolucion del tratamiento del accidente ofidico, a través de la

evaluacion y mejoramiento en los usos de los Sueros Antiofidicos Polivalentes.



6 Conclusiones

Esta investigacion titulada: “Determinacion de los efectos de la temperatura de
almacenamiento sobre el titulo de anticuerpos y capacidad neutralizante presentes en
las diferentes formas de preservacién de los antivenenos polivalentes producidos en
Colombia”, tuvo como obijetivo evaluar el efecto de la variacién en la temperatura de
almacenamiento sobre los SAP durante un periodo de 3 y 6 meses. Para esto, se
implementé una metodologia de investigacion exploratoria-experimental-analitica-
prospectiva, que permitiera aproximarse al objeto de estudio y retar a los antivenenos a
temperaturas similares a las encontradas en los territorios colombianos. Dando como

resultado las siguientes conclusiones:

e Encuanto ala forma farmacéutica se considera que INS fue el SAP que mostré una
mejor capacidad de neutralizacion de la actividad proteolitica, hemolitica indirecta y
coagulante del veneno de B. asper, seguido por INS_L y Probiol, aunque la
diferencia entre INS e INS_L no es estadisticamente significativa, para cada una de

las actividades descritas.

e En relaciébn a la temperatura de almacenamiento, se concluye que a menor
temperatura, se obtiene un comportamiento mas adecuado para la neutralizacién
de las actividades del veneno de B. asper. Sin embargo, es importante aclarar que
no hubo diferencias significativas entre los SAP almacenados a 4 y 22°C. Lo que
sugiere que podrian almacenarse a esta temperatura sin que perdieran su

efectividad independientemente si requieren refrigeracion.

e Se concluye que cualquier SAP, almacenado a menor temperatura hasta por 6
meses, obtendra un comportamiento mas adecuado sobre la neutralizacion de las
actividades proteolitica, hemolitica indirecta y coagulante contra el veneno de B.

asper.

e Cabe afnadir que se encontrd la particularidad que el SAP INS_L, almacenado por
6 meses y a una temperatura de 45°C, presentd un mejor comportamiento que INS,
siendo este el Unico caso en el que INS se ve superado. Lo que sugiere que la
técnica usada para su liofilizacién le brinda una mejor estabilidad, por lo tanto,

podria constituir una posibilidad alterna de preservacion a futuro.
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e A pesar que en la determinacion de la neutralizacion de la actividad coagulante
contra el veneno de B. asper INS almacenado a todas las temperaturas y periodos
de almacenamiento, mostro la mejor Razén de neutralizacion coagulante calculada,
es importante enaltecer que INS_L logré triplicar la Razon calculada para
neutralizacion de la actividad coagulante del veneno a los 3 meses de
almacenamiento vs. 6 meses. Es decir, su comportamiento en contraste a Probiol
fue mejor, lo que refuerza la necesidad de considerar la liofilizacion a largo plazo de
INS.

e Acerca de la neutralizacion de la actividad hemolitica indirecta, la temperatura no
afecta de manera notable el porcentaje de neutralizacion hemolitico promedio en
los 2 periodos de tiempo analizados. Esto podria indicar que, sin importar la
temperatura a la que se almacene el antiveneno, INS e INSL mantendran su
capacidad de neutralizar 100% la actividad del veneno, mientras que Probiol tendra

una menor efectividad de neutralizacion.

e Existen diferencias estadisticas significativas en los efectos producidos por la
temperatura y el tiempo de almacenamiento sobre los titulos de los anticuerpos,
esto sugiere que las variaciones de la temperatura producen alteraciones sobre la

unién antigeno-anticuerpo.

e Las absorbancias promedio mas altas se encuentran que el titulo a 8.000 las mas
bajas a 1.024.000. Ademds, en su mayoria presenta mas alto niveles de

absorbancia el modo de preservacion INS_L.

e Se considera que el bandeo electroforético obtenido a los 3 vs. 6 meses de
almacenamiento evidencia que cualitativamente no se observa la banda
correspondiente a la albimina para los SAP de INS almacenados a 45°C, mientras
gue los SAP liofilizados conservan su bandeo independiente del tiempo y la

temperatura de almacenamiento.

Finalmente, esta investigacion concluye con el aporte evaluativo de los efectos de la
variacion en la temperatura de almacenamiento sobre las caracteristicas fisico-
guimicas, los titulos de anticuerpos del antiveneno y la capacidad neutralizante de
algunas de las actividades del veneno de B. asper, de los Sueros Antiofidicos
Polivalentes producidos por dos instituciones en Colombia, a saber: Instituto Nacional

de Salud y Laboratorios Probiol®. Investigacion que continla una agenda académica
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importante en toxinologia, en la que se extrapola el problema farmacéutico de la
produccion de antivenenos, a la situacion problemética que se presenta en el pais y que
se ve reflejada en la emergencia sanitaria que adn no ha sido saldada. De tal manera,
este trabajo genera algunas aperturas frente a las soluciones futuras referentes al
tratamiento de envenenamiento por mordedura de serpiente B. asper. Asi, como
propone un horizonte de indagacion a estudios de caracter mixto que permitan mejorar

el circuito de administracion de los SAP en Colombia.



7 Recomendaciones

Posterior al desarrollo de la metodologia, teniendo en cuenta las consideraciones éticas
y los hallazgos encontrados en este estudio, es fundamental realizar algunas
recomendaciones que a futuro permitan establecer las bases para proximos estudios.
Asi como generar inquietudes en las instituciones productoras del SAP como
motivacion a generar avances metodoldgicos y tecnolégicos en la fabricacion de los
antivenenos bajo el apoyo y supervision de los entes regulatorios tales como Ministerio
de Salud y Proteccion Social e INVIMA.

Describo a continuacién algunas recomendaciones que deberian ser tenidas en cuenta:

e Considerando que este es un estudio exploratorio de las cualidades fisico-quimicas
y bioldgicas de los SAP’s, debe considerarse realizar estudios posteriores mas
amplios, en los cuales se incluyan una mayor cantidad de muestras, al menos 3
viales por temperatura evaluada, de al menos 2 o 3 lotes de cada SAP’s a evaluar,

considerando una temperatura adicional entre 36 y 38°C.

e Es importante que a futuro se realicen estudios similares evaluando la
neutralizacién de los venenos de las serpientes C durissus spp. y L. muta spp.,
dado que el SAP esta fabricado para estos. Si bien, se podria predecir un
comportamiento similar al hallado en el presente estudio, documentarlo por el
método cientifico aportaria conceptos de seguridad y efectividad que
complementarian el conocimiento de la estabilidad térmica de las IgG’s y la

capacidad neutralizante de los SAP’s producidos en el pais.

e Considerando el disefio usado en este estudio, solo seria relevante evaluar el
comportamiento de la neutralizacion de los venenos en modelos in vivo, si los
hallazgos in vitro requieran comprobacién estricta en este tipo de modelo y exista
un protocolo ético que disminuya el sufrimiento de los animales experimentales a
usar. Dado hay que tener en cuenta el principio de las 3R’s, pues la ética
profesional, asi como la tendencia cientifica mundial exige que los estudios para
evaluar las capacidades neutralizantes de las actividades toxicas de los venenos
se enfoquen en la reduccién del sufrimiento causado por las pruebas de DLsg y

DEso. De igual forma, se sugiere enfocar la produccion de conocimiento a través
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de la evaluacioén de la neutralizacion de actividades especificas de los venenos en
modelos in vitro.

e Teniendo en cuenta los hallazgos del presente estudio, podria sugerirse a las
instituciones productoras del SAP evaluar o reflexionar sobre las técnicas de
produccion actualmente usadas y/o las posibilidades para innovar otras técnicas
gue permitan fortalecer las caracteristicas neutralizantes y la forma farmacéutica
final del producto, ya que aspectos como la solubilidad y la estabilidad térmica
observada en INS_L a todas las temperaturas evaluadas vs. Probiol es un hallazgo
interesante en este aspecto. La implementacibn de nuevas técnicas de
preservacion y/o liofilizacion para antivenenos liquidos podria impactar
directamente en la cadena de distribucién de los antivenenos y mejorar la atencion

de las poblaciones afectadas por el accidente ofidico.

e Se sugiere a las instituciones productoras de SAP en Colombia, incluir estudios de
estabilidad térmica, asi como la evaluacion de la neutralizacién de actividades
especificas de los venenos de serpientes usados para la produccion del SAP.
Adicionalmente, sin quebrantar los protocolos de confidencialidad de los detalles
de produccion, es prioritario permitir el conocimiento publico sobre las condiciones
de estabilidad térmica de los SAP. Ya que las condiciones y caracteristicas del pais
no siempre corresponden a las condiciones ideales de almacenamiento y

preservacion del SAP vs. las condiciones recomendadas por el productor
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Anexos

A. Materiales

Determinacion de titulos de anticuerpos por el método de E.L.I.S.A

o Buffer de pegado: Buffer de Carbonatos pH 9.6 (100ml)

o Na2COa3 (carbonato de sodio) 0.159gr
o NaHCOa3 (bicarbonato de sodio) 0.293 gr
o H20 desionizada 100ml

Ajustar pH con el carbonato o el bicarbonato, seguiin se requiera

e Buffer para bloquear (100ml)
o Buffer de carbonatos pH9.6
o BSA 2% 2gr

e PBSpH 7.2 para2.5L
o NacCl (cloruro de sodio) 25gr
o KH2PO4 (fosfato de potasio) 0.625gr
o Na2HPO4 (fosfato de disodio) 3.595 gr
o KCI (cloruro de potasio) 0.625 gr
o H202.5L

Ajustar el pH7.4 con HCI o NaOH, o preparar de acuerdo a lo que se requiera

e Buffer para diluir muestras
o PBScon 1% de BSA pH7.4 (2gr de BSA + 200ml de PBS)
e Buffer de lavado
o PBS +0.05% de Tween 20. Para 4L 2ml de Tween
e Tampon Citrato pH 6.0
Preparar 2 soluciones:

o Acido citrico (solucién A) 0.1M = 1.25gr
o H20 50ml
o Citrato de sodio (solucién B) 0.1M =1.46gr
o H20 50ml
e OPD

o 1mg de OPD por ml de tampdn citrato, adicionar 1uL de peréxido de
hidrogeno por cada ml de la solucién anterior. Preparar al momento de usar.
Asi, para 10ml son: 10mg de OPD, 10ml de tampén citrato y 10uL de
peréxido. Mantener protegido de la luz
e Solucion de pare
o Preparar solucion madre: 1.1ml H3PO4 + 0.4ml HCI aforar a 10ml con agua
destilada. A partir de ésta se prepara la solucién de pare que es 2.5ml de
solucion madre y 7.5ml de H20
e IgG marcada con peréxidasa anti IgG de Caballo, dilucién 1:8000 (2.3 pL para
2000uL)
e Antivenenos INS y Probiol almacenados a 4, 22 y 45 °C (1ylL)
e Stock de veneno de B. asper 1ug/1uL
e Platos de E.L.I.S.A. estériles
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segun la temperatura de almacenamiento de los antivenenos polivalentes

Tubos de ensayo
Micropipetas 1-10pL, 10-100puL, 100-1000puL y 1000-5000pL
Gradilla

Electroforesis en gel de poliacrilamida

Solucién de monémeros de acrilamida

29,2 g de acrilamida

0,8 g de bis-acrilamida

Disolver en agua desionizada y aforar a 100ml, filtrar y guardar en botella ambar
en refrigeracion.

Amortiguador del gel separada (inferior)

18,5 gr de Tris a pH de 8,8
Aforar a 100ml con agua desionizada y guardar en refrigeracion.

Amortiguador del gel espaciador (superior)

3 gde TrisapHde 6,8

Aforar a 100ml con agua desionizada y guardar en refrigeracion.

Amortiguador de la camara (solucién concentrada 10x)

12 g Tris — base

57,6 g glicina

4g de SDS

Aforar a 400ml con agua desionizada, a pH de 8,3-8,4. Guardar a temperatura

ambiente y diluir 10 veces al momento de utilizar.

Solucién para decolorar

Metanol 60ml
Etanol 30ml

Acido acético 15ml
Agua 195ml|

Gel inferior, se prepararon 2 geles al 7,5% y 2 geles al 5%

1 gel al 7.5% 4 geles al 7.5% 1 gel al 10% 3 geles al 10%
Agua 1167 2334 1167 2334
desionizada
Amortiguador 1250 2500 1250 2500
inferior
SDS 50 100 50 100
Acrilamida/Bis 1250 2500 833,3 1666,6
TEMED 6 12 6 12
Persulfat_o de 30 60 30 60
amonio

El volumen a adicionar a cada vidrio es de 3600 pL
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e Gel superior

1 gel | 4 geles
Agua desionizada 1500 | 6000
Amortiguador inferior | 630 2520

SDS 33 132
Acrilamida/Bis 330 1320
TEMED 5 20

Persulfato de

: 20 80
amonio

e Coomassie Brilliant Blue R-250

e Camara electroforética

e Vidrios para electroforesis

e Antivenenos (INS, INS_L Y Probiol) a sus respectivas temperaturas 4, 22 y 45°C

Neutralizacion actividad proteolitica

e Buffer de Tris — HCL 25Mm, NaCl 0.15M, CaCl,5Mm a pH 7.4

e Azocaseina solucion de 10mg/ml preparada en Buffer de pH 7.4 (la solucién se
mantuvo protegida de laluzy a 4°C

e Acido tricloroacético al 5% en agua destilada

e Solucion de veneno — antiveneno asi: INS 4°C, 22°C y 45°C; INS Liofilizado 4°C,
22°C y 45°C; Probiol4°C, 22°C y 45°C.

e Placas de E.L.I.S.A de fondo plano #1

e Eppendorf # 11

¢ Micropipeta multicanal

e Micropipeta de 10-100u y de 100-1000u y sus respectivas puntas.

¢ Canaleta (Reagent reservoir) #1

Neutralizacion de la actividad coagulante

e Eppendorff

e Stock de veneno de B. asper 1ug/uL

¢ Antiveneno de INS, INS_L y Probiol almacenados a 4, 22 y 45°C

¢ Plasma humano anticoagulado con solucién de citrato de sodio 3.8g/dI
e Solucion Salina Normal (como buffer)

e Coagulémetro

e Incubadora

Neutralizaciéon de la actividad hemolitica indirecta

e Agarosa el 0.8%

e Cloruro de Calcio 0.01M,
e Yema de huevo

e Eritrocitos al 100%
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e Tapas de platos de E.L.I.S.A.
e Termbémetro

e Erlenmeyer

e Camara humeda

e Incubadora

e Probeta

e Solucion Salina Normal

e Regla
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B. Informe estadistico

El informe estadistico que se presenta a continuacion fue realizado por el grupo de
Consultoria Estadistica del Departamento de Estadistica, Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional de Colombia en Bogota, Octubre 2016. Los consultores encargados
fueron: Cristian Alexander Avella Reyes®®, Oscar Asdribal Montes®’, Jonnathan Steven
Pinzon Zapata®® y Harry Cristhian Torres Moreno®°. Este documento corresponde al informe
original entregado por ellos, el cual fue convertido de pdf a documento de texto enriquecido
con el fin de anexarlo como soporte del andlisis estadistico de la presente tesis, por tal razén

se mantuvo el formato usado por los consultores.

Diagnéstico del Problema:

El proyecto de maestria busca encontrar los factores que se ven afectados al someter
los antivenenos a diferentes temperaturas y tiempo de conservacion, el proyecto estaba
adelantado en la parte metodolégica y los experimentos ya habian sido efectuados en
el laboratorio, por lo cual los datos ya estaban recolectados y tabulados en forma
conveniente para la solicitante. La siguiente fase del proyecto corresponde a la de

analisis de informacion, motivo de la consultoria

Descripcion del Problema:

Una vez manipulado el modo de preservacion de los antivenenos con el fin de evaluar
la capacidad neutralizante a diferentes temperaturas y en diferentes tiempos,
correspondiente a los objetivos del trabajo, se encontraran diferencias por cada una de
las variables de la actividad proteolitica, coagulante y hemolitica. Ademas, se evaluara

la diferencia entre los titulos obtenidos de la prueba E.L.I.S.A. aplicada.
Palabras Clave: Titulos de anticuerpos, capacidad neutralizante, liofilizado, Instituto
Nacional de Salud, almacenamiento, preservacion, Bothrops asper, proteoliticos,

hemoliticos, coagulante, absorbancia.

1. Objetivos

S6caavellar@unal.edu.co
370oamontesb@unal.edu.co
38jspinzonz@unal.edu.co

39 hetorresm@unal.edu.co
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1.1. General:

Evaluar el efecto de almacenamiento de las diferentes formas de preservacion de los
antivenenos polivalentes producidos en Colombia y mantenidos a diferentes
temperaturas sobre sus caracteristicas fisico- quimicas y su capacidad neutralizante de
algunas de las actividades del veneno de Bothrops asper.

1.2. Especificos:

1. Determinar la capacidad neutralizante de las diferentes formas de preservacion de
los antivenenos polivalentes producidos en Colombia y mantenidos a diferentes
temperaturas sobre los efectos proteolitico, hemolitico y coagulante del veneno de
Bothrops asper.

2. Establecer el efecto de la temperatura sobre los titulos de anticuerpos contra el

veneno de Bothrops asper enlos antivenenos polivalentes producidos en Colombia.

Existen unos objetivos especificos referentes a los cambios fisico-quimicos de los
antivenenos, los cuales se acordd ser abordado en su totalidad por la consultante, pues
no existia material suficiente para llevar a cabo un estudio estadistico mas alla de

conteos.

2. Metodologia Estadistica a Emplear

Con el fin de dar respuesta a los objetivos propuestos en la investigacion, se
establecieron varios procedimientos estadisticos teniendo en cuenta las propiedades
de las variables de interés. Con respecto al primer objetivo especifico, lo que se busca
es determinar el efecto de la temperatura de almacenamiento (4, 22 y 45°C), el tiempo
de almacenamiento (3 y 6 meses) y la forma de preservacién, Instituto Nacional de
Salud (INS), Instituto Nacional de Salud liofilizado (INS_L) y Probiol, sobre la capacidad
neutralizante. Dicha capacidad neutralizante se encuentra representada por tres

variables, la cuales son:

e Potencial de neutralizacion proteolitico: Es el porcentaje del valor de absorbancia
en cada muestra respecto al control positivo.
e Potencial de neutralizacion coagulante: Es el tiempo de coagulacion de cada

muestra sobre el tiempo de coagulacién del control positivo, es decir, el nUmero de
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veces que se aumenta o disminuye el tiempo de coagulacién de cada muestra con
respecto al tiempo de coagulacion del control positivo.

Potencial de neutralizacion hemolitico indirecto: Es el porcentaje del diametro de
hemodlisis en cada agarosa-yema de huevo eritrocitos respecto al control positivo.

Los métodos estadisticos llevados a cabo para cada variable fueron los siguientes:

Potencial de neutralizacion proteolitico: Para esta variable se ajusté un modelo de
regresion Beta (201) con funcion de enlace log y con variables explicativas
temperatura de almacenamiento, tiempo de almacenamiento y forma de
preservacion. Lo anterior debido a que dicha variable es un porcentaje y toma valores

entre cero y uno.

Potencial de neutralizaciébn coagulante: Para esta variable se ajusté un modelo
lineal generalizado con respuesta Gamma y funcién de enlace log, con variables
explicativas temperatura de almacenamiento, tiempo de almacenamiento, forma de
preservacion. Lo anterior debido a que la variable es continua y toma valores

positivos.

Potencial de neutralizacion hemolitico indirecto: Para esta variable se realizo un
analisis netamente descriptivo, lo anterior teniendo en cuenta la falta de variabilidad
en el porcentaje del diametro de hemdlisis, lo cual indica que el proceso en estudio

se acerca mas a un proceso deterministico que a un proceso aleatorio.

Los métodos anteriores fueron seleccionados frente a posibles disefios experimentales

con respuesta normal, debido a que con estos Ultimos se requerian transformaciones

gue dificultan la interpretacién de los resultados en la variable original de interés.

Con respecto al segundo objetivo especifico, lo que se busca es poder encontrar

diferencias que generan las diferentes temperaturas y el tiempo de preservacion en

cada uno de los titulos de anticuerpos generados de las pruebas ELISA, estas pruebas

arrojan resultados de absorbancias en medidas desde 4.000 a 1.024.000. Una vez

elaborado el analisis descriptivo de los resultados, se considerara cada una de estas

absorbancias como una variable respuesta de la aplicacion de la combinaciéon de

factores (tempera- tura, tiempo) se realizara un analisis de varianza mdltiple (manova),

con dos factores con sus respectivos niveles (Temperatura y Tiempos de preservacion),
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la interaccién y un bloque (Modo de preservacion). Para elandlisis de losdatosy el ajuste
de los diferentes modelos se uso el software estadistico R version 3.3.0 para Windows
con licencia GNU version 3 (202). Nota: Se aclara que por la naturaleza de la obtencién
de los resultados, los comentarios y conclusiones a partir de estos analisis son

aplicables Unicamente a estos mismos.

3. Resultados Obtenidos
3.1. Potencial de Neutralizacién Proteolitico
3.1.1.Analisis Descriptivo

Para esta variable se tienen 135 observaciones, las cuales se encuentran distribuidas

de la siguiente forma dentro de las variables explicativas.

3 meses 6 meses
Temperatura | 4 22 45 |4 22 45
INS 8 8 8|7 T 7
INS L 58 8 8|7 T 7
PRO 8 8 8|7 T 7

Enlas Figuras 1, 2, 3y 4 se presentan los gréaficos Box-Plot por cada variable explicativa
discriminando por el resto de variables. Como se observa en la Figura 1, la forma de
preservacion INS en general siempre tiene un porcentaje de neutralizacion proteolitico
superior, seguido por INS_L; PROBIOL presenta el menor porcentaje de neutralizacion
proteolitico. Este comportamiento se mantiene al discriminar los resultados por la variable
tiempo de almacenamiento, aungque en el tiempo 6 meses se observa poca diferencia
entre INS y INS_L. Al observar el comportamiento del porcentaje de neutralizacion
proteolitico discriminando por la variable temperatura, se observa que el comportamiento
mencionado anteriormente se mantiene, pero las diferencias entre las formas de
preservacion disminuyen bastante en latemperatura 45. Otro hecho de anotar, es que en
general el porcentaje de neutralizacion proteolitico promedio se encuentra siempre por
encima del 77 %, mientras que en el grupo de temperatura de almacenado de 45 grados
centigrados, el porcentaje de neutralizacion promedio es el mas bajo de todos con el 72
%.

En la Figura-2 se observa que en general el porcentaje de neutralizacion proteolitico es
mayor a los 6 meses de almacenamiento, aunque en este grupo hay unas pocas

observaciones que presentan porcentajes muy bajos de neutralizacion respecto al
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comportamiento general. También se observa que en la temperatura 45 el porcentaje

Tﬁ%$$

de neutralizacion es menor que en las otras temperaturas.
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Figura-1: Box-Plot’s de la variable Forma de Preservacién.

Figura-2: Box-Plot’s de |la variable Tiempo de Almacenamiento, discriminando por temperatura.
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En la Figura-3 se observa que en general el porcentaje de neutralizacién proteolitico es
mayor a los 6 meses de almacenamiento, aunque dicha diferencia no es tan marcada
en la forma de preservacion INS. Ademas se observa, como ya se habia mencionado
en el grafico 1, que el comportamiento es mejor para INS, seguido por INS L y por
Gltimo PROBIOL.
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Figura-3: Box-Plot’s de la variable Tiempo de Almacenamiento, discriminando por forma de

preservacion
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En la Figura-4 se observa que a menor temperatura de almacenamiento parece haber
un mayor porcentaje de neutralizacion proteolitico, aunque estas diferencias parecen no
ser tan marcadas. Cabe notar que en el grupo de tiempo de almacenamiento 6, aunque
los resultados muestran mayor porcentaje de neutralizacién que en los otros grupos,
también es cierto que aumenta la variabilidad pues hay unas pocas muestras que
presentan valores bajos de porcentaje de neutralizacion. Se vuelve a observar que hay

mejor comportamiento de INS.

Figura 4: Box-Plot’s de la variable Temperatura de Almacenamiento.
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En la Figura-5 se observan los gréaficos de interaccién. En base a dichos graficos, se
observa que parece haber interaccién entre todos los pares de variables. Lo anterior
quiere decir que el efecto de una variable explicativa, digase Xi, sobre el porcentaje de

neutralizacién proteolitico, depende de una posible segunda variable explicativa X,. Este
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aspecto se verificé en el ajuste del modelo y se explica ampliamente en la interpretacion
de los resultados.

Figura-5: Gréficos de Interacciones dobles.
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En conclusién, del andlisis descriptivo, se observa que parece haber un mejor
comportamiento de la forma de preservacion INS, seguida por INS L y PROBIOL.
Ademds, se observG que a mayor tiempo parece haber mayor porcentaje de
neutralizacién proteolitico. De la misma forma, a menor temperatura parece haber
mayor porcentaje de neutralizacién proteolitico. También se observé que parecen haber
interacciones entre las variables explicativas al momento de evaluar su efecto sobre el

porcentaje de neutralizacion protealitico.

3.1.2. Modelo Ajustado

Como se mencioné anteriormente, para el andlisis de la variable potencial de
neutralizacién proteolitico, se ajustdé un modelo de regresién Beta. Luego de haber

indagado por las interacciones de tipo triple y doble mediante la prueba de razén de
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verosimilitudes y los estadisticos de Wald, y siguiendo el método Backward de seleccion
de variables, se escogi6 el mejor modelo, el cual contiene interacciones entre las
variables tiempo de almacenado y forma de preservacion, y entre las variables tiempo

de almacenado y temperatura de almacenado. Se presenta a continuacion el modelo:

yk ~ Beta(pk, ¢);k=1,...,n

log(pur) = Bo + P11k + Paxak + Batak + Batar + Boxsk + Bexok + Brer i + Bss i + Poxo k
Y1, .-, Yn independientes

Donde yk es el porcentaje de neutralizacion proteolitico de la k-ésima observacion, n =
135, uk es la media de la variable yi, la variable X1k toma el valor 1 si la k-ésima
observacién fue almacenada por 6 meses y 0 en caso contrario, la variable X, x toma el
valor 1 si la k-ésima observacion es de INS_L y 0 en caso contrario, la variable X3 toma
el valor 1 si la k-ésima observacién es de PROBIOL y 0 en caso contrario, la variable
Xaxtoma el valor 1 si la k-ésima observacion se almacené a 22°C y 0 en caso contrario,
la variable Xsx toma el valor 1 si la k-ésima observacion se almacené a 45°C y 0 en
caso contrario, la variable Xsx toma el valor 1 si la k-ésima observacién se almacené
durante 6 meses y es de INS_L y 0 en caso contrario, la variable X7« toma el valor 1 si
la k-ésima observacion se almacend durante 6 meses y es de PROBIOL y 0 en caso
contrario, la variable Xsx toma el valor 1 si la k ésima observacion se almacené durante
6 meses a temperatura 22°C y 0 en caso contrario, y la variable Xqx toma el valor 1 si la
k-ésima observacién se almacend durante 6 meses a temperatura 45°C y 0 en caso

contrario.

Del ajuste se observa que las dos interacciones planteadas resultan ser altamente
significativas, por ende, las variables tiempo de almacenado, temperatura de
almacenado y forma de preservacion, resultan ser significativas en el modelo. Esto nos
indica que tanto el tiempo de almacenado, como la temperatura de almacenado y la
forma de preservacion, tienen efecto sobre el porcentaje de neutralizacion proteolitico, lo
anterior sujetos a la verificacion de los supuestos del modelo, la cual se lleva a cabo

posteriormente.
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Beta Estimate Std. Error 2z value Pr(>|z|)
(Intercept) (8o) -0.13541 0.03 -4.18 0.00
Tiempo6 (3;) -0.01134 0.05  -0.25 0.80
PreservacionINS L (32) -0.27377 0.05 -5.09 0.00
PreservacionPRO (f3) -0.45056 0.06 -7.04 0.00
Temperatura22 (54) -0.05664 0.05 -1.21 0.23
Temperaturad5 (35) -0.24317 0.06 -4.08 0.00
Tiempo6:PreservacionINS _L (f8s)  0.26113 0.06 4.07 0.00
Tiempo6:PreservacionPRO (f37) 0.13561 0.08 1.61 0.11
Tiempo6:Temperatura22 (fs) 0.03404 0.06 0.55 0.58
Tiempo6:Temperaturadb (o) 0.22248 0.07 3.10 0.00

Con respecto al parametro de dispersion phi se obtuvo un ajuste, el cual resulté ser

también altamente significativo.

Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)
(phi) 10.67 127 841 0.00

Para el ajuste se obtuvo un pseudo-R? de 0,86, un AIC de -175.9654 y una log-
verosimilitud de 98,98. Los resultados anteriores fueron obtenidos mediante el uso del

paquete betareg (204) del software R.

3.1.3.Verificacion de supuestos y analisis de influencia

Con el animo de poder dar una interpretacion valida a los resultados del ajuste, es
necesario realizar la verificacion de los supuestos del modelo. Para esto se hizo uso de
los gréficos de diagndstico los cuales se presentan en la Figura-6. A partir de los graficos
se observa que no existen problemas de dependencia ni de heterocedasticidad. También
se observa que el ajuste del modelo es bueno, pues todas las observaciones se
encuentran dentro del grafico de diagndstico. Con respecto al andlisis de influencia se
tiene que las observaciones 91, 92 y 116 son posibles datos influyentes. Se procedi6 a
analizar dichas observaciones, encontrando que ninguna combinacién de estas genera
un cambio significativo en el ajuste del modelo, por lo tanto se concluye que la
significancia de las variables se debe a caracteristicas del grupo de observaciones en

general y no sélo a alguna observacién en particular.

Teniendo en cuenta la verificacion de los supuestos del modelo y el analisis de influencia,
tiene sentido y validez la interpretacion de los parametros estimados en el mismo.

Procedimiento que se realiza a continuacion.
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Residuals vs indices of obs. Cook's distance plot Residuals vs linear predictor Half-normal plot of residuals
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Figura-6: Graficos de Diagndstico.

3.1.4.Interpretacion de resultados

Como se mencion6 anteriormente y teniendo en cuenta la verificacién del modelo, se
concluye que existe efecto de las variables tiempo de almacenamiento, temperatura de
almacenamiento y forma de preservacion sobre el porcentaje de neutralizacién
proteolitico. Estos efectos dependen de los valores que toman las otras variables, pues
hay presencia de interacciones entre las variables tiempo de almacenamiento y forma
de preservacion, y entre las variables tiempo de almacenamiento y temperatura de
almacenamiento. Lo anterior quiere decir que el efecto del tiempo de almacenamiento
depende tanto de la forma de preservacion como de la temperatura de almacenamiento,
gue el efecto de la forma de preservacion depende del tiempo de almacenamiento, y
que el efecto de la temperatura de almacenamiento depende del tiempo de

almacenamiento.

Los porcentajes de neutralizacién proteolitico promedio estimados por tratamiento son:
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Tratamiento  Tiempo Preservacion Temperatura fix
1 3 INS 4 0.873356
2 6 INS 4 0.863510
3 3 INS L 4 0.664195
4 6 INS L 4 0.852663
5 3 PRO 4 0.556567
6 6 PRO 4 0.630214
7 3 INS 22 0.825262
8 6 INS 22 0.844207
9 3 INS L 22 0.627619
10 6 INS L 22 0.833602
11 3 PRO 22 0.525917
12 6 PRO 22 0.616126
13 3 INS 45 0.684832
14 6 INS 45 0.845831
15 3 INS L 45 0.520820
16 6 INS L 45 0.835205
17 3 PRO 45 0.436425
18 6 PRO 45 0.617311

A continuacion se presenta una tabla con los respectivos contrastes para analizar el
efecto de la forma de preservacion sobre el porcentaje de neutralizacion proteolitico, en
donde, por ejemplo el cociente de respuestas medias estimadas para el contraste INS
Vs INS_L (Tiempo 3) es:

Respuesta media estimada de INS (Tiempo 3)
Respuesta media estimada de INS L (T'iempo 3)

Contraste Cociente de Respuestas Medias FEstimadas | Resultado
INS Vs INS L (tiempo 3) exp(—fs) = exp(0.27377) 1.314909
INS Vs INS L (tiempo 6) exp(—fa — fg) = exp(0.27377 — 0.26113) | 1.012722
INS Vs PROBIOL (tiempo 3) exp(—PB3) = exp(0.45056) 1.569186
INS Vs PROBIOL (tiempo 6) e:arp(—ﬁ;g — f2) = exp(0.45056 — 0.13561) 1.370185
INS L Vs PROBIOL (tiempo 3) | exp(fs — f3) = exp(—0.27377 + 0.45056) 1.193379
INS L Vs PROBIOL (tiempo 6) | exp(f2 — 3 + fs — fr) = exp(0.3023039) | 1.352972

Con resultado se observa que la mejor forma de preservacién es INS, ya que con
respecto a INS_L tiene un porcentaje de neutralizacién proteolitico promedio estimado
31 % mayor cuando el tiempo de almacenamiento es de 3 meses; para tiempo de
almacenamiento de 6 meses la diferencia entre INS e INS_L es tan solo del 1,2 %. Si se
compara INS y PROBIOL, las diferencias en el porcentaje de neutralizacion proteolitico
promedio estimado se incrementan, pues para los tres meses dicha diferencia es del
56,9 % y para los 6 meses es del 37 %. Por otra parte, entre INS_L y PROBIOL, es
mejor el comportamiento de INS_L pues este tiene un porcentaje de neutralizacion
proteolitico promedio estimado 19,3 % mayoren el tiempo 3y 35,3 % mayor en el tiempo
6.
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La siguiente tabla contiene los respectivos contrastes para analizar el efecto de la

temperatura de almacenamiento sobre el porcentaje de neutralizacion proteolitico.

Contraste Cociente de Respuestas Medias Estimadas | Resultado
INS Vs INS L (tiempo 3) exp(—P2) = exp(0.27377) 1.314909
INS Vs INS L (tiempo 6) exp(—fa — fg) — exp(0.27377 — 0.26113) | 1.012722
INS Vs PROBIOL (tiempo 3) exp(—f3) = exp(0.45056) 1.569186
INS Vs PROBIOL (tiempo 6) exp(—Ps — B7) = exp(0.45056 — 0.13561) | 1.370185
INS L Vs PROBIOL (tiempo 3) | exp(fs — f3) = exp(—0.27377 + 0.45056) 1.193379
INS L Vs PROBIOL (tiempo 6) | exp(f2 — 03 + fs — Br) = exp(0.3023039) | 1.352072

De la anterior tabla se observa que a menor temperatura de almacenamiento se tiene
un mayor porcentaje de neutralizaciéon proteolitica promedio estimado. En general,
cuando se esta en un tiempo de almacenamiento de 6 meses las diferencias no son tan
marcadas, a tal punto que podrian considerarse casi iguales pues la diferencia maxima
es de tan solo 2,3 %. En el tiempo de almacenamiento 3, las diferencias entre los
porcentajes de neutralizacion proteolitica promedio estimados si son bastante marcadas

y oscilan desde el 5,8 % hasta el 27,5 %.

Por ultimo se presenta la tabla que contiene los respectivos contrastes para analizar el

efecto del tiempo de almacenamiento sobre el porcentaje de neutralizacidn proteolitico.

Contraste Cociente de Respuestas Medias Estimadas | Resultado
INS Vs INS L (tiempo 3) exp(—Hs) = exp(0.27377) 1.314909
INS Vs INS L (tiempo 6) exp(—fa — Bg) = exp(0.27377 — 0.26113) | 1.012722
INS Vs PROBIOL (tiempo 3) exp(—f3) = exp(0.45056) 1.569186
INS Vs PROBIOL (tiempo 6) f_:a-‘p(—ﬁ;g — f7) = exp(0.45056 — 0.13561) 1.370185
INS L Vs PROBIOL (tiempo 3) | eap(fy — f3) = exp(—0.27377 + 0.45056) 1.193379
INS L Vs PROBIOL (tiempo 6) | exp(fa — O3 + fs — B7) = exp(0.3023039) | 1.352072

De los resultados anteriores se concluye que en general, a mayor tiempo de
almacenado se tiene un mayor porcentaje de neutralizacion proteolitico promedio
estimado. En el caso especifico de INS para temperaturas 4 y 22, se observa que las
diferencias no son grandes, es decir, se puede considerar que el efecto del tiempo de
almacenado es el mismo en estos grupos, mientras que en INS a temperatura 45 si se
genera una diferencia considerable del 19,1 %, es decir que el porcentaje de
neutralizacién promedio a los 3 meses es un 19,1 % menor que a los 6 meses. Las
diferencias entre el porcentaje de neutralizacion proteolitico promedio estimado son

mucho més grandes en el grupo de INS_L, éstas oscilan entre el 37,7% y el 22,1 %. En
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el caso de PROBIOL las diferencias entre el porcentaje de neutralizacion proteolitico
promedio estimado son menores que en el caso de INS_L y oscilan entre el 29.3% y el
11.6 %, aunque su comportamiento como ya se habia mencionado antes, es el mas bajo
de las tres formas de preservacion.

Con el fin de tener una ayuda visual de lo que se interpret6 en la tabla anterior, se
presenta en la Figura-7 los graficos de Box-Plot para la variable tiempo fue discriminando

por forma de preservacion y por temperatura de almacenamiento.

Figura-7: Box-Plot’s Tiempo discriminando Preservacién y Temperatura.
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3.2. Potencial de neutralizacion coagulante

3.2.1.Andlisis descriptivo

Esta variable cuenta con un total de 72 observaciones, las cuales se encuentran

distribuidas de la siguiente forma dentro de las variables explicativas.

3 meses 6 meses
Temperatura | 4 22 45 | 4 22 45
INS 6 6 6|3 3 3
INS L 3 3 3|3 3 3
PRO 6 6 6|3 3 3

A continuacién se presentan los graficos Box-Plot para cada variable explicativa, los

cuales se encuentran discriminados por las demas variables.
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BOX-PLOT'S MODO DE PRESERVACION
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Figura-8: Box-Plot’s de la variable Forma de Preservacion.

En la Figura-8 se observa que la variable respuesta Razon presenta valores altos y
variables para el modo de preservacion INS e INS_L, a diferencia de lo sucedido con
Probiol cuya razon de neutralizacion coagulante es bastante baja y poco variable. Al
discriminar la razén de neutralizacion coagulante por el tiempo de almacenamiento se
puede ver que para tres meses la mediana de la forma de preservacion INS presenta la
mayor razén de neutralizacion coagulante con algunas observaciones con razén de
neutralizacién coagulante muy alta, seguida por INS_L, la cual presenta poca variacion,
PROBIOL presenta la menor razdén de neutralizacién coagulante y muy poca
variabilidad; para seis meses se observa que la mediana de la razén de neutralizacion
coagulante tanto para INS como INS_L son altas y muy cercanas, con la diferencia en
gue los datos para INS son mas variables que los de INS_L, PROBIOL presenta una
razon de neutralizacién coagulante muy baja y con poca variabilidad en diferencia a las

otras formas de preservacion.
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BOX-PLOT'S TIEMPO
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Figura 9: Box-Plot’s de la variable Tiempo.
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Al observar el comportamiento del porcentaje de neutralizacién discriminando por la
variable temperatura, se puede ver que para las formas de preservacion INS e INS_L se
sigue conservando la jerarquia anteriormente observada en la razén de neutralizacién
coagulante donde INS presenta una razén mediana de neutralizacion coagulante mayor,
seguido de INS_L y por ultimo PROBIOL, con la diferencia que esto no sucede para la
temperatura de conservacion de 45 grados centigrados, en donde la mediana de laforma
de preservacion INS_L es mayor que la encontrada en INS; PROBIOL sigue teniendo

poca variabilidad y presenta en general la menor razon de neutralizacion coagulante.

En la Figura-9 se observa que para la variable respuesta por tiempo de almacenamiento
la mediana para tres meses es menor que para seis meses con algunas observaciones
con valores muy elevados en la razén de neutralizacién coagulante, la variabilidad en
seis meses es mayor que en tres, el anterior comportamiento se mantiene al discriminar
las observaciones por las diferentes temperaturas.

Figura 10: Box-Plot’s de la variable Tiempo de Almacenamiento, discriminando por forma de

preservacion.
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En la Figura-10 se considera el tiempo de almacenamiento discriminado por la forma de
preservacion en donde para INS la mediana es menor para un tiempo de tres meses
gue para seis meses, aunque también presenta algunas observaciones con valores
elevados para la razon de neutralizacién coagulante, el comportamiento a seis meses
presenta en su mayoria valores para razon de neutralizacién coagulante mayores que
en tres meses. Para INS_L se observa una razén mediana de neutralizacion coagulante
mucho menor para una temporalidad de tres meses que para una de seis, a los tres
meses se presenta poca variabilidad. PROBIOL presenta la particularidad de tener
poca variacién tanto para tres meses como para seis meses, en general PROBIOL

presenta los valores mas bajos para la razén de neutralizacién coagulante.

El la figura-11 se observa como la raz6n mediana de neutralizacién coagulante
disminuye a medida que la temperatura de conservacion aumenta, también se observa
una disminucién en la variacion de las observaciones por el mismo hecho. Al realizar
una discriminacion por tiempo se puede ver que a dos temperaturas 4 y 12 existen
similaridades, pero a temperatura 45 la variabilidad es menor esto para un tiempo de
preservacion de tres meses, en general las medianas a las tres temperaturas no distan
mucho; para el caso de seis meses se puede observar una alta variabilidad en larazén de
neutralizacién coagulante con razon mediana de neutralizacién coagulante decreciente

a medida que la temperatura aumenta.

Al realizar la discriminacion por forma de preservacion se observa que para INSa 4y
24 grados centigrados se consiguen valores altos para las observaciones en larazén de
neutralizacién coagulante con una gran variabilidad, a diferencia de lo que sucede a
temperatura 45 en donde la razén de neutralizacion coagulante es mucho menor y
presenta una variabilidad menor; para el caso de INS_L se observa la particularidad
gue a temperatura 22 obtuvo menor variabilidad y un valor para la razén mediana de
neutralizacién coagulante menor, a temperatura 4 y 45 se observan comportamientos
similares; PROBIOL presenta mayor variabilidad a temperatura 4, la razén mediana de

neutralizacién coagulante es similar en todas las temperaturas de estudio.

En la Figura-12 se observan los gréaficos de interaccién. En base a dichos gréaficos, se
puede entender una interaccién entre la mayoria de pares de variables a excepcion de
las variables tiempo y temperatura. Lo anterior quiere decir que el efecto de una variable
explicativa, digase Xi, sobre la razdén de neutralizacién coagulante, depende de una
posible segunda variable explicativa X2. Este aspecto se analizara en el ajuste del modelo

y se explicard ampliamente en la interpretacion de los resultados.
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BOX-PLOT'S TEMPERATURA
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Figura-11: Box-Plot’s de la variable Temperatura.

3.2.2.Modelo Ajustado

Para el andlisis de la variable potencial de neutralizacion coagulante, se ajusté un
modelo lineal generalizado con respuesta gamma, esto se decidié debido a que la
variable respuesta es continua y toma solo valores positivos. Luego de haber indagado
por las interacciones de tipo triple y doble mediante la prueba de razén de
verosimilitudes y los estadisticos de Wald, y siguiendo el método Backward de
seleccidn de variables, se escogio el mejor modelo, el cual contiene interacciones entre
las variables tiempo de almacenamiento y forma de preservacion, y entre las variables
temperatura de almacenamiento yforma de preservacion. A continuacion se presenta el

modelo:

. ~ Gammal(p, o k=1,....n

log(ps) = Bo 4+ Biwr g + Pawo g + Paws i + Bawan + Bsws i + Pewe k + Prory + Pexs i + Pawa,
+Boi0,k + B11T11,k

Y1y ooy Y independientes

Donde yi es el razdn de neutralizacidon coagulante, Pk es la media de la variable yy, la
variable X1 toma el valor 1 si la k-ésima observacion es de INS_L y 0 en caso contrario,
la variable Xz toma el valor 1 si la k-ésima observacion es de PROBIOL y 0 en caso
contrario, la variable Xsx toma el valor 1 si la k-ésima observacion fue almacenada a
seis meses y 0 en caso contrario, la variable Xax toma el valor 1 si la k-ésima
observacién se almacené a 22°C y 0 en caso contrario, la variable Xsx toma el valor 1
si la k-ésima observacion se almacend a 45°C y 0 en caso contrario, la variable Xsy
toma el valor 1 si la k-ésima observacion se almacen6 durante 6 mesesy esde INS L

y 0 en caso contrario, la variable X7x toma el valor 1 si la k ésima observacién se
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almaceno durante 6 meses y es de PROBIOL y 0 en caso contrario, la variable Xsx toma
el valor 1 si la k-ésima observacion corresponde a INS_L que se almacendé a
temperatura 22°C y 0 en caso contrario, la variable Xox toma el valor 1 si la k-ésima
observacién corresponde a PROBIOL que se almacené a temperatura 22°Cy 0 en caso
contrario, la variable Xi0x toma el valor 1 si la k-ésima observacion corresponde a INS_L
gue se almacend a temperatura 45°C y 0 en caso contrario, la variable Xi1x toma el
valor 1 si la k—ésima observacion corresponde a PROBIOL que se almacen6 a
temperatura 45°C y 0 en caso contrario.
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Figura 12: Graficos de Interacciones dobles.

El ajuste se realiz6 con el software estadistico R. Se obtuvo el siguiente ajuste:

Beta Estimate Std. Error ¢ value  Pr(=|t])
(Intercept) (8o) 3.4372 0.0987 34.82 0.00
PreservacionINS L () -(0.9976 0.1626 -6.13  T7.34e-08
Preservacion PRO (f3) -2.1708 0.1396  -15.55 0.00
Tiempob (/3) (0.3445 0.1119 3.08  0.00315
Temperatura22 (3,) 0.0238 0.1293 0.18  0.85452
Temperaturadh (Fs) -0.7967 0.1293 -6.16  6.54e-08
PreservacionINS  L:Tiempo6 () 0.9226 0.1700 540 1.22¢-06
Preservacion PRO:Tiempo6 (7) 0.3098 0.1583 1.96  0.06501
PreservacionINS  L:Temperatura2?2 (8g) -0.1743 0.2044 -0.85  0.39724
Preservacion PRO: Temperatura22 () -0.2314 0.1828 -1.27  0.21053
PreservacionINS :Temperaturadb (o) 0.6595 0.2045 3.07  0.00325
PreservacionPRO: Temperaturad5 (311) 0.5605 0.1828 3.10 0.00

Del ajuste se observa que las dos interacciones planteadas resultan ser altamente
significativas, por ende, las variables tiempo de almacenamiento, temperatura de
almacenado y Forma de Preservacion, deben conservarse en el modelo. Lo anterior

indica que tanto el tiempo de almacenamiento, como la temperatura de almacenamiento
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y la forma de preservacion, tienen efecto sobre la razén de neutralizacion coagulante, lo
anterior sujetos a la verificacién de los supuestos del modelo, la cual se lleva a cabo

posteriormente.

3.2.3. Verificacion de supuestos y analisis de influencia

Con el fin de poder dar una interpretacién valida a los resultados del ajuste, es
necesario realizar la verificacién de supuestos del modelo. Para esto se hizo uso de los
gréficos de diagndstico los cuales se presentan en la Figura-13. A partir de los gréaficos
se observa que el ajuste del modelo es bueno pues todas las observaciones se
encuentran dentro del grafico envelope. Respecto al analisis de influencia se tiene que
las observaciones 5, 10, 17 y 51 son posibles datos influyentes. Se procedi6 a analizar
dichas observaciones, encontrando que casi ninguna combinacion de estas genera un
cambio significativo en el ajuste del modelo, a excepcion de retirar todas estas
observaciones que tiene por efecto la duplicacion del coeficiente asociado a la
interaccion Preservacion PRO: Tiempo6, por lo tanto se concluye que la significancia
de las variables se debe a caracteristicas del grupo de observaciones en general y no

sélo a algunaobservacion en particular.
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Figura-13: Gréficos de Diagnéstico.

Teniendo en cuenta la verificacion de los supuestos del modelo y el analisis de influencia,
tiene sentido y validez la interpretacion de los parametros estimados en el mismo.

Procedimiento que se realiza a continuacion.
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3.2.4.Interpretacion de resultados

Como se mencion6 anteriormente y teniendo en cuenta la verificacion del modelo, se
concluye que existe efecto de las variables tiempo de almacenamiento, temperatura de
almacenamiento y forma de preservacion sobre la razén de neutralizacion coagulante.
Estosefectosdependende los valores que toman las otras variables debido a la presencia
de interacciones entre las variables forma de preservacion y tiempo de almacenamiento,
y las variables forma de preservaciéon y temperatura de almacenamiento. Lo anterior
quiere decir que el efecto de la forma de preservacion depende tanto del tiempo de
almacenamiento como de la temperatura de almacenamiento; que el efecto del tiempo
de almacenamiento depende de la forma de preservacion, y que el efecto de la
temperaturade almacenamiento depende de laforma de preservacion.

La razén promedio esperada de neutralizacién coagulante estimada por tratamiento es:

Tratamiento Tiempo Preservacion  Temperatura s
1 3 INS 1 311004
2 i INS 1 220378
3 3 INS_ L 1 11. 4687
1 i INS_L 1 16,1849
it : PRO 1 3.0483
6 G PRO 1 5.0075
7 3 INS 22 31.8195
8 G INS 22 44,9468
9 3 INS L 22 .866T7
10 G IN5_ L 22 350288
11 3 PRO 22 28154
12 G PRO 22 1.6894
13 3 INS A5 14.0208
14 G INS A5 19. 7865
15 3 INS_L A5 9.09982
16 G INS L A5 35,4560
17 3 PRO A5 2.8018
18 i PRO A 53899

A continuacién se presenta una tabla con los respectivos contrastes para analizar el
efecto de la forma de preservacion sobre la razén de neutralizacion coagulante, en
donde, por ejemplo el cociente de respuestas medias estimadas para el contraste INS
vs. INS L (Ti 3 - Tem4) es:

Respuesta media estimada de INS L(Ti 3 — Tem 4)
Respuesta media estimada de INS (T'i 3 — Tem 4)
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Contraste Cociente de Respuestas Medias Estimadas Resultado
INS Vs INS L (Ti 3 - Tem 4) exp{) = exp(—0.99760) 0.3688
INS Vs INS L (Ti 3 - Tem 22) explfy + fs) = exp(—0.99760 — 0.17426) 0.3008
INS Vs INS L (Ti 3 - Tem 45) exp(fy + o) = exp(—0.99760 + 0.65047) 0.7131
INS Vs INS L (Ti 6 - Tem 4) eapl i + fs + Gs) = exp{—0.99750 + 0.92255) 0.9378
INS Vs INS L (Ti 6 - Tem 22) r:;c_rr[:,":i' + ﬂ;ﬂ = exp(0.24931) 0.7793
INS Vs INS_L (Ti 6 - Tem 45) exp(B) + fs + fio) = exp(0.58142) 1.7940
INS Vs PRO (Ti 3 - Tem 4) w:!:p{ﬁ‘gj = eap(—2.17075) 0.1141
INS Va PRO (Ti 3 - Tem 22) exp(fla + flo) = exp(—2.17075 — 0.023135) 0.0905
INS Vs PRO (Ti 3 - Tem 45) exp(fia + i) = exp(—2.17075 + 0.56049) 0.1998
INS Vs PRO (Ti 6 - Tem 4) r:u?jn(,r'};; + ;’5?) = exp{—2.17075 + 0.30979) 1.1555
INS Va PRO (Ti 6 - Tem 22) exp(fly + Or + o) = exp(—2.00231) 0.1234
INS Va PRO (Ti 6 - Tem 45) exp(fa + fr + G11) = exp(—1.30047) 0.2724
INS L Vs PRO (Ti 3 - Tem 4) caplfiy — fi) = exp(—2.17075 + 0.99760) 0.3005
INS L Vs PRO (Ti 3 - Tem 22) eaxp(—0y + fa — Fs + o) = exp(—0.76754) 0.4642
INS L V& PRO (Ti 3 - Tem 45) exp(—F1 + B2 — Bio + Bur) = exp(—1.27213) 0.2802
INS L Vs PRO (Ti 6 - Tem 4) eap(—fy + fa — As + ) = exp(—1.23213) 0.1676
INS L Vs PRO (Ti6- Tem 22) | exp{—5) + 2 — s + O — fa + fo) = eap(—1.843) 0.1583
INS L Vs PRO (Ti 6 - Tem 45) | exp(— G + fa — G + fr — o+ 1) = exp(—1.88489) | 0.1519

Como resultado se observa que la mejor forma de preservacion es INS, ya que INS_L
tiene razones de neutralizacion coagulante promedio estimada 63.12 %, 69.02%y 28.69
%, menores que los presentados por INS cuando el tiempo de almacenamiento es de 3
meses y a temperaturas 4, 24 y 45 respectivamente; para tiempo de almacenamiento
de 6 meses la diferencia entre INS_L e INS es tan solo 6.22 % menor que el de INS
almacenado a 6 meses y temperatura 4, un comportamiento similar se consigue a
temperatura 22 ya que se espera que esta sea 22.07 % menor, para el contraste entre
INS e INS_L a 6 meses y temperatura 45 se observa un aumento de 79.40 % en lo

referente a INS_L.

Comparando INS y PROBIOL, las diferencias en la razén de neutralizacién coagulante
promedio estimada se incrementan, ya que para 3 meses dicha diferencias son de
88,59%, 90,95 % y 80,02 % menores a las presentadas por INS almacenado a 3 meses
a temperatura 4, 22 y 45 respectivamente; para el tiempo de almacenamiento de 6
meses se observan razones de neutralizacién coagulante de 84,45%, 87,66% Yy 72,76%
menores, a temperatura 4, 22 y 45°C, respectivamente, en diferencia a las presentadas

por INS bajo estas mismas condiciones.

Por otra parte, entre INS_L y PROBIOL, es mejor el comportamiento de INS_L, dado
gue se observaron razones de neutralizacion coagulante promedio estimadas para
PROBIOL de 69,05 %, 53,58 % y 71,98 % menores a las presentadas por INS_L en el
tiempo de almacenamiento de 3 meses para temperaturas 4, 22 y 45°C,
respectivamente, esto en comparacion con INS_L bajo las mismas condiciones, por

ultimo se analizan las razones de neutralizacién coagulante promedio estimadas para el
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caso de almacenamiento de 6 meses con diferencias de 83,24 %, 84,17 % y 84,81 %

menores a las encontradas bajo las mismas condiciones en INS_L.

La siguiente tabla contiene los respectivos contrastes para analizar el efecto de la
temperatura de almacenamiento sobre la razén de neutralizacién coagulante para cada

unade las formas de preservacion.

Comtraste Cociente de Respuestas Medias Fstimadas Resultado
Tem 4 Vs Tem 22 (INS) exp( ) = exp(0.0238) 1.0241
Tem 4 Vs Tem 22 (INS L) eaplfy + fs) = exp(00238 — 0.17426) 0.8603
Tem 4 Vs Tem 22 (PROB) caplfa 1+ o) = exp(00238 — 0.23135) 0.8126
Tem 4 Vs Tem 45 (INS) r:.:p(."fﬁ} = eurp| — L. TOGE ) 04508
Tem 4 Vs Tem 45 (INS L) explfs + o) = exp{ —0.7T9668 + (LE5047) 0.8716
Tem 4 Vs Tem 45 (PROB) capl{ s + (g) = exp(—0.TI668 + 0.56049) 07805
Tem 22 Vs Tem 45 (INS) cxp(fs — 1) = exp(—0.79668 — 0.0238) 0.4402
Tem 22 Vs Tem 45 (INS L) eap(—f1 + fs — s + fro) = exp(0.01325) 1.0133
Tem 22 Vs Tem 45 (PROB) | exp(—fy + fs — fo + fu1) = exp(—0.001921216) |  0.9718

De la anterior tabla se observa que, a menortemperatura de almacenamiento setiene una
mayor razén de neutralizacidon coagulante promedio estimada. Particularmente, para el
modo de preservacion INS a temperatura 22 se consiguié una razéon de neutralizacion
coagulante promedio estimada de 2.41 % mas que lo obtenido en temperatura 4. En el
caso de INS_L y PROBIOL se obtienen razones de neutralizacion coagulante promedio
estimada de 13.97 % y 18.74 % respectivamente menores que a temperatura 4. Para las
comparaciones referentes a temperaturas 4 y 45 se observa una razén de
neutralizacién coagulante promedio estimada para INS, INS_L y PROBIOL de 54.92 %,
12.84 %y 21.05 % respectivamente menores a las observadas a temperatura 4. Para el
Gltimo conjunto de comparaciones, las cuales hacen referencia temperaturas 22 y 45,
para las formas de preservacion se observa que para INS a temperatura 45 se espera
una razén de neutralizacion coagulante promedio estimada de un 65.98 % menos que a
temperatura 22, para la forma de preservacion INS L se obtiene una razéon de
neutralizacién coagulante promedio estimada 1.33 % mayor que la observada a
temperatura 22, para el caso de PROBIOL se obtuvo una razén de neutralizacion
coagulante promedio estimada 2.82 % menor que la presentada por este a temperatura
22.

Por altimo se presenta la tabla que contiene los contrastes respectivos para el analisis
del efecto del tiempo de almacenamiento sobre la razén de neutralizacién coagulante

para cada forma de preservacion.
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Contraste Cociente de Respuestas Medias Estimadas | Resultado
Tiempo 3 Vs Tiempo 6 (INS) exp(fs) = exp((.34446) 14112
Tiempo 3 Vs Tiempo 6 (INS_L) exp(fs + fg) = exp(0.34446 + 0.92255) 3.5602
Tiempo 3 Vs Tiempo 6 (PROBIOL) eap(fs + fr) = exp(0.34446 + 0.39979) 1.9237

De los resultados anteriores se concluye que, en general a tiempo 6 se obtiene una
razén de neutralizacién coagulante promedio estimada mayor que a tiempo 3, para el
caso de INS se esta obteniendo un 41,12% a diferencia del tiempo 3, lo mismo sucede
en la forma de preservacion INS_L en la cual la razon de neutralizacién coagulante
promedio estimada estd aumentando 3,5 veces, finalmente, PROBIOL a tiempo 6 esta
teniendo un aumento de 92,37% en contraste con lo observado en tiempo 3, resultados

gue concuerdan con lo descrito en la seccién descriptiva presentada antes.

3.3. Potencial de neutralizacion hemolitico indirecto
Como se menciond inicialmente, el analisis del porcentaje de neutralizacion hemolitico
se realizé en base a analisis netamente descriptivos debido a la falta de variabilidad en

los resultados.

3.3.1.Andlisis Descriptivo
Para esta variable se tienen 102 observaciones, las cuales se encuentran distribuidas

de la siguiente forma dentro de las variables explicativas.

3 meses 6 meses
Temperatura | 4 22 45 | 4 22 45
INS 6 4 6|6 6 06
INS L 6 4 6|6 6 6
PRO 6 4 6|6 6 6

En las Figuras 14, 15, 16 y 17 se presentan los graficos Box-Plot por cada variable
explicativa discriminando por el resto de variables. Como se observa en la Figura 14, la
forma de preservacion INS e INS_L en general siempre adquirieron un porcentaje de
neutralizacién hemolitico de 100 % exceptuando algunas observaciones que presentan
valores bastante alejados del comportamiento general. En el grupo que tuvo un tiempo
de almacenado de 3 meses parece haber algo de variabilidad en INS y INS_L. Por otra
parte, se observa gue la forma de preservaciéon PROBIOL si esta generando variabilidad
y en general tiene porcentajes de neutralizacion hemolitica muy inferiores a los de INS

e INS_L, dichos porcentajes oscilan el 60 %.
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En la Figura 15 se observa que en general el porcentaje de neutralizacion hemolitico
es mayor a los 6 meses de almacenamiento, ademas en este tiempo se presenta menor
variabilidad. Es de anotar que en dicho tiempo de almacenamiento, la gran mayoria de
observaciones alcanzaron un porcentaje de neutralizacion del 100 %. También se

observa que el comportamiento parece ser el mismo a diferentes temperaturas.

En la Figura 16 se observa que a los 6 meses de almacenamiento tanto INS como
INS_L alcanzaron un 100 % de neutralizacion hemolitico en todas sus observaciones; a
los 3 meses de almacenamiento hubo observaciones de INS e INS_L que no alcanzaron
el 100%. En la forma de preservacion PROBIOL se observa que se alcanzan
porcentajes de neutralizacion muy inferiores a los de INS e INS_L, dichos porcentajes

oscilan el 55 % con valores mayores para el tiempo de almacenamiento de 6 meses.
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Figura-14: Box-Plot’s de |la variable Forma de Preservacion.

EnlaFigura 17 se observa que no parece haber diferencias grandes en los porcentajes de
neutralizacién hemolitica alcanzados a diferentes temperaturas, es decir, sin importar
a gue temperatura se almacene el antiveneno el comportamiento va a ser similar dentro
de cada tiempo de almacenamiento y dentro de cada forma de preservacion. También
se observan las diferencias ya mencionadas a favor de 6 meses vs. 3 meses de
almacenamiento y a favor de INS e INS_L vs. PROBIOL.

En la Figura 18 se observa que los porcentajes de neutralizacion hemolitica promedio
son mayores para las observaciones almacenadas durante 6 meses sin importar la
temperatura de almacenamiento ni la forma de preservacion. Por otra parte se observa
gue las formas de preservacion INS e INS_L presentan un mejor comportamiento que

PROBIOL con porcentajes de neutralizacién hemolitico promedio al rededor del 95%, lo
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anterior sin importar el tiempo de almacenamiento ni la temperatura. También se
observa que la temperatura de almacenamiento no estd afectando notablemente el
porcentaje de neutralizacion hemolitico promedio, a excepcion del grupo almacenado a
un tiempo de 6 meses, donde si parece haber diferencias con una predominancia de la

temperatura 22°C, seguida por temperatura 4°C y por ultimo la temperatura 45°C.
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Figura 16: Box-Plot’s de la variable Tiempo de Aimacenamiento, discriminando por forma de

preservacion.
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Figura 17: Box-Plot’s de la variable Temperatura de Almacenamiento.

En conclusién, del andlisis descriptivo, se observa que existe un mejor comportamiento
de laforma de preservacion INS e INS_L (por lo general del 100 % de neutralizacion).
Ademas, se observd que a mayor tiempo de almacenamiento, mayor porcentaje de
neutralizacién hemolitico. Por otra parte, la temperatura no esta afectando de manera

notable el porcentaje de neutralizacion hemolitico.
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Figura 18: Gréficos de Interacciones dobles.
3.4. Titulos de anticuerpos

Como se explico en la metodologia, se realizara un Analisis de Varianza Mdltiple confines
de describir el comportamiento del resultado completo de las pruebas E.L.1.S.A., las
variables respuestas son los 9 titulos (ABS1024000, ABS512000, ABS256000,
ABS128000, ABS64000, ABS32000, ABS16000, ABS8000, ABS4000), los factores son
la temperatura y el tiempo, y el factor de bloqueo es el modo de preservacion. Asi, el

modelo lineal para este caso es:
Yijki = B+ a; + b_-;‘ + {Lf).g_.; + Ok + €ijkl

Donde p es la media general resultante de la aplicacién de los tratamientos, a;es el efecto
aditivo del nivel i del factor a (Temperatura), b; es el efecto aditivo del nivel j del factor b
(Tiempo de Preservacion), abj es la interaccion, parametro que mide la desviacion de
la aditividad del efecto de los factores y yiu = (Yix, ..., Yikp)' €S la réplica multivariante

de las variables observables, es decir, el nivel de absorbancia de lostitulos.

Para la construcciéon de estos andlisis, como se mencioné con anterioridad, se
consideraran 9 variables respuestas correspondientes a los resultados de la prueba

ELISA, un bloqueo por el tipo de preservacion (INS, INS_L y Probiol), dos factores con
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sus niveles, es decir, la temperatura a 4, 22 y 45°C y el tiempo a 3 y 6 meses. Se tienen
en su totalidad 324 observaciones. 108 por cada bloque, y al interior de este 54
observaciones por cada tiempo de preservacion y nuevamente al interior de este 2
réplicas por cada temperatura, es decir 18 observaciones. A continuacién se presenta
la distribucion para una variable respuesta, la totalidad de los datos se ve reflejada al

considerar nueve distribuciones como la que se muestra.

TITULO A 4.000

3 meses 6 meses
Temperatura | 4 22 45 | 4 22 45
INS 2 2 212 2 2
INS L 2 2 22 2 2
FRO 2 2 2|2 2 2

3.4.1.Analisis descriptivo

Como se puede evidenciar en la figura 19, los resultados de las pruebas E.L.I.S.A. por
cada uno de los titulos en general presenta un comportamiento similar, aunque existen
detalles para destacar. Por ejemplo, siempre existe un cambio importante en los
resultados en los antivenenos que fueron preservados por 3 meses y a 22 grados
centigrados sin importar el medio de preservacién, este cambio es siempre hacia
niveles de absorbancia mayor excepto por el titulo a 4000, que es el Unico caso que
sus valores disminuyen, por esta misma razon puede mencionarse ademas que existe
mas variabilidad en los resultados de los antivenenos preservados a 3 meses, esto
debido quizas a problemas de medicion mencionados por la consultante.
Adicionalmente, se puede mencionar gue a niveles de titulos mayores los resultados de
absorbancia son mas similares entre si y mas bajos a comparacion de los niveles de
absorbancia de los titulos mas bajos, es decir, son mas altas las absorbancias de los

titulos mas bajos.
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Absorbancia y Tratamientos con Bloques por Titulos

[

Absorbancia

05

Tratamientos y Bloques

Figura 19: Absorbancias de los titulos por tratamientos

A continuacién se llevara un pequefio analisis por cada uno de los bloques que se
tuvieron en cuenta, es decir, los medios de preservacion INS, INS_L y PROBIOL. En la
figura-20, puede mencionarse un comportamiento especifico de los resultados de
niveles de absorbancia. A través de los titulos se evidencia que no existe una
diferenciacidbn marcada entre las temperaturas de 4 y 45°C, respectivamente, pero si
para los 22°C, en este sentido se muestran mayores niveles de absorbancia para los
antivenenos con tres meses de preservaciéon en los titulos de 16.000 y 8.000
principalmente. En cuanto a comportamiento por temperaturas, siempre son mayores
los niveles de absorbancia para 22°C, seguidos de los preservados a 4°C y por ultimo
a 45°C, sin importar eltitulo estudiado. Ademas, también esimportante mencionar que se
presenta una diferenciacién entre los niveles de absorbancia por temperatura a los 6
meses de preservacion casi sin solapamientos. Por Ultimo, para el titulo en 4.000 es
notable que el Unico tratamiento que arroja comportamiento anémalo con respeto al
resto, es aquel realizado a los 3 meses de preservacion y a 22°C, pues presenta niveles

de absorbancia menores a comparacion del restante.

Debido a que estas mediciones son a base de los antivenenos INS sometidos a un
proceso de liofilizado se presentan algunos comentarios similares a los obtenidos de INS
de la siguiente forma; se puede detectar una clara diferencia en sus respuestas de la
prueba de E.L..S.A. por cada titulo, en la figura-21 se puede evidenciar que la
temperatura hace una clara segmentacién en las respuestas, pues los que fueron
preservados a 6 meses, se notan mas uniformes, poco invariantes y mayores a los

niveles de absorbancia de los que se preservaron por 3 meses. Es decir, dentro del
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blogue INS_L, se tienen niveles de absorbancia mayor a valores menores de los titulos
en el estudio. Cabe mencionar que se presenta absorbancia mayor para los antivenenos
preservados a 22°C, independiente del tiempo en el experimento, seguido por los
resultados a 4°C y posteriormente a 45°C, en este caso, se ve el gran efecto a 3 meses
de los 22 °C para los titulos en 16.000 y 8.000. En contraste, se tiene que para el menor
titulo (4.000) todos los tratamientos tienen sus respuestas en un intervalo no tan amplio
a excepcion de las réplicas de 3 meses a 22°C, que desciende de manera importante.

Absorbancia por Titulos (Modo INS)

Absorbancia

ABS4000 ABS2000 ABS16000  ABS32000 ABS64000 ABS128000 ABS256000 ABS512000 ABS1024000

Titulos

Figura-20: Absorbancia por titulos del modo INS

Absorbancia por Titulos (Modo INS_L)

Absorbancia

ABS4000  ABSS000  ABSIS000 ABS32000 ABS64000 ABS128000 ABS256000 ABS512000 ABS1024000
Titulos

Figura-21: Absorbancia por titulos del modo INS_L

Aunque en la figura-22 se evidencia un comportamiento muy similar a los resultados de
los bloques INS e INS L, hay algunas diferencias y similitudes por cada uno de los
grupos que son de gran importancia para mencionar y resaltar. En primera instancia,
es comun en los tres bloques que los niveles de absorbancia con 3 meses de
preservacion y a 22°C en los titulos de 16.000 y 8.000, también es comun el
comportamiento que se describe con un aumento en los niveles de absorbancia con la
disminuciéon de los niveles de los titulos, a excepcion, como se ha mencionado

anteriormente de los tratamientos a 3 meses y con 22°C. En este caso, las diferencias
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se basan en los resultados de las réplicas a los 6 meses, pues a los 3 meses se
comporta igual que en los dos bloques anteriores (INS, INS_L), se destacan mayores
niveles de absorbancia para la temperatura mas alta (45°C) seguido por los resultados
a 22 y 4°C, a diferencia del bloque INS y similarmente al bloque INS_L, los niveles de
absorbancia se notan mas uniformes e invariantes a 6 meses de preservacion,

independiente de los titulos de los antivenenos

Absorbancia por Titulos (Modo Probiol)

PROBIOL6-22
PROBIOL6-45

Absorbancia

ABS4000 ABSS000 ABS16000  ABS32000 ABS64000 ABS128000 ABS256000 ABS512000 ABS1023000
Titulos

Figura 22: Absorbancia por titulos del modo Probiol

Por dltimo, en la tabla siguiente se muestran los valores de los niveles de absorbancia
promedio para cada uno de los bloques y en su respectiva divisién por temperatura, y de
esta manera dejar en evidencia los cambios que pueden presentar al final teniendo en
cuenta los titulos, sin diferenciar entre los tiempos pues ya vimos que en general solo

cambian en magnitud y se comentara respecto a ellos mas adelante.

Promedios de niveles de Absorbancia por Titulos De Anticuerpos

I{‘f;‘i‘:. 4.000 8.000 16.000 32.000 64.000 128.000 256,000 512.000 1.024.000
INS 1,862 2,106 1,928 1,568 1,164 0,812 0,550 0,392 0,305
1°C 2118 1,932 1,737 1441 1,056 0,747 0,497 0,357 0,282
22°C 1,532 2,671 2,572 2,073 1,585 1,120 0,774 0,508 0,304
45° C 1,937 1,715 1475 1,190 0,851 0,570 0,379 0,311 0,240
INS L 1,847 2,111 1,932 1,560 1,185 0,860 0,581 0,413 0,325
1°C 2076 1873 1662 1,406 1,066 0,765 0,508 0,380 0,296
22°C 1,537 2,630 2,553 1944 1,481 1,046 0,604 0,477 0,357
45°C 1,929 1,832 1582 1,332 1,019 0,767 0,542 0,383 0,321
PROBIOL 1,873 2,073 1,863 1,425 1,078 0,755 0,504 0,389 0,279
14°C 1,095 1,754 1,522 1,206 0,892 0,648 0,424 0,320 0,262
22° C 1,595 2,588 2467 1,791 1,317 0,851 0,547 0,430 0,277
45° C 2029 1,876 1599 1,279 1,026 0,767 0,541 0,417 0,208
Total 1,861 2,097 1,908 1,518 1,142 0,809 0,545 0,398 0,303

Podemos advertir que los niveles mas altos de absorbancia se presentan en los niveles
mas bajos de los titulos de anticuerpos, sobre todo los menores a 64.000, estos niveles
oscilan entre valores como 1,142 y 2,097 siendo la respuesta a 8.000 la de mayores

resultados. Cabe mencionar ademas que son siempre mayores los resultados de los
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niveles de absorbancia cuando se ha preservado a 22°C. Y con respecto a cada uno
de los modos de preservaciones, en promedio no existe gran diferencia entre los
resultados en niveles de absorbancia, aunque es un poco mayor los obtenidos por
medio del INS_L, es decir que el liofilizar el antiveneno aumenté muy poco (pero
aumentd) los niveles de absorbancia de los titulos, a excepcion del titulo medido a
4.000. En contraste, los menores niveles se presentan para el modo de preservacion
PROBIOL, esto sin diferenciar por tiempos.

Ahora bien, teniendo en cuenta los resultados por tiempo de preservacion como se ve
en la figura-23, los comentarios anteriores son validos en su mayoria, y lo Unico que
cambia es que los mayores niveles de absorbancia promedio se presentan para el modo
INS en el caso de los 3 meses, y para los 6 meses, en su mayoria los niveles mas altos
de absorbancia los tiene el modo INS_L. Para el caso de los 3 meses, los menores
niveles de absorbancias a través de los titulos lo tiene el modo PROBIOL, y en el caso

de los 6 meses es el modo INS sin alteraciones.

Modos de Preservacion a 3 meses Modos de Preservacion a 6 Meses

—INS

= INSL
PROBIOL

AbsorbanciaPromedio

Absorbancia Promedic
3
5

4000

64000
123000
1000
2000
16000
32000

256000

64000

—

128000

Titulos del Antiveneno Titulos del Antiveneno

Figura 23: Absorbancia Promedio por Modo de Preservacién en diferentes tiempos

3.4.2.Construccion del MANOVA

A continuacion se presenta el MANOVA usando 4 test (205). Para la construccion de
estos, se utilizo el software estadistico R, usando la funcion MANOVA. Los resultados

se presentan a continuacion.
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Df Pillai  approx F oum Df den D Pr{>F)

{lutercept) 1 098 114.80 9 20 0.0000
blog 2 050 0.78 18 42 0.7050
tiempo 1 09 2232 9 0 0.0000
temp 2 145 6.18 18 42 0.0000
tiempoctemp 2 1.32 4.49 18 42 (0.0000

Residuals 28

Df Wilks approx F oum Df den D Pr(>F)

(Intercept) 1 002 114.80 9 20 0.0000

bloq 2 055 0.77 18 40 07187

tiempo 1 0.09 22.32 9 20 0.0000

temp 2 0.01 17.44 18 40 0.0000

tiempoitemp 2 001 16.24 18 40 0.0000

Residuals 28

Df  Hotelling-Lawley  approx ¥ num Df den Df Pr(=F)
{Intercept) 1 51.66 114.80 9 20 0.0000
blog 2 0.72 0.76 18 38 0.7307
tiempo 1 10.05 22.32 9 20 0.0000
temp 2 A0.89 A3.16 1% 38 0.0000
tiempo:temp 2 45.22 AT. 73 18 38 0.0000
Residuals 28
Df  Roy approx F oum Df den DE Pr(>F)

(Intercept) 1 5166 114.80 9 20 0.0000

blog 2 05 1.27 9 21 0.3107

tiempo 1 10.05 22.32 9 20 0.0000

teanp 2 3998 93.29 9 21 0.0000

tiempoctemp 2 4471 104,32 9 21 0.0000

Residuals 28

Analizando los resultados anteriores, se construyeron cuatro MANOVASs utilizando cuatro
estadisticos diferentes, en los tres casos se rechaza las hipétesis Ho: tiempoi = tiempoz
y Ho: temperatura: = temperaturaz = temperaturas, por lo tanto, hay diferencia en los

efectos producidos por cada nivel de los factores en los 9 titulos.

3.4.3.Verificacion de supuestos

Para la validacion de los supuestos del MANOVA*, se realizé un modelo de regresion
lineal de cada una de las variables respuesta (los 9 titulos) con cada factor (temperatura
y tiempo), obteniendo un total de 18 regresiones, y seguidamente se realizé la
verificacién de la normalidad de los residuales de cada regresion y la prueba de

homocedasticidad de varianzas.

Para la prueba de normalidad de los errores, se realizé un test de Shapiro Wilk, en la
siguiente tabla se muestra en la primera columna la regresion correspondiente, en la
segunda columna se muestra el p valor obtenido al realizar la prueba de Shapiro Wilk,

en la tercera y cuarta columna se muestra la decision de rechazar o no la hipétesis nula

4OMultivariate  Analysis of  Variance(MANOVA).[internet],consultado el: 28 de
septiembre/2016.Disponible en: https://sites.ualberta.ca/lkgray/uploads/7/3/6/2/7362679/22 -

manova.pdf
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de normalidad de los errores con un nivel de significancia de 0,05 y 0,01

respectivamente

Regresion

p — valor

a = 0.05

a=0.01

respl-tiempo
resp2-tiempo
resp3-tiempo
respd-tiempo
resph-tiempo
respb-tiempo
resp7-tiempo
resp8-tiempo
resp9-tiempo
respl-temp
resp2-temp
resp3-temp
respd-temp
respd-temp
resp6-temp
resp7-temp
resp8-temp
resp9-temp

0.29820627
0.02681429
0.87585838
0.83094746
0.03248904
0.04298874
0.11426189
0.04487542
0.03803441
0.04873068
0.16353741
0.78220468
0.17209463
0.70257638
0.36889055
0.80400317
0.23779939
0.03505038

No se rechaza
Se rechaza
No se rechaza
No se rechaza
Se rechaza
Se rechaza
No se rechaza
Se rechaza
Se rechaza
Se rechaza
No se rechaza
No se rechaza
No se rechaza
No se rechaza
No se rechaza
No se rechaza
No se rechaza
Se rechaza

No se rechaza
No se rechaza
No se rechaza
No se rechaza
No se rechaza
No se rechaza
No se rechaza
No se rechaza
No se rechaza
No se rechaza
No se rechaza
No se rechaza
No se rechaza
No se rechaza,
No se rechaza
No se rechaza
No se rechaza,
No se rechaza

Aungue muchos autores menciona que en la elaboracion de un MANOVA, es muy dificil
gue se cumpla la normalidad de todas las regresiones, basta con que la mayoria cumpla,
se puede ver que con un nivel de significancia de a=0.05 se tiene que en 11 regresiones
no se rechaza la hipétesis de normalidad de los errores, mientras que con un nivel de

significancia de a=0.01 en las 19 regresiones, la prueba no rechaza esta hipétesis nula.

Por otra parte, para la validacion del supuesto de homocedasticidad de los errores, se

realizd un test de Bartlett, para los errores de cada una de las regresiones, obteniendo:



170

Determinacion del titulo de anticuerpos y capacidad neutralizante
segun la temperatura de almacenamiento de los antivenenos polivalentes

Regresion p — valor a=0.05 a=0.01
respl-tiempo  0.547641428 No se rechaza No se rechaza
respl-tiempo  (.714291428 No se rechaza No se rechaza
respl-tiempo  0.783201078 No se rechaza No se rechaza
respl-tiempo  0.506308194 No se rechaza No se rechaza
respl-tiempo  0.017361935 Se rechaza  No se rechaza
respl-tiempo  (.001743247 Se rechaza Se rechaza
respl-tiempo  (0.010716625 Se rechaza  No se rechaza
respl-tiempo  0.277741132 No se rechaza No se rechaza
respl-tiempo  0.443648790 No se rechaza No se rechaza

respl-temp 0.883174579 No se rechaza No se rechaza
respl-temp 0.831594982 No se rechaza No se rechaza
respl-temp  0.064663051 No se rechaza No se rechaza
respl-temp 0.103718106 No se rechaza No se rechaza
respl-temp  0.043304423 Se rechaza  No se rechaza
respl-temp  0.065444943 No se rechaza No se rechaza
respl-temp 0.119237793 No se rechaza No se rechaza
respl-temp 0.203785160 No se rechaza No se rechaza
respl-temp 0.161631303 No se rechaza No se rechaza

Se puede observar en la tabla anterior, que con un nivel de significancia de 0.05
Unicamente en 4 regresiones se rechaza la hipétesis de homocedasticidad de varianzas
de los errores, mientras que con un nivel de significancia de 0.01, Gnicamente en una

regresion se rechaza esta hipétesis nula.
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