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Contenido Xl

Resumen

Evaluacidon de la capacidad neutralizante de un
antiveneno anticoral polivalente en una preparacion
neuromuscular.

El veneno de las serpientes de coral, del género Micrurus, es conocido por generar un
efecto neurotoxico. Este efecto es similar entre las diferentes especies de este género, sin
embargo, aln no se conoce completamente la eficacia de la neutralizacién cruzada de los
antivenenos. En el presente estudio evaluamos los efectos de los venenos de tres
serpientes de coral colombianas, de las especies M. lemniscatus, M, medemi y M,
sangilensis. Determinando la capacidad de inhibir la neurotransmision, en una preparacion
de nervio frénico y diafragma de ratas Wistar. Se evaluaron los efectos del veneno a dosis
de 1, 10 y 50 pg/ml y se evalud la capacidad neutralizante del antiveneno anticoral
polivalente (AAP) del Instituto Nacional de Salud (INS), frente a la dosis de 10 pg/ml de
cada especie. Los 3 venenos generaron bloqueos neuromusculares dependientes de las
dosis en comparacion con los controles. Siendo el veneno de M. lemniscatus el que tuvo
una actividad neurotoxica mas rapida, seguido de M. sangilensis y finalmente de M.
medemi. Asi mismo los 3 venenos fueron neutralizados con éxito por el AAP del INS.
Siendo el veneno de M. medemi el que mas porcentaje de neutralizacion tuvo, seguido del
veneno de M, sangilensis y finalmente del veneno de M, lemniscatus. Demostrando asi
gue el AAP del INS tiene una capacidad neutralizante y polivalente. A pesar de ser

fabricado con venenos de serpientes de coral distintas a las involucradas en este estudio.

Palabras clave: Micrurus, bloqueo neuromuscular, veneno, preparacién neuromuscular,

placa neuromotora, union neuromuscular.



Xl Evaluacién de la capacidad neutralizante de un antiveneno
anticoral polivalente en una preparacion neuromuscular.

Abstract

Evaluation of the neutralizing capacity of a polyvalent
anticoral antivenom in a neuromuscular preparation.

Coral snake’s venoms of the genus Micrurus are characterized by peripheral
paralysis neurotoxicity. A similar neurotoxic effect is induced by the venom of most
members of this genus, yet the efficaciousness of cross species venom/anti-venom
treatment has not been thoroughly investigated. In this study we evaluated the
effects of the venom of three Colombian coral snakes, species M. lemniscatus, M.
medemi, and M. sangilensis, and its ability to inhibit neurotransmission in the
phrenic nerve and diaphragm of Wistar rats. Venom effects were evaluated in doses
of 1, 10, and 50 ug / ml. Further, the neutralizing capacity of the polyvalent anticoral
antivenom (PAA) of the National Institute of Health (NIH) was evaluated against a
venom dose of 10 pg / ml of each species. All 3 venoms generated a significant,
dose-dependent, neuromuscular block compared to controls with M. lemniscatus
exhibiting the fastest neurotoxic response followed by M. sangilensis, and M.
medemi. Finally, the NIH PAA was able to completely neutralize M. medemi and
partially neutralize both M. sangilensis and M. lemniscatus. Thus, we have
demonstrated that the INS AAP has neutralizing and polyvalent capacity despite

being manufactured with venoms from coral snakes not involved in this study.

Key words: Micrurus, neuromuscular blockade, venom, neuromuscular

preparations, Neuromuscular junction.
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Introduccioén

El envenenamiento por mordedura de serpiente es un problema global de salud publica,
categorizado como enfermedad tropical desatendida (Chippaux, 2017). El ofidismo afecta
entre 1.8 y 2.7 millones de personas en todo el mundo, causando entre 81.000 y 138.000
muertes anuales. (Kasturiratne et al., 2008; Silva et al., 2017; Warrell, 2010; Williams et
al., 2010)

En un pais tan mega diverso como Colombia, con condiciones de vida que contemplan
la ruralidad y la agricultura, este tipo de accidentes pueden ascender hasta los 5434
casos por afio. Cifra reflejada en el afio 2018. (SIVIGILA. 2019) (Rojas Béarcenas, 2018).

Colombia posee méas de 310 especies de serpientes, con dos familias de importancia
médica: Los vipéridos o viboras de foseta, que cuentan con 20 especies. Y los elapidos,
o serpientes de coral, con 31 especies. Ambas familias solo representan el 16% de las
especies de serpientes presentes en Colombia. La familia de los vipéridos puede causar
diferentes sintomas, como hemorragias, necrosis del tejido, dafio renal agudo, edemas,
coagulopatias, entre otros. Por otra parte, los elapidos (Serpientes de coral) causan
pocos 0 ninguln signo local, pero cuentan con venenos neurotéxicos que inhiben la
transmisién de la placa neuromotora resultando en paralisis de los musculos y finalmente
en muerte por paralisis del diafragma y los musculos intercostales, impidiendo asi la

respiracion. (Pineda, D., & Rengifo, 2002).

Estos accidentes ofidicos ocurren en su mayoria, en la ruralidad, asociado principalmente
a tareas agricolas, causando impacto en la salud ocupacional (Gémez, 2011) y gran

impacto en la salud puablica a nivel nacional.

Segun el tipo de accidente ofidico, este se le atribuye una clasificacion de leve,
moderado o severo. En el caso de los elapidos, su clasificacion siempre serd de
moderada a severa. Algunos de estos venenos causan pardlisis respiratoria en 20

minutos, como es el caso de la especie Micrurus surinamensis, (Pardal et al., 2010).
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El Unico tratamiento exitoso para este tipo de envenenamiento, es la administracién de

suero antiofidico polivalente (SAP) o antiveneno anticoral polivalente (AAP).
Medicamento biolégico que no siempre se encuentra disponible o se administran de
manera tardia, dejando secuelas o empeorando los pronésticos. Por esto, se han
planteado otros tratamientos para controlar el envenenamiento en las fases iniciales.
Basados en farmacos anticolenesterasicos o agonistas de acetil colina. Buscando
mejorar las condiciones del paciente, revertir parcialmente el efecto o estabilizar el
paciente hasta lograr la administracion del antiveneno anticoral polivalente. (Camargo
et al., 2011; De Abreu et al., 2008; Floriano et al., 2019)

La dinamica de distribucion geografica de las serpientes y sus tipos de venenos, exigen

una polivalencia en los antivenenos. Por tal razon, la Organizacién mundial de la salud,
ha sugerido una estandarizacion global de los métodos para analizar la actividad
bioldgica de los venenos. Con un resultado enfocado en crear antivenenos mas eficaces
y seguros. (Harvey et al., 1994; WHO, 1981). La evaluacion de esta capacidad
neutralizante puede determinarse por medio de pruebas de reaccién cruzada o en
modelos In-vitro e In-Vivo. Entender la efectividad de los antivenenos también permite un
posible replanteamiento en su formulacién. Existen para estos casos: dosis efectivas 50,
como también existen modelos de bafio de 6rgano aislado. Este Gltimo modelo permite
emular las condiciones fisiolégicas de una preparacion neuromusculares (PNM).
Empleando principalmente nervio-musculo del biventer cervicis de pollos (Ginsborg &
Warriner, 1960) y preparaciones del nervio frénico del hemidiafragma (PND) de ratas y
ratones (Bulbring, 1946).

Estas metodologias in-vitro permiten medir la respuesta de la intoxicacion del tejido
nervioso, registrando la tension muscular bajo los efectos de diferentes farmacos o
toxinas. (C. M. Smith, 1963). Asi como el efecto de venenos de serpiente de coral,
cuantificando porcentajes de inhibicion de la contraccién. Por medio de esta técnica se
evaluo la capacidad neurotdxica de 3 especies de coral (Micrurus lemniscatus, Micrurus
sangilensis y Micrurus medemi) y la capacidad neutralizante del antiveneno anticoral

polivalente del INS.
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1. Definicion del problema de investigacion

En Colombia se pueden conseguir sueros antiofidicos de laboratorios privados o
de origen extranjero, provenientes de paises como Costa Rica (Instituto Clodomiro
Picado) o de Brasil (Instituto Butantan), y algunos sueros de México (Bioclon). Pero
el principal fabricante en Colombia es el Instituto Nacional de Salud (INS), el cual
produce actualmente tres tipos de sueros hiperinmunes: El Suero antiofidico
Polivalente, (SAP), el Antiveneno Anticoral Polivalente, (AAP) y el Suero
Antilondmico (SA).

Estos medicamentos biol6gicos se fabrican usando como base las toxinas de
origen animal, a las cuales se les realizan pruebas de letalidad: dosis letal 50
(DL50). Una vez establecidas, se aplica a dosis subclinicas en equinos. Esta
presentacion de antigeno en dosis repetitivas permite que el animal desarrolle una
respuesta inmune contra el veneno. (Ledn et al., 2011) Seguido de una extraccion
de sangre, separacion de plasma y purificacion de las inmunoglobulinas G del
equino por medio de precipitacion con sulfato de amonio vy filtracion estéril.
Posteriormente se formulan y definen las concentraciones efectivas que definira

cada vial de antiveneno. (Castillo-Beltran et al., 2018)

Para la elaboracion del AAP, se utilizan veneno de 4 especies de serpientes,
Micrurus isozonus, Micrurus mipartitus, Micrurus dumerilii y Micrurus surinamensis.
Estas especies son las mas representativas, tanto en nimero de casos, como por
su distribucion geogréfica y filogenética. Segun la clasificacién morfologica de color
para Colombia, comprenden serpientes del grupo monadal (M. dumerilii), que
corresponde a una banda negra entre dos rojas; de triadas, que corresponde a tres
bandas negras entre dos rojas separadas por lineas blancas (M. surinamensis y

M. isozonus.); bicolor (M. mipartitus). (Castillo-Beltran et al., 2018)

El APP ha demostrado tener una amplia capacidad neutralizante contra un total de
7 especies, incluyendo M. lemniscatus y M. medemi. Sin embargo, no se conoce

su capacidad neutralizante contra M. sangilensis, ni se han evaluado sus efectos
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neurotéxicos o neutralizacion en sistemas de bafio de érgano aislado. Esto es
importante conocerlo, ya que se sabe que sueros como el producido por el Instituto
Clodomiro Picado, no tiene capacidad neutralizante contra especies como la de
M. mipartitus de Colombia (Castillo-Beltran et al., 2018).

En estudios, como el realizado por Renijifo et al. 2012, se empled esta técnica analizando
el veneno de dos especies de coral colombianas: Micrurus mipartitus y Micrurus
dissoleucus. De este género de serpientes se sospecha principalmente la accién de dos
neurotoxinas: La fosfolipasa alfa dos que actiia como una beta-neurotoxina presinaptica,
interrumpiendo la liberacion de acetilcolina, y una alfa-toxina de tres dedos o 3 FTX, con
accion postsinaptica que actua ligandose al sitio de accién de la acetilcolina en el receptor
nicotinico. De esta manera se inhibe la transmisibn de la neurona a la placa
neuromotora, lo cual clinicamente causaria la falla respiratoria por paralisis del

diafragma. (Renjifo et al., 2012a).

Este estudio evalu6 los venenos a diferentes concentraciones (3, 10 y 50 pg/ml), por un
intervalo de tiempo de 3 horas. Solo se logré inhibir un 100% de la contractibilidad con el
veneno de Micrurus mipartitus, efecto que no se logré con el veneno de Micrurus
dissoleucus, incluso a dosis de 50ug/ml, en este lapso de tiempo. Sin embargo, Micrurus
dissoleucus demostré una disminucién del porcentaje de contraccion, bajo la
estimulacion de transductores y pulsos eléctricos. Histol6gicamente se encontr6 un
efecto miotdxico adicional al efecto neurotéxico. Estos hallazgos demuestran que puede
existir una alta diversidad en los venenos de las especies conocidas, y la gran

variabilidad que presentan regiones como Colombia. (Renjifo et al., 2012a).

Las especies a eleccion para este estudio representan serpientes del sur de la Orinoquia
y la Amazonia, donde pertenece la serpiente de la especie M. lemniscatus. Esta alcanza
tamafios grandes en comparacion con otras corales. La serpiente de la especie M.
medemi, endémica de Villavicencio, en el noroccidente de la region Orinoquia, y la M.
sangilensis. Endémica del municipio de San Gil en Santander, en la region Andina
Colombiana. (Auerbach, 2005. D. Lynch et al., 2016).
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1.1 Planteamiento del problema

La necesidad surge de la atencion del accidente ofidico como un problema de salud
publica. Al afio en Colombia ocurren alrededor de 5300 accidentes ofidicos. Se conoce
gue el accidente causado por serpientes de la familia Elapidae, llega a estar entre el 1
y 2% de estos accidentes. (SIVIGILA. 2019). Este envenenamiento produce signos
neurotoéxicos, por medio del bloqueo de la placa neuromotora, derivando en paralisis
muscular. Por lo cual este tipo de accidentes se clasifican siempre como graves.
Pueden evolucionar rdpidamente hasta una paralisis respiratoria y muerte, de manera
muy temprana. En ocasiones los signos clinicos pueden manifestarse hasta 7 horas
después. (Bucaretchi et al., 2016) o en el caso de M. lemniscatus, hasta 14 horas

después del accidente ofidico. (Manock et al., 2008).

El sistema de vigilancia en salud publica en Colombia (SIVIGILA) ha registrado alrededor
de 5000 casos por afio, cuya mayoria se encuentran en las regiones Caribe y Andina,
mas especificamente, en los departamentos de Antioquia, Norte de Santander, Cérdoba,
Cesar, Meta y Chocdé. Por ejemplo, en el primer semestre de 2019 se registraron 2555
casos de accidente ofidico. Por semana epidemioldgica se registr6 en promedio 105
casos. Con un aumento significativo de casos en las semanas epidemiolégicas 18 a 22.
(Instituto Nacional de Salud (INS), 2019). La mayor incidencia se observé en
departamentos de la Amazonia, Orinoquia y Chocé en el Pacifico. La incidencia nacional
fue de 5,1 por 100.000 habitantes. (Instituto Nacional de Salud (INS), 2019).

Por tanto, dicho accidente requiere de un tratamiento rapido con suero antiofidico
anticoral que asegure la mayor polivalencia posible. EI APP fabricado por el Instituto
Nacional de Salud (INS), ha demostrado neutralizacion cruzada en otras especies
(Castrillon et al. 2017).

Por esto, se propone evaluar los venenos de las 3 especies mencionadas. Estos
venenos no estan incluidos en la elaboraciéon del AAP del INS, por lo cual se busca
determinar una reaccién cruzada. Considerando que son especies representativas en
zonas con densidad demogréfica significativa y que habitan cerca a ciudades, y

considerando dos de estas especies son endémicas.



27

1.2 Pregunta de investigacion

Determinar a partir de los resultados de actividad neurotoxica de los venenos planteados
¢, Cual es la capacidad neurotdxica de los venenos de las serpientes colombianas Micrurus
medemi, Micrurus sangilensis y Micrurus lemniscatus y su respuesta frente a un

antiveneno anticoral polivalente?

1.3 Justificacion

El veneno de serpientes de coral estd compuesto principalmente por neurotoxinas de
tipo beta y alfa. Pertenecientes, a Fosfolipasa Alfa Dos y Toxinas de Tres Dedos,
respectivamente. El porcentaje de estas toxinas, varia dentro de la composicion segun
la especie, el habitat y la dieta, (Campbell, J. A., Lamar, 2004; Ciscotto et al., 2011,
Kopper et al., 2013; Lomonte et al., 2016; Moraes et al., 2003)

Esta variacion hace que sea necesario llegar a un suero neutralizante con una
polivalencia para el territorio nacional. Asi como la OMS sugiere que estos antivenenos
se fabriquen con especies propias del pais, se debe evaluar la capacidad de revertir los
efectos en especies endémicas (Gutiérrez, 2018; Gutiérrez et al., 2017; Tanaka et al.,
2010). Teniendo en cuenta que, en muchos casos, se desconoce la especie exacta de
serpiente de coral involucrada en el accidente. Las especies planteadas para este
estudio, se pueden hallar en Santander o el Meta, las cuales se encuentran entre las
entidades territoriales con mayor reporte de casos (Instituto Nacional de Salud (INS),
2019). Aunque se puede evaluar la reaccion cruzada con pruebas de Western Blot
(Rossan et al., 2001), estas pruebas no permiten detectar la velocidad con que actian

los venenos sobre una uniébn neuromuscular.

La preparacién neuromuscular en un sistema de érgano aislado, permite evaluar
cantidades pequefias de veneno. Optimizando el uso de los mismos, ya que las
serpientes de coral son animales con una longitud promedio de 30 cm, cuyo volumen
de veneno es de aproximadamente 0,05 ml. Por lo cual, es necesario tener un nimero

de especimenes suficientes y en las condiciones adecuadas, emulando una dieta
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adecuada, humedad, sustrato, temperatura y horas de luz. Factores que impactan la
longevidad y productividad de veneno de las serpientes de Coral (Chacon et al., 2012;
Mendes et al., 2019). Sin embargo, se puede tardar un afio en conseguir cantidades
de veneno adecuadas para investigacion. Es por eso que la estandarizacion adecuada
de la técnica de 6rgano aislado, basada en el nervio frénico y diafragma de ratas,
establece pautas para continuar con la determinacion de la actividad neurotoxica para
muchas otras especies de serpientes. (Camargo et al., 2011; Floriano et al., 2020a)

El uso de suero antiofidico constituye el Unico tratamiento eficaz contra ofidiotoxicosis
(OMS 2010), No obstante, la produccién y desarrollo de estos presenta bastantes retos,
como la obtencién del veneno suficiente para su fabricacion. Asi mismo, se debe
considerar tener amplios espacios de tiempo entre las extracciones de veneno, esto
determina una mejor salud para las serpientes involucradas, y mayores volimenes de

veneno, que den lugar a la fabricacion del antiveneno. (Mendes et al., 2019)

El APP se desarroll6 en los ultimos afios el con el fin de atender las necesidades del
pais respecto a la salud publica, (Instituto Nacional de Salud., 2016), y el desarrollo de
estos medicamentos biol6gicos debe continuar en constante mejora, evaluacion y
optimizacion para asegurar un medicamento de calidad y de amplia cobertura

farmacologica.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

Evaluar la capacidad de neutralizacién del antiveneno anticoral polivalente del INS, frente

a algunos venenos de corales colombianas.

1.4.2 Objetivos especificos.

e Determinar la actividad neurotoxica de tres venenos de corales colombianas del

género Micrurus en una preparacion neuromuscular.

e Determinar la actividad neutralizante del antiveneno anticoral polivalente del INS
frente a tres venenos de corales colombianas del género Micrurus en una

preparacion neuromuscular.
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2. Evaluacioén de la capacidad neutralizante
de un antiveneno anticoral polivalente en
una preparacion neuromuscular.

2.1 Biologia de las serpientes de coral colombianas.

Las serpientes de coral pertenecen a la familia de los Elapidos, siendo el género Micrurus
(Wagler 1824) el mas representativo para Colombia con 30 especies y el género Hydrophis
con 1 especie, genero altamente distribuido a nivel global.(Durban et al., 2018). El nombre
del género deriva de la palabra griega mikros que significa “pequefio” y oura que significa
“cola”, debido a la cola corta que resulta de medir desde la cloaca hasta la punta de la cola.
Este género esta compuesto por alrededor de unas 66 especies distribuidas desde el
sudeste de Estados Unidos, a través de México, Centroamérica, la gran parte de
Suramérica y hasta la parte central de Argentina. Pueden tener tamafios entre los 30 cm
hasta 1.5 m. Las corales son de habitos semifosoriales y acuaticos y su dieta esta
compuesta principalmente por otras serpientes. (Campbell, J. A., Lamar, 2004; Jorge Da
Silva & D. Aird, 2001; Urdaneta et al., 2004)

Serpientes de monadas

Las especies de coral se pueden dividir en funcién a su coloracion. El grupo monadal o de
una sola banda, esta caracterizado por poseer una banda negra bien definida entre dos
bandas rojas. (Campbell, J. A., Lamar, 2004). Este patron es el dominante en las serpientes
de coral del norte y del centro de américa, asi como en muchas especies de Suramérica.
Algunas de estas especies, tienen patrones melanizados, donde la coloracién roja se ha
vuelto parcial o totalmente oscura. Como es el caso de la Micrurus medemi. (Campbell, J.
A., Lamar, 2004)

Serpientes de triadas

La presencia de 3 anillos negros entre dos rojos define al patron de triadas. A este grupo

pertenecen algunas de las serpientes de coral mas grandes.
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Otras coloraciones comprenden los patrones bicolores, estas serpientes tienen anillos que
puede ser blancos, amarillos o naranjas, seguidos por anillos negros. Con algunos cambios
de color en los anillos presentes en la cola o en las bandas de la cabeza, como el caso de

la especie Micrurus mipartitus. (Campbell, J. A., Lamar, 2004)

2.1.1 Micrurus lemniscatus

Esta especie se encuentra distribuida en Colombia en las regiones de la Orinoquia y la
Amazonia, llegando a alturas de hasta 1000 msnm. Habitan en bosque humedo de tierras
bajas, areas despejadas, bosques secundarios. Incluso llegando a encontrarse en areas
préximas al perimetro urbano, asi como en zonas acuaticas o bastante humedas. Es una
de las serpientes de coral mas grandes de Colombia, llegando a medir entre 60 a 90 cm.
El individuo mas grande registrado midié6 114,5 cm. Su patrén de coloraciéon esta
compuesto por triadas de anillos negros. (Campbell, J. A., Lamar, 2004; Goularte et al.,
1995)

Fotografia 1 Micrurus lemniscatus (Coral) fotografia de Juan Pablo Hurtado. Grupo
de estudio de animales ponzofiosos y sus venenos. INS
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2.1.2 Micrurus medemi.

Fotografia 2 . Micrurus medemi (Coral de Villavicencio) fotografia de Juan Pablo
Hurtado. Grupo de estudio de animales ponzofiosos y sus venenos. INS

Esta especie se encuentra distribuida en las proximidades del area urbana de Villavicencio,
proxima a la base de la cordillera oriental de los Andes, siendo endémica para esta zona.
Por lo cual es conocida como coral de Villavicencio. Se han registrado tamafos de 66,6
cm. Habita en bosques lluviosos de baja montafia. Su patrén de coloracién se encuentra
compuesto por ménadas de anillos negros, en presencia de anillos rojos melanizados.
(Campbell, J. A., Lamar, 2004)
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2.1.3 Micrurus sangilensis.

Fotografia 3 Micrurus sangilensis (Coral) fotografia de Juan Pablo Hurtado. Grupo
de estudio de animales ponzofiosos y sus venenos. INS

Especie endémica del pais, distribuida en el norte entre las cordilleras central y oriental,
principalmente localizada en el departamento de Santander; de alli se origina el nombre
de esta especie derivada de San Gil en Santander, sumando el sufijo en latin -ensis, que
significa “lugar”. Sin embargo, puede habitar en Boyaca y el norte de Cundinamarca,
encontrandose en altitudes entre 1018 y 1737 msnm. Habita en ambientes de bosque
tropical seco, bosque seco de baja montafia y bosque seco de baja humedad. Se han
reportado especies de hasta 60 cm (Roze, 1996). Tiene una coloracién de triadas, siendo

la cola bicolor con anillos negros y blancos (Campbell, J. A., Lamar, 2004).
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2.2 Efectos neurotoxicos del veneno de serpientes del
género Micrurus

Los venenos de serpientes son un compuesto de enzimas y proteinas producto de una
glandula especializada, que en su mayoria (70-90%) est4 compuesto de proteinas. Las
cuales pueden tener actividad enzimatica y generar efectos a nivel local y sistémico.
(Gopalakrishnakone et al., 2017; Whaler, 1978).

Estos compuestos cuentan con la capacidad de causar amplios efectos fisiolégicos, como
cardiotoxicidad, miotoxicidad, hemodlisis, efecto hemorragico actividad edematdgena,
neurotoxicidad, entre otras. (Leo6n et al., 2011), que buscan dafiar y alterar las funciones

del metabolismo de la presa, ya sea con el objetivo de paralizarla o matarla.

Los efectos de los venenos de las serpientes, se pueden agrupar y asociar a dos grandes
familias: aquellos neurotéxicos se atribuyen principalmente a la familia de los elapidos
(Elapinae e Hydrophiinae) y los efectos hemotoxicos a la familia de los vipéridos (Viperinae
y Crotalinae). Aunque ambas familias pueden compartir algunas proteinas y enzimas, su
porcentaje en la composicién varia ampliamente. Siendo los elapidos, la familia de
serpientes con un mayor porcentaje de neurotoxinas en la composicion de su veneno, el
cual actda directamente en la unidn de la placa neuromuscular. (Gopalakrishnakone et al.,
2017)

Entre estas neurotoxinas se encuentran las beta neurotoxinas; Fosfolipasas alfa 2 (PLA2),
y las alfa neurotoxinas como la Toxina de 3 dedos (3FTX), siendo las mas abundantes de
la composicién proteica en los venenos de los elapidos, (Jorge Da Silva & D. Aird, 2001;
Leobn et al., 2011; Rey-Suarez et al., 2016; Tanaka et al., 2010)
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2.2.1 Fosfolipasas a2 (PLA>)

Las PLA2 poseen un efecto neurotdxico a nivel pre-sinaptico. Reconociendo sitios en los
canales de +K en la membrana plasmatica. Estas interacciones, cambian la conformacion
de ambas cadenas; alterando la membrana bifosfolipidica. Lo cual altera el equilibrio i6nico
en el interior de la neurona, rompiendo las membranas de las vesiculas que almacenan
acetilcolina (ACh), (Barber et al., 2013; Dutertre et al., 2017; Gopalakrishnakone et al.,
2017; Lebn et al., 2011).

2.2.2 Toxinas de tres dedos (3FTx)

Las toxinas de 3 dedos (3FTX), han sido descritas en venenos de Elapidos y colubridos
(Kini, 2011; Rey-Suérez et al., 2019) La mayoria de alfa neurotoxinas de los elapidos son
3FTX (Nirthanan & Gwee, 2004). Estas toxinas bloquean los receptores del musculo tipo
NACHR a nivel post-sinaptico, ligandose a lugares ortostéricos del receptor en la placa
neuromotora, inhibiendo competitivamente los sitios de union de los neurotransmisores
como la acetilcolina (ACh). Esto limita la accion de la d-tubocurarina. Por tal razén, estas
toxinas se conocen como “curamiméticas” (Goularte et al., 1995). Ya que presentan una
alta afinidad con los receptores ortostéricos de 15 a 20 veces mayor. causando uniones

en su mayoria irreversibles. (Kini, 2011).



36 Evaluacién de la capacidad neutralizante de un antiveneno
anticoral polivalente en una preparacion neuromuscular.

2.3 Evaluacion de la capacidad neutralizante de un
antiveneno anticoral polivalente en una preparacion
neuromuscular

Existen considerables estudios enfocados a evaluar los efectos de farmacos y xenobioticos
sobre las funciones fusimotoras y la actividad aferente de las fibras musculares (Souza et
al., 2020). Dentro de estos se observan montajes de tejidos musculares aislados como
nervio-musculo del cervicis (Ginsborg & Warriner, 1960) preparaciones del nervio frénico
y hemidiafragma (Bulbring, 1946), o musculo semitendinoso o sartorio de rana (I. Smith,
1972). Aun asi, los resultados obtenidos de las fibras musculares de rana, dificilmente
puede diferenciar entre los efectos sistémicos y los efectos directos de un farmaco. Ya que
los musculos de los anfibios a diferencia de los de los mamiferos, no poseen un control

fusimotor separado. (Ganguly et al., 1978).

Esto ayudo a determinar y a preferir el desarrollo de una preparacion in vitro sencilla, frente
a la actividad directa o indirecta en el musculo estriado, principalmente de los mamiferos.
Por eso, preparaciones como el montaje en cadmaras de bafio de 6rgano aislado, usando
nervio frénico de roedores, han resultado en una herramienta farmacol6gica de
importancia. Anatdbmicamente, esta region posee una uniéon neuromuscular formada por
sinapsis entre un nervio motor y un musculo esquelético. Esta representacion de esta union
es facil de delimitar y aislar, y a su vez permite evaluar la accién de farmacos y extractos
a nivel pre, post y en la hendidura singptica y observar sus efectos bajo la técnica

miografica. (Souza et al., 2020).

Finalmente, las preparaciones de nervio-musculo de biventer cervicis de pollos, también
permiten distinguir entre agentes blogqueadores neuromusculares que causan
despolarizacion y aquellos que no. Ambos reducen las contracciones causadas por la
estimulacion nerviosa. Pero los farmacos despolarizantes también provocan una
contractura del musculo. Asi mismo, como la preparacion de nervio frénico y diafragma,
permite enfocar el estimulo directamente, o probar simultdneamente entre la reduccién de
la contraccion producida por estimulo nervioso, o producida por actividad despolarizantes.
(Harris et al., 2020; Harvey et al., 1994)
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La preparacién nervio muscular en aves, se obtiene mediante el uso de la parte inferior del
borde inervado del biventer cervicis. Ya que esta inervacién se encuentra encerrada por el
tenddn entre los dos bordes inferiores. Por lo cual es posible dirigir un estimulo eléctrico
en contacto con este tenddén, para generar la contracciébn del musculo. (Ginsborg &
Warriner, 1960).

Esta técnica es la adecuada para evaluar el uso de suero antiofidico, considerado el Unico
tratamiento eficaz, y su capacidad neutralizante en la preparacion neuromuscular. (Gomez-

Betancur et al., 2019)
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2.4 Metodologia

2.4.1 Extraccién y conservacion del veneno de investigacion.

Se usaron venenos de 3 especies de serpientes de coral: Micrurus lemniscatus,
proveniente de la region de Villagarzén (Putumayo), Micrurus sangilensis, de la region de
Sutamarchan (Boyaca) y Micrurus medemi, proveniente de la regién de Villavicencio
(Meta). Estos venenos fueron provistos por el banco de venenos del serpentario del
Instituto Nacional de Salud. La extraccion de veneno se realiz6 de manera manual, e
inmediatamente se preservo en nitrégeno liquido. Posteriormente se liofilizé y almacené a
temperaturas de -40 + 5°C, De acuerdo a lo establecido por la OMS (WHO., 2017) vy la
Direccion de Produccién del Instituto Nacional de Salud.

2.4.2 Animales

Se usaron ratas Wistar hembras de 5 a 8 semanas entre 230 y 270 gr de peso del
provenientes del Bioterio del Departamento de Farmacia, de la facultad de ciencias de la

Universidad Nacional de Colombia.

2.4.3 Evaluacién de la capacidad neurotéxica en una
preparacion neuromuscular

La evaluacion se hizo por medio de una preparacion de nervio frénico y diafragma
(Bulbring, 1946) de ratas hembras, de 5 a 8 semanas, entre 230y 270 gr de peso. Haciendo
una diseccion basada en el protocolo de Zanetti et al., 2018. El tejido fue sumergido en un
bafio de 6rgano de 15 ml con solucién de Krebs compuesta por NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM,
CaCl; 1,8 mM, MgCl. 0,49 mM, NaH,PO,4 0,42 mM, NaHCO 11,9 mM, y glucosa 11,1 mM,
a 37°C, aireada con gas carbogeno (95% de O. y 5% de CO.) y con un pH entre 7,2y 7,4.
(Bedoya-Medina et al., 2019; Floriano et al., 2019; Harvey et al., 1994; Herrera et al., 2016;
Hodgson, Wayne C., Wickramaratna, 2002; Ledn et al., 2011; Taylor et al., 2016)
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Cada tejido se dejé en un reposo de 20 min, con 5 lavados antes de generar un estimulo
eléctrico. Para este ultimo se usé un voltaje de 2v, con una duracién del impulso de 1 ms

a una frecuencia de 1 Hz, generando un pulso cada 120 segundos.

En estudios como el realizado por Floriano et al., 2019, se realizaron pruebas con veneno
de M. lemniscatus de Altamira, Brasil. Usando concentraciones de 0.1, 0.3, 1, 3, 10y 30
png/ml. Donde solo las concentraciones de 10 a 30 pg/ml lograron un bloqueo total en
menos de 60 minutos. En estudios realizados en especies de serpientes de Colombia,
como el ensayo de Renijifo et al., 2012. Se evaluaron concentraciones de 3, 10 y 50 pg/ml.
En una de las dos especies evaluadas se logré una inhibicién del 100% de la contraccion,
usando las concentraciones de 10 y 50 ug/ml. Pero esta inhibicion solo se logré en un
tiempo cercano a los 180 minutos. Para la otra especie, las concentraciones de 10 pug/ml
lograron inhibiciones del 50% al minuto 180, en comparacién con los controles. Basado en
estos experimentos, se determino usar concentraciones de 1 pg/ml, 10 ug/mly 50 pg/m de
veneno de cada especie, (n=3). Buscando lograr una inhibicién de la contraccion de un
100% o evaluar la respuesta de los venenos objeto de estudio, por un tiempo méaximo de
120 minutos. La respuesta se registrd con transductores de fuerza MLT0201, y se hizo un
registré de las contracciones con el software LabChart Pro 8. Este estudio fue llevado a
cabo en el laboratorio de Organo aislado del grupo de Hacienda Galindo y Serpentario del
INS.

2.4.4 Evaluacioén de la capacidad neutralizante del antiveneno
anticoral polivalente en una preparacién neuromuscular

El antiveneno anticoral polivalente (AAP) provisto por el INS, viene en presentacion de caja
con un vial por 10 ml, este contiene una solucion inyectable de inmunoglobulina G (Ig G),
purificada, proveniente de equinos inmunizados con venenos de serpientes del Género
Micrurus, de las especies M. dumerilii, M. isozonus, M. mipartitus, y M. surinamensis. Su
composicion permite que cada 10 ml de antiveneno neutralicen como minimo: 2mg del
veneno de las especies Micrurus dumerilii, Micrurus mipartitus, Micrurus isozonus, Yy

Micrurus surinamensis,(Castillo-Beltran et al., 2018) (Anexo, Lamina 2).

Para este estudio se evalué la capacidad de 1ml de Antiveneno con capacidad

neutralizante de 0,2mg. Frente la concentracién intermedia evaluada de 10 pg/ml (0,15 mg
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en un total de 15 ml). Con una relacion de miligramos frente a la capacidad neutralizante
del antiveneno de 1:1,3. Esta preparacion se incubdé por un periodo de 30 minutos a 37°c,

previa a la exposicion del tejido bajo el mismo protocolo de estimulacion eléctrica.

2.4.5 Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como el error estidndar de la media (SEM), del nimero de
experimentos independientes para cada muestra (n=3). Los cambios en la fuerza de
tension de las preparaciones neuromusculares fueron expresados en porcentaje, teniendo
en cuenta el valor basal como valor cero y en comparacion con los controles. Las
comparaciones estadisticas se hicieron efectuando un analisis de varianza de medidas
repetidas (ANOVA). Seguidos del analisis de Tukey-Kramer, o una T-de Student, cuando
se compararon dos tratamientos. Asumiendo una p<0.05 como significancia estadistica en
todos los casos. El andlisis se realiz6 con Graphpad Prism 9.2.0. (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, USA).
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3. Resultados

3.1 Evaluacion de la capacidad neurotéxica del veneno
de Micrurus lemniscatus y de la accion neutralizante
del AAP.

El veneno de M. lemniscatus a dosis de 1, 10 y 50 ug/ml, caus6 blogueos en las
preparaciones neuromusculares dependientes de las concentraciones, con inhibicion total
de la capacidad contractil en las concentraciones de 10 y 50 pug/ml, en menos de 40
minutos de muestreo. Las dosis de 1 pg/ml caus6 un bloqueo de la contraccion restando

hasta un 91,13% de inhibicién en el minuto final o minuto 120 (tabla 1).

Tabla 1. Porcentajes de contraccion presentes en el tejido y porcentajes de inhibicién
comparados con el control al minuto 60 y 120 de la prueba con veneno de M.
lemniscatus.

% Contraccion % Bloqueo % Contraccion % Bloqueo

Vs Control Vs Control Vs Control Vs Control
min 60 Min 60 Min 120 Min 120
ML1 pg/ml 42,66 57,34 8,87 91,13
ML10 pg/ml 0,00 100,00 0,00 100,00
ML 50 pg/ml 0,00 100,00 0,00 100,00
ML 10 pg/ml 85,61 14,39 60,58 39,42

+1 ml AAP

La capacidad neutralizante del antiveneno, se obtuvo por medio del montaje descrito en la
metodologia. Donde se le permitié al tejido una estabilizacién previa a la adicion del veneno
y el antiveneno incubados 30 minutos a 37°c. Se observo que la dosis de 10 pg/ml expuesta

a un (1) ml de antiveneno (1:1,3), con capacidad neutralizante de 0.2 mg de veneno, no
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tuvo un descenso tan marcado, en comparacion con el tejido expuesto a la misma

concentracion de veneno en ausencia del antiveneno.

Este efecto neutralizante del antiveneno, mantuvo el 85,61% de la contraccion en el tejido,
en comparacion con el control al minuto 60. Asi mismo una neutralizacién del veneno al
minuto 120, que permitio al tejido conservar el 60,58% de su capacidad contractil. Esto en
comparacion con el tejido expuesto a la misma dosis, pero sin presencia de antiveneno,
cuya capacidad de contraccion se redujo hasta el 0% antes de llegar al minuto 60 y por
ende en el minuto 120, como lo muestra la Figura 1.

Micrurus lemniscatus

BCiie > I « Control
< 80- QEK Lt e e +  ML-1 pg/ml
°T:' e u“‘l‘x:;s:s;s.;;s..l +  ML-10 pg /ml
0 60 v ML-50 pg/ml
o ML-10 pg/ml
£ 407 + AAP
c
O
O 201

0

0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (Min)

Fig. 1 Evaluacion de la capacidad contractil de la preparacion neuromuscular frénico —
diafragma de rata, en ausencia (control) y presencia de: (1) El veneno de la especie M.
lemniscatus, 1, 10 y 50 pg/ml (ML) y (2) el veneno de la especie M. lemniscatus (10 pg/ml)
mas el antiveneno anticoral 1 ml (1:1,3) polivalente del Instituto Nacional de Salud de
Colombia (INS).
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En la figura observamos las dosis de 10 y 50 pg/ml con un comportamiento muy similar
en el tiempo. Por otra parte, la curva de 1 pg/ml se acerca a un 91,13% de la inhibicién al
minuto 120. A diferencia de la curva generada por la respuesta de incubar el antiveneno
anticoral polivalente contra la dosis conocida de 10 pg/ml. Que en comparacion de la
curva original de pg/ml, no alcanzo una inhibicion del 100%. Adicional tiene una

aproximacion mayor a la curva control que la dosis de 1 pg/ml.

Transformacion Dosis (ug/ml) vs. respuesta
1001
—— Control
= —— ML-1
= 504 —— ML-10
‘O
g - ML-50
i - ML-10+AV
[ 0 T T -
8 0.5 1.0 1.9 2.0 2.5
Tiempo, (log min)
-50-

Fig. 2 Expresion logaritmica de la evaluacion de la capacidad de contraccion de la
preparacion neuromuscular, bajo el efecto del veneno de la especie M. lemniscatus,
y bajo el efecto de la incubacion del Antiveneno anticoral polivalente del INS con
una concentracion de 10ug/ml del veneno de la misma especie.
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Micrurus lemniscatus

100
_ 80 .
e T
:5 60-
(&)
@
= 40+
=
(o]
o
20
0 e
N N \
N 9 vyg ,éo
o &
3 (@)

Concentracion de veneno (ug/ml)

Fig. 3 Expresion de la capacidad de
inhibicibn de la contraccion, del
veneno de M. lemniscatus. evaluada al
minuto 60 de la prueba. ** En estas
dos barras se puede comparar el
efecto del veneno a una concentracion
de 10 pg/ml y el efecto neutralizante
del Antiveneno Anticoral Polivalente
(AAP). Incubado bajo la misma
concentracion de veneno. En la
primera barra al minuto 60, ya habia
causado una inhibicion de la
contraccion del 100%, mientras que en
la segunda el musculo aun tiene mas
del 60% de su capacidad contractil en
presencia del antiveneno.

3.2 Evaluacién de la capacidad neurotéxica del veneno
de Micrurus medemi y de la accidon neutralizante del

AAP.

El veneno de M. medemi, causé bloqueos en las preparaciones neuromusculares

dependientes de las concentraciones de 1, 10 y 50 pg/ml. Con una inhibicién parcial en la

concentracion de 50 pg/ml, llegando a bloquear el 98,52% de la capacidad contractil del

tejido. La dosis de 10 pg/ml mostré un bloqueo de la contraccién mostrando hasta un

56,74% de inhibicién en el minuto 60 y restando hasta un 68,86% la capacidad contractil

en el minuto final o minuto 120 (tabla 1).
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Tabla 2 Porcentajes de contraccidn presentes en el tejido y porcentajes de inhibicion
comparados con el control al minuto 60 y 120 de la prueba con veneno de M. medemi

% Contraccion % Bloqueo % Contraccion % Bloqueo

Vs Control Vs Control Vs Control Vs Control

min 60 Min 60 Min 120 Min 120
MM 1 pg/ml 72,68 27,32 36,98 63,02
MM 10 pg/ml 43,26 56,74 31,14 68,86
ML 50 pg/ml 11,35 88,65 1,48 98,52
ML 10 pg/ml 96,44 3,56 96,44 3,56

+ 1 ml AAP

Se observo que la dosis de 10 ug/ml en presencia del antiveneno, no descendié en
comparacion con el tejido expuesto a la misma concentracion de veneno en ausencia
de antiveneno. El efecto neutralizante del antiveneno, le permitio a el tejido mantener el
96,44% de la contraccion en comparacion con el control al minuto 60. Asi mismo una
neutralizacion del veneno al minuto 120, que permitio al tejido conservar el mismo

96,44% de su capacidad contractil en comparacién con el control.

El tejido expuesto a la dosis de 10ug/ml, y en ausencia del antiveneno, no logré
mantener la capacidad contractil tan alta, esta se redujo en menos del 10% en el minuto

60 y continuo de esta manera hasta el minuto 120. (Fig 4)
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Micrurus medemi
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Fig. 4 Evaluaciéon de la capacidad contractil de la preparacion neuromuscular frénico —
diafragma de rata, en ausencia (control) y presencia de: (1) El veneno de la especie M.
medemi, 1, 10 y 50 pg/ml (ML) y (2) el veneno de la especie M. medemi (10 pg/ml) mas el
antiveneno anticoral 1 ml (1:1,3) polivalente del Instituto Nacional de Salud de Colombia
(INS).

En la figura 4, también observamos que la respuesta de la maxima concentracién de
veneno, fue diferente a la curva generada por M. lemniscatus en la misma concentracion.
Para el caso de M. medemi, le tomo6 mas tiempo llegar al 90% de la inhibicion de la
contraccién. La respuesta de las dosis de 10 y 1 ug/ml también muestras un mayor
efecto dependiente de concentracion al minuto 60, donde 10 pg/ml inhibié més del 50%
de la capacidad contractil, a diferencia del veneno a una dosis de 1 pg/ml. Finalmente la
curva de la preparacion que contenia veneno y antiveneno, es bastante similar al control.
Conservando el 96,44% de la contraccion comparada con el control, para el minuto 60 y

120.
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Contraccion (%)

Transformacion Dosis (ug/ml) vs. respuesta
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Fig. 5 Expresion logaritmica de la evaluacion de la capacidad de contraccion de la
preparacion neuromuscular, bajo el efecto del veneno de la especie M. medemi, y bajo el
efecto de la incubacién del Antiveneno anticoral polivalente del INS con una concentracion
de 10ug/ml del veneno de la misma especie.
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Fig. 6 Expresion de la capacidad de
inhibicion de la contraccion, del
veneno de M. medemi. evaluada al
minuto 60 de la prueba. **En estas
dos barras se puede comparar el
efecto del wveneno a una
concentracion de 10 pg/mly el efecto
neutralizante del Antiveneno
Anticoral Polivalente (AAP) incubado
bajo la misma concentracion de
veneno. En la primera barra al
minuto 60 ya habia causado una
inhibicion de la  contraccion
permitiendo solo un 33,7% de la
contraccion, mientras que, en la
segunda barra, el masculo aun tiene

mas del 70% de su capacidad
contractil en presencia del
antiveneno.
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3.3 Evaluacion de la capacidad neurotoxica del veneno
de Micrurus sangilensis y de la accidon neutralizante
del AAP.

El veneno de M. sangilensis, a dosis de 1, 10 y 50 pg/ml, causé bloqueos en las
preparaciones neuromusculares dependientes de las concentraciones, con inhibicion total
de la capacidad contractil en la concentracion de 50 pg/ml, en menos de 60 minutos de
muestreo. Las dosis de 1 pg/ml mostré un bloqueo de la contraccion que disminuyo en un

34,85% la capacidad de contraccién al minuto 60 y hasta un 67,65 al minuto 120.

Tabla 3 Porcentajes de contraccién presentes en el tejido y porcentajes de inhibicion
comparados con el control al minuto 60 y 120 de la prueba con veneno de M. sangilensis.

% Contraccion % Bloqueo % Contraccion % Bloqueo

Vs Control Vs Control Vs Control Vs Control
min 60 Min 60 Min 120 Min 120
MS1 pg/ml 65,15 34,85 32,35 67,65
MS 10 pg/ml 59,61 40,39 20,19 79,81
MS 50 pg/ml 0,00 100,00 0,00 100,00
MS 10 ug/ml 92,44 7,56 77,01 22,99

+ 1 ml AAP

Se observé que la dosis de 10 pg/ml expuesta a un (1) ml de antiveneno (1:1,3), con
capacidad neutralizante de 0,2 mg de veneno, no descendié en comparacion con el
tejido expuesto a la misma concentracién de veneno en ausencia de antiveneno. El
efecto neutralizante del antiveneno, le permitio a el tejido mantener el 92,44% de la
contraccién en comparacion con el control al minuto 60. Asi mismo, una neutralizacion
del veneno conservo el 77% de la capacidad contractil al minuto 120, en comparacion
con el tejido expuesto a la misma dosis. Que en ausencia del antiveneno, solo conservo
el 59,61% de capacidad contractil al minuto 60 y apenas un 20,19% al minuto 120.
(Tabla 3).
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En la figura 7 observamos que solo la dosis de 50 ug/ml logra una inhibicién completa

de la contraccion y poco antes del minuto 60. A su vez se observa que las dosisde 1y

10 pg/ml tienen un comportamiento similar. lgualmente, la dosis de 10 pug/ml incubada

con Antiveneno Anticoral Polivalente. Que demuestra una linea muy cercana al

control.
Micrurus sangilensis
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Fig. 7 Evaluacion de la capacidad contractil de la preparacion neuromuscular frénico —
diafragma de rata, en ausencia (control) y presencia de: (1) El veneno de la especie M.
sangilensis, 1, 10 y 50 pg/ml (ML) y (2) el veneno de la especie M. sangilensis (10 pg/ml)
mas el antiveneno anticoral 1 ml (1:1,3) polivalente del Instituto Nacional de Salud de

Colombia (INS).
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Fig. 8 Expresion logaritmica de la evaluacion de la capacidad de contraccion de la
preparacion neuromuscular, bajo el efecto del veneno de la especie M. sangilensis, y bajo
el efecto de la incubacion del Antiveneno anticoral polivalente del INS con una
concentracion de 10ug/ml del veneno de la misma especie.
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Fig. 9 Expresion de la capacidad de
inhibicién de la contraccion, del veneno de M.
sangilensis, evaluada al minuto 60 de la
prueba. **En estas dos barras se puede
comparar el efecto del veneno a una
concentracion de 10 pg/ml y el efecto
neutralizante del Antiveneno Anticoral
Polivalente (AAP) incubado bajo la misma
concentracion de veneno. En la primera barra
al minuto 60, el efecto del veneno solo
permiti6 una capacidad de contraccion del
46%, mientras que en la segunda el musculo
aun tiene mas del 75% de su capacidad
contractil en presencia del antiveneno.
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3.4 Tso

EL valor de Tso corresponde al intervalo de tiempo en el que la contraccion baja al 50% de
la inhibicién total de la contraccion. Todos los resultados se obtuvieron en condiciones ex
vivo bajo un protocolo operativo estandarizado, donde se esperaba un bloqueo
neuromuscular por parte de los venenos de las serpientes del género Micrurus. Algunos
venenos lograron inhibiciones del 100% de la contraccion en el periodo de 120 minutos. El
veneno de Micrurus lemniscatus logré una inhibicion total, a una concentracion de 10 ug/
ml al minuto 32 £ 2 minuto (n=3). Permitiendo calcular una T50 (Fig. 10), para esa
concentracion, de 16 minutos + 1 minuto. De igual manera, causo un bloqueo total al minuto
27,3 = 9,2 minutos, a una concentracion de 50 pg/ml (n=3) permitiendo calcular una T50,
para esa concentracién, de 16 minutos + 1 minuto. El veneno de Micrurus medemi logré
una inhibicién total, a una concentracién de 50 pug/ ml al minuto 96 + 20,8 minuto. (n=3).
Permitiendo calcular una T50, para esa concentracion, de 48 minutos + 10,44 minuto. A su
vez, El veneno de Micrurus sangilensis logré una inhibicion total, a una concentracién de
50 pg/ ml al minuto 50,6 + 6,4 minuto. (n=3). Permitiendo calcular una T50, para esa

concentracion, de 25,3 minutos * 3,21 minutos. (Fig. 10).
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Fig. 10 Comparacion de los T50 (intervalo de tiempo en el que la contraccion baja al 50%
en causar una inhibicién total de la contraccién) calculado para las especies Micrurus
lemniscatus (ML) a 10 y 50 pg/ml, de la especies Micrurus medemi (MM) y Micrurus
sangilensis (MS) a 50 pg/ml.
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Se puede observar que el veneno de la especie M. lemniscatus, logré un bloqueo
neuromuscular 3,5 veces mas rapido en comparaciéon con M. medemi y 1,8 veces mas
rapido en comparacioén con M. sangilensis, a una concentracién de (50 pug/ml). Incluso a
menores concentraciones (10 pg/ml), logré un bloqueo 3 veces mas rapido que M.
medemi y 1,5 veces més rapido que M. sangilensis.
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4.Discusion

El envenenamiento por serpientes de coral resulta en un bloqueo progresivo de la placa
neuromuscular dependiente de la dosis, como lo indican los resultados de este estudio.
En comparacion con otras especies de coral latinoamericanas, el antiveneno anticoral

polivalente, logré un factor protector en una relacién muy cercana a 1 (1:1,3).

Otros estudios en corales de Latinoamérica, debieron elevar 20 veces la dosis
recomendada para lograr el efecto neutralizante como el estudio de De Abreu et al.,
2008, con la especie Micrurus altirostris. Esto destaca la capacidad neutralizante el
antiveneno anticoral del INS.

El uso de suero antiofidico es la terapia definitiva para el tratamiento del envenenamiento
sistémico por serpientes de coral. Una administracién temprana es importante para
prevenir la inhibicién de la contraccion muscular. La capacidad de revertir este efecto es
considerablemente menos efectiva una vez el bloqueo neuromuscular ha sido
establecido, como lo menciona Bucaretchi et al., 2016. Por lo cual, el Gold Estandar de la
prueba es la pre incubacion. Sin embargo, en caso de tener veneno suficiente disponible
para diferentes pruebas, resulta Gtil adicionar el antiveneno, una vez se ha logrado el
bloqueo. Evaluar este esquema es mas representativo de un caso clinico; donde primero
ocurre el envenenamiento. Por otro lado, estudios como Floriano et al., 2019 demuestran
gue la pre incubacion permiten detectar la capacidad neutralizante. En ese estudio se
demostré que el antiveneno del Instituto Butantan, de Brasil, necesito una dosis 10 veces
mas alta de la recomendada en el inserto, para neutralizar el veneno de Micrurus
lemniscatus. Demostrando una capacidad neutralizante mayor para el antiveneno del INS
respecto a la misma especie. Esto basado también, en la capacidad neutralizante de ese

antiveneno (1ml neutraliza 1.5 mg de veneno de M. frontalis).

Mayor disponibilidad de veneno también permite conducir otro tipo de pruebas en este
modelo, por ejemplo, es posible evaluar la contractibilidad muscular, aplicando
estimulacion eléctrica en presencia de Acetilcolina y el veneno en estudio. Esto para

determinar si existen efectos sobre la respuesta postsinaptica a la ACh. Cuando no hay
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alteracion en la contractibilidad muscular, el efecto se consideraria pre sinaptico. (Bolivar-
Barbosa & Rodriguez-Vargas, 2020; Crachi et al., 1999; Su et al., 1983)

Esta técnica de Organo aislado resulta un complemento importante para las pruebas de
DL50, a pesar de disminuir el uso de animales para las pruebas, su complejidad y
requerimientos de equipos de bafio de érgano especializado, aun no la convierte en una

prueba que pueda reemplazar las dosis letales 50.

Para los venenos que causan efectos neurotoxicos en los pacientes, es importante
determinar otros parametros como la DL50 o la velocidad de inhibicién de la contraccion,
por medio de una T50. En estudios como el de Renjifo et al., 2012, no se logré hallar la
DL50 en una especie (M. dissoleucus), aun usando dosis altas de 50 umg/ml en la
preparacion. Pero para la especie de M. mipartitus se logré una T50 de 48,2 + 5,7
minutos a una dosis de 10 pg/ml, reportado como una T50 baja en comparacion con
otras corales. La presente investigacion reporté una T50 de 32 + 2 minutos a la misma
concentracion de 10 pg/ml. Lo cual refleja las DL50 reportadas para ambas especies en
el estudio de Castillo-Beltran et al., 2018. Donde son 33,62 pg/raton para M. mipartitus y

de 22,87 ug/raton para M. lemniscatus, siendo esta Ultima especie mas letal.
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5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

La composicién de los venenos de serpientes de coral, y de los venenos evaluados en
este proyecto, contienen enzimas y proteinas que cumplen un efecto neurotéxico capaz
de bloquear la respuesta en la placa neuromotora como lo demostré este ensayo, y la
capacidad de este bloqueo es dependiente de la dosis, demostrando un patréon y una
escala que conserva las proporciones de las dosis con los tiempos de descenso de las

curvas

Las diferencias entre las especies, permiten observar diferentes velocidades de accion.
Siendo el veneno de M. lemniscatus, el mas rapido en inhibir la capacidad contractil.
Seguido del veneno de las especies M. sangilensis y finalmente M. medemi. Sin
embargo, estos bloqueos fueron neutralizados efectivamente por el AAP del INS, con una
dosis de neutralizacion muy cercana a la especificada en el inserto para otras especies
(1:1,3). Demostrando una mejor respuesta para la especie de M. Medemi, seguida de M.
sangilensis y finalmente M. lemniscatus. Obedeciendo a la letalidad de los mismos. Estos
hallazgos sugieren que no es necesario agregar estos venenos al pool de fabricacion del

antiveneno.
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5.2 Recomendaciones

La replicacion de la técnica de 6rgano aislado y preparacién neuromuscular, no es tan
masiva como las pruebas de letalidad in vivo, estas Ultimas siguen siendo confiables para
determinar los efectos neurotoxicos de los venenos y la capacidad de neutralizacién de
los antivenenos. Aungue la OMS las recomienda, los montajes en érgano aislado
requieren equipos costosos, convirtiéndola en técnicas mas avanzadas y dificiles de
replicar para los laboratorios productores de antivenenos. Por lo cual se debe asegurar
primero el personal idéneo y los equipos de laboratorio necesarios para llevar esta
prueba a cabo. (WHO, 2016)

Pero que una vez dominados, representan grandes ventajas para evaluar las diferentes
respuestas del musculo estriado en presencia de toxinas y antidotos, e incluso
permitiendo evaluar efectos de posibles tratamientos directamente. (Floriano et al.,
2020b)
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6. Financiamiento

En el marco de lo descrito, el Ministerio de Ciencia Tecnologia e Innovacién (Minciencias)
aprobd el proyecto 2104777-58348, actual Contrato 686 de 2018 COLCIENCIAS-INS:
“Caracterizacion bioquimica y biolégica del veneno de las corales colombianas Micrurus
medemi, Micrurus sangilensis y Micrurus lenmiscatus y su neutralizacién con el antiveneno
anticoral polivalente producido por el INS” que permitio el desarrollo y culminacion de este
proyecto de tesis.
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8. Anexos.

Tabla 4. Datos expresados en porcentaje de los resultados obtenidos en el DathaPad del
Programa Labchart Pro 8 para los ensayos de Micrurus medemi.
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79,
94

MM-1

91,
82

10
0

83,
93

83,
64

85,
39

73,
41

82,
47

78,
38

73,
7

69,
9

62,
6

65,
23

10

97,
09

97,
09

97,
09

95,
16

90,
31

88,
38

88,
38

88,
38

87,
41

86,
44

86,
44

99,

99,

10

96,
38

89,
53

89,
53

89,
12

84,
29

81,
07

74,
62

73,
01

68,
18

MM-10

97,
67

97

10

98,

67

96

93

91,

33

91

88,

33

84

82

79,
67

04,
41

93,
61

10

94,
41

87,
61

91,
61

91,
61

90,
41

88,
81

90,
01

86,
81

88,
01

10

93,
38

92,
28

96,
69

93,
02

90,
07

83,
46

66,
54

71,
32

58,
82

58,
46

53,
68

MM-50

10
0

94,
72

94,
72

86,
97

79,
58

76,
76

72,
18

69,
72

63,
38

57,
04

53,
17

45,
77

10

94,
35

83,
05

72,
88

64,
97

63,
28

59,
89

54,

55,
37

47,
46

43,

39,
55

MM-10+AV
94, 98, 98,
02 41 44
10 98, 10
0 94 0
95, 10 95,
82 0 33
80, 98, 93
87 41

74, 97, 91
29 34 05
72, 94, 90,
49 69 27
71, 90, 89,
9 97 11
73, 89, 86,
09 38 38
71, 88, 83,
9 31 66
71, 86, 89,
3 72 11
70, 85, 85,
1 66 99
68, 83 84,
91 44



Anexos 65
24 80, 82, 93, 72, 68, 83, 69, 76, 73, 44, 42, 37, 68, 81, 78,
19 35 9 23 44 53 79 67 63 12 9 29 31 41 99
26 79, 80, 97, 75, 62, 83, 62, 72 75 50 38, 35 67, 80, 79,
09 39 19 7 31 53 94 62 73 103 71 88 @38
28 75, 77, 85, 73, 65, 80, 60, 67, 72, 29, 33, 34, 69, 80, 76,
79 45 93 77 52 63 92 33 83 78 8 46 51 34 65
30 75, |77, 89, 70, 75, 78, 56, 66 76, 26, 33, 29, 69, 80, 76,
79 45 68 68 16 69 9 42 47 8 94 51 34 27
32 79, 80, 100 69, 65, 76, 54, 61, 69, 24, 35 30, 71, 79, 73,
64 39 14 81 75 88 33 63 26 56 51 9 28 93
34 79, 77, 91, 71, 63, 78, 53, 59, 69, 22, 32, 25, 72, 79, 72,
64 | 45 56 07 77 69 67 33 23 43 04 99 49 81 37
36 81, 77, 92, 66, 64, 76, 50, 56, 68, 19, 28, 24, 73, 718, 72,
29 45 97 83 94 75 45 67 03 49 52 86 09 22 37
38 80, 77, 82, 62, 62, 76, 45, 55,6 52, 18, 27, 24, 73, 77, 71,
19 45 65 97 89 75 21 67 05 38 46 29 69 69 6
40 79, 76, 90, 68, 60, 74, 42, 56, 58, 16, 25, 22, 74, 78, 70,
64 47 15 37 26 82 8 33 44 91 7 03 29 22 82
42 81, 78, 80, 66, 60, 73, 42, 60 58, 14, 23, 19, 74, 78, 73,
29 43 3 83 55 85 39 44 71 59 21 29 75 54
44 80, 78, 77, 62, 59, 70, 38, 51, 56, 12, 21, 18, 74, 79, 70,
74 43 96 2 39 94 77 67 04 87 13 64 29 28 43
46 79, 74, 81, 63, 59, 69, 35, 55, 60, 12, 19, 15, 73, 78, 71,
09 51 24 74 68 97 55 33 44 |5 37 82 69 22 6
48 80, 75, 81, 60, 56, 69, 29, 51, 50, 11, 16, 15, 73, 78, 73,
19 49 24 65 46 97 91 33 05 76 55 82 09 22 15
50 81, 72, 81, 60, 58, 70, 30, 50 57, 10, 17, 14, 73, 76, 72,
84 55 71 65 8 94 31 24 66 96 69 69 09 37
52 80, 72, 80, 61, 60, 69 27, 47, 41, 99 14, 14, 73, 75, 72,
74 55 3 81 85 09 67 66 3 79 12 09 56 37
54 77, 73, 78, 56, 54, 68, 26, 41 43, 84 13, 12, 73, 74, 68,
99 53 43 41 42 03 28 25 6 03 43 69 5 48
56 79, 75, 79, 57, 56, 66, 22, 42, 41, 84 10, 12, 74, 76, 73,
09 49 83 57 46 1 25 33 26 6 566 43 89 09 15
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58 77, |75, 80, 52, 54, 63, 20, 40 40, 69 88 10, 75 77, 72,
44 49 77 55 13 19 24 86 9 73 48 16 76

60 76, 69, 72, 55, 52, 62, 19, 36, 39, 66 66 10, 76, 77, 71,
34 61 8 25 08 22 03 33 66 2 9 17 08 16 99

62 74, | 72, 75, 55, 50, 61, 20, 41, 38, 58 59 10, 75 76, 71,
14 55 15 25 62 25 64 67 86 8 9 17 48 63 99

64 77, 72, 82, 56, 52, 59, 19, 36, 38, 55 52 10, 76, 75 72,
44 55 18 8 37 32 03 33 06 1 8 17 68 03 37

66 76, ' 69, 79, 52, 48, 58, 17, 36, 38, 47 56 96 76, 74, 71,
89 |61 83 94 57 '35 82 67 86 8 3 08 5 21

68 77, 67, 76, 48, 46, 57, 17, 35 39, 44 59 10, 77, 73, 70,
44 | 65 08 7 24 38 01 26 1 9 17 28 44 04

70 75, | 67, 73, 50, 46, 54, 17, 31, 37, 40 56 90 76, 73, 70,
24 | 65 27 24 53 47 42 67 66 4 3 4 08 |44 43

72 74, 68, 69, 46, 43, 52, 17, 31, 38, 29 45 84 76, 71, 71,
14 63 52 38 02 54 01 67 06 4 8 7 68 84 21

74 77, 70, 75, 45, 45, 50, 16, 32, 38, 22 45 73 78, 71, 68,
44 59 61 22 94 6 61 33 06 1 8 4 47 84 87

76 76, 68, 73, 46 42, 50, 14, 27, 36, 2,2 42 6,7 77, 70, 68,
89 | 63 74 15 6 6 33 06 1 3 8 28 25 87

78 76, 66, 73, 46, 44, 48, 17, 29, 36, 25 38 7,3 77, 69, 68,
89 67 74 77 19 66 42 67 46 7 7 4 88 72 48

80 75, 67, 72, 44, 42, 49, 15, 27 36, O 3,1 6,7 76, 67, 69,
79 65 33 45 15 63 4 86 7 8 68 59 26

82 75, 69, 69, 43, 38, 48, 15, 25, 39, O 28 56 73, 68, 69,
24 61 52 68 64 66 4 67 26 2 5 69 66 26

84 76, 67, 67, 43, 39, 46, 16, 25 36, O 0 56 76, 67, 66,
34 65 64 68 52 72 21 86 5 68 06 54

86 74, 61, 69, 40, 36, 46, 15, 25 35 O 0 56 76, 67, 68,
69 77 99 98 3 72 4 26 5 68 59 87

88 74, 67, 67, 38, 34, 44, 15 24, 35 O 0 50 76, 66, 68,
69 65 64 28 26 79 67 26 8 68 53 48

90 73, 66, 67, 40, 34, 40, 16, 23, 35 O 0 45 77, 64, 69,
04 | 67 64 6 26 91 21 67 66 2 88 94 26



Anexos 67
92 74, 67, 67, 39, 33, 36, 15 23 34, 56 77, 64, 67,
14 65 17 82 38 07 06 5 88 94 32
94 75, 1 63, 66, 37, 33, 35 15 23 @34, 50 77, 62, 66,
24 | 73 23 51 38 1 86 8 28 81 54
96 73, 67, 67, 37, 30, 35 15, 22 35, 50 76, 62, 66,
59 65 64 12 75 1 4 26 8 68 81 15
98 73, 66, 68, 34, 27, 36, 13, 21, 34, 3,3 74, 62, 65,
59 67 11 42 54 07 39 67 06 9 29 |28 37
100 73, 65, 68, 34, 30, 34, 13, 20, 36, 3,9 72, 62, 64,
59 69 58 04 46 13 39 67 86 5 49 28 59
102 73, 65, 67, 33, 28, 33, 12, 20, 33, 45 71, 61, 63,
04 69 64 65 41 16 99 67 @66 2 3 75 81
104 72, 66, 67, 32, 27, 31, 12, 20 33, 3,9 71, 60, 64,
49 67 64 49 54 23 99 26 5 3 69 2
108 69, 67, 67, 33, 24, 24, 13, 19, 31, 45 71, 60, 61,
74 65 64 65 91 45 79 33 27 2 9 16 87
110 70, 67, 66, 31, 24, 24, 13, 19, 32, 3,3 71, 59, 63,
84 65 23 72 03 45 79 67 06 9 9 09 04
112 71, 68, 62, 31, 23, 21, 12, 18, 32, 3,9 69, 58, 61,
39 63 95 34 74 54 18 33 06 5 51 56 87
114 70, 66, 68, 31, 22, 20, 10, 18 @31, 2,2 68, 60, 61,
84 67 11 34 86 57 97 27 6 91 16 09
116 67, 68, 67, 30, 22, 23, 12, 17 31, 3,3 67, 59, 59,
54 | 63 64 18 86 48 18 27 9 11 09 92
118 68, 69, 67, 30, 22, 23, 10, 17, 31, 3,3 66, 58, 59,
64 61 17 18 86 48 97 33 27 9 52 56 92
120 54, 69, 66, 28, 21, 20, 11, 16, 31, 2,8 65, 58, 59,
33 61 7 25 69 57 78 33 27 2 92 03 92
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Tabla 5 Datos expresados en porcentaje de los resultados obtenidos en el DathaPad del
Programa Labchart Pro 8 para los ensayos de Micrurus lemniscatus.

Tiemp
0
2

11
12
14
16
18
20
22
24
26
28
30
32
34
36
38
40
42
44

100
95,8
91,6
84,1
83,2
79,9
77,4
67,4
65,7
65,3
58,6
58,2
54,8
54,8
52,3
52,7
56,5
46,9
45,6
45,6
45,6
45,6

40,2

ML-1
95,94
100,0

2
96,35
98,8
95,94
86,56
89,01
83,71
80,44
71,47
75,55
74,73
69,84
62,91
63,31
61,68
66,58
61,27
57,2
54,75
52,3
51,49

51,08

97,21
96,27
93,45
100,0
88,29
81,71

78,9
77,02
79,37

69,5
64,34
60,11
61,99
60,11
61,05
52,13
53,54
48,84
49,31
49,31
40,86
45,55

41,33

100

85,9
3
61,2
3
51,7
6
40,8
5
34,2
4
23,6
2
17,8
7
12,1
3
7,82

2,65
7,53

3,8
0,64

3,51

ML-10

100

84,6
2
77,6
9
59,2
3
58,8
5
46,1
6
37,3
1
32,6
9
21,5
4
13,4
6
11,1
6
4,62

111
6
4,62
0

0

100

96,6
2
99,3
2
91,5
5
84,8

85,1
4
77,7

65,8
8
61,4
9
54,0
6
41,2
2
32,1

22,3
14,8
7
5,07
2,37
0

0

100

99,5
8
80,0
2
68,3
6
68,3
6
53,8

26,3
2
22,1
6
9,67
3,84
0

0

ML-50

100
100

63,
6
61,
2
51,
2
27,
6
15,
2
11,
6
8,4

6

100
84,3
79,3

70
64,3
55
48,1
38,7
30,6
23,1
16,8
13,7
11,2
10
7,5
6,88
6,88

1,88

ML-10+AV

100
92,2
98,5

1
98,1

4
96,6

6
95,5
4
89,6
87
86,2
83,6
80,6
82,5
80,6
85,5
83,2
84,0
87
81,0
75,8
78,4
75,4
74,7

74

97,0
8
99,0
3
100

100
96,1

96,5
9
98,5
4
96,1

92,2

94,1
5
93,1
8
91,7
2
89,7
7
86,8
4
83,9
2

81

80,5
76,6
74,1
72,7
70,7
70,2

68,3
3

92,1
98,1

100
96,7
93,0
88,9
90,3
89,8
89,8
86,1
86,6
81,5
81,1
78,8
77,4
77,8
76,5
75,5
74,6
75,5
76,0
73,2

70,9
7
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46 40,2 49,85 39,92 73,6 66,3 714
3 3 8 3
48 37,7 47 38,04 71,7 67,3 70,0
2 7 6 5
50 36,8 43,74 35,22 71,0 67,3 67,2
8 3 6 8
52 36,0 45,78 34,28 68,8 66,3 67,2
5 8 8
54 32,2 41,7 35,22 69,1 63,9 68,2
8 7 4
56 31,8 41,29 30,53 69,1 62,9 68,6
7 7 7 6
58 28,1 39,66 31,94 71,7 61,0 67,2
7 2 8
60 28,1 37,21 29,59 65,0 59,0 654
9 7 4
62 28,9 35,99 26,3 66,2 59,0 65,9
4 7
64 27,2 3354 2301 61,7 59,0 66,3
7 4 7 6
66 22,6 31,91 22,07 64,7 595 64,5
7 2 6 2
68 26,4 30,28 21,6 65,8 59,0 62,6
3 3 7 7
70 23,0 27,83 18,79 64,3 55,6 63,1
9 4 6 3
72 21,8 27,42 17,85 64,7 54,6 63,6
3 2 9
74 21 25,79 15,03 64,3 52,2 61,7
4 5 5
76 20,1 23,34 14,09 61 49,8 60,8
6 1 3
78 18,9 22,12 13,15 62,1 47,3 60,8
1 2 8 3
80 17,6 20,49 13,15 58,0 43,9 60,3
5 3 7 7
82 17,6 20,9 12,68 61,7 444 571
5 4 5 4
84 16,4 17,23 11,74 59,8 454 58,0
9 3 7
86 16,8 14,78 10,8 62,1 47,8 55,7
2 2 7 6
88 17,2 15,6 10,33 59,8 46,8 55,3
4 9 9
90 15,1 13,15 9,39 59,1 47,3 55,3
5 4 8
92 16,4 13,15 9,86 57,2 48,8 52,5
9 4 4
94 16,4 12,74 7,99 58,4 49,3 51,6
3 1
96 14,3 11,52 8,46 59,1 49,8 50,6
1 4 1 9
98 14,3 10,7 7,99 55,4 49,8 49,3
1 3 1 1
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100 12,2 9,48 7,52 0 0 0 0 0 535 493 474

2 7 3 7

102 12,2 8,66 7,05 0 0 0 0 0O 535 478 4472

2 7 7 4

104 11,8 9,07 5,17 0 0 0 0 0 52,8 46,8 46,0

3 9 8

108 11,3 8,66 5,17 0 0 0 0 0 52,0 44,9 433

8 9 4 2

110 9,71 9,48 6,11 0 0 0 0 0 52,0 429 405

9 9 5

112 9,29 9,48 5,64 0 0 0 0 0 520 415 391

9 3 7

114 8,46 7,03 5,17 0 0 0 0 0 498 439 391

6 7 7

116 8,04 6,21 4,23 0 0 0 0 0 483 42,0 35,0

7 2 2

118 6,37 6,21 5,17 0 0 0 0 0 472 410 341
6 4

120 5,95 5,81 5,17 0 0 0 0 0O 46,5 38,1 30,8

2 2 8
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Tabla 6 . Datos expresados en porcentaje de los resultados obtenidos en el DathaPad del
Programa Labchart Pro 8 para los ensayos de Micrurus sangilensis.

Tiem | Control MS-1 MS-10 MS-50 ML-10+AV

p min

2 99 10 93, 10 10 10 10 10 10 10 10 10 98 95 99
4 0 9 0 0 0 0 00 O 0 0 0 8 ,0 2
5 2 2 3 9

4 10 10 96, 86 95 92 87 94, 93 82 94 98 98 10 96
0 0 2 7 7 5 4 58 2 2 9 6 ,8 0 4

4 5 9 4 4 3 4 2 3

6 97 99, 92, 83 92 89 84 92, 94 75 80 93 10 98 95
2 02 979 1 o0 9 6 8 1 9 5 7 O g 7
5 7 3 5 2 4 1 5 2 6 2

8 98 99, 96, 84 88 87 83 92, 98 70 72 96 10 97 98
3 02 72 4 8 3 B8 8 6 3 7 5 0 b5 5
5 5 4 6 5 8 6 1 2 7

10 9% 10 10 81 87 96 87 92, 99 64 65 87 98 95 96
1 09 O 3 7 8 4 54 1 O0 3 4 8 0 7
5 8 9 |8 |3 |4 7 |7 |3 |2 |3 |9

12 9 97, 10 81 88 86 85 92, 88 51 55 80 96 94 096
1 06 32 6 3 7 9 2 2 4 2 4 4 4 A4

14 93 94, 95, 75 87 87 80 86, 85 51 49 78 97 88 94
4 12 w8 7 2 3 2 41 5 8 O 3 0 ,2 2

16 89 92, 92, 73 86 82 77 82, 85 41 42 72 96 88 10
%6 03 2 41 5 7 67 1 S5 4 7 4 8 O

18 86 88, 89, 70 8 76 81 85 81 41 35 63 94 88 97
8 24 212 4 1 7 8 73 9 5 8 6 8 1
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20 8 90, 98, 71 87 78 80 84, 82 34 30 57 91 88 93
b 2 2 4 2 3 5 3 8 4 3 4 1 2 9

9 5 5 1 2 8 5 5 1 3 3
22 81 83, 92, 73 81 75 76 84, 74 27 28 51 88 87 86
8 33 5 9 6 1 71 3 ,7 O 8 7 5 8

4 4 4 6 7 3 4 2 3 6 8

24 78 84, 93, 69 83 74 78 79, 72 25 20 45 90 83 87
b 31 9 ,6 0o 4 61 O (7 2 5 b5 2 5

4 6 8 7 7 6 4 4 3 3 1
26 80 82, 93, 83 8 73 75 77, 72 23 15 42 89 85 87
1 35 9 1l 6 5 1 23 5 7 5 7 9 /7 5

9 7 6 5 4 2 9 7 5 4 2 1
28 79 80, 97, 74 80 72 75 79, 67 19 12 39 88 85 87
,0 39 19 3 4 1 27 1 o0 8 2 1 7 5

9 4 9 4 2 5 4 6 7 2 1
30 7 77, 85 77 80 71 68 76, 67 14 10 35 85 84 87
7 45 93 8 3 4 4 22 1 3 5 7 2 4 1

9 2 4 3 8 2 1 1 7 1 7 5
32 7 77, 89, 72 78 70 70 74, 61 12 8 30 83 81 83
7 45 68 2 7 3 7 86 7 7 56 /21 4 3 5

9 1 5 7 9 1 3 9 3 7 9
34 79 80, 10 72 78 66 66 69, 66 9, 8 27 83 81 82
6 39 0 9 7 6 6 06 2 97 17 3 4 9 8

4 8 5 7 9 2 9 3 9 7
36 79 77, 91, 71 76 61 74 68, 66 9, 5 25 82 81 82
6 45 56 9 6 9 6 72 2 18 06 3 2 9 1

4 6 3 1 3 2 5 9 6
38 81 77, 92, 66 77 67 65 68, 60 7, 4, 22 76 81 78
2 45 97 6 1 7 4 72 8 99 67 5 9 3 2

9 6 3 1 1 1 2 7 3
40 80 77, 82, 62 75 61 62 65 63 6, 5 21 74 79 82
Al 45 65 7 5 9 5 32 5 41 06 ,1 5 5 5

9 8 6 1 9 1 1 6 1
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42 79 76, 90, 64 73 66 65 63, 60 4, 4, 19 76 79 78
6 47 15 8 9 6 /1 9% 3 83 28 O 3 5 9
4 2 7 7 5 6 2 3 5
44 8 78, 80, 70 70 61 60 65 55 4, 2, 14 75 78 78
2 43 | 3 1 2 9 o0 66 4 04 73 8 1 8 2
9 7 5 1 2 1 3 5 8 3
46 80 78, 77, 56 68 56 59 63, 54 4, O 14 73 79 78
43 9% 4 6 6 2 62 5 04 d 9 5 2
4 6 2 6 1 3 7 3
48 79 74, 81, 65 62 56 57 61, 54 O 0 12 72 80 77
0O 51 24 8 8 6 9 58 0 7 1 1 .8
9 4 1 2 7 6 3 9 3 8
50 80 75, 81, 50 62 53 51 53, 52 O 0 9 71 77 76
1 49 24 5 2 9 0 07 7 94 0 6 ,0
9 4 8 7 6 1 4 9
52 81 72, 81, 56 61 52 50 57, 51 O 0 8 |71 76 76
8 55 712 9 2 9 8 5 3 5 0 4 4
4 1 2 1 5 1 5
54 80 72, 80, 58 58 50 48 55, 48 O 0 8 70 76 77
,/ 55 '3 J 0 2 4 46 6 54 4 4 5
4 3 7 9 5 2 2
56 77 73, 78, 59 56 50 50 50, 49 O 0 8 68 76 78
9 53 43 9 9 2 0 69 1 54 ' 6 4 9
9 7 7 7 3 4 5
58 79 75, 79, 57 54 47 44 50, 49 O 0 0, 66 73 77
0O 49 83 4 3 0O 3 35 1 17 2 2 8
9 2 1 9 9 7 9 8
60 77 75, 80, 56 49 47 49 49, 40 O 0 0 65 73 76
A4 49 77 1 0 ,0 33 9 6 9 4
4 5 9 1 9 8 1 5
62 76 69, 72, 56 44 45 45 50, 43 O 0 0 66 73 75
3 61 8 4 2 5 9 3 2 8 2 7
4 2 3 4 7 9 3
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86 76 67, 67, 38 29 32 29 30, 28 52 60 76
3 65 64 3 8 8 0 28 8 0o 8 4
4 8 1 2 3 7 7 5
88 74 61, 69, 43 26 30 27 28, 25 51 57 76
6 77 9 4 6 6 9 58 6 4 1 .0
9 9 9 9 8 8 4 9
a0 74 67, 67, 36 24 34 26 27, 25 50 57 75
6 65 64 O O 9 9 22 6 3 ,7 0
9 1 3 2 7 8 7 2
92 73 66, 67, 40 25 28 24 24, 25 49 53 74
0O 67 64 O 6 5 4 84 6 7 4 6
4 9 3 7 8 1 2 6
94 74 67, 67, 36 24 28 24 25, 22 50 55 71
1 65 17 7 5 0 4 18 0 8 9 4
4 7 6 4 7 9 5
96 75 63, 66, 34 18 28 23 24, 22 49 52 71
2 73 23 7 1 O 1 84 5 1 ,8 4
4 3 9 4 2 2 1 5
98 73 67, 67, 29 22 26 23 24, 19 47 50 72
S5 656 64 1 9 9 1 16 3 3,3 0,1
9 2 7 9 2 7 4 1 7
100 73 66, 68, 36 24 26 20 24, 15 47 48 71
bS5 67 12 2 O 9 0 16 .3 9 4 8
9 6 3 9 5 2 3 5 1
102 73 65, 68, 28 15 26 18 22, 15 46 45 72
5 69 58 1 5 4 7 12 3 7 9 1
9 3 6 7 2 5 6 7
104 73 65, 67, 27 17 26 17 23, 15 42 45 71
0o 69 64 S5 1 9 2 82 7 0 3 4
4 9 3 9 3 7 1 4 5
106 72 66, 67, 31 19 26 16 21, 15 41 44 70
4 67 64 9 7 4 7 43 3 4 1 0
9 3 8 6 2 2 2 3
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Tabla 7 Graph Pad Analisis estadistico Micrurus lemniscatus (2way Anova).

ANOVA Results (2way Anova) — Micrurus lemniscatus

Table Analyzed
Two-way RM ANOVA Matching
: Across
row
Assume sphericity? Yes
Alpha 0,05
Source of Variation % of total
variation
Tiempo x Toxinas 7,229
Tiempo 27,81
Toxinas 62,98
Subject 0,5747
ANOVA table SS
Tiempo x Toxinas 82908
Tiempo 318950
Toxinas 722359
Subject 6591
Residual 16148
Data summary
Number of columns 5
(Toxinas)
Number of rows 60
(Tiempo)
Number of subjects 180
(Subject)
Number of missing 0

values

P value

<0,0001
<0,0001
<0,0001

0,0002

DF
236
59
4
120
480

Dose vs, response

P value Significant?

summary

*kkk Yes

*kkk YeS

*kkk Yes

*k% YeS

MS F (DFn, DFd)

351,3 F (236, 480) = 10,44

5406 F (59, 120) = 98,42

180590 F (4, 480) = 5368

54,93 F (120, 480) = 1,633
33,64

P value
P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001
P=0,0002
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Evaluacion de la capacidad neutralizante de un antiveneno
anticoral polivalente en preparacién neuromuscular.

Tabla 8 Graph Pad Analisis estadistico Micrurus lemniscatus (2way Anova — Multiple

comparisons).

ANOVA Results: 2way ANOVA (Multiple comparisons) — Micrurus lemniscatus
Compare column means (main column effect)

Number of families
Number of

comparisons per family

Alpha

Tukey's multiple
comparisons test

Control vs. ML-1
Control vs. ML-10
Control vs. ML-50
Control vs. ML-10+AV
ML-1 vs. ML-10

ML-1 vs. ML-50

ML-1 vs. ML-10+AV
ML-10 vs. ML-50
ML-10 vs. ML-10+AV

ML-50 vs. ML-10+AV

Test details

Control vs. ML-1
Control vs. ML-10
Control vs. ML-50
Control vs. ML-10+AV
ML-1 vs. ML-10

ML-1 vs. ML-50

ML-1 vs. ML-10+AV

ML-10 vs. ML-50

1
10

0,05

Mean
Diff,

39,88
67,37
69,07
10,82
27,49
29,19
-29,07
1,697
-56,56
-58,25
Mean
1
78,21
78,21
78,21
78,21
38,33
38,33
38,33

10,84

95,00% CI
of diff,

38,21 to
41,56
65,70 to
69,05
67,40 to
70,75
9,143 to
12,49
25,82 to
29,16
27,51 to
30,86
-30,74 to -
27,39
0,02297 to
3,371
-58,23 to -
54,88
-59,93 to -
56,58

Mean 2
38,33
10,84
9,143
67,40
10,84
9,143
67,40

9,143

Below
threshold?

Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes

Yes

Mean Diff,
39,88
67,37
69,07
10,82
27,49
29,19
-29,07

1,697

Summ
ary

*kkk
*kkk
*kkk
*kkk
*kkk
*kkk

*kkk

*kkk

Kkkk

SE of
diff,
0,6114
0,6114
0,6114
0,6114
0,6114
0,6114
0,6114

0,6114
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ML-10 vs. ML-10+AV

ML-50 vs. ML-10+AV

10,84

9,143

67,40

67,40

Tabla 9 Graph Pad Analisis estadistico Micrurus medemi (2way Anova).

Table Analyzed

Two-way RM ANOVA

Assume sphericity?
Alpha

Source of Variation

Tiempo x Toxinas
Tiempo
Toxinas
Subject

ANOVA table
Tiempo x Toxinas
Tiempo

Toxinas

Subject

Residual

Data summary
Number of columns
(Toxinas)

Number of rows
(Tiempo)

Number of subjects
(Subject)

Number of missing
values

ANOVA Results (2way Anova) — Micrurus medemi

Matching
. Across
row
Yes
0,05

% of total
variation
10,10
38,45
48,25
0,6946

SS
76430
290972
365065
5256
18948

60

180

P value

<0,0001
<0,0001
<0,0001

0,2250

DF
236
59
4
120
480

-56,56 0,6114 18 18 130 480
0 O 8 ,0
-58,25  0,6114 18 18 134 480
0O O 7 ,0
Dose vs, response
P value Significant?
summary
*kkk YeS
*kkk YeS
*kkk YeS
ns No
MS F (DFn, DFd)
323,9 F (236, 480) = 8,204
4932 F (59, 120) = 112,6
91266 F (4, 480) = 2312
43,80 F (120, 480) = 1,110
39,47

P value
P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001
P=0,2250
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Tabla 10 Graph Pad Analisis estadistico Micrurus medemi (2way Anova- Multiple
ANOVA Results: 2way ANOVA (Multiple comparisons) — Micrurus medemi

Compare column means (main column effect)

Number of families 1

Number of comparisons per 10

family

Alpha 0,05

Tukey's multiple Mean 95,00% CI of Below Summary

comparisons test Diff, diff, threshold?

Control vs. MM-1 21,46 19,64 to 23,27 Yes il

Control vs. MM-10 31,72 29,90 to 33,53 Yes Fokkk

Control vs. MM-50 55,44 53,63 to 57,25 Yes Frkk

Control vs. MM-10+AV 3,771 1,958 to 5,585 Yes il

MM-1 vs. MM-10 10,26 8,446 to 12,07 Yes il

MM-1 vs. MM-50 33,98 32,17 to 35,80 Yes ok

MM-1 vs. MM-10+AV -17,69 -19,50 to -15,87 Yes il

MM-10 vs. MM-50 23,72 21,91t0 25,54 Yes ok

MM-10 vs. MM-10+AV -27,95 -29,76 to -26,13 Yes il

MM-50 vs. MM-10+AV -51,67 -53,48 to -49,86 Yes ok

Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff, SE of diff, N1 N2 q

Control vs. MM-1 78,21 56,76 21,46 0,6623 180 180 45,8
2

Control vs. MM-10 78,21 46,50 31,72 0,6623 180 180 67,7
3

Control vs. MM-50 78,21 22,77 55,44 0,6623 180 180 118,
4

Control vs. MM-10+AV 78,21 74,44 3,771 0,6623 180 180 8,05
3

MM-1vs. MM-10 56,76 46,50 10,26 0,6623 180 180 21,9
1

MM-1 vs. MM-50 56,76 22,77 33,98 0,6623 180 180 72,5
7

MM-1 vs. MM-10+AV 56,76 74,44 -17,69 0,6623 180 180 37,7
7

MM-10 vs. MM-50 46,50 22,77 23,72 0,6623 180 180 50,6
6

MM-10 vs. MM-10+AV 46,50 74,44 -27,95 0,6623 180 180 59,6
7

MM-50 vs. MM-10+AV 22,77 74,44 -51,67 0,6623 180 180 | 110,
3

comparisons).
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Tabla 11 Graph Pad Analisis estadistico Micrurus sangilensis (2way Anova).

ANOVA Results (2way Anova) — Micrurus sangilensis
Dose vs, response

Table Analyzed
Two-way RM ANOVA Matching
: Across
row
Assume sphericity? Yes
Alpha 0,05
Source of Variation % of total
variation
Tiempo x Toxinas 7,607
Tiempo 38,63
Toxinas 50,80
Subject 0,5155
ANOVA table SS
Tiempo x Toxinas 65462
Tiempo 332441
Toxinas 437163
Subject 4437
Residual 21085
Data summary
Number of columns 5
(Toxinas)
Number of rows 60
(Tiempo)
Number of subjects 180
(Subject)
Number of missing 0

values

P value

<0,0001
<0,0001
<0,0001

0,8736

DF
236
59
4
120
480

P value
summary

Kkkk
*kkk

Kkkk

ns

MS
277,4
5635
109291
36,97
43,93

Significant?

Yes
Yes
Yes

No

F (DFn, DFd)

F (236, 480) = 6,314
F (59, 120) = 152,4

F (4, 480) = 2488

F (120, 480) = 0,8416

P value
P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001
P=0,8736
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Tabla 12 Graph Pad Analisis estadistico Micrurus lemniscatus (2way Anova-Multiple
comparisons)
ANOVA Results: 2way ANOVA (Multiple comparisons) — Micrurus sangilensis
Compare column means (main column effect)
Number of families 1
Number of comparisons per 10
family
Alpha 0,05
Tukey's multiple Mean 95,00% CI of Below Summary
comparisons test Diff, diff, threshold?
Control vs. MS-1 26,12 24,21 to 28,03 Yes Forkk
Control vs. MS-10 29,15 27,23 to 31,06 Yes Fokkk
Control vs. MS-50 62,65 60,74 to 64,56 Yes Forkk
Control vs. ML-10+AV 5,813 3,900 to 7,726 Yes Fokkk
MS-1 vs. MS-10 3,026 1,113 to 4,939 Yes ok
MS-1 vs. MS-50 36,53 34,61 to 38,44 Yes Fokkk
MS-1 vs. ML-10+AV -20,31 -22,22 10 -18,39 Yes Forkk
MS-10 vs. MS-50 33,50 31,59 to 35,42 Yes Fokkk
MS-10 vs. ML-10+AV -23,33 -25,2510 -21,42 Yes Forkk
MS-50 vs. ML-10+AV -56,84 -58,75 to -54,92 Yes Fokkk
Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff, SE of diff, N1 N2 q
Control vs. MS-1 78,21 52,09 26,12 0,6986 180 180 52,8
8
Control vs. MS-10 78,21 49,07 29,15 0,6986 180 180 | 59,0
0
Control vs. MS-50 78,21 15,57 62,65 0,6986 180 180 126,
8
Control vs. ML-10+AV 78,21 72,40 5,813 0,6986 180 180 11,7
7
MS-1 vs. MS-10 52,09 49,07 3,026 0,6986 180 180 6,12
5
MS-1 vs. MS-50 52,09 15,57 36,53 0,6986 180 180 73,9
4
MS-1 vs. ML-10+AV 52,09 72,40 -20,31 0,6986 180 180 41,1
1
MS-10 vs. MS-50 49,07 15,57 33,50 0,6986 180 180 67,8
2
MS-10 vs. ML-10+AV 49,07 72,40 -23,33 0,6986 180 180 @ 47,2
3
MS-50 vs. ML-10+AV 15,57 72,40 -56,84 0,6986 180 180 @ 115,

0
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CONTRAINDICACIONES

Pacientes con alérgicos o de a los sueros de origen equino, deben esta bajo
estricta observacién médica durante la administracion del suero antimicririco polivalente

INTERACCIONES MEDICAMENTOSAS

Ninguna constituye para el uso del suero antimicririco polivalente; sin
embargo, los medicamentos en uso por parte del paciente deben ser informados al médico tratante.

CONDICION DE VENTA: Venta libre.

Elaborado por el

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
Direccidn de produccién

Tel: 220 77 00 Ext. 1275 - 1288 - 1292
Av. Cll 26 51-20

Bogota, D.C., Colombia
comunicaciones@ins.gov.co

Linea gratuita:01 8000 113 400
www.ins.gov.co

VI: 02 (2018-11)

Naciona br
San

e e

S|

ANTIVENENO ANTICORAL POLIVALENTE
SUERO ANTIMICRURICO

SGS

PRESENTACION

El antiveneno anticoral polivalente del Instituto Nacional de Salud - INS, se presenta en un frasco vial de 10 mL
que contiene una solucion inyectable de inmunoglobulina G (1gG), purificada, proveniente de equinos
inmunizados con venenos de serpientes pertenccicntes del Género Micrurus (corales verdaderas), de las
siguientes especies: Micrurus dumerilii, Micrurus mipartitus, Micrurus isozonus y Micrurus surinamensis.

COMPOSICION

Cada 10 mL de antiveneno, neutralizan come minimo: 2mg del veneno de las especies Micrurus dumerilii,
Micrurus mipartitus, Micrurus isozonus y Micrurus surinamensis.

FORMA FARMACEUTICA: solucién parenteral de pequefio volumen.
PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS:

-El antiveneno anticoral del INS debe ser aplicado en infusién intravenosa.

-Debe administrarse solamente cuando el accidente ofidico fue ocasionado por una serpiente del génera
Micrurus o coral verdadera.

-NO estd indicado en accidentes ofidicos por serpientes de la familia Viperidae: Bothrops sp. (vibora, cuatro
narices, taya equis, mapand, terciopelo, pelo de gata), Crotalus (cascabel) y Lachesis (verrugoso).
-Verificar que el contenido del vial sea traslicido y libre de material extrafio.

-Conservar el antiveneno refrigerado entre 2 y 8 °C.

-Manténgase fuera del alcance de los nifios.

INDICACION

El antiveneno anticoral del INS estd indicado en el manejo del accidente ofidico por las serpientes coral de las
siguientes especies:

Para las zanas Andina, Atlantica y Pacifica, especies: Micrurus dumerifii: Coral, Coralilla, Caral Capuchina y
Micrurus mipartitus: Cabcza de Chocho, Candelilla, Coral Cabeza de Choche, Coral Rabe de Aji, Coral Rabo de
Candela, Gargantilla, Matagatos, Mataganado.

Para la zonas de la Orinoquia y ia especies: Coral de Franjas lguales, Culebra
Coral, Acavi (tribu Guahibo), Huayamacaicha (tribu Cuiva) y Micrurus surinamensis: Coral de Agua.

Por reaccién cruzada neutraliza veneno de las especies Micrurus lemniscatus, M. spixii y M. medemi.

Prueba de hipersensi lad

La literatura cientifica reports que las pruebas de :enslblhddd intradérmica y conjuntival tienen bajo valor
predictivo positivo para las de llamadas también reacciones
adversas tempranas, pudiendo la prueba r por si misma y r el inicio de
la seroterapia. Por lo tanto, no se recomienda hacerlas como requisito para aplicar el antivenena.

{7 clinicas del i por del género
A continuacién se describen algunas clinicas del por serpientes carales
(género Micrurus), de acuerdo con la i i del se re a revisar las Guias

para cl Mancjo de Urgencias Toxicolégicas del Ministerio de Salud y Proteccidn Social y el Protocola de
Vigilancia en Salud Publica del Accidente Ofidico del Instituto Nacional de Salud. Ls mordedura de
serpientes del género Micrurus produce cambios locales que pueden ser poco evidentes (edema eswsa,
parestesias y dolor local), por ello la atencién debe enfocarse en la ia del cuadro 5
que se instala en las primeras 2 horas en nifios pequefios (lactantes, preescolares); y entre 2 a 15 hurds
en nifios escolares, preadolescentes y adultos.

POR SERPIENTES DEL GENERO MICRURUS (“corales verdaderas”)
ASPECTOS cLINICOS PARACLINICOS

ESTADO

Manifestaciones locales:
dolor. parestesias transitorias,
oftalmoplejia solamente

edema escaso, eritema y
ptosis  palpebral y

Normales

Manifestaciones sistémicas. Buen estado general.

Manifestaciones locales: dolor en el sitio de la
mordedura, de intensidad variable segin la especie que
causd el accidente, el dolor tiene tendencis a progresion
proximal y es acompafiado de parestesias.

Moderado

Normales o pueden

Manl'estacmns sistémicas: cefalea, nausea
i il estar alterados CK, TP,

vomito, s ion  de cansa ) muscular,

Tratamiento especifico

El envenenamiento ofidico por coral es esencialmente neurotéxico y es considerado un evento serio, por el
alto riesgo de |nsuﬂcnencna resplrator\a aguda. Si la evidencia clinica indica que es una mordedura por coral
, la del debera hacerse lo mas pronto posible y preferiblemente antes
delinicio de'la pardlisis,
La dosis no difiere en adultos o nifios; 5 frascos del antiveneno anticoral del INS si es un accidente por
corales de las regiones Andina, Caribe y Pacifica; 10 frascos si cs una mordedura por corales de la
Orinoquia 0 Amazonia. La solucién a inyectar debe prepararse diluyendo el contenido completo de todos los
viales establecidos como tratamicnto, en solucion salina (para adultos 250 mL y para nifios 100 mL)
haciendo la aplicacién por via intravenosa. Se inicia la infusion a 10 gatas por minuto; si en 15 minutas no
hay reacciones adversas, se completa la dosis establecida en un lapso de 30-60 minutos, siempre bajo
supervision médica estricta.

REACCIONES ADVERSAS

Dado que el antiveneno anticoral pollvdlente del INS, es de arigen heterdlogo (equino), puede ocasianar
las siguicntes reacciones adversas tipo

a. Reacciones tempranas

iones tempranas pueden ser desde leves (rubor cutdneo, urticaria, prurito, erupcion cuténea, dolor
abdominal, diarrea, ndusea, vomito, fiebre, escalofrio), moderadas (edema angioneurdtico), hasta muy
graves, incluyendo tos, disnea, broncoespasmo, estridor e hipotensién o chogue, razén por la cual se reitera
su uso bajo supervision médica estricta,

Las reacciones son de frecuencia e Intensmad vanable Y pueden ocurrir durante la Infuslon de\ antlveneno o
las primeras 24 horas después de su apli como reaccidn anafilictics

puedenen ser graves v requerir tratamiento rnednco de urgencia (adrenalina, wmcoestemndes,
) y vigilancia médica estricta durante su administracién; luego,
cada hora por 6 horas, y finalmente, cada 6 horas hasta ajustar 24 h.

Como prevencién, debe solicitarse informacién al paciente, o los familiares, sobre antecedentes alérgicos de
naturaleza diversa y al uso previo de sueros antirrabico,
anticscorpidnico). La vigilancia estricta s mandatoria, asi como también disponer de los medicamentos

astenia, ptosis palpebral, disfonfa o afonia, sialorrea,
boca  entreabierta, fdscies neurutéxloa de Rosenfeld,
hiporreflexia . de
opresién en el cuello y cianosis, en algunos casos muy
graves, relajacion de esfinteres, miccion involuntaria,
pardlisis motora flacida generalizada que  involucra
respiratorios

TTR,
bilirrubina sérica,

Grave

Adastac 6n TNS de: {1) Otero-Patifia R. Snake oites in Colamoia. Tn: CIn cal toxicology. Dordrecht: Spinge- Scence Business
Med 2 Dordracat 2014; (2) Otevo-Patifio R. Gul2 de accidentes por 2nimalss sonzofiosos de Colombla. Dl2gnést co y tratamiento

de las mo-deduras v picadu-as. Imp-esos Tartarn Lida, Medel ir, 2014 205.; (3) P-otocolos de diagrdstico y tazanieno del

aceidente ofidico, Accidente ofid co cleaidion Lina Pofia &, niversided do Antowla Programa de Ofd smo / Esco™d onismio 2013
(4) B-asil: Bo oga, Cl'n'ca e Terapéutica das accidente: rial Sarvier, Sac Paule (Brasil), 2009.pp 116-
12¢

y de equipo de reanimacion cardiopulmonar.

b. Reaccianes tardias
En general son benignas y ocurren entre 3 y 25 dias ala i ién del Se
caracterizan por fiebre, urticaria, artralgias, proteinuria, Yy
renal. Esta cs la reaccion conocida como “enfermedad del sucro” y se sugicre que sca tratada con
analgésicos, antihistaminicos y corticoides.
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