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RESUMEN

Los accidentes bothrdpicos son los més frecuentemente reportados entre los accidentes
ofidicos de Colombia. Estos se caracterizan por desencadenar sintomas locales y sistémicos
que afectan procesos fisioldgicos generando secuelas permanentes en las victimas como
reduccion en la movilidad de la(s) extremidad(es), amputaciones e incluso la muerte.
Bothrocophias campbelli es una especie bothrépica, con distribucion restringida al
departamento de Narifio, en Colombia. Actualmente, el Unico estudio conocido sobre su
veneno se limita al realizado con especimenes procedentes de Ecuador, el cual determiné que
el veneno es rico en fosfolipasas A2 miotdxicas, asociadas a una de las secuelas mas graves,
la mionecrosis. Teniendo en cuenta los antecedentes de variacion geografica entre venenos
de especies relacionadas filogenética y geograficamente, es de relevancia conocer el perfil
toxinoldgico de los venenos locales. Por ello, se determiné la dosis letal (DLso), asi como las
dosis minimas de las actividades: Coagulante en plasma humano; Hemorragica empleando
herramientas computacionales y analisis de imagen; Edematizante, estimada con el aumento
en el grosor de la almohadilla plantar; Miotoxica, establecida bajo cuantificacion de la
actividad de la enzima creatina quinasa; y analisis histopatologico. Se establecio la toxicidad
en 142.68 pg de veneno / raton (111.42 — 179.77 pg/ratdn) y se determinaron leves efectos
hemorragicos (12.71 £ 2.32 pg) y coagulantes (12.3 + 0.5 pg) y una fuerte actividad
edematizante (1.0 £ 0.3 pug) y miotoxica (3.9 £ 2.5 ug), siendo estas dos ultimas determinadas
por primera vez para Bothrocophias campbelli. Adicionalmente, en los analisis
histopatologicos se evidencia dafio en las miofibrillas, desorganizacion, infiltrado
inflamatorio y mionecrosis en un 75% del masculo. Esto sugiere que el cuadro clinico de
envenenamiento podria caracterizarse por hemorragia escasa, leves trastornos en la cascada
de coagulacion y, por el contrario, mionecrosis y edema fuertes que podrian dar lugar a
sindrome compartimental y gangrena.

PALABRAS CLAVE: Envenenamiento, serpientes, departamento de Narifio,
Bothrocophias campbelli, perfil toxinolégico.



ABSTRACT

Bothropic accidents are the most frequently reported within the snakebites in Colombia.
These are characterized by local and systemic symptoms affecting physiological
development and causing permanent injuries in the victims such as reduced mobility of the
limb(s), amputations and even death. Bothrocophias campbelli, is a bothropic species, with
distribution restricted to the department of Narifio, in Colombia. Actually, the only known
study about its venom is limited to that carried out with specimens from Ecuador, which
determined that the venom is rich in myotoxic A> phospholipases, associated with serious
myonecrosis. According to geographic variation of venoms in phylogenetically and
geographically related species, it is of relevance to know the toxinological profile of the local
venoms. Therefore, lethal dose (DLso) as well as the minimum doses of the activities:
Coagulant in human plasma, Hemorrhagic dose using computational tools and image
analysis, Edema-forming activity, estimated with the increase in the thickness of the plantar
cushion, Myotoxic dose, established by creatine kinase enzyme activity quantification and
histopathological analysis. Toxicity was established in 142.68 pg (111.42 — 179.77 pg) of
venom and slight hemorrhagic effects (12.71 + 2.32 pg), and coagulants (12.3 = 0.5 pg), and
a strong edematic (1.0 = 0.3 pg) and myotoxic (3.9 = 2.5 pg) activity, the latter two being
determined for the first time for Bothrocophias campbelli species. Additionally, the
histopathological analyses revealed damages in the myofibrils, disorganization,
inflammatory infiltrations and myonecrosis evidenced in 75% of the muscle. This suggests
that the clinical picture of envenoming could be characterized by scarce hemorrhage, slight
disorders in the coagulation cascade but strong myonecrosis and edema that could lead to
compartment syndrome and gangrene.

KEY WORDS: Poisoning, snakes, department of Narifio, Bothrocophias campbelli,
toxinological profile.
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INTRODUCCION

Los envenenamientos ocasionados por serpientes (accidentes ofidicos), se han convertido en
un relevante problema de salud publica en muchos paises del mundo, especialmente en los
latinoamericanos (Gutiérrez, 2002; Gutiérrez et al., 2010). Mundialmente, se estima que
cerca de cinco millones de personas han sido victimas de accidentes por ofidios venenosos o
no, cuya intoxicacion puede resultar en alteraciones fisiopatologicas, locales o sistémicas,
con graves secuelas que pueden tener repercusiones sociales y econémicas (OMS, 2013).
Esta cifra podria estar subestimada, ya que muchos pacientes no alcanzan a ser atendidos por
centros de salud, debido a la distancia a la que se encuentran o porque se niegan a recibir un
tratamiento médico (Gutiérrez et al., 2010; Valderrama, 2010).

El accidente ofidico ha vuelto a ser catalogado como una enfermedad desatendida y por lo
tanto, es considerado una de las problematicas sanitarias prioritarias de la Organizacion
Mundial de la Salud (Global Snakebite Initiative, 2018). Desde 1950, se han realizado
algunas aproximaciones estadisticas para estimar la tasa del accidente ofidico en el mundo
(Swaroop & Grab, 1954; Chippaux et al., 1991; Kasturiratne et al., 2008). Sin embargo, no
existe un estudio epidemiologico completo que permita dimensionar la magnitud del
problema. A la fecha, se conoce que la incidencia de las mordeduras por serpientes venenosas
es elevada en el Sudeste asiatico, paises africanos y latinoamericanos (Kasturiratne et al.,
2008).

A nivel mundial se han reportado 3763 especies de serpientes, distribuidas en 516 géneros y
de 20 a 30 familias (Franco, 2003; Uetz & Hallermann, 2019). Colombia, al ser un pais
tropical con gran diversidad ecosistéemica alberga aproximadamente 319 especies de
serpientes agrupadas en 8 familias, de las cuales, Viperidae y Elapidae son las de mayor
importancia clinica, con 20 y 31 especies respectivamente (Campbell & Lamar, 2004; Lynch,
2012; Uetz & Hallermann, 2019), siendo las especies de los géneros Bothriechis,
Bothrocophias, Bothrops, Crotalus, Lachesis, Porthidium, Micrurus e Hydrophis las
principales responsables de los accidentes ofidicos (Ayerbe-Gonzélez, 2009).

Lo anterior a posicionado a Colombia, como el tercer pais en América Latina, después de
México y Brasil en presentar el mayor nimero de casos de envenenamientos por serpientes
(Cuellar-Gordo et al., 2015). Por lo cual, este evento es de notificacion obligatoria ante el
Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Pablica (SIVIGILA), desde octubre del 2004, en la
Circular 092 del Ministerio de Salud y Proteccidn Social. No obstante, solo hasta el afio 2007,
los casos comenzaron a notificarse de manera consistente (Rodriguez-Vargas, 2012).

Estudios epidemioldgicos disponibles, muestran que en nuestro pais ocurrian entre 2000 y
3500 accidentes cada afio. Actualmente se presentan entre 4000 a 5000, con una incidencia
que varia de 6.2 casos/100000 habitantes en las regiones menos pobladas, a 20 casos/100000
habitantes en las zonas mas densamente habitadas, y una mortalidad que oscila igualmente
entre el 0.04 al 7.6% segun las diferentes regiones del pais (Otero et al., 1992; Carrasco et
al., 2012; Otero-Patifio, 2014; Ledn Nufiez, 2015). En el afio 2016 se presentaron 4704 casos
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con una incidencia nacional de 9.5 casos por cada 100000 habitantes, en el afio 2017 se
reportaron 4978 casos con una incidencia de 10.35 casos por cada 100000 habitantes y en el
afio 2018 se registraron un total de 5434 casos con una incidencia de 10.9 casos por cada
100000 habitantes y una letalidad del 0.5% a la semana 46 (INS, 2015, 2016, 2017, 2018a,
2018b).

Estudios epidemioldgicos nacionales realizados en Antioquia, Chocé (Otero et al., 1992),
Sucre (Cuellar-Gordo et al., 2015), Magdalena (Marquez Gémez & Gomez Diaz, 2015),
Cauca (Ayerbe-Gonzalez & Latorre-Ledezma, 2009), Valle del Cauca (Cafias Davila, 2013)
y Narifio (Sevilla-Sanchez et al., 2019) reportan que el accidente ofidico mas frecuente es el
bothrépico. Este tipo de envenenamiento, también conocido como ofidiotoxicosis
bothropica, es ocasionado por la mordedura de serpientes de la familia Viperidae de los
géneros Bothriechis, Bothrocophias, Bothrops y Porthidium (clasificacién taxonémica seguin
Carrasco et al., 2012), en el cual los pacientes presentan un cuadro clinico caracterizado por
sintomas locales como dolor, hemorragia, edema, flictenas, necrosis tisular, equimosis, e
isquemia; y sintomas sistémicos que reflejan esencialmente alteraciones hemostéaticas
(Ayerbe Gonzalez & Rodriguez Buitrago, n.d.). La sintomatologia puede variar por factores
intrinsecos del paciente, localizacion y namero de mordeduras, via de penetracion, cantidad
del veneno inoculado, tiempo transcurrido desde el accidente, tamafio y especie de serpiente
implicada (Chippaux et al.,1991).

Bothrocophias campbelli se distribuye en Colombia y Ecuador (Castro et al., 2005), y bajo
modelamiento de nicho ecoldgico hasta Perl (Vaca Guerrero, 2012). En Colombia se
encuentra sobre la vertiente del Pacifico en los Andes septentrionales, con registros Gnicos
en los bosques himedos de la Reserva Natural rio Nambi del municipio de Barbacoas en el
departamento de Narifio, lo que la convierte en una especie poco comun y de distribucion
restringida, ya que dificilmente supera los 50 km de amplitud (Castro et al., 2005). Esta
especie ha sido escasamente estudiada en diferentes aspectos bioldgicos (Vaca Guerrero,
2012), y se conoce poco sobre su veneno (Salazar-Valenzuela et al., 2014).

La caracterizacion protedmica y funcional del veneno de B. campbelli del Ecuador muestra
una elevada abundancia de fosfolipasas A: (43.1%), y un bajo porcentaje de
metaloproteinasas (15.8%), en comparacion con otros venenos bothrépicos, lo que explica el
elevado efecto miotoxico y pobre efecto hemorragico en modelos bioldgicos (Salazar-
Valenzuela et al., 2014). Aungue estos resultados dan una nocién de las alteraciones mas
prominentes que se podrian observar en los pacientes, se desconoce el cuadro clinico, por lo
que los envenenamientos son tratados indistintamente a los ocasionados por otros vipéridos
(Campbell & Lamar, 2004; D. A. Warrell, 2004). En este sentido, el desconocimiento de la
sintomatologia y la falta de un tratamiento oportuno, pueden generar secuelas permanentes
en las victimas de accidente ofidico, tales como la reduccion en la movilidad de la(s)
extremidad(es) afectada(s), amputaciones e incluso podria conllevar a la muerte.

Aunque el veneno de B. campbelli de Narifio podria presentar una composicion similar al del
Ecuador, desde el punto de vista clinico, es importante conocer los efectos que produce,
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teniendo en cuenta los antecedentes de variacion inter e intraespecifica de los venenos y de
esta manera, comprender y manejar apropiadamente el cuadro clinico presentado por los
pacientes (Chippaux et. al, 1991, Restrepo-Hamid & Pefia-Acevedo, 2011). Por lo tanto, esta
investigacion caracterizo a nivel toxinolégico el veneno de B. campbelli de Narifio a través
del anélisis de actividades bioldgicas locales y sistémicas en Mus musculus como modelo
bioldgico, con el fin de aportar informacion respecto a la sintomatologia reactiva del veneno
en ensayos preclinicos y extrapolacion inicial a lo esperado durante el envenenamiento en
humanos, inferir la presencia de proteinas asociadas (las cuales idealmente deben
confirmarse con estudios proteémicos), y reconocer la variacién frente a los efectos
producidos por especies del mismo género o géneros relacionados filogenéticamente, que de
manera general suelen ser atribuidos al género Bothrops.

OBJETIVOS

1.1 Objetivo general

Evaluar la toxicidad y las actividades bioldgicas locales y sistémicas producidas por el
veneno de Bothrocophias campbelli del piedemonte Andino Pacifico del departamento de
Narifio.

1.2 Objetivos especificos

1. Determinar la dosis letal 50 del veneno de B. campbelli en Mus musculus.

2. Establecer la dosis minima de la actividad coagulante (sistémica) sobre plasma
humano.

3. Estipular las dosis minimas de las actividades edematizante, miotoxica y hemorragica
(locales) producidas por el veneno de Bothrocophias campbelli en Mus musculus.
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2. ANTECEDENTES

A la fecha, el unico estudio reportado con el veneno de B. campbelli es el de Salazar-
Valenzuela y colaboradores (2014). A continuacion se describen algunas investigaciones
relacionadas con la determinacion de la toxicidad y las actividades bioldgicas (locales y
sistémicas) de venenos de especies relacionadas filogenéticamente (Otero et al., 2002;
Ayerbe-Gonzélez & Latorre-Ledezma, 2009; Fenwick et al., 2009; Fenker Antunes, 2012):

Gutiérrez y Chaves (1979) evaluaron los efectos proteolitico, hemorrégico y mionecrético de
los venenos de los géneros Bothrops, Crotalus y Lachesis en Mus musculus. Los resultados
muestran que los efectos proteoliticos pueden ser mayores o menores dependiendo de la
especie; Atropoides picadoi ocasioné el efecto hemorragico méas alto y la mionecrosis de
mayor intensidad la produjeron los venenos de B. asper y Bothriechis schlegelii. Todos los
venenos desencadenaron procesos inflamatorios, caracterizados por un exudado fibrinoso
rico en neutrofilos polimorfonucleares, con presencia de angionecrosis y la formacién de
trombos.

Gutiérrez y colaboradores (1986) determinaron la actividad edematizante producida por los
venenos de Atropoides nummifer A. picadoi, Bothrops asper, Bothriechis schlegelii,
Bothriechis lateralis, Cerrophidion godmani, Lachesis muta y Porthidium nasutum, en
almohadilla plantar de Mus musculus, probando ademas su neutralizacion. Encontraron que
los venenos que inducen mayor actividad edematizante corresponden a B. lateralis y A.
picadoi a una concentracion de 2.5 pg cada uno y el veneno con menor actividad fue el de
Atropoides nummifer (18ug). Manifiestan que la efectividad en la neutralizacion del edema
no supera el 50% en todos los casos y depende de la via de inoculacion del veneno.

Sanjuan-Galindez y colaboradores (2012) realizaron un estudio dosis- respuesta con el fin de
determinar la DLso de B. atrox en Mus musculus a partir de tres pruebas: gruesa, fina y
superfina. Comprobaron que existe una relacién directamente proporcional entre la
concentracion de la dosis de veneno y los efectos que esta causa y estimaron las DLsoen 78.3,
72.86 y 64.98 ug de veneno por ratdn para las pruebas gruesa, fina y superfina
respectivamente. Teniendo en cuenta el mejor ajuste de la regresion Probit y una menor
desviacion estandar, establecieron una DLsp final de 64.98 pg/raton o 3.61 mg/kg.

Sanchez y colaboradoes (2014), realizaron una caracterizacion bioquimica y bioldgica del
veneno de Bothrops venezuelensis en Oryctolagus cuniculus y en Mus musculus cepa INH.
Determinaron que el veneno tiene una DLso de 6.39 mg/kg y esta conformado principalmente
por proteinas acidas que oscilan entre 7 y 70 kDa. Posterior al fraccionamiento del veneno
por cromatografia liquida de alto rendimiento demostraron que la mayoria de las fracciones
presentaron actividad hemorragica, proteolitica, procoagulante y fibrinolitica y cuatro de las
doce fracciones inhibieron la funcion plaquetaria.

Mora-Obando y colaboradores (2014) realizaron un analisis protedmico y funcional
comparativo del veneno de B. ayerbei con el veneno de B. asper de una region geografica
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cercana. Las proteinas més abundantes fueron las metaloproteinasas (53,7%), seguidas de las
lectinas tipo C (10,1%) y las serina proteasas (9,3%), mientras que las fosfolipasas Az solo
representaron el 0,7% del total del veneno, una condicion raramente observada entre los
venenos bothropicos. El perfil protedmico del veneno de B. ayerbei se correlaciond con su
alta actividad hemorrégica (local y sistémica), alta letalidad y bajas actividades miotdxica y
PLA>. En contraste, el veneno de B. asper de EI Tambo (Cauca) present6 abundantes PLAS
tipo Asp49 y Lys49 y altas actividades miotdxica, procoagulante y desfibrinante. Esta
caracterizacion proteémica y toxinolédgica reveld una notable variacion interespecifica entre
los venenos de las dos especies, la cual concuerda con la descripcién de los cuadros clinicos
que presentan los pacientes durante el envenenamiento (Ayerbe, S. comunicacion personal).

Salazar-Valenzuela y colaboradores (2014), reportaron el primer perfil proteémico y
toxinologico del veneno de Bothrocophias campbelli del Ecuador utilizando como modelo
biolégico la cepa CD-1 de Mus musculus. La dosis letal media del veneno fue de 150 pg/raton
por via intraperitoneal, una potencia mas baja que la reportada para B. asper del Cauca en
Colombia. El veneno estd conformado principalmente por fosfolipasas Az (43.1%), serina
proteasas (21.3%) y metaloproteinasas (15.8%), lo que explica el elevado efecto miotdxico,
alteraciones hemostaticas moderadas y escasa hemorragia observadas in vivo. Los ensayos
de neutralizacion sugieren que el suero antiofidico polivalente producido por el Instituto
Clodomiro Picado podria neutralizar efectivamente los efectos esencialmente miotoxicos
ocasionados por este veneno.

3. MARCO TEORICO

3.1 Serpientes venenosas

Las serpientes pertenecen a la clase Reptilia, orden Squamata y suborden Serpentes
(Campbell & Lamar, 2004). Se distribuyen en casi todos los continentes y son animales con
una gran capacidad de adaptacion, por lo que habitan diversos tipos de terrenos, pisos
térmicos y ecosistemas (Cuellar-Gordo et al., 2015). Estos animales han sufrido grandes
cambios morfoldgicos y fisioldgicos durante su evolucion, ademas de presentar una peculiar
forma de alimentacion en la cual su craneo y mandibula cumplen un papel fundamental, lo
que les permite ingerir presas de un tamafio incluso superior al de su cabeza (Mendoza
Roldan, 2015).

Este grupo tiene un rol fundamental en los ecosistemas, ya que regulan la densidad
poblacional de sus presas, conservando la dinamica de las comunidades bioldgicas (Lynch,
2012). Como depredadores han desarrollado diferentes estrategias para la captura de presas,
una de ellas es la constriccion, la cual es catalogada como la mas antigua, a traves de la cual
interrumpen el flujo sanguineo normal de su presa causando un paro cardiaco (Boback et al.,
2015). La estrategia mas reciente es la muerte e inmovilizacion por inoculacién de veneno,
producto de la evolucion de un aparato venenoso sofisticado con un cambio de una glandulas
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salivales en productores de toxinas, esto ocurrié hace unos 60 u 80 millones de afios y es una
de las estrategias mas avanzadas de este grupo, en el cual las modificaciones del hueso
maxilar y aparicion de colmillos acanalados unidos a glandulas y unidades musculosas que
secretan veneno son los cambios mas importantes (Hargreaves et al., 2014).Las serpientes
venenosas a nivel mundial sensu stricto estan agrupadas en tres familias: Atractaspididae,
Elapidae y Viperidae (Campbell & Lamar, 2004). En Colombia, se encuentran representadas
por especies que habitan principalmente en los climas célidos y templados y hacen parte de
las familias Viperidae (vipéridos) y Elapidae (elapidos) (Campbell & Lamar, 2004). La
familia Viperidae incluye las viboras verdaderas, con alrededor de 20 especies de los géneros
Bothriechis, Bothrocophias, Bothrops, Crotalus, Lachesis y Porthidium, los cuales son los
principales responsables de los accidentes ofidicos (Ayerbe-Gonzélez, 2009). La familia
Elapidae agrupa a las serpientes de coral o coralillos, con aproximadamente 30 especies del
género Micrurus y la subfamilia Hydrophiinae incluye a la especie Hydrophis platurus,
implicada en accidentes ofidicos poco frecuentes (Lynch, 2012; Uetz, 2018). Por otro lado,
las familias Colubridae (collbridos) y Dipsadinidae, conformadas principalmente por
serpientes no venenosas (no letales) y con una gran diversidad en el pais, incluye especies de
posible importancia en la salud publica, pertenecientes a los géneros Apostolepis, Helicops,
Leptodeira, Leptophis, Oxyrhopus, Oxybelis, Philodryas, Stenorrhina Thamnodynastes y
Xenodon, distribuidas por debajo de los 500 o hasta 1.000 msnm (Lynch, 2012), las cuales
causan cerca del 15% de las mordeduras y generan cuadros clinicos con sintomas locales y
sistémicos leves sin dejar secuelas (Ayerbe-Gonzalez, 2008; Sevilla-Sanchez et al., 2019).

La familia Viperidae agrupa serpientes con tamafios corporales variables, desde los 50 cm
hasta los 4 metros de largo, su cabeza es ancha y triangular, su cuerpo es ancho y tienen colas
delgadas y cortas, presentan escamacion quillada y pupilas elipticas. En la subfamilia
Crotalinae las serpientes tienen ademas fosetas termo-receptoras, donde se incluyen las
cascabeles (e.g., Crotalus durissus), verrugosas (e.g., Lachesis acrochorda, L. muta), equis
(e.g., Bothrops asper, B. atrox, Bothrocophias colombianus, B. campbelli), patocos (e.g.,
Porthidium lansbergii, P. nasutum), entre otras. Se distribuyen sobre casi toda la extension
terrestre del pais por debajo de los 2.600 msnm, se pueden encontrar en zonas transformadas,
tienen habitos arboricolas (desde la base del arbol o arbusto hasta el dosel) o terrestres y
actividad nocturna (Lynch, 2012).

3.1.1 Envenenamientos por serpientes de la familia Viperidae

Los envenenamientos ocasionados por serpientes, conocido también como accidente ofidico,
ofidiotoxicosis, ofitoxemia o simplemente mordedura de serpiente, se han convertido en un
relevante problema de salud publica debido a que causan un importante nlimero de
envenenamientos en muchos paises del mundo, principalmente en los tropicos rurales
(Kasturiratne et al., 2008) y en paises latinoamericanos (Gutiérrez, 2002; Gutiérrez et al.,
2010). Las poblaciones de estas regiones, debido a un deficiente e ineficiente servicio de
salud, evidenciado en una escasa cobertura del mismo en zonas rurales, y en ocasiones a una
insolvencia de antiveneno, experimentan una alta morbilidad y mortalidad, donde las
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victimas generalmente presentan secuelas fisicas y psicologicas permanentes, las cuales
generan un impacto econémico considerable ya que en su mayoria los afectados son jovenes
(Hansdak et al., 1998)

Las estimaciones estadisticas del accidente ofidico a nivel mundial son inexactas, algunos
autores plantean que existen alrededor de 5.4 millones de ocurrencias, de las cuales 2.5
millones resultan en envenenamientos y cerca de 125000 muertes; otros manifiestan que
ocurren mas de 3 millones de accidentes resultantes en 150000 muertes; o simplemente se
afirma que se presentan “varios millones de picaduras y envenenamientos anuales con
decenas de miles de muertes” (Kasturiratne et al., 2008; OMS, 2013). En Colombia, aunque
hace aproximadamente 15 afios, el Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica
(SIVIGILA) incluyo al ofidismo como un evento de notificacion obligatoria (Circular 092
del Ministerio de Salud), solo hace 10 afios los casos comenzaron a notificarse de manera
consistente. Lo anterior, ha permitido una mejor aproximacion a las cifras reales de los
envenenamientos (Ministerio de la Proteccion Social, 2004; Rodriguez-Vargas, 2012), sin
que la subestimacion de los mismos no deje de ser un problema que le hace frente a este
evento (Gutiérrez et al., 2010; Valderrama, 2010).

Esta preocupacion esta fundamentada en que Colombia al ser un pais tropical con gran
diversidad ecosistémica, es el tercer pais de América Latina en reportar el mayor nimero de
accidentes ofidicos (Cuellar-Gordo et al., 2015), los cuales oscilan entre 2000 y 5000 cada
afio, con tasas de incidencia y mortalidad que varian segun la densidad poblacional en las
diferentes regiones del pais (Otero et al., 1992; Leon Nufiez, 2015). De acuerdo con los
reportes del Instituto Nacional de Salud de Colombia a través del SIVIGILA, esta
enfermedad desatendida ha incrementado en los ultimos afios, pues se han reportado 4201,
4704, 4978 y 5434 casos en 2015, 2016, 2017 y 2018 respectivamente. Ademas, cabe resaltar
que el departamento de Narifio se destaca como uno de los departamentos donde se han
registrado defunciones (INS, 2015, 2016, 2017, 2018b; Sevilla-Sanchez et al., 2019).

En general, los envenenamientos por serpientes de la familia Viperidae se caracterizan por
causar un dafio prominente al tejido local como resultado de la mionecrosis, hemorragia y
edema que producen en los pacientes (Gutiérrez & Lomonte, 1989; Otero, Tobhon, et al.,
1992). La necrosis de musculo (mionecrosis) es uno de los efectos mas importantes, con el
potencial de ocasionar secuelas graves, como pérdida de tejido y discapacidad (Ayerbe-
Gonzalez, 2008). A nivel sistémico, las coagulopatias constituyen uno de los hallazgos mas
comunes en los envenenamientos por vipéridos (Ayerbe-Gonzalez, 2009a), lo que se refleja
en la alteracion del tiempo de protrombina y el tiempo de coagulacion sanguinea. Otro efecto
fisiopatologico importante es el dafio renal agudo, que puede manifestarse como oliguria o
anuria, usualmente 6 horas después de la mordedura. La nefrotoxicidad, junto con las
alteraciones cardiovasculares sistémicas (hipotension y choque) causadas por los venenos de
vipéridos, constituyen las principales causas de muerte ( Otero et al., 1992; Ayerbe-Gonzéalez
& Latorre-Ledezma, 2009).
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3.1.1.1 Accidente ofidico bothrépico

Se conoce como accidente ofidico bothropico u ofidiotoxicosis bothrdpica, al cuadro clinico
caracteristico producido por la accion y los efectos de las toxinas inoculadas en un organismo
por la mordedura de una serpiente venenosa del pertenecientes a la subfamilia Crotalinae de
los géneros Bothriechis, Bothrocophias, Bothrops y Porthidium, cuyas especies son las de
mayor importancia epidemioldgica en el pais, causando alrededor del 80% o més de los
envenenamientos (figura 1) (Ayerbe-Gonzélez, 2008, 2009b).

La gravedad de la ofidiotoxicosis bothrépica puede ser leve, moderada o grave con efectos
locales y sistémicos caracteristicos (Ayerbe-Gonzalez, 2009b). Entre las manifestaciones
locales estan: dolor intenso y edema progresivos, equimosis, flictenas (figura 2), sangrado,
linfadenitis regional, parestesias, hipotermia, sindrome compartimental (figuras 2 y 3),
necrosis tisular, abscesos y gangrena dejando como consecuencia la pérdida funcional o
anatomica del miembro afectado. Por otra parte, las manifestaciones sistémicas incluyen:
coagulopatias severas, hemorragias como gingivorragias (figura 4), hematuria, hematochesis
y hematemesis, sintomas neuroldgicos secundarios a causa de hemorragia intracraneal,
epistasis, hipotension, shock mixto, ictericia, septicemia, convulsiones, oliguria o anuria,
colapso cardiovascular, microtrombosis masiva capilar pulmonar y/o mesentérica, falla
organica multisistémica (FOMS), sindrome compartimental, necrosis y gangrena, donde
cualquiera de estos sintomas puede llevar a la muerte del paciente (Castro et al., 1999;
Ayerbe-Gonzélez, 2009b). Adicionalmente, se pueden presentar sintomas generales como
nauseas, vomito, lipotimia, cefalea, fiebre y sudor (Sevilla-Sanchez et al., 2019)
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Figura 1. Especies asociadas a ofidiotoxicosis bothrépica. A. Bothrops rhombeatus, B. Bothrops
ayerbei, C. Bothriechis schlegelii, D. Bothrops asper (Fotografias: Sevilla - Sdnchez, MJ., 2019), E.
Bothrops pulchra (Fotografia: Ramirez, F. n.d), F. Bothrops punctatus (Fotografia: Sevilla - Sanchez,
MJ., 2019), G. Porthidium nasutum (Fotografia: Ayerbe, n.d), H. Bothrocophias campbelli
(Fotografia: Mora-Obando, 2010).
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Figura 2. Sindrome compartimental ocasionado por B. asper. Gangrena y flictenas. Cortesia:
Hospital Universitario San José ®, Popayan, Cauca. (Fotografia: Ayerbe, 2008).

Figura 3. Sindrome compartimental ocasionado por B. asper. Gangrena. Cortesia: Hospital
Universitario San José ®, Popayan, Cauca. (Fotografia: Ayerbe, 2008).

Figura 4. Hemorragia gingival ocasionada por B. ayerbei. Cortesia: Hospital Universitario San
José®, Popayan, Cauca. (Fotografia: Ayerbe, 2008).
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3.1.2 Elveneno de las serpientes

Los venenos de las serpientes son un coctel proteico con propiedades bioquimicas y
farmacoldgicas Unicas, producido en glandulas exocrinas especializadas, las cuales
evolucionaron a partir de las glandulas salivares modificadas o de Duvernoy presentes en los
coltbridos; se caracterizan por ser liquidos turbios, viscosos, incoloros, amarillos o verdes
dependiendo de la especie (Pastrana et al., 2003; Ayerbe-Gonzélez, 2009; Hargreaves et al.,
2014). Estan compuestos esencialmente por proteinas (90 a 95% del peso seco) con masas
moleculares que en su mayoria son menores a 30 kDa, cuya funcion bioldgica radica en la
defensa y alimentacién, por medio de la inmovilizacion, muerte y digestion de las presas
(Chippaux et al., 1991; Markland, 1998).

Los estudios sobre el origen y evolucién de las toxinas de los venenos de elapidos y vipéridos
indican que muchos de los genes de las familias de proteinas encontradas actualmente en los
venenos, fueron reclutados tempranamente, y procesos como la evolucion acelerada, que
involucran la duplicacién de genes comunes en el tejido pancreatico y salival de los
vertebrados terrestres y el splicing alternativo, habrian dado lugar a la expresion de nuevos
genes con funciones toxicas (neofuncionalizacion), esto resultd en una alta diversidad
toxinoldgica y por ende farmacoldgica de los venenos (Fry & Wister, 2004; Hargreaves et
al., 2014).

Diferentes componentes hacen parte del veneno de las serpientes, entre los que se destacan
las fosfolipasas Az, implicadas en los efectos proteolitico, hemolitico y miotoxico del veneno;
las proteinas activadoras del complejo de quinina asociadas a alteraciones neurotdxicas, las
cuales han sido poco descritas en mordeduras de vipéridos (Pastrana et al., 2003); las
metaloproteinasas relacionadas con efectos sobre la coagulacion sanguinea por alteracion en
la agregacion plaquetaria; las desintegrinas, que acttan principalmente como inhibidores de
la agregacion plaquetaria y neurotoxinas, citotoxinas y cardiotoxinas que acttan sobre los
canales de potasio para ejercer su actividad (Markland, 1998). El veneno también puede
contener fosfomonoesterasas, fosfodiesterasas, L-aminoacido oxidasas, acetilcolinesterasas,
NAD nucleosidasas, hialuronidasas y toxinas poliproteicas (Markland, 1998; Lakhotia et al.,
2002; Marufiak et al., 2006).

Estas moléculas son inoculadas en la victima por medio de colmillos acanalados en
cantidades variables, aproximadamente entre 0.1y 1.5 ml en especies de la familia Viperidae,
con capacidad de producir hasta 5 ml; cabe resaltar que pueden presentarse mordeduras en
las cuales no existe una inyeccion de veneno (Pastrana et al., 2003). La cantidad de veneno
a inocular esta regulada por la contraccién de los muasculos masticadores, que causan un
vaciado rapido del contenido glandular, y la inyeccion del veneno es mas comin por via
intramuscular, cutanea, cutanea-mucosa, intravenosa y en casos poco frecuentes, por via
digestiva cuando se presenta ingesta de presas envenenadas (Pastrana, et al., 2003).

Los venenos se clasifican segin el mecanismo de accidén en proteoliticos, coagulantes,
hemoliticos, miotdxicos, vasculotoxicos, neurotdxicos, necrotoxicos, hepatotoxicos y
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nefrotoxicos (Navarrete Samora, et al., 2010). No obstante, algunos venenos pueden
presentar una combinacién de estos mecanismos. La accion proteolitica, generada
especialmente por venenos de especies de las subfamilias Crotalinae y Viperinae, se
manifiesta con la degradacion de los componentes proteicos de la membrana basal de la
microvasculatura y como efecto secundario se genera disrupcion de células endoteliales, lo
cual se traduce en hemorragias (Rucavado et al., 1995; Aguilar et al., 2001; Gutiérrez et al.,
2005). Este efecto hemorragico, no solo ocurre en el sitio de la mordedura sino también a
nivel sistémico (Warrell, 2009).

Asi mismo, la accién coagulante, propia de venenos bothrépicos y en general de la subfamilia
Crotalinae, se produce por componentes procoagulantes y anticoagulantes presentes en los
venenos, los cuales causan una variedad de alteraciones sobre la cascada de la coagulacién
(Theakston & Reid, 1983). En estos venenos, las proteinasas tipo trombina, asi como
activadores del factor X y/o activadores de protrombina, desencadenan dichas alteraciones
que se corresponden con las actividades fibrinolitica y fibrino(geno)litica producidas durante
el envenenamiento (Marufiak et al., 2006).

Las actividades hemoliticas y miotoxicas son comunes en los venenos de la subfamilia
Crotalinae y Viperinae, en especial en algunas especies del género Crotalus y Bothrops; estas
actividades se caracterizan por causar efectos locales como dolor, edema, equimosis,
flictenas, hemorragia y necrosis del tejido muscular y son producidas por miotoxinas que
lesionan las fibras musculares y hemorraginas que alteran la microvasculatura local y
sistémica, asi como otras sustancias que generan edema con incremento de la presion tisular
local (Ayerbe-Gonzélez, 2008; Markland, 1998).

La accidn vasculotoxica, propia de los géneros Crotalus, Bothrops, Bothriopsis, Porthidium
y Lachesis, se desencadena por presencia de metaloproteasas, hemorraginas y cofactores
como el calcio, zinc y magnesio, que ocasionan la destruccion proteolitica de la membrana
basal de los vasos capilares generando hemorragia e isquemia (Ayerbe-Gonzalez, 2008;
Manrique Chicoma, 2000).

La neurotoxicidad es tipica de los géneros Crotalus, Micrurus y Pelamis y esta mediada en
Su mayoria por neurotoxinas presinapticas, las cuales, al actuar sobre el axon terminal de la
neurona producen ruptura de vesiculas sinapticas, dafio al axén y cese de la descarga de
acetilcolina, blogueando completamente la transmision neuromuscular y produciendo
paralisis flaccida (Ayerbe-Gonzalez, 2008; Markland, 1998).

La accidn necrotdxica se ha reportado en la mordedura de serpientes marinas en animales de
experimentacion (Maldonado Martinez et al., 1993) y en especies del género Bothrops
causando diferentes eventos sintomatoldgicos (Manrique Chicoma, 2000). La accién
hepatotdxica es poco comln y se ha descrito para venenos crotalicos como el de Crotalus
durissus terrificus (Barraviera et al., 1995), este tipo de accidn genera degeneracion
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hidrépica, ademas de dafio mitocondrial a nivel hepéatico por la liberacion de citocinas
(interleukina-6) desde el hepatocito (Manrique Chicoma, 2000).

La accion nefrotdxica se considera propia de los venenos crotalicos y bothr6picos, como
resultado de la accion directa de los componentes del veneno sobre los tibulos renales, el
endotelio vascular renal o por efectos secundarios (Manrique Chicoma, 2000).

3.1.2.1 Venenos bothroépicos

Los venenos bothrépicos contienen componentes proteicos y no proteicos, estos Gltimos
clasificados en inorganicos y organicos; entre los componentes inorganicos estan: el zinc,
calcio, magnesio, potasio, fésforo, sodio, hierro, cobalto, niquel, sulfatos, cloratos y fosfatos;
el zinc por ejemplo, es cofactor de las metaloproteinasas y estd implicado en la actividad
anticolinesterasa y el calcio es cofactor de las fosfolipasas A> esencial en la actividad
enzimatica. Entre los componentes organicos estan los aminoacidos como la histidina,
aspartato, glicina, glutamato, serina, alanina, asi como péptidos ricos en prolina,
glicoproteinas, fosfatidil colina y aminas biogénicas (histamina, bradicinina, serotonina y
acetilcolina) las cuales son responsables del dolor agudo, aparicién de edema, efectos
inflamatorios y la disminucion en la tension arterial (Soler & Rodriguez, 2006; Pefia et al.,
2010). Los péptidos potenciadores de bradicinina y las citocinas estan asociados a procesos
edematizantes e inflamatorios por la participacion del infiltrado celular, y ademas pueden
producir cuadros de hiperalgesia (Gutiérrez, 2002)

Los componentes proteicos de los venenos bothropicos se clasifican en flavoenzimas,
proteinas no-enzimaticas y proteinas con actividad enzimatica. Las flavoenzimas como la L-
aminoacido-oxidasa le confiere el color amarillo al veneno y cataliza la desaminacion
oxidativa de un amplio nimero de L-aminoacidos como el L- a-amino y o-hidroxiacidos,
ademas es la causante de que los aminoacidos libres se conviertan en a-cetoacido (Guo et al.,
2012; Munuera Mora, 2016). Entre las proteinas no-enzimaticas estan los inhibidores de
proteasas tipo Kunitz, las cuales son toxinas inhibidoras de serina proteasas, las proteinas
secretoras ricas en cisteina (CRISP), las lectinas de union a galactosa (GBL) y el factor de
crecimiento de nervio (NGF) cuyo rol no es bien definido, aunque se conoce que potencian
la permeabilidad celular, lo que podria favorecer la difusion del veneno (Sunagar et al.,
2013).

Entre las proteinas con actividad enzimatica mas abundantes se encuentran las
metaloproteasas, las fosfolipasas y las serina proteasas (Gutiérrez, 2002). Las
metaloproteasas incluyen enzimas coagulantes y procoagulantes que activan los factores Xy
Il de la cascada de coagulacion; estos componentes poseen una alta especificidad por
sustratos del tejido conectivo y la membrana basal de los vasos capilares y vénulas causando
aumento en la permeabilidad y pérdida de la integridad del tejido, lo cual conduce a ruptura
de los capilares, cuadros de desfibrinacion, coagulacion intravascular diseminada,
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trombocitopenia y hemorragia (Furukawa & Hayashi, 1977; Gutiérrez, 2002; Mora-Obando,
2014).

Las fosfolipasas A> son de masa molecular pequefia (14 - 18 kDa) (Dennis, 1997), su accidn
se basa en la hidrélisis de los fosfolipidos de membrana en la posicién 2 del enlace éster de
los glicerofosfolipidos liberando lisofosfolipidos y &cidos grasos insaturados, su funcién es
esencialmente digestiva y pueden presentar variadas actividades bioldgicas como
neurotoxicidad, miotoxicidad, estimulacion o inhibicion de la agregacion plaquetaria, accion
hemolitica, anticoagulante, hipotensora, cardiotoxica, edematica, bactericida, entre otros
(Dennis, 1994; Buitrago & Gémez Marin, 2002; Valdés Rodriguez et al., 2002).

Las proteinas con actividad enzimatica menos abundantes corresponden a las hialuronidasas,
que favorecen la difusion del veneno en los tejidos por catalisis de glucésidos como los acidos
mucopolisacaridos generando disminucion de la viscosidad del tejido conectivo (Soler &
Rodriguez, 2006), fosfolipasas B, endonucleasas (ADNasas y ARNasas), exonucleasas
(fosfodiesterasas) y nucleotidasas que catalizan la ruptura de proteinas, péptidos, acidos
nucleicos y nucléotidos de los tejidos afectados y generan una marcada destruccion tisular
por hemorragia, necrosis y edema (Boldrini-Franca et al., 2017; Guo et al., 2012; J. M.
Gutiérrez, 2002; Soler & Rodriguez, 2006).

La diversa gama de componentes en los venenos bothrdpicos esta sujeta a variacion inter o
intraespecifica. Entre los factores que determinan esta variacion se encuentran: el aislamiento
geografico, la edad del especimen (ontogénicos), habitos alimenticios, estado de madurez,
ciclo fisiolégico, sexo y habitos estacionales, todos atribuidos a un nivel genético (Chippaux
et al., 1991; Pastrana et al., 2003). Dicha variacion se refleja en los sintomas fisiopatoldgicos
locales y/o sistemicos observados durante el envenenamiento (Chippaux et al., 1991; Alape-
Giron et al., 2008), por lo cual es importante tenerlos en cuenta para el manejo de los
pacientes (Quintana et al., 2000) y durante la produccion de antivenenos con el fin de mejorar
su efectividad (Chippaux et al., 1991).

Se desconocen estudios de variacion intraespecifica a nivel geografico del veneno de
Bothrocophias campbelli; sin embargo Salazar-Valenzuela y colaboradores (2014)
compararon los perfiles cromatograficos de tres ejemplares de B. campbelli del Ecuador, dos
machos de la misma localidad y una hembra de una localidad diferente; los tres ejemplares
se caracterizaron por presentar gran abundancia de fosfolipasas Az Lys*® y observaron sutiles
diferencias respecto a la abundancia de serina proteasas y metaloproteasas.

A nivel del género Bothrocophias, el estudio de Salazar-Valenzuela y colaboradores (2014)
es el primer andlisis protedmico y funcional del veneno. Para la especie Bothrocophias
microphthalmus solamente se menciona que “su veneno es bastante toxico pudiendo causar
necrosis; ademas, parece ser poco neutralizado por antidotos comerciales” (Rodriguez-
Guerra, 2010b). Pese a que no existen soportes experimentales de esta afirmacion, el efecto
es similar al producido por el veneno de B. campbelli del Ecuador, el cual es un veneno
altamente miotdxico; no obstante, ensayos de inmunogenicidad demuestran similaridad
antigénica con los venenos bothropicos usados para la produccion de sueros polivalentes, y
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experimentos preliminares de neutralizacion evidencian que los envenenamientos
ocasionados por B. campbelli podrian ser tratados con este tipo de sueros, aspecto en el que
disciernen con B. microphthalmus. Lo anterior sugiere una posible variacion proteica entre
estas dos especies, reafirmando la importancia de analisis comparativos entre los venenos de
las especies del género (Salazar-Valenzuela et al., 2014).

3.2 Generalidades del género Bothrocophias

Bothrocophias es un género perteneciente a los vipéridos neotropicales; las 6 especies del
género se distribuyen en la regién noroccidental de América del Sur, en bosques humedos
tropicales y subtropicales andinos (Cisneros-Heredia et al., 2006). Pertenece a un linaje
monofilético de origen sudamericano y se considera grupo hermano de Bothrops y
Bothriopsis, este género estd clasificado en este clado como resultado de andlisis
morfoldgicos y filogenéticos a partir de ADN mitocondrial (Fenwick et al., 2009; Vaca
Guerrero, 2012).

El género esta conformado por 6 especies: B. campbelli descrita en 1991 (Freire Lascano),
B. myersi en el 2001 (Gutberlet & Campbell), B. microphthalmus en 1875 (Cope), B.
andianus en 1923 (Amaral), B. hyoprora en 1935 (Amaral) y B. colombianus en 1940
(Rendahl & Vestergren), las 4 ultimas fueron descritas inicialmente como especies de los
géneros Bothrops o Porthidium (Uetz, 2018) y recategorizadas en estudios posteriores. Los
procesos de especiacion se atribuyen al aislamiento genetico entre las poblaciones de
Bothrocophias del Chocé y de la Amazonia como resultado del levantamiento de los Andes
y una segregacion altitudinal (\Vaca Guerrero, 2012).

En general, las especies del género se reportan en habitats terrestres como bosques primarios,
bosques secundarios maduros y frecuentemente en bosques de ribera, incluso en areas
cultivadas, en las tierras altas y bajas de la region Andina, Pacifica y Amazonica, donde son
evidentes procesos de simpatria con B. hyoprora y B. microphthalmus (Cisneros-Heredia et
al., 2006). Presentan habitos nocturnos y crepusculares; su dieta se compone principalmente
por roedores de los cuales se han descrito 14 géneros y 22 especies para el choco
biogeografico (Mufioz-Saba & Alberico, 2004), entre estos algunos didélfidos (marsupiales)
como Marmosops noctivagus y en otros casos algunas especies de reptiles y anfibios
(Campbell & Lamar, 2004; Cisneros-Heredia et al., 2006; Silva de Oliveira et al., 2018).

3.2.1 Bothrocophias campbelli [Freire Lascano, 1991]

Esta especie se origind por la separacion de la especie Bothrops pulcher y debido a su
evidente variacion fue recategorizada por Freire-Lascano en 1991 como Bothrocophias
campbelli. Inicialmente la especie comprendia una distribucién extensa en Ecuador
(Campbell & Lamar, 2004), pero a partir de su recategorizacion y con base en investigaciones
posteriores, se ha ampliado su rango de distribucion sobre los limites con Pert y Colombia
(Castro et al.,, 2005; Vaca Guerrero, 2012). Cabe mencionar que esta es una especie
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categorizada en peligro de extincién (por la lista roja de Carrillo y anteriormente incluida en
lista roja de especies amenazadas de la UICN, debido a que cumple con méas de uno de los
criterios establecidos “reduccion en el tamafio de la poblacién”, “distribucion geogréfica de
la poblacion, extension de la presencia, area de ocupacion o ambas”, “tamafio de la poblacion
estimada”, “tamafo de la poblacion restringida”, “analisis cuantitativo™ (Carrillo et al., 2005;
Rodriguez-Guerra, 2010a).

En cuanto a sus caracteristicas morfoldgicas, son serpientes de tamafio relativamente
mediano, con alrededor de 123 cm de longitud total. Dorsalmente tiene una coloracién que
varia de café oscuro a negro, con o sin huellas de bandas angostas y plateadas en patrones de
“V” demarcadas por bandas mas claras, ventralmente presenta areas amarillas en cada borde
externo posterior y en ocasiones las escamas ventrales tienen un area amarilla adicional en el
centro, los pigmentos oscuros decrecen a pequefios puntos y flecos hacia la cola tendiendo a
desaparecer, la regidn ventral de la cabeza es negra excepto por dos puntos amarillos, lineas
en el centro 0 en la hilera de escamas anterior o posterior de las escamas infralabiales.
Presenta una franja oscura detras del ojo, rara vez presenta una mancha oscura entre las
infralabiales 6-8, presenta una escama lacunolabial, tiene entre 152 y 177 escamas ventrales
y 23 hileras de escamas dorsales (figura 5) (Campbell & Lamar, 2004; Rodriguez-Guerra,
2010a).

Figura 5. Bothrocophias campbelli, espécimen de la Reserva Natural Rio Nambi, (Fotografia:
Mora-Obando, 2010).

De acuerdo con el modelo de nicho ecoldégico propuesto por Vaca Guerrero (2012),
Bothrocophias campbelli se extiende en dos ecoregiones andinas importantes, la
Northwestern Andean Montane Forests considerada como la regién mas diversa y con mayor
registro de especies endémicas de floray fauna y la Eastern Cordillera Real Montane Forests
conocida como el mas grande filtro geoldgico-topografico que afecta la migracion bidtica y
la especiacién andina en los Andes Centrales (figura 6). Se distribuye altitudinalmente entre
los 800 y 2200 msnm, existiendo registros entre los 1300 y 2000 msnm sobre las
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estribaciones occidentales de los Andes de Ecuador (Campbell & Lamar, 2004; Cisneros-
Heredia et al., 2006) y entre los 1000 y 1500 msnm en el area de la Reserva Natural Rio
Nambi, Narifio, Colombia (Castro et al., 2005; Vaca Guerrero, 2012). Habita principalmente
bosques montanos al igual que B. microphthalmus en el Ecuador, bosques himedos
montanos bajos y bosques de neblina de la cordillera occidental de los Andes del Ecuador y
Colombia (Vaca Guerrero, 2012).
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Figura 6. Distribucion de Bothrocophias campbelli bajo modelamiento de nicho ecoldgico. Puntos
amarillos: Datos de ocurrencia, Area de color azul: Distribucion potencial (Modificado por: Sevilla —
Sanchez, MJ., 2019 de: Vaca Guerrero, 2012).

3.2.1.1 Vendmica y perfil toxinologico del veneno de B. campbelli

El veneno de esta especie presenta una composicion simple en comparacion con otras
especies de la subfamilia Crotalinae. Contiene un elevado porcentaje (43.1%) de fosfolipasas,
alrededor del 21.3% de serina proteasas posiblemente diferentes a las de tipo trombina, y baja
abundancia (15.8%) de metaloproteinasas, esto se correlaciona con un elevado efecto
miotdxico, un efecto coagulante moderado y un bajo efecto hemorragico; la dosis minima
coagulante fue de 19.4 pg y la dosis minima hemorragica de 12 pg, dosis considerablemente
menores a las reportadas para Bothrops asper (figura 7) (Salazar-Valenzuela et al., 2014).
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Aungue la composicién proteica de su veneno es similar a la de otras especies de la subfamilia
Crotalinae, se observan variaciones tanto en la proporcion del contenido de SVMP,
principalmente con respecto a los géneros Bothrops, Bothropoides, Cerrophidion,
Porthidium y Atropoides, asi como en la potencia letal media, la cual se estima en 150
pg/raton, indicando una potencia mas débil que Bothrops asper. A nivel proteémico, la
fosfolipasa mas abundante fue la del tipo PLA2 Lys*, miotoxina que desempefia un rol
tréfico importante en la digestion de presas con gran cantidad de masa muscular (figura 7).
Este analisis protedmico y funcional sugiere que el cuadro clinico durante un evento de
envenenamiento ocasionado por B. campbelli se puede caracterizar por bajos efectos
hemorragicos, algunas alteraciones hemostaticas y elevados efectos miotdxicos en los
pacientes (Salazar-Valenzuela et al., 2014).

SVMP SP 21.3%
15.8% \ /

/ PEP 39%

LAO 5.7
i —DIS 0.3%
——CTL 6.4%

s 5'-NU o.6%
/ \ UNK 1.4%
PLA, 43.1% CRISP o0.9%

TRF 0.6%

Figura 7. Proteoma del veneno de Bothrocophias campbelli. PLA;: fosfolipasas Az, SVPM:
metaloproteinasas; SP: serina proteasas; PEP: péptidos de bajo peso molecular; LAO: L-aminoacido
oxidasas; DIS: desintegrinas; CTL.: proteinas tipo lectina / lectina tipo C; 5°-NU: 5’-nucleotidasas;
UNK: desconocido / no identificado; CRISP: proteinas secretoras ricas en cisteina; TRF:
transferrina. (Fuente: Salazar-Valenzuela, et al., 2014).

3.3 Perfil toxinoldgico

El perfil toxinoldgico esta definido por actividades bioldgicas tanto locales como sistémicas
que reflejan la accion de los componentes del veneno y permite comprender los efectos
fisiopatoldgicos producidos durante un envenenamiento.
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3.3.1 Dosis letal 50 (DLso)

La Dosis letal 50 o actividad letal 50 es uno de los efectos toxicolégicos mas comunes al
momento de estudiar un veneno producto de un organismo vivo; en los vipéridos esta
actividad bioldgica depende de diversos componentes del veneno: metaloproteinasas,
fosfolipasas Az, serina proteasas, entre otros. Esta dosis es estimada por medio de un analisis
de supervivencia, en el cual se registran las muertes y esta definida como la minima cantidad
de veneno que es capaz de producir la muerte del 50% de la poblacién del modelo biol6gico
en un periodo de tiempo determinado (Gutiérrez et al., 2015).

3.3.2 Actividad coagulante

En los envenenamientos causados por serpientes, esta actividad sistémica es la mas compleja
en el momento de determinar un tratamiento adecuado, desencadena hipotension o shock,
hemorragia, cambios en las celulas sanguineas, defibrinogenacién e incluso efectos
neurologicos, en los cuales el grado de severidad es variable (WHO, 1981). Esta asociada
esencialmente a la presencia de serina proteasas de tipo trombina y metaloproteasas que
actan sobre los factores de la cascada de coagulacion. Se expresa como dosis coagulante
minima (DCM), definida como la cantidad o concentracion minima de veneno que induce la
coagulacion del plasma humano citratado (DCM-P) en 60 segundos, aunque es posible
medirla también en una solucién de fibrinbgeno (DCM-F) (Theakston & Reid, 1983; Gene,
et al.,1989).

3.3.3 Actividades edematizante, miotoxica y hemorragica

De manera general los venenos de las serpientes generan efectos significativos locales, entre
los que se destaca el edema, que puede ser local 0 masivo y se debe a la exudacion capilar de
plasma o sangre completa, presumiblemente a partir de una accion citotdxica sobre el
endotelio vascular. Aungue existen envenenamientos que no generan edema prominente, los
envenenamientos bothropicos, en general, producen una actividad edematizante fuerte que
puede dar lugar a mionecrosis, una de las manifestaciones locales mas graves, causante de
incapacidad prolongada y en ocasiones, permanente (WHO, 1981). La actividad
edematizante se evidencia con el volumen liquido del espacio intersticial y se expresa como
dosis edematizante minima (DEM), definida como la cantidad de veneno que induce un
edema del 30% respecto al control; se recomienda cuantificar una hora después de la
inoculacion del veneno, tiempo en el cual la actividad es mas notable (Gutiérrez, et al., 1986).

La actividad miotoxica, asociada esencialmente a la accion de PLA, miotdxicas, es evaluada
por cuantificacion de la enzima creatina quinasa (CK), la cual es liberada al fluido
extracelular y a la sangre cuando ocurre lesion muscular; debido a que la abundancia
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predominante (95%) de CK es la que proviene de los miocitos (CK-MM) se convierte en un
buen marcador para determinar la miotoxicidad (Nakada, et al.,1984). La actividad
hemorragica resulta de la accion de metaloproteinasas sobre la membrana basal de capilares
y vénulas generando extravasacion; esta actividad se expresa como dosis hemorréagica
minima (DHM), entendida como la cantidad de veneno que induce un area hemorragica de
10 mm de diametro, adicionalmente se puede determinar la intensidad de la extravasacién
con la extraccion de la hemoglobina presente en el area hemorragica y su respectiva
cuantificacion a 540 nm (Kondo, et al., 1960; Gutiérrez, et al., 2016).

3.4 Modelo bioldgico: Mus musculus

Los modelos biolégicos se implementaron desde 1908, donde Ignatowskil aportd la primera
evidencia al trabajar con conejos en sus experimentos (Santos-gallego, Badimon, & Ibafiez,
2013); desde ese momento hasta la actualidad se considera que trabajar con un modelo
biologico mamifero, particularmente ratones (Mus musculus), tiene varias ventajas
importantes debido a que gran parte de los procesos bioquimicos son similares al hombre,
presentan un tiempo generacional mas corto y se adaptan facilmente a la vida en bioterios,
esto permite controlar distintas variables ambientales y experimentales. Adicionalmente, es
una de las especies de mamiferos mejor estudiadas desde el punto de vista genético, existe
una gran cantidad de lineas genéticamente definidas, tanto consanguineas y congénicas,
como una cantidad considerable de mutaciones y rearreglos cromosdémicos disponibles,
ademas de presentar sistemas eficientes de cultivo de células embrionarias pluripotenciales
para generar quimeras, lo que permite la realizacion de mutaciones dirigidas o condicionales
(Benavides & Guenet, 2001). Todo lo anterior convierte a este modelo en un modelo ideal
para trabajar en diferentes investigaciones biologicas.

La cepa CFW de ratones es Carworth Farms White con ascendencia suiza (SW). Es una cepa,
de color blanco (albino) y lleva un gen agouti negro detrds de su gen albino, es no
consanguinea-exogamica lo que significa que son poblaciones mantenidas por seleccion
sexual mediante cruzamientos al azar, caracteristica que hace que estas poblaciones sean mas
resistentes y faciles de criar, sufrié un cuello de botella poblacional por lo que se redujo a un
solo par y la progenie se superpuso a partir de ese punto y probablemente de la deriva genética
de la colonia suiza original (Chia et al., 2005; River, 2008). Es utilizada como modelo
multipropdsito general, para pruebas de seguridad y eficacia donde se requieren animales
vigorosos Y las consideraciones de genotipo especifico son de menor importancia (Porcelli
& Modlin, 1999). Los individuos son morfologicamente similares pero genéticamente
distintos, esto genera semejanza a cualquier poblacién humana o animal tomada al azar, por
lo que es una cepa ideal para estudios toxinoldgicos, ademas la variabilidad favorece en gran
medida la manifestacion de los efectos secundarios (Mijan de la Torre et al., 2002).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Area de estudio

La reserva Natural Rio Nambi, constituida por la fundacion Ecoldgica los colibries de
Altaquer, tiene un area aproximada de 1500 ha de bosque pluvial premontano. Se ubica en la
vereda El Barro, corregimiento de Altaquer, municipio de Barbacoas, departamento de
Narifio, al sur-occidente de Colombia (figura 8). Esta reserva se sitia en el Nudo de los Pastos
de la cordillera de los Andes, entre los 1100 y los 1900 msnm sobre la vertiente pacifica en
la ecorregion del Choc6 Biogeografico, convirtiéndose en un ecotono entre bosque himedo
tropical el cual esta por debajo de 1000 m y bosque montano el cual se encuentra por encima
de 1800 m (figura 9) (Gutiérrez Zamora et al., 2004; Gutiérrez & Bacca, 2013).

Presenta una alta precipitacion durante todo el afio superando los 7160 mm anuales, los picos
de lluvias se presentan en los meses de mayo (951 mm) y octubre (721 mm) y hacia los meses
de febrero, julio, agosto y septiembre existe una disminucion en la precipitacion por debajo
del promedio mensual (Salaman, 2001). Su temperatura promedio anual es de 19°C, con una
minima de 17.1°C en noviembre y una maxima de 19.7°C en septiembre (Gutiérrez Zamora
et al., 2004).
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Figura 8. Ubicacion geografica Reserva Natural Rio Nambi, vereda El Barro, municipio de
Barbacoas, Departamento de Narifio. (Elaborado por: Sevilla - Sdnchez, MJ.,2019).
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Figura 9. Reserva Natural Rio Nambi. A. Interior de Bosque, B. Borde de Bosque. (Fotografias:
Sevilla - Sadnchez, MJ., 2018).

4.2 Trabajo de Campo

Se realiz6 una salida de campo exploratoria a la Reserva Natural Rio Nambi. Durante 8 dias,
se buscaron individuos de Bothrocophias campbelli con un intenso muestreo crepuscular y
matinal (20:00 h — 3:00h), empleando rastrillos, ganchos herpetoldgicos y bolsas de tela
(Scrocchi & Kretzschmar, 1996). La especie seria corroborada en campo, con base en la
lepidosis descrita por Castro y colaboradores (2005) y las observaciones morfolégicas de
Rodriguez-Guerra (2010a).

4.3 Trabajo de Laboratorio
4.3.1 Veneno

Se utilizé el veneno de un ejemplar (hembra adulta) de Bothrocophias campbelli de la
Reserva Natural Rio Nambi, el cual fue extraido en el Centro de Investigaciones Biomédicas
de la Universidad del Cauca (CIBUC) el 19 de abril de 2010 y se conservd liofilizado a -
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20°C desde la fecha. La extraccion se realizd bajo condiciones asépticas inmovilizando la
serpiente con la ayuda de ganchos (sencillos o de presién); se hizo morder a la serpiente en
una membrana (Parafilm) dispuesta sobre un embudo de vidrio unido a su vez a un tubo
Eppendorf, una vez la serpiente mordi6 la membrana se masajeé la region de las glandulas
del veneno para estimular su produccion (Mora-Obando, 2010).

4.3.2 Animales de experimentacion

Las actividades bioldgicas se realizaron con ratones blancos (Mus musculus) cepa Swiss
Webster (CFW), sin distincion de sexo. Se pesaron y distribuyeron en jaulas en grupos de 4
animales. Se mantuvieron en condiciones ambientales apropiadas (temperatura entre 18-22
°C y porcentaje de humedad relativa entre 70-80%), con disponibilidad de alimento
autoclavable LabDiet 5010 y agua (ad libitum) constante, durante todo el experimento, lo
que garantiza la validez de las pruebas (Monje Belmonte, 2007; Mora-Obando, 2014). Las
cepas procedieron del Centro de Investigaciones Biomedicas de la Universidad del Cauca
(CIBUC) y del laboratorio LABBIO de la Universidad del Valle — Sede San Fernando.

4.3.3 Consideraciones éticas

La investigacion se realizd bajo las consideraciones del reglamento del comité de ética en
investigaciones con animales de experimentacion de la universidad de Narifio, constituido
bajo el acuerdo No. 1 de 2011, y se rigio por los articulos 23,24 y 25 de La ley 84 de 1989 y
la Ley 1774 de 2016, asi como también se garantizd las medidas de seguridad establecidas
en el articulo 93 de la resolucion 8430 de 1993 considerando el decreto 1608 de 1978, segun
lo pertinente. EIl veneno fue empleado estrictamente para los objetivos planteados en esta
propuesta, la cual pretende ser un estudio de impacto positivo que aborda una problematica
de salud publica sin fines comerciales, amparada bajo el Decreto 1376 de 2013 por el cual se
reglamenta el permiso de recoleccidn de especimenes silvestres de la diversidad bioldgica y
sus derivados con fines de investigacion cientifica no comercial y la resolucién nimero 0068
de enero de 2002 en la cual se define el permiso de estudio con fines de investigacion
cientifica.

4.3.4 Actividades bioldgicas

El disefio experimental de las actividades bioldgicas se elaboré a partir de las dosis minimas
reportadas para la especie o especies cercanas filogenéticamente (tabla 1) (B. asper) (Mora-
Obando, 2014; Salazar-Valenzuela et al., 2014; Renjifo-Rios, 2017). La tabla 2 muestra el
disefio de los niveles que se probaron en cada uno de los ensayos bioldgicos.
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Tabla 1. Dosis tedricas tomadas como referencia para determinar los niveles a probar en las
actividades biologicas locales y sistémicas.

Especie DL5o, DCM DEM DMM DHM
(Hg/raton) (1) (1) (Hg) (Hg)
B. campbelli (Ecuador) 150W 19.4® - 51 120
B. asper (Cauca) 100.9? 0.37@ - - 1.44@

Dlso: Dosis letal cincuenta, DCM: Dosis minima coagulante, DEM: Dosis minima edeméatica, DMM: Dosis
minima miotéxica, DHM: Dosis hemorragica (local) minima.  Salazar-Valenzuela et al., 2014, ©® Mora-
Obando, 2014.

Tabla 2. Disefio experimental. Niveles probados para la determinacién de las actividades biologicas
del veneno de B. campbelli del departamento de Narifio.

Niveles DLso (ug/raton) DCM (ug) DEM (ug) DMM (ug) DHM (ug)

1 234.375 160 5 20 96
2 187.5 80 2.5 10 48
3 150 40 1.25 5 24
4 120 20 0.625 2,5 12
5 96 10 1,25 6
6 5 3
7 2.5
8 1.25

Total pg 787.875 319.375 9.375 38.75 189

Dlso: Dosis letal cincuenta, DCM: Dosis minima coagulante, DEM: Dosis minima edematizante, DMM: Dosis
minima miotéxica, DHM: Dosis hemorragica (local) minima. Las celdas grises corresponden a las dosis
tedricas aproximadas de la tabla 1. Los niveles se construyeron multiplicando o dividiendo por un factor que
oscil6 entre 1.25 y 2 (Monje, 2007). Para calcular el total de microgramos usados en cada nivel se multiplico
por el nimero de réplicas (3 0 5) en cada ensayo de acuerdo con la descripcion metodolégica de la actividad.
Para cada ensayo se realizaron controles en paralelo.

4.3.5 Determinacion de la dosis letal cincuenta (DLso)

La DLso se determind mediante un anélisis de supervivencia Probit aplicando el método
paramétrico propuesto por Finney, método aceptado por la Organizacion Mundial de la Salud
(WHO, 2017). Para ello, grupos de 4 ratones entre 16 y 18 gr de peso corporal se inyectaron
via intraperitoneal (I.P), la cual es una via de inoculacién de rapida absorcién, alta
susceptibilidad y permite realizar comparaciones con otras investigaciones debido a su uso
frecuente (Mora-Obando, 2010).

Teniendo en cuenta la dosis letal 50 reportada para B. campbelli del Ecuador (150 pg/ratén),
se prepararon varias dosis de veneno entre 90 y 250 ug (tablas 1y 2) en un volumen final de
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0.5 ml de buffer fosfato salino (PBS) preparado en las siguientes condiciones: Na;HPOg,
NaH2PO4 x H20, NaCl 0.1 N y pH 7.2 (NaOH /HCI). Posteriormente se registro el nimero
de ratones muertos en cada dosis de veneno durante 48 horas (Mora-Obando, 2010; Salazar-
Valenzuela et al., 2014). Los animales sobrevivientes se sacrificaron por sobredosis
ketamina—xilacina (Centro de Investigacion. Hospital General Universitario de Valencia,
1990; Schoell et al., 2009).

4.3.6 Determinacion de la actividad coagulante

Esta actividad se determind en plasma humano a partir de la sangre de un voluntario bajo
consentimiento informado (Anexo A), a quien se le extrajeron 18 ml de sangre en 4 tubos
con sistema de vacio BD Vacutainer de 4.5 ml los cuales contenian 3.5 % de citrato de sodio.
Las muestras se centrifugaron a 4500 rpm por 10 min, se colecté el plasma y se descarté el
pellet. 200 pl de plasma citratado en tubos de vidrio se incubaron a 37°C entre 3y 5 min a
bafio Maria (Gutiérrez et al., 2015). Post incubacion se adiciono 0.1 ml de varias dosis de
veneno entre 1.25y 160 ug (tablas 1 y 2) disueltas en buffer fosfato salino (PBS) NazHPO4
x 12 H»0, NaH2PO4 x H20O, NaOH 0.02 N y pH 7.2 (Salazar-Valenzuela et al.,2014). Cada
dosis de veneno se trabajo por quintuplicado y en paralelo se realizé un control negativo con
0.1 ml de PBS. Los tiempos de formacion del codgulo se midieron con un cronémetro y la
actividad coagulante se expresé como dosis coagulante minima en plasma (DCM-P), la cual
se define como la menor cantidad de veneno que induce coagulacion del plasma en 60
segundos (Theakston & Reid, 1983).

4.3.7 Determinacion de la actividad edematizante

Grupos de 4 ratones con pesos entre 18 y 20 gr, se inyectaron en la almohadilla plantar
posterior derecha con dosis entre 0.6 y 10 ug (tablas 1 y 2) en un volumen final de 50 pL de
buffer fosfato salino (PBS) Na;HPO4 x 12H20, NaH2PO4 x H20, NaOH 0.02 N y pH 7.2
(NaOH /HCI). Como control negativo se inyectaron 50 pL de PBS en la almohadilla plantar
contra lateral izquierda en idénticas condiciones (Gutiérrez, et al. 1986; Instituto Clodomiro
Picado, 2007).

El grosor de la almohadilla plantar de ambas extremidades se midi6 antes y después de la
inyeccion con un caliper digital (Fisher Scientific, Traceable ISO 12025). La evolucién del
edema fue monitoreada a las 0.5, 1, 6, 9, 12 y 24 horas garantizando que la medicion se
realizara en el mismo sitio anatdmico de la almohadilla plantar. A partir del grosor se estimé
la magnitud del edema en porcentaje y se determiné la dosis edematizante minima, que
corresponde a la minima cantidad de veneno capaz de incrementar el grosor (mm) en un 30%
con respecto al grosor inicial (Gutiérrez, et al., 1986; Lomonte et al., 1993; Gutiérrez et al.,
2015). Los animales sobrevivientes se sacrificaron por sobredosis de una mezcla de

42



ketamina—xilacina (Centro de Investigacion. Hospital General Universitario de Valencia,
1990; Schoell et al., 2009).

4.3.8 Determinacion de la actividad miotéxica

Se inyectaron dosis entre 0.6 y 10 ug de veneno disuelto en 50 puL de buffer fosfato salino
(PBS) Na2HPO4, NaH2PO4 x H20, NaOH 0.1 N y pH 7.2, via intramuscular (I.M) a grupos
de 4 ratones, con pesos entre 18 y 20 gr en el gastrocnemio derecho. Como control negativo
se inyect6 un grupo con el mismo volumen de PBS. Tres horas después, los ratones fueron
anestesiados via intraperitoneal con solucién de xilacina/ketamina (0.1 ml/20 g) y se procedio
a extraer muestras de sangre por puncion cardiaca (0.5 mL). Cada muestra se deposit6 en un
tubo microtainer con activador Clot en gel, se centrifugd a 4000 rpm a 4°C por 10 min, el
suero fue separado en tubos Eppendorfy se congeld a -20°C. La cuantificacion de la actividad
enzima CK fue realizada por un laboratorio clinico por medio de pruebas cinéticas usando el
método de espectrofotometria. La actividad se expresé en unidades internacionales por litro
(U/L) vy la actividad miotoxica minima correspondié a la menor dosis de veneno capaz de
incrementar 4 veces la actividad CK del plasma de los ratones del grupo control.

Los animales posteriormente se sacrificaron por sobredosis ketamina—xilacina (Centro de
Investigacion. Hospital General Universitario de Valencia, 1990; Schoell et al., 2009).
Posteriormente, se obtuvieron muestras del tejido muscular inyectado, se fijaron en formalina
buferada al 10%, y se llevaron a deshidratacion por 4.25 horas, aclaramiento por 1 hora e
infiltracion con parafina sintética semidura (Thermo scientific - Histoplast PE) por 1 hora en
un procesador de tejidos marca Leica TP1020, subsiguiente a esto se realizo la formacion del
blogue de parafina empleando moldes de acero inoxidable en una central de inclusion
(Thermo Electron Corporation Shandon Histocentre 3).

Cada bloque se colocé en un Microtomo (Protec Leica RM 2135) en el cual se procedieron
hacer cortes de 4um, los cuales fueron sometidos a bafio de flotacion (45 °C) enriquecido
con un 1 gr de gelatina mycrosystems Nussloch GmbH por 1 minuto. Los cortes se montaron
en un portaobjetos y se dejaron secar por 12 horas a temperatura ambiente y 4 en horno a 40
°C antes de hacer la tincion hematoxilina — eosina, la cual se realiz6 en un vaso coplin donde
las muestras pasaron por Xilol (2 veces), Alcohol 100% y 95% (2 veces cada una), alcohol
al 70%, lavados de agua, tincion con hematoxilina, alcohol acidificado con acido sulfurico,
neutralizado con carbonato de litio, tincion con eosina y realizando el proceso nuevamente a
la inversa para volver a diafanizar, donde finalmente se dejaron secar 24 horas antes de la
observacion a microscopio.

Con el fin de observar el aspecto de las fibras musculares, se tomaron fotografias a los cortes
histoldgicos de musculo gastrocnemio en un microscopio marca Leica DM750 y una camara
incorporada Leica DFC295, las fotos tomadas en 100x se realizaron bajo una exposicion de
2.91ms, ganancia de 2.1x, saturacion de 0.80 y gamma de 0.77, y las de 400x se capturaron
bajo una exposicion de 4.09 ms, ganancia de 2.6x, saturacién de 0.85 y gamma de 0.69
(Salazar-Valenzuela et al., 2014).
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4.3.9 Determinacion de la actividad hemorragica local

Se prepararon dosis de veneno entre 3y 96 g (tablas 1 y 2) disueltas en 100 pL de buffer
fosfato salino (PBS) NazHPO4, NaH2PO4 x H20, NaCl1 0.1 N y pH 7.2 (NaOH /HCI) (Salazar-
Valenzuela et al., 2014). Posteriormente, se inyect6 un volumen de 0.1 ml de las diferentes
dosis a grupos de 4 ratones de cepa CFW sin distincion de sexo con pesos entre 18 'y 20 gr
por via intradérmica (1.D.) en la regién abdominal, como control negativo se inyectd un grupo
de 4 ratones con 0.1 ml de PBS sin veneno. Dos horas después, los ratones fueron sacrificados
por sobredosis ketamina—xilacina (Centro de Investigacién. Hospital General Universitario
de Valencia, 1990; Schoell et al., 2009).

Después de la eutanasia, se midid el area y la intensidad de la hemorragia por medio de
herramientas computacionales con el método propuesto por Jenkins y colaboradores (2017).
Se removid la piel y se realiz6 un registro fotografico (RF) de cada grupo de ratones por nivel
en una caja de luz, con el fin de minimizar los errores generados por los reflejos superficiales
o iluminacidn de las muestras. La caja esta recubierta tela de color blanco; en la parte interior
se coloca el grupo de ratones, una escala métrica (regla) y un Pantone RGB con los colores
1895 C, 1905 C, 1915 C, 1925 C y 1935 C (figura 10) (Salazar-Valenzuela et al., 2014;
Duque-Zerpa & Vargas, 2015; Jenkins et al., 2017).
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Figura 10. Caja de luz para el registro fotografico de la hemorragia producida por cada dosis del
veneno de Bothrocophias campbelli. (Modificado por: Sevilla — Sanchez, MJ., 2019 de: Escalante
etal., 2011).

Cada RF se convirtié a PDF, formato de lectura del software libre Inkscape 0.91 y se procedio
a dibujar el area hemorrégica de las réplicas por nivel. En paralelo, se extrajeron los valores
RGB del Pantone y con la regla se fijo una escala equivalente a 10 mm. El contraste entre los
valores RGB de la hemorragia y el Pantone permite determinar la intensidad y la escala
milimétrica es Gtil para definir el rea. La dosis hemorragica minima corresponde a la minima
cantidad de veneno capaz de producir un area de 10 mm o 50 unidades hemorrégicas, donde
una unidad hemorragica corresponde al area real de la hemorragia entre la luminancia
verdadera (intensidad). En el caso del grupo control negativo se extrajeron los valores RGB
a partir del area sin lesion hemorragica.
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4.4 Andlisis estadistico

Los resultados de cada ensayo fueron representados en graficas dosis-respuesta. A las curvas
de DCM, DEM, DMM, DHM se les aplicé un andlisis de regresion con el fin de obtener las
ecuaciones y calcular las dosis minimas reportadas con su desviacion estandar. Para
determinar la DLso se empled un andlisis de supervivencia y el resultado fue expresado con
limites de confianza. Para realizar comparaciones con datos previos se aplicaron pruebas de
U-Mann-Whitney. Los andlisis estadisticos y figuras se realizaron en los programas Excel v.
2016, BioStat v. 5.9.8.5 2015 y Past v. 3.23 2019, partiendo de un nivel de confianza de 95%
para cada una de las pruebas. A continuacién, se describen con detalle los analisis realizados
para cada ensayo.

4.4.1 Dosis letal cincuenta (DLso)

La DLso se calculd utilizando el analisis Probit en el programa BioStat v.5.9.8.5 2015
(AnalySoft) (Finney, 1952). Este es un método para analizar la relacion entre el estimulo
(dosis) y la respuesta todo 0 nada, en este caso la supervivencia. El ensayo tiene en cuenta la
probabilidad:

Positivos

- Inoculados

El modelo bajo el método propuesto por Finney asume que el porcentaje de las muertes esta
relacionado con el logaritmo de la dosis en una distribucién normal acumulativa. A partir de
la ecuacion se obtiene la dosis letal 50, que corresponde a los pg de veneno con los cuales
muere el 50% de la poblacion, asi como los respectivos limites de confianza (Finney, 1952;
Derenzo, 1977; Rodriguez Aguayo, 2010).

4.4.2 Actividad coagulante

Se construyeron curvas dosis-respuesta teniendo en cuenta las réplicas de cada nivel. En el
eje de las abscisas se dispusieron los pg de veneno y en el eje de las ordenadas el tiempo de
coagulacion. Posteriormente se aplicé una regresion potencial a cada curva, se obtuvieron las
respectivas ecuaciones y la dosis minima coagulante en plasma (DCM-P) en 60 segundos se
determin6 como el promedio de las dosis calculadas con cada curva + la desviacidn estandar
(Gutiérrez et al., 2015).

Con el fin de comparar los resultados obtenidos entre B. campbelli del departamento de
Narifio, Colombia y los reportados para la especie en Ecuador por Salazar-Valenzuela y
colaboradores (2014), se realiz6 una prueba U-Mann-Whitney en el programa Past v 3.23
(marzo 2019), a de 0.05.
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4.4.3 Actividad edematizante

La magnitud del edema se expres6 como porcentaje de aumento respecto a los miembros
contra laterales, empleando la siguiente ecuacion:

[( Grosor de la pata derecha

100 —1
Grosor de la para izquierda) i 00] 00

Con base en el porcentaje de edema, 1 hora después de la inyeccidn, se construyeron 4 curvas
dosis-respuesta: g de veneno en el eje de las abscisas y % de edema en el eje de las
ordenadas empleando una escala logaritmica para la dosis de veneno y una escala milimétrica
para el edema. Para cada curva se obtuvo la ecuacién a partir de una regresion logaritmica y
la dosis edematizante minima (DEM) se calculé como el promedio de las dosis obtenidas con
cada curva + la desviacién estandar (Gutiérrez et al., 2015). Adicionalmente se construyeron
curvas de evolucion del edema con las mediciones realizadas entre las 0.5 y las 24 horas.

4.4.4 Actividad miotoxica

Se construyo una curva que representa los niveles de actividad de CK en los modelos
biologicos por dosis. El eje de las abscisas presenta los pg de veneno inyectados, empleando
una escala logaritmica, y el eje de las ordenadas la actividad de CK en plasma (U/L) en escala
milimétrica. A partir de la regresion logaritmica respectiva se obtuvo la dosis miotdxica
minima que corresponde a la dosis de veneno que produce el aumento en 4 veces de los
valores de actividad CK del grupo control (Gutiérrez et al., 2015).

4.4.5 Actividad hemorragica local

Los datos extraidos de cada RF fueron registrados en el archivo Excel suministrado como
complemento  S3  (https://doi.org/10.1016/j.toxicon.2017.10.005) por Jenkins 'y
colaboradores (2017). Se construyeron cuatro curvas dosis-respuesta teniendo en cuenta las
réplicas de cada nivel: pg de veneno en el eje X y las unidades hemorrégicas en el eje Y. Las
ecuaciones se obtuvieron aplicando una regresion lineal a cada curva y la dosis hemorragica
minima (DHM) fue calculada como el promedio de las dosis obtenidas con cada curva + la
desviacion estandar.

Con el fin de comparar los resultados obtenidos entre B. campbelli del departamento de
Narifio, Colombia y los reportados para la especie en Ecuador por Salazar-Valenzuela y
colaboradores (2014), se realiz6 una prueba U-Mann-Whitney en el programa Past v 3.23
(marzo 2019), a de 0.05.
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5. RESULTADOS

Durante la salida de campo a la Reserva Natural de Rio Nambi se realiz6 un esfuerzo de
muestreo con un minimo de 3 horas hombre y un maximo de 28 horas hombre por dia
(Scrocchi & Kretzschmar, 1996). Sin embargo, pese a la busqueda no se encontraron
ejemplares de esta especie.

Entre los hébitats y microhabitats revisados en la reserva se resaltan: cuevas formadas por
vegetacion lefiosa (figura 10 A y B), troncos (figura 10 C), hojarasca (figura 10 D), bordes
de bosque (figura 10 E), interior de bosque (figura 10 F), bordes de rios y quebradas (figura
10 G).

Figura 11. Habitats y microhabitats donde se efectuaron busquedas de individuos de Bothrocophias
campbelli en la Reserva Natural Rio Nambi. A, B. Cuevas formadas por vegetacion lefiosa, C.
Troncos, D. Hojarasca, E. Borde de bosque y senderos, F. Interior de bosque, G. Rios y vegetacion
riberefia (Fotografias: Sevilla - Sanchez, MJ., 2018).
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5.1 Dosis letal cincuenta (DLso)

La dosis letal 50 para Bothrocophias campbelli de Narifio, Colombia fue de 142.68 pg/raton
(111.42 — 179.77 pglraton). El anexo E muestra los célculos (distribucion log normal,
percentiles y estadisticos de la regresidn) realizados por el programa para determinar la DLso
usando el Método de Finney. La figura 12 representa el analisis Probit, donde la dosis letal

se interpreta como la cantidad de veneno que ocasiona la muerte del 50% de la poblacién de
ratones.
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Figura 12. Representacion grafica de la Dosis Letal 50 producida por el veneno de Bothrocophias
campbelli del departamento de Narifio, Colombia. La linea punteada representa la curva de regresion
logaritmica para calcular la DLso. En el eje de las abscisas el Logio de la concentracién del veneno y
en el eje de las ordenadas la respuesta (%) (n=4). (Fuente: Esta investigacion)

Adicionalmente, durante el ensayo de la actividad letal se registraron signos de toxicidad
como: contractura en extremidades anteriores, paralisis flacida de las extremidades
posteriores, convulsiones clénicas, piloereccidn, aislamiento, incontinencia intestinal,
secrecion ocular, ataxia, rotacion intermitente sobre el eje del cuerpo, opistotonos, taquipnea,

hipoactividad y postracion; los 3 ultimos signos se presentaron en el 100% de los casos
(figura 13).
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Figura 13. Signos de toxicidad registrados durante el ensayo de letalidad del veneno de
Bothrocophias campbelli del departamento de Narifio, Colombia. A. Aislamiento y postracién, B.
Opistotonos, C. Incontinencia intestinal, D. Parélisis flacida de las extremidades posteriores, E.
Piloereccidon y F. Secrecion ocular. (Fotografias: Sevilla-Sanchez, MJ., 2019)

5.2 Actividad coagulante

La dosis coagulante minima en plasma citratado (DCM-P) para Bothrocophias campbelli de
Narifio, Colombia fue de 12.3 + 0.5 pg de veneno. La curva dosis-respuesta se aproxima a
una linea de tendencia potencial, representada en un coeficiente de determinacion altamente
significativo 0.957 (figura 14). El anexo F presenta las curvas a partir de las cuales se obtuvo
la curva promedio Y los célculos respectivos.
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Figura 14. Actividad coagulante producida por diferentes dosis del veneno de Bothrocophias
campbelli del departamento de Narifio, Colombia. La linea punteada representa la curva de regresion
potencial obtenida para calcular la DCM (R2 = 0,957). En el eje de las abscisas la concentracion del
veneno y en el eje de las ordenadas se muestra el tiempo en segundos + desviacion estandar (n=5)

(Fuente: Esta investigacion).

La dosis coagulante minima de B. campbelli del departamento de Narifio fue menor que la
reportada para B. campbelli de Ecuador, lo cual significa que presentd una actividad
coagulante mas alta en plasma humano citratado a un tiempo de 60 segundos (figura 15)
(Salazar-Valenzuela, et al., 2014). Se observan diferencias estadisticamente significativas
entre las dosis coagulantes minimas (p = 0.037, 95% de confianza).

B. campbelli E -

B. campbelli N,C 1

5 10 15 20

Veneno (Ug)
Dosis coagulante minima (DCM)

25

Figura 15. Comparacion de la dosis coagulante minima (DCM) de B. campbelli del Ecuador (E)
respecto a B. campbelli de Narifio, Colombia (N, C) (Fuente: Esta investigacion).
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5.3 Actividad edematizante

La dosis edematizante minima (DEM) para Bothrocophias campbelli de Narifio (Colombia)
fue de 1.0 £ 0.3 pg de veneno. La curva dosis-respuesta se aproxima a una linea de tendencia
logaritmica, representada en un coeficiente de determinacion significativo 0.837 (figura 16).
El anexo G presenta las curvas a partir de las cuales se obtuvo la curva promedio y los
calculos respectivos.
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Figura 16. Actividad edematizante a un tiempo de 60 minutos producida por diferentes dosis del
veneno de Bothrocophias campbelli del departamento de Narifio, Colombia. La linea punteada
representa la curva de regresion logaritmica obtenida para calcular la DEM (R2 = 0,837). En el eje de
las abscisas la concentracién del veneno y en el eje de las ordenadas se muestra el porcentaje de
edema + desviacion estandar (n=4) (Fuente: Esta investigacion).

El porcentaje maximo de edema se registro entre las 0.5 a 3 horas después de la inyeccion,
siendo el pico maximo a los 30 minutos de suministrar cada dosis. Entre las 24 y 48 horas
post-inyeccion, el grosor de la almohadilla fue similar al de los controles negativos
(almohadilla inyectada con PBS) (figura 17). La figura 18 muestra el edema en la almohadilla
plantar del modelo bioldgico en cada una de las dosis probadas. Con una dosis de 5 pg se
observé formacién de ampollas en la almohadilla plantar inyectada (figura 18 E.) y a una
dosis de 20 pg de veneno se observd necrosis (figura 18 B); esta Gltima dosis no se incluyé
en la curva de actividad edematizante ya que la necrosis podria generar un efecto aditivo en
la formacion del edema.
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Figura 17. Actividad edematizante producida por diferentes dosis del veneno de Bothrocophias
campbelli del departamento de Narifio, Colombia. Cada linea representa las réplicas realizadas. En el
eje de las abscisas el tiempo en horas y en el eje de las ordenadas se muestra el porcentaje de edema
+ desviacion estandar (n=4) (Fuente: Esta investigacion).

Figura 18. Edema en almohadilla plantar producido por diferentes dosis del veneno de Bothrocophias
campbelli en modelos murinos. A. Control negativo (PBS), B. 0.625 pg/ratén C. 1.25 pg/raton D. 2.5
pg/raton E. 5 pg/raton (circulo rojo mostrando formacion de ampolla), y F. 10 pg/raton (mionecrosis)
(Fotografias: Sevilla — Sanchez, MJ., 2019).
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5.4 Actividad miotdxica

La dosis miotdxica minima (DMM) para Bothrocophias campbelli de Narifio, Colombia fue
de 3.9 + 2.5 ug de veneno. La curva dosis-respuesta se aproxima a una linea de tendencia
logaritmica, representada en un coeficiente de determinacion significativo 0.786 (figura 19).

20000

[HEN
[0}
o
o
o

16000
14000

12000 | o
10000 e

8000 T

6000 T

4000 &

2000
0

Actividad CK sérica (U/L)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Veneno (g)

--O-- PBS

Figura 19. Actividad miotoxica producida por diferentes dosis del veneno de Bothrocophias
campbelli del departamento de Narifio, Colombia. La linea punteada representa la curva de regresion
logaritmica obtenida para calcular la DMM (R2 = 0,786). En el eje de las abscisas la concentracion
del veneno y en el eje de las ordenadas se muestra la enzima Creatina quinasa en suero + desviacion
estandar (n=4). PBS: control negativo (Fuente: Esta investigacion).

El anélisis histoldgico confirmo la accion miotoxica del veneno. Se observaron alteraciones
y dafio en las fibras musculares, en comparacion con el control negativo (PBS), la severidad
y distribucion del dafio en el masculo fue directamente proporcional a la dosis de veneno
suministrada (tabla 3; figuras 20 y 21).

Tabla 3. Analisis comparativo estructural de musculo (gastrocnemio) sometido a diferentes dosis
de veneno de Bothrocophias campbelli del departamento de Narifio, Colombia.

. . Cambios . Infiltrado .
D/os![s, V.S /Arteriolas circulatorios Hemorragia inflamatorio Necrosis
(Hg/raton) Con Dis Sev Dis Sev Dis Sev Dis Sev Dis

PBS 1 2 2 2 - - 2 2 - -
1.25 2 2 2 2 2 2 3 2 1 1
2.5 2 2 2 2 1 2 3 2 3 1

5 2 2 3 2 2 2 3 4 3 3

10 3 2 3 2 3 2 3 4 4 3

20 3 2 3 2 3 2 3 4 4 3

V.S: Vaso sanguineo, Con: Congestion, Sev: Severidad de la afeccion en el campo visual. 1: Muy leve, 2:
Leve, 3: Moderado y 4: Agudo, Dis: Distribucion de la afeccion en el campo visual. 1: Focal, 2: Multifocal,
3: Foco extenso y 4: Difuso. - Sin cambios.
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Figura 20. Anélisis histol6gico del gastrocnemio de Mus musculus (corte transversal) inoculado con
diferentes dosis de veneno de Bothrocophias campbelli del departamento de Narifio, Colombia. A.
Control negativo (PBS), B. 1.25 pg/raton, C. 2.5 pg/raton D. 5 pg/raton, E. 10 pg/raton y F. 20
pg/raton. Las muestras fueron tomadas 3 horas después de la inyeccion local. Aumento 100x. Escala
200 pm (Fotografias: Sevilla — Sanchez, MJ., 2019).
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Figura 21. Andlisis histologico del gastrocnemio de Mus musculus (corte transversal) inoculado con
diferentes dosis de veneno de Bothrocophias campbelli del departamento de Narifio, Colombia. A.
Control negativo (PBS), B. 1.25 pg/raton, C. 2.5 pg/raton D. 5 pg/raton, E. 10 pg/raton y F. 20
pg/raton. Las muestras fueron tomadas 3 horas después de la inyeccion local de 50 pg de veneno.
Aumento 400x. Escala 10 um (Fotografias: Sevilla — Sanchez, MJ., 2019).

A nivel histologico el grupo control presento infiltrado inflamatorio en epimisio y escasas
celulas en perimisio, permaneciendo en la periferia del musculo. En la dosis 1.25 pg/raton se
presentaron leves focos de desorganizacion de las miofibrillas (Dmf) musculares (figura 23
A), con infiltrado inflamatorio (lif) en epimisio y miocitos, pequefios focos necroéticos con
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nacleos picnéticos y cariolisisados, rompimiento leve de fibras. En la dosis 2.5 pg/ratén
existe Dmf, lif polimorfonuclear neutrofilo y cambios circulatorios congestivos,
desorganizacion en fibras (Df), se aprecian miocitos necréticos con cariolisis y pérdida
eusinofila e hializada (figuras 22 B. y C.). En la dosis 5 pg/ratén adicional a lo anterior, se
aprecia rompimiento de las fibras por hipercontraccion (figura 22 D.) y focos necréticos con
cariorexis. En la dosis 10 pg/raton sumado a lo anterior se observan bandas de contraccion
(figuras 22 E. y F.) con un 55% de lesion degenerativa y mionecrosis. En la dosis de 20
pg/raton adicionalmente se detalla edema asociado a vasos sanguineos y arteriolas, con una
lesion del musculo del 70 - 75% con escasos focos sin cambios degenerativos.

Figura 22. Focos de dafio muscular ocasionados por diferentes dosis de veneno de Bothrocophias
campbelli A. Desorganizacion de miofibrillas musculares (actina y miosina), B. miocitos necroticos
con cariolisis y pérdida eusinofila (flecha izquierda) e hializada (flecha derecha) C. Foco extenso de
necrosis D. hipercontraccion de fibras musculares (corte longitudinal) E. Foco extenso de necrosis y
presencia de células satélite F. Bandas de contraccion (Fotografias: Sevilla — Sdnchez, MJ., 2019).
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5.5 Actividad hemorragica

La dosis hemorragica minima en piel (DHM) fue de 12.71 + 2.32 pg de veneno. La curva
dosis-respuesta se aproxima a una linea de tendencia lineal, representada en un coeficiente
de determinacion altamente significativo 0.975 (figura 23). La figura 24 muestra el registro
fotogréfico de las lesiones hemorréagicas producidas por diferentes dosis del veneno de B.
cambpelli de Narifio con las que se determind la DHM. El anexo H muestra las curvas a partir
de las cuales se obtuvo la curva promedio y los célculos respectivos.
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Figura 23. Actividad hemorragica producida por diferentes dosis del veneno de Bothrocophias
campbelli del departamento de Narifio, Colombia. La linea punteada representa la regresion lineal
obtenida para calcular la DHM (R2 = 0,975). En el eje de las abscisas la concentracion del veneno y
en el eje de las ordenadas se muestra las unidades hemorragicas (HaU) + desviacion estandar (n=4)
(Fuente: Esta investigacion).
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Figura 24. Lesiones hemorrégicas (areas: mm? y unidades hemorragicas: HaU) producidas por
diferentes dosis del veneno de Bothrocophias campbelli en modelos murinos. A. 96 pg/raton, B. 48
pg/raton, C. 24 pg/raton, D. 12 pg/raton, E. 6 pg/raton, F. 3 pg/raton y G. Control PBS (Elaborado

por: Sevilla — Sdnchez, MJ., 2018).
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El veneno de B. campbelli del departamento de Narifio (12.71 £ 2.32 pg/ratdn) presentd una
actividad hemorrégica minima similar a la determinada para B. campbelli de Ecuador (12
pg/raton) (figura 25) (Salazar-Valenzuela, et al., 2014).
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Figura 25. Comparacion de la dosis hemorragica minima (DHM) de B. campbelli del Ecuador (E)
respecto a B. campbelli de Narifio, Colombia (N, C). Las metodologias utilizadas para determinar
esta actividad bioldgica con los venenos de la especie en Ecuador y Colombia fueron diferentes
(Fuente: Esta investigacion).

Los resultados encontrados en esta investigacion y los reportados por Salazar-Valenzuela y
colaboradores (2014) no reflejan diferencias estadisticamente significativas entre las dosis
hemorragicas (p = 0.377, 95% de confianza).

6. DISCUSION

6.1 Dosis letal cincuenta (DLso)

La “capacidad letal” del veneno depende de la interaccion de sus componentes con el
organismo Yy las condiciones ambientales en las que la especie se desarrolla generando
multiplicidad de acciones fisiopatoldgicas toxicas y letales en sangre, 6rganos y diferentes
sistemas (Jiménez Porras, 1963). Si una serpiente ha desarrollado un veneno especializado
para la caza de un grupo zooldgico en particular o en un tipo de sustrato, tendra caracteristicas
que le garanticen efectividad especifica, pero con limitaciones durante un descenso
poblacional de sus presas. Por el contrario, si la especie esta dotada de veneno multifactorial
(efectividad para cazar diversos tipos de presa y/o en sustratos variados), las posibilidades de
supervivencia en un ecosistema cambiante y la adaptacion aumentan considerablemente.
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Esto hace que la letalidad y toxicidad de los venenos dependa del medio donde habita y las
condiciones ambientales que la rodean (comp. pers. Fernando Castro).

El veneno de B. campbelli del departamento de Narifio tiene una dosis letal (DLso) de 142.7
pg/raton, similar a la reportada para la misma especie en Ecuador (150 pg/raton). La letalidad
de este veneno también es similar a la de Bothrocophias microphthalmus, Bothrops
colombiensis, Bothrops venezuelensis, Bothriechis schlegelii y Lachesis muta, y en contraste,
tiene una potencia mas débil que el veneno Bothrops asper, B. ayerbei, B. atrox, B. punctatus
y Porthidium nasutum (tabla 4) (Salazar-Valenzuela et al., 2014). Aunque las diferencias a
nivel de letalidad se explican esencialmente por la variacion intra en interespecifica de los
venenos, también se deben considerar las variaciones inherentes a cada disefio experimental
relacionadas con la via de inyeccion y el biomodelo experimental (Méndez A. & Moreno R.,
2009).

Tabla 4 Dosis letal 50 del veneno de Bothrocophias campbelli comparada con DLsy de otros
vipéridos. Via de inoculacion: intraperitoneal (IP).

Especie Procedencia DLso (pg/raton) Autor
Bothrocophias Narifio, Colombia 142.7(111.4-179.8) Esta investigacion
campbelli Pichincha 'y Salazar-Valenzuela et al.

150 (132.9-169.3) (2014)

Esmeraldas, Ecuador
Bomboiza/Morona
Santiago, Ecuador

Tambo, Cauca

Valle del Patia, Cauca

Bothrocophias

microphthalmus

Bothrops asper
Bothrops ayerbei

225 (192-262) (Terdn & Lomonte, 2016)

100.9 (83.2-122.8)

50.07 (37.4-58.3) Mora-Obando (2010)

Uraba, Colombia 65.0 (53-81)
Bajo Cauca, Colombia 69.0 (53-89)
Costa Pacifica,
Bothrops atrox Colombia 58.0 (43-79) Otero et al. (1992)
Magdalena medio,
Colombia 62.0 (51-74)
El Guapo, Venezuela 197.2 Girdn et al. (2008)
Caucagua, Venezuela 98.6 Duque-Zerpa y Vargas
Bothrops colombiensis  Paracotos, Venezuela 83.54+£2.72 (2015)
Méndez A. y Moreno R.
Venezuela 304.3 (302.3-320.6) (2009)
Bothrops . Venezuela 254.8 (241.7-264.9) Mendez A. y Moreno R.
venezuelensis (2009)

Costa Pacifica,

Bothrops punctatus Colombia 47.0 (36-61)
Porthidium nasutum Urab, Colombia 82.0 (68-99)
Magdalena medio,
Colombia 62.0 (51-74)
Lachesis muta Costa Pamﬁca, 130.0 (106-160)
Colombia

Bothriechis schlegelii

Antioquia, Colombia

206.0 (158-268)

Otero et al. (1992)
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La similitud encontrada en la dosis letal (DL50) de Bothrocophias campbelli con Bothrops
colombiensis y Bothriechis schlegelii, se puede atribuir a la semejanza en composicion y
abundancia de algunas proteinas descritas para estas especies. En estos venenos también
predominan las PLAs con 44.3% y 43.8% respectivamente, frente a un 43.1% de PLA2s en
el veneno de B. campbelli, de igual manera tienen una abundancia similar de L-aminoécido
oxidasas, entre otras (figura 7) (Lomonte et al., 2008; Calvete et al., 2009). La similitud con
la DLso de Bothrops venezuelensis puede explicarse por la cercania filogenética entre ambas
especies, ya que se encuentran posicionadas dentro del mismo clado (Clado Bothrocophias)
segun el filograma consenso realizado con 2343 pb mitocondrial y 85 caracteres
morfoldgicos, siendo consideradas especies hermanas (Fenwick et al., 2009). La semejanza
de las DLso de B. campbelli y Bothrocophias microphthalmus, también puede atribuirse a
que son especies con caracteres evolutivos relacionados pertenecientes al mismo clado
(Alencar et al., 2016), estas dos especies se encuentra en habitat y altitud comparables en la
region de los Andes en Colombia, Ecuador y PerQ, por lo que su dieta esta estrechamente
relacionada (Cisneros-Heredia et al., 2006; Kuch, 2000; Vaca Guerrero, 2012).

Respecto a los signos clinicos observados post-inyeccion por el veneno de B.campbelli se
destacan la taquipnea, postracion e hipoactividad en el 100% de los modelos, datos similares
a los reportados para Bothrops colombiensis y Bothrops venezuelensis los cuales son
adjudicados generalmente al dolor local, principal manifestacion en los cuadros clinicos de
envenenamiento, en especial de tipo bothropico. Este signo local, en el departamento de
Narifio, se presenta entre el 76 y 91% de los casos (Méndez A. & Moreno R., 2009; Sevilla-
Sanchez et al., 2019). En modelos murinos también se han registrado efectos similares a los
detallados para el veneno de B.campbelli, causados por venenos de Bothrops colombiensis y
Bothrops venezuelensis como alteraciones respiratorias en periodos prolongados de
taquipnea, los cuales evolucionan a respiraciones lentas superficiales y entrecortadas y
periodos de apnea aproximadamente entre el 50 y 95 % de los ratones, asi como ataxia del
tren posterior en el 80% y mioclonias entre el 36 y 67 %, signos que normalmente se
atribuyen a afeccion a nivel neuroldgico (Méndez A. & Moreno R., 2009).

La leve accion de los venenos bothropicos sobre las estructuras encefalicas resalta la
importancia de la barrera hematoencefalica como elemento de proteccion para la difusion de
los componentes del veneno desde el espacio vascular local hacia el tejido nervioso, por lo
gue estos signos aparentemente neuroldgicos, se pueden atribuir de manera indirecta a la
isquemia y las hemorragias producidas generalmente en envenenamientos por vipéridos
(Méndez A. & Moreno R., 2009; Rodriguez-Acosta et al. , 2003). Los sintomas reportados
en modelos murinos para Bothrocophias campbelli del departamento de Narifio, son
equivalentes a los observados en modelos aviares con venenos bothrdpicos de B. jararacussu,
B. erythromelas, B. jararaca, B. asper B. moojeni y B. neuwiedi (Zamunér et al., 2004;
Duque-Zerpa & Vargas, 2015), también son similares a los reportados en accidentes ofidicos
en al area de distribuciébn de B. campbelli (Sevilla-Sanchez et al., 2019), y éareas
geogréaficamente relacionadas (Ayerbe-Gonzalez, 2009a).
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6.2 Actividad coagulante

La hemotoxicidad es una de las principales caracteristicas de los envenenamientos por
vipéridos, sus venenos contienen proteinas que causan la activacion inadecuada o exagerada
de diferentes factores de la coagulacion provocando alteraciones en el sistema hemostético
que conducen a desfibrinacién, coagulacion intravascular diseminada (CID) vy
trombocitopenia (Pizzuto, et al., 1978; Bergillos-Gasion & Rivas-Fernandez, 2013). Estas
proteinas son principalmente coagulantes y procoagulantes como algunas metaloproteinasas,
las cuales presentan una fuerte accion coagulante in vitro y consumen el fibrindgeno in vivo,
y las serina proteasas tipo trombina, que realizan clivajes semejantes a la trombina generando
coagulos de fibrina inestables con liberacion de fibrinopéptidos A, B o AB (Bergillos-Gasion
& Rivas-Fernandez, 2013, Castro et al., 2004).

Las serina proteasas generan inestabilidad y susceptibilidad a la degradacion por plasmina,
lo que dificulta la determinacion de sintomas causados por su accion metabdlica tales como
trombosis microcirculatoria y macrocirculatoria, tiempo de protrombina (PT), tiempos
parciales de tromboplastina (TPT), y reduccion del nivel de fibrindgeno, el cual puede ser
indetectable en las victimas (Castro et al., 2004; Fry et al., 2009). También desencadenan
actividades bioldgicas poco frecuentes como episodios temporales de opistotonos y un rapido
giro alrededor del eje largo el cual ha sido detectado en animales de laboratorio (Castro et
al., 2004).

El veneno de B. campbelli del departamento de Narifio present6 una dosis coagulante minima
de 12.3 + 0.5 pg/ratén, similar a la de otros venenos bothropicos como Bothrops atrox
(Ucayali, Pert 1), Bothrops colombiensis (Caucagua, Venezuela) y Bothriechis schlegelii. Es
considerablemente menor a las reportadas para el veneno de B. asper y mas alta que la
determinada para la misma especie en Ecuador (19.4 pg/ratén), para algunas poblaciones de
Bothrops atrox (Junin, Pert 2) y Cerrophidion godmani (Costa Rica) (tabla 5).

En general, el veneno de B. campbelli tiene una actividad coagulante débil en comparacion
con el veneno de diferentes vipéridos (tabla 5). Esta actividad se explicaria por la baja
abundancia de serina proteasas tipo trombina pese a que en su totalidad las serina proteasas
representan el 21.3% de los componentes del veneno (Salazar-Valenzuela y colaboradores,
2014). El proteoma de B. cambpelli evidencia que algunas de las proteinas, identificadas por
homologia con las bases de datos, corresponden a serina proteasas con potencial para actuar
en el sistema hemostatico y metaloproteinasas que activan el factor X de la coagulacion
(Salazar-Valenzuela et al., 2014).
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Tabla 5 Dosis coagulante minima del veneno de Bothrocophias campbelli comparada con DCMs

de otros vipéridos.

Especie Procedencia DCM (ug de veneno) Autor
Narifio, Colombia 12.3+05 Esta investigacion
Bothrocophias campbelli Pichinchay 19.4 Salazar-Valenzuela et
Esmeraldas, Ecuador ' al. (2014)
Atlantico, Costa Rica 1.63+0.07
Pacifico, Costa Rica 1.76 £0.03
Bothrops asper El Tambo, C_auca, 0.37 £0.05 Mora-Obando (2010)
Colombia
Valle del Patia,
Colombia 0.96 £0.1
Amazonas, Pert 1 2.6
Amazonas, Per( 2 15
Amazonas, Perd 3 2.1
Bothrops atrox 332:2 sz ; 661'?1 Ortiz et al. (2012)
Ucayali, Per 1 13.8
Ucayali, Per( 2 2.7
Ucayali, Peru 3 2.6
Caucagua, Venezuela 11.0+0.7 Rodriguez-Acosta et
L al. (2016) (Ortiz et
Bothrops colombiensis El Guapo, Venezuela 18.0+£1.2 al., 2012)(Ortiz et al.,
2012)
Atropoides nummifer Costa Rica 33.56 £ 0.60
Cerrophidion godmani Costa Rica 64.50 £ 0.83
Bothriechis schlegelii Costa Rica 12.85+0.33 Ortiz et al. (2012)
Lachesis stenophrys Costa Rica 9.86+0.10
Crotalus durissus durissus Costa Rica 26.9+0.17

Las variaciones observadas entre las dosis coagulantes minimas determinadas para B.
campbelli de Narifio y Ecuador son producto de la variacion intraespecifica reportada
también para otras especies de vipéridos. Por ejemplo, las DCMs de los venenos de Bothrops
colombiensis de Caucagua (11.0 = 0.7) y EI Guapo (18.0 + 1.2) en Venezuela, asi como
también las de Bothrops atrox de Per( procedentes de tres zonas geograficas distintas,
reflejan este tipo de variacion (tabla 5) (Rodriguez-Acosta y colaboradores , 2016; Ortiz y

colaboradores, 2012).
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6.3 Actividad edematizante

Uno de los signos mas comunes en los envenenamientos por vipéridos es el edema, el cual
se manifiesta en un 95% de los casos. Este sintoma generalmente se presenta en los primeros
5 minutos y tiene un pico maximo a los 60 minutos tras la mordedura. Se produce por accién
mixta de proteinasas y fosfolipasas como resultado de la actividad proteolitica de los
venenos. Estos componentes inician la liberacion de sustancias vasoactivas (bradiquinina e
histamina) y prostaglandinas, las cuales inducen la dilatacion venulo-capilar y formacion de
coagulos de fibrina (Bergillos Gasion & Rivas Fernandez, 2013).

La DEM de B. campbelli fue de 1.0 + 0.3 pg, dosis semejante a las reportadas para venenos
de especies de los géneros Bothrops (B. asper y B. atrox) y Porthidium (P. nasutum) en
Colombia y a Bothrops colombiensis de Venezuela (tabla 6). La fuerte actividad
edematizante producida por el veneno de B. campbelli se debe a la alta abundancia de
fosfolipasas A2 (43.1%), principalmente del tipo Lys49 y diferentes isoformas de estas
proteinas, las cuales causan por permeabilizacion directa dafio en las membranas celulares
ocasionando procesos inflamatorios y las de tipo Asp49, por su parte, producen efectos
edematogénicos como consecuencia de la liberacion de acidos grasos (Duque Osorio et al.,
2007; Salazar-Valenzuela et al., 2014).

Tabla 6. Dosis edematizante minima del veneno de Bothrocophias campbelli comparada con la DEM
de otros vipéridos. Via de inoculacion: subcutanea almohadilla plantar (S.C)

. . DEM (ug de
Especie Procedencia veneno) Autor
Bothrocophias campbelli Narifio, Colombia 1.0+£0.3 Esta investigacion
Bothrops asper Antlﬁslfn)]/b?ahoco, 1.2+0.06 Otero et al. (2002)
Urabé, Colombia 21+£0.38
Bothrops atrox Bajo Cauca, Colombia 1.3+£05 Otero et al. (1992)
Costa Pacifica, Colombia 05+04
Bothrops colombiensis Paracotos, Venezuela 0.62 +0.04 Duque-Zerpa y Vargas (2015)
Bothrops neuwiedi Argentina 2.05 Acosta de Pérez et al. (1998)
Bothrops punctatus Costa Pacifica, Colombia 0.7+0.3 Otero et al. (1992)
Uraba, Colombia 24+09 Otero et al. (1992)
Porthidium nasutum Magdalena medlo, 10402 Otero et al, (1992)
Colombia
Lachesis muta Costa Pacifica, Colombia 21+0.8 Otero et al. (1992)
Bothriechis schlegelii Antioquia, Colombia 10.3+1.9 Otero et al. (1992)

La similitud encontrada entre las DEMs de Bothrocophias campbelli con Bothrops
colombiensis, B. asper y B. atrox, se puede atribuir a la presencia y abundancia de proteinas
que participan procesos inflamatorios, tal es el caso de las PLA2s con abundancias del 44.3%,
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45.1% (B. asper del pacifico) y 24.1% respectivamente, entre otras proteinas que también
contribuyen con la generacién de edema (figura 7) (Alape-Giron et al., 2008; Calvete et al.,
2009; Nufiez et al., 2009).

Entre los factores proteicos asociados a la formacion de edema se encuentran: sustancias
liberadoras de bradiquininas e histamina (eutacoides liberados durante el envenenamiento),
las kininogenasas ¢ polipéptidos liberadores de kininas, los cuales incrementan la
permeabilidad de la membrana vascular sin destruirla, enzimas proteoliticas similares a
tripsina, proteinas del sistema del complemento (anafilatoxinas) y las PLA2, las cuales
generan la pérdida en la estabilidad de la membrana celular por accion directa sobre los
fosfolipidos de membrana y/o por la acumulacién de productos de hidrélisis como los
lisofosfolipidos y &cidos grasos, entre los que se destaca el &cido araquiddnico, uno de los
mensajeros esenciales en los procesos inflamatorios (figura 26) (Martinez-Vargas, 1990).

La accion de las serina proteasas y metaloproteinasas hemorréagicas de los venenos de
serpientes también contribuye con la actividad edematogenica. Las SVMP tipo P-1 ocasionan
dafios prominentes en los tejidos locales que provocan hemorragia y mionecrosis indirecta,
ejerciendo una actividad proinflamatoria y predominando la formacién de edema y ampollas,
efectos que concuerdan con los observado en esta investigacion (figura 26) (Rucavado et al.,
1995).

El edema se caracteriza por tener un aspecto duro, de color eritematoso y posteriormente
equimatico, constante en las 24 horas posteriores al envenenamiento, con presencia de dolor
que suele ser de moderado a agudo y resolucion lenta que puede durar varios dias, lo cual
concuerda con lo observado. Dependiendo de los segmentos corporales afectados, la
severidad del edema se clasifica en: leve cuando afecta un solo segmento de una extremidad
(no flictenas, no mionecrosis), moderado cuando afecta de 2 a 4 segmentos (si, flictenas, no
mionecrosis) y grave mas de 4 segmentos afectados (si, flictenas, si mionecrosis). A partir de
este patron y la categorizacion de la severidad, es posible sefialar que las dosis de 5y 10 ug
del veneno de B. cambpelli de Narifio causaron una severidad entre moderada y grave en la
almohadilla plantar del raton (figuras 19 E. y F.) (Bergillos Gasion & Rivas Fernandez,
2013).
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Figura 26. Formacion de edema por accion del veneno de serpientes. La homeostasis se ve alterada
por dafio en las células endoteliales (C.E) como resultado de la accion de fosfolipasas Az (PLAY),
proteinas del sistema del complemento (P.sc), polipéptidos liberadores de kininas (P.L.K), enzimas
proteoliticas similares a tripsina (E.P.T), serina proteasas (SP) y metaloproteinasas tipo P-I
(SVMP(P-1)), esta pérdida de estabilidad celular ocasiona un desequilibro en el intercambio de
fluidos entre el espacio intra y extracelular (E.E) y como consecuencia se desarrolla el edema
(Elaborado por: Sevilla — Sanchez, MJ., 2019)

6.4 Actividad miotoxica

En general, los venenos bothropicos producen cuadros clinicos con efectos mionecroticos
prominentes, con algunas excepciones (e.g. B. ayerbei). Esta capacidad de ocasionar
alteraciones en musculo, resultante en dafio a fibras musculares esqueléticas, es atribuido a
las miotoxinas, presentes en gran parte de los venenos de vipéridos, clasificadas
principalmente en 3 grupos: miotoxinas de bajo peso molecular (crotamina), cardiotoxinas,
y miotoxinas con actividad fosfolipasa A> (Martinez-Vargas, 1990; Lomonte et al., 2003;).

La DMM de B. campbelli fue de 3.9 + 2.5 ug de veneno, dosis que es similar a las reportadas
para venenos bothrépicos. Debido a variaciones metodoldgicas, modelo biolégico utilizado
método de cuantificacion de CK no se incluyen comparaciones con otros estudios. La fuerte
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actividad miotoxica producida por el veneno de B. campbelli se debe a la alta abundancia de
fosfolipasas A> (43.1%), principalmente del tipo Lys49, las cuales producen mionecrosis
local por dafio directo de la membrana celular de los miocitos (Lomonte et al., 2003; Salazar-
Valenzuela et al., 2014)

El mecanismo de accion de las PLA>s de tipo Lys49 se basa en la interaccion directa de las
regiones C y N-terminal de la proteina con la membrana celular de los miocitos. La region
N-terminal participa en el reconocimiento interfacial entre la PLA. y los sitios anionicos de
la membrana (fosfolipidos cargados negativamente), formando una estructura anfifilica,
cationica-hidrofobica con los residuos 115-129. A diferencia de las PLA>s del tipo Asp49,
estas miotoxinas carecen de actividad fosfolipolitica intrinseca, por lo que el dafio muscular
es resultado de la interaccion electrostatica entre la proteina y los componentes de la
membrana de la célula muscular, ademéas se ha demostrado que la coexistencia de los dos
tipos de PLA: en los venenos ocasiona un sinergismo Yy potencia el dafio celular, causando
un mayor efecto citotoxico y miotéxico (figura 27) (Lomonte et al., 2003; Mora-Obando et
al. , 2014).

Regién Regién Actuacion independiente

N-terminal  C-terminal
T3
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la membrana
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$ 0

[l 1
H0  Ry—C—OH CH—0—C—Ry
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entre K49 y componentes de
membrana

H—0—CH 0
Permeabilizacion directa D49 CHy—0—P—0—X
o
Actuacion combinada
Daiio muscular Accibn sinérgica Daiio irreversible a la membrana celuar

(miotoxicidad)

Figura 27. Mecanismo de accidn de las PLA,s Lys49 (K49) y Asp49 (D49). Cada tipo de PLA; tiene
la capacidad de causar citotoxicidad in vitro o mionecrosis in vivo de forma independiente como
resultado del dafio ocasionado a la membrana. Las miotoxinas Asp49 desestabilizan la membrana por
hidroélisis enzimatica de los fosfolipidos (PL) y la consiguiente produccidon de lisofosfolipidos (liso-
PL) y &cidos grasos (FA), mientras que las toxinas Lys49 ejercen un mecanismo de permeabilizacion
directa a través de su region C y N-terminal por medio de interacciones electrostéticas (©)
(Modificado por: Sevilla — Sanchez, MJ., 2019 de: Mora-Obando et al., 2014).
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El ensayo biolégico de miotoxicidad in vivo, permite determinar el dafio a nivel muscular por
cuantificacion de la actividad de la enzima creatina quinasa en sangre; esta enzima se
encuentra en masculo, corazon y cerebro, donde favorece la generacion de ATP a partir de
fosfocreatina y es liberada a la sangre cuando ocurre dafio celular (Wallimann et al., 1992).
Durante un envenenamiento por mordedura de serpiente, si el veneno contiene fosfolipasas
miotoxicas, la CK alcanza valores elevados respecto a los valores basales normales, incluso
antes que la evolucién completa del cuadro histolégico, por lo que se recomienda utilizar la
cuantificacion de la actividad de esta enzima para predecir la severidad de este tipo
envenenamiento (Martinez-Vargas, 1990).

A nivel histolégico, el dafio en células musculares causado por el veneno de B. campbelli
oscilé entre el 55 — 75% en las dosis mas altas del veneno y fue evidente desde dosis
inferiores. Este resultado es consistente con la abundancia de PLA2s determinada para el
veneno de B. campbelli de Ecuador y el ensayo de miotoxicidad, tal como se ha reportado
para algunas poblaciones de Bothrops asper y B. neuwedii. Contrario a otros venenos
bothrépicos, como el de Bothrops ayerbei, B. alternatus, otras poblaciones de Bothrops
asper, Porthidium lansbergii lansbergii, Porthidium nasutum y Atropoides picadoi, los
cuales histolégicamente evidencian infiltracion de globulos rojos entre las fibras musculares
la cual oscila entre moderada a severa, este veneno no genera hemorragia intensa, lo que
concuerda con la baja abundancia de metaloproteasas (15.8%) establecidas para el veneno de
la especie en Ecuador y el ensayo de actividad hemorragica realizado en este estudio (tabla
7) (Gutiérrez & Chaves, 1979; Acosta de Pérez et al., 1998; Mora-Obando, 2014; Mora-
Obando et al., 2014; Jiménez-Charris et al., 2015).

Tabla 7. Efecto mionecrético del veneno de Bothrocophias campbelli comparada con el efecto
producido por otros vipéridos.

Especie Procedencia Efecto mionecrético Autor
Bothrocophias campbelli Narifio, Colombia Severo Esta investigacion
Bothrons asper Atléantico, Costa Rica Severo
ps asp Pacifico, Costa Rica Severo
Atropoides picadoi Moderado
Atropoides nummifer Moderado Gutiérrez y Chaves
Bothriechis lateralis Costa Rica Leve (1979)
Bothriechis schlegelii Severo
Cerrophidion godmani Moderado
- Costa Rica Moderado
Porthidium nasutum — -
Atléntico, Colombia Moderado _— .
Porthidiom lansberdi Jiménez-Charris et al.
SOerg Atlantico, Colombia Moderado (2015)
lansbergii
Porthidium qphryomegas _ Moderado Gutiérrez y Chaves
Lachesis muta Costa Rica Leve
- (1979)
Crotalus durissus Leve
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El infiltrado inflamatorio polimorfonuclear neutrofilo observado en el tejido muscular del
gastrocnemio de Mus musculus también es un indicador de dafio. Estos leucocitos se
caracterizan por ser el componente mas abundante en la sangre, los cuales representan
alrededor del 60% y se activan al aumentar la liberacion de calcio intracelular como resultado
del dafio provocado por los componentes del veneno. A su vez, los cambios vasculares
favorecen la invasion de neutréfilos en el masculo donde desbridan el tejido dafiado por
medio de fagocitosis. Dependiendo de la magnitud de la invasion es posible predecir si la
mionecrosis es leve, moderada o aguda, por lo tanto a mayor dafio, mayor presencia de
infiltrado inflamatorio en la zona y mayor &rea de infiltracion; asi, el dafio mionecrético y la
pérdida de la arquitectura muscular ocasionados por el veneno de B. campbelli del
departamento de Narifio present6 una fuerte accion miotdxica (figuras 23, 24 y 25; tabla 3)
(Pascual Guardia, 2015).

6.5 Actividad hemorragica

Los envenenamientos de la familia Viperidae, se caracterizan por una sobresaliente
hemorragia local y sistémica, esta actividad constituye uno de los problemas mas relevantes
dentro de la compleja fisiopatologia que desencadenan estos accidentes (Bergillos-Gasion &
Rivas-Fernandez, 2013). El efecto hemorréagico, ademés de producir una perdida masiva de
sangre sistémica que conduce a trastornos hemodinamicos, genera dafio tisular local, una
pobre regeneracion muscular y shock cardiovascular (Pizzuto et al., 1978; Warrell, 2010;
Bergillos-Gasion & Rivas-Fernandez, 2013; Gutiérrez et al., 2016).

La DHM de B. campbelli del departamento de Narifio fue de 12.71 + 2.32 pg, similar a la
reportada para la misma especie en Ecuador (12 ug). Al compararla con DHMs de otras
especies de vipéridos, es similar a la de algunas poblaciones de Bothrops colombiensis
(Caucagua, Venezuela) y menor a las reportadas para los venenos de especies colombianas
como Bothrops asper, Bothrops atrox, Lachesis muta entre otras (tabla 8). Por lo tanto, al
igual que el veneno de B. campbelli del Ecuador, el veneno de la misma especie en Narifio
tiene una deébil actividad hemorragica local, atribuida a la baja abundancia de
metaloproteinasas (15.8%), las cuales en su mayoria presentan actividad trombolitica,
hemorragica y actian como inhibidores de la agregacion plaquetaria (Salazar-Valenzuela y
colaboradores, 2014)

El método usado para determinar la actividad hemorragica minima en este estudio fue el de
Jenkins et al (2017), por lo que las diferencias observadas en comparacion con dosis
previamente reportadas podrian ser inherentes al método utilizado (figura 24). EI método
tradicional considera Unicamente el area hemorragica, mientras que el de Jenkins et al.
(2017), ademas del area, tiene en cuenta la intensidad del area hemorragica la cual esta
estrechamente relacionada con la cantidad de hemoglobina extravasada presente en la
muestra. Se ha demostrado que la actividad hemorrégica calculada a partir del andlisis de
imagen por medio del software Inskape, es congruente con la actividad obtenida por
cuantificacion de hemoglobina extravasada (Jenkins et al., 2017).
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Tabla 8. Dosis hemorragica minima del veneno de Bothrocophias campbelli comparada con DHMs

de otros vipéridos. Via de inoculacion: intradérmica (ID).

. . DHM (ug de
Especie Procedencia venena) Autor
Narifio, Colombia 12.71+£2.32 Esta investigacion
Bothrocophias campbelli Pichincha y Esmeraldas, 12 Salazar-Valenzuela et al.
Ecuador (2014)
Bothrops asper Tambo, Cauca 1.44+0.2
Bothrops ayerbei Valle del Patia, Cauca 0.24 £ 0.04 g Mora-Obando (2010)
Uraba, Colombia 1.7+0.6
Bajo Cauca, Colombia 43+0.6
Bothrops atrox Cos'ga Pacifica, Colombia 3.3+07 Otero etal. (1992)
Perd 6.45 +0.43
El Guapo, Venezuela 5.3 Duque-Zerpa y Vargas
Bothrops colombiensis Caucagua, Venezuela 11.6 (2015)
Paracotos, Venezuela 34.62 £ 6.25
Bothrops neuwiedi Bolivia 7.0+19
Bothrops punctatus Costa Pacifica, Colombia 0.7+0.1
- Urab, Colombia 34+038
Porthidium nasutum Magdalena medio, Colombia 05402 Otero et al. (1992)
Lachesis muta Costa Pacifica, Colombia 24+£04
Bothriechis schlegelii Antioquia, Colombia 20.4+0.5

Las lesiones hemorragicas a nivel dérmico se producen en dos pasos: 1) lesién o dafio de
porciones del endotelio generado por mediadores inflamatorios (como la histamina y la
serotonina) liberados por toxinas hemorragicas en las uniones de células endoteliales
intercelulares y 2) extravasacion de hematies por dafio endotelial, debido a la inflamacion
local, la contraccion de las células endoteliales y el ensanchamiento de las uniones
intercelulares en las vénulas, facilitando asi la extravasacion por rexis (mecanismo
predominante) o por diapédesis (Gutiérrez et al., 2005).

Estos pasos causan las lesiones hemorragicas observadas en el modelo murino utilizado
(figuras 24 y 28) producto de la hidrdlisis de sustratos claves en la estabilidad mecanica de
las células endoteliales de la membrana basal (MB) de los capilares. Las SVMP hemorragicas
son capaces de hidrolizar laminina, colageno tipo IV, VI y XV, nidégeno y perlecan,
proteinas presentes en la MB y la matriz extracelular, esto debilita la MB por pérdida de su
integridad y aumenta la distensibilidad de la pared de los microvasos, afectando la
hemodinamica y alterando las fuerzas que operan en la microcirculacion (fuerza hidrostatica
y hemodinamicas), lo que culmina en extravasacion de los diferentes componentes de la
sangre (figura 26 y 28) (Ohsaka, 1979; Martinez-Vargas, 1990; Escalante, et al., 2011;
Gutiérrez et al., 2016).
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Figura 28. Modelo de dos pasos para explicar el mecanismo de accién de las SVMPs hemorragicas
en el escenario microvascular (Modificado por: Sevilla — Sanchez, MJ., 2019 de: Escalante, et al.,
2011).

Las metaloproteinasas (SVMP), suelen ser uno de los componentes mas abundantes de los
venenos bothrépicos, causan areas de extravasaciones considerables hasta el punto de formar
un parche de superficie sangrante (Gutiérrez et al., 2016). El veneno de B. campbelli de
Ecuador esta conformado por SVMP tipo PI, PIl y PIIl. Las SVMP PI, tienen un efecto
localizado ya que son inhibidas por la a2-macroglobulina en sangre, actuan como factores
hemodinamicos ya que degradan componentes de la membrana, inducen varios cambios
degenerativos que afectan la morfologia y viabilidad de las células endoteliales, por lo que
la tension del fluido y la presion hidrostatica en los capilares previamente debilitados, pueden
conducir a hemorragia y dafio tisular local caracteristico de estos envenenamientos. Las
SVMP PIl y PIII son potentes toxinas hemorragicas por sus dominios Desintegrina, y Dis-
Like (similares a desintegrinas) ricos en Cisteina respectivamente y estan asociadas a
hemorragia sistémica, debido a que sus dominios no son facilmente inhibidos por a2-
macroglobulina (Rucavado et al., 1995).
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CONCLUSIONES

Las actividades bioldgicas determinadas para el veneno estudiado de la especie
Bothrocophias campbelli de Narifio (Colombia), son semejantes a las determinadas para B.
campbelli de Ecuador. Las variaciones en las dosis minimas de los diferentes ensayos
bioldgicos entre estas dos poblaciones se atribuyen a la variacion intraespecifica de los
venenos, caracteristica observada en diferentes especies de del género Bothrops.

Se confirman los leves efectos hemorragico y coagulante y las fuertes actividades
edematizante y miotoxica, los cuales se podrian explicar por una baja abundancia de
metaloproteasas y serina proteasas de tipo trombina y por la alta abundancia de fosfolipasas
miotdxicas respectivamente con base en el proteoma reportado para la especie en Ecuador.
Esto sugiere que el cuadro clinico de envenenamiento ocasionado por Bothrocophias
campbelli del departamento de Narifio, podria caracterizarse por hemorragia escasa, leves
trastornos en la cascada de coagulacion y, por el contrario, mionecrosis y edema fuertes que
podrian dar lugar a sindrome compartimental y gangrena.

Se determino por primera vez las actividades de este estudio para la especie Bothrocophias
campbelli en Narifio, asi como la dosis edematizante minima y la dosis miotoxica minima
para el veneno de la especie Bothrocophias campbelli en general dosis edematizante minima
y la dosis miotoxica minima para el veneno de Bothrocophias campbelli y al igual que la
mayoria de los venenos bothropicos, principalmente del género Bothrops, el veneno de esta
especie tiene una actividad edematizante y miotoxica muy fuerte.

Los efectos histopatolégicos producidos por el veneno de B. campbelli en masculo estriado
son coherentes con la cuantificacion de actividad de CK en plasma. A bajas dosis de veneno
la accion inflamatoria con infiltrados polimorfonucleares neutréfilos se hace evidente y la
desorganizacion de miofibrillas musculares sugiere dafio en la actina y miosina de las fibras.

Los signos de envenenamiento producidos por el veneno de Bothrocophias campbelli en los
ensayos in vivo fueron similares a los observados en especies con caracteristicas protedmicas
similares como Bothrops colombiensis y Bothrops venezuelensis. Lo anterior es un ejemplo
mas de la congruencia entre el proteoma y los efectos locales y sistémicos producidos por los
componentes del veneno en modelos murinos, lo cual permite comprender los signos y
sintomas observados durante el envenenamiento y minimizar consecuencias fatales como se
ha reportado para Bothrocophias colombianus (comp. pers. Santiago Ayerbe).
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RECOMENDACIONES

Colectar venenos de otros individuos de Bothrocophias campbelli, para caracterizarlos y
determinar la variacion intraespecifica del veneno para la poblacion de esta especie en el
departamento Narifio (Colombia).

Es importante determinar efectos biologicos adicionales, tales como la actividad
dermonecrotizante y desfibrinogenante, con el fin de profundizar y entender gran parte de los
efectos locales y sistémicos producidos por el veneno de B. campbelli en caso de accidente
ofidico.

Determinar el potencial de neutralizacion de los sueros antiofidicos disponibles en el Instituto
departamental de Salud en Narifio para el tratamiento de envenenamientos de tipo bothrépico
frente al veneno de Bothrocophias campbelli, con el objetivo de verificar la efectividad en el
tratamiento clinico y brindar una mejor atencion primaria, disminuyendo secuelas graves.

Con base en el proteoma determinado para la especie en Ecuador y con el analisis de las
actividades biologicas desarrolladas en este estudio, resulta interesante comprender la accion
de las PLA> miotoxicas sobre las membranas celulares, desarrollando investigaciones que
permitan conocer los sitios de reconocimiento de estas proteinas, mecanismos de accion
particulares, entre otros, que permitan aprovechar dichos mecanismos de accion a nivel
biotecnologico y evaluar su potencial terapéutico.

Comparar los perfiles toxinoldgicos y proteémicos de B. campbelli con otras especies del
género. Reconocer este tipo de variacion interespecifica del veneno no solo aporta al
entendimiento de la historia evolutiva de las especies, sino también al contexto clinico como
se ha descrito en diferentes investigaciones.
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ANEXOS

Anexo A. Formulario de consentimiento informado disefiado por Maria José Sevilla Sdnchez
para donantes de sangre periférica y aprobado por comité de ética de la Universidad de
Narifio.

UNIVERSIDAD DE NARINO
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS ¥ NATURALES
PROGRAMA DE BIOLOGIA
GRUPO DE INVESTIGACION EN ECOLOGIA EVOLUTIVA - GIEE

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA DONANTES DE SANGRE
PERIFERICA

Este formularic de consentimiento informado se dirige & hombres y mujeres mayores de
edad que de manera voeluntaria deseen donar 15 ml de sangre para evaluar la actividad
coagulante del veneno de Bothrocophiag campbelli, aclividad necesaria_para el desarrollo
de la investigacion: “PERFIL TOXINOLOGICO DEL VEMENO DE LA VIBORA BOCA DE
SAPO Bothrocophias campbelli [FREIRE LASCANO, 1931] DEL DEPARTAMENTO
DE NARIr:ID, COLOMBIA®

Hombre del Investigader Principal: Maria José Sevilla Sanchez

Hombre de los Asesores: Diana Lorena Mora Obando, Jhon Jairo Calderdn Leytan, Jimmy
Alexander Guerrero Vargas y Sanfiago Ayerbe Gonzalez

HNombre de la Organizacion: Universidad de Marifio

Entidad Financiadora: Vicerecioria de Investigaciones, Postgrados y Relaciones
Internacionales (VIPRI)

& continuacion, le brindaremos un breve resumen de la propuesta (Parte 1) y posteriormente
encontrara el formulario de consentimiento para complementar (Parte 11).

PARTE I: INFORMACION GENERAL
INTRODUCCION

Maos gustaria invitarte a participar en un estudio cientifico que pretende evaluar algunas
actividades bicldgicas del veneno de la vibora boca de sapo. Esta investigacion se
realizara en la Universidad de Marino en cooperacion con la Universidad del Cauca v
contara con apoyo cientifico del Grupo de Invesfigacién en Ecclogia Evolutiva v el
Departaments de Biologia de la Facultad de Ciencias Exactas y Maturales de s
Universidad de Marifo, asi come del Grupo de Investigaciones Herpetologicas vy
Toxinologicas v el Centro de Investigaciones Biomedicas de la Universidad del Cauca.

Particularmente, este estudio pretende evaluar la toxicidad v las actividades biologicas
locales v sistémicas producidas por el veneno de Bothrocophias campbell, de esta manera
conoceremos la sintomatologia gue pueden presentar los pacientes envenenados por esta
serpiente y brindaremos informacion a las entidades de salud publica para mejorar su
tratamiento, lo que a futuro contribuira con la disminucidn de las secuelas mas graves.

Zi no entiende, tiene dudas o necesita alguna aclaracion en relacicn a la naturaleza del
estudio no dude en preguntamos, procuraremas despejar sus inguietudes. Recuerde gue
tampoco tiene gque decidir hoy si desea participar en esta investigacion, antes de decidirse
puede hablar con alguien yio consultar sobre el tema de investigacion hasta que se sients
completamente seguro(a) de participar. Recuerde que su participacien es voluntaria asi
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que es usted quien decide participar o no en ella sin que esto traiga ninguna consecuencia
adversa.

La politica de tratamiento y proteccidn de sus datos perscnales se realizara segin ko
establecido por la ley 1581 de 2012 Decreto 1377 de 2013 por la cual se dictan
disposiciones generales para la proteccion de datos personales y las normas gue la
complementan, modifican o adicionan.

Si decide participar entonces:

# Un fécnico de laboratoric capacitado, tomara una muestra de sangre de
aproximadamente 15 ml de su brazo. En el procedimients se desinfectara la zona de toma
de muesira, se realizard un pequenc pinchazo v se exiraera la sangre en un fubo
vacuntaimer con anticoagulante; finalmente, se limpiaria nuevamente la zona del pinchazo
¥ s& hara presion scbre el para estimular la coagulacion.

# La muestra obtenida de sangre sera procesada inmediatamente y se haran
exclusivamente las pruebas necesarias para esta investigacion. Mo se almacenara la
muestra ni se ufilizara para ningan proposito diferente al de esta investigacion.

Riesgos: Se considera que el proyecto N0 representa mayor riesgo para la salud humana
debido a que la cantidad de sangre no supera la considerada como riesgo minimo por el
Ministerio de la Proteccion Social en la resolucicn 8430 de 1883, Sin embargo, en casos
exfremos se podria causar una peguena perforacion venosa que podria generar un
hematoma (morado), que normalmente desaparece a kbs pocos dias de la toma de
muestra. Si hubiese una complicacion adicional, puede acwdir & nuestro laboratorio ¥ se
remitira & un profesional de salud que se encargue de valorarlo y medicarko si es necesario;
en estos casos bs gastos coreran por cuenta del proyecio de investigacion.

A nivel ambiental, el proyecto es viable ¥y no presenta impacios negativos para la salud
humana. Mo hay riesgo para la salud de la poblacion, debide a la cantidad minima de
residuocs generados, no se esperan efectos adversos significatives sobre la cantidad y
calidad de los recursos naturales renovables, incluidos el suelo, agua v aire. Todas las
muestras seran manejadas de acuerdo com las normas esiablecidas por el decreto Mo.
2676 de diciembre 22 del 2000, por el cusl se reglamenta la gestion de los residuos
hospitalarios y similares, con el decreto 2811 de 1874 (Codige Macional de Recursos
Maturales y de Proteccion al Medic Ambiente) v el decreto 4741 de 2005 del Ministerio del
Medio Ambiente.

Molestias: Generalmenis las molesiias son menores, son similares a las gque se presentan
al tomar uma muestra de sangre para analisis de laboratoros, esto incluye el pequeno
dolor durante el pinchazo de la extraccion de sangre, y eventualmente la formacion de un
pequeno hematoma (morado) que nermalmente desaparece a los pocos dias de la toma
de muestra.

Beneficios: Al participar estaria confribuyendo en el desarmrollo de conocimiento cientifico
sobre esta vibora, la foxicidad de su veneno y los efectos que produce en las victimas,
adicionalmente los resultados podrian contribuir a futuro para mejorar el manejo de los
pacientes afectados por este envenenamiento durante el tratamiento v consecusntemente
salvar su vida.
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persona v que no recibiré compensacion econdmica alguna. Se me ha proporcionado el
nombre de tres investigadores que pueden ser facilmente contactados usanda la direccion,
el e-mail y el teléfono, por lo cual,

DECLARO:

Jue he recibido foda la informacion clara ¥ concreta en forma oral v escrita, por parie de
Maria Jose Sevilla Sanchez, el dia ___ del mes de del ano .
sobre el frabajo de investigacin: “PERFIL TOXINOLOGICO DEL VEMEMO DE LA
VIBORA BOCA DE SAPO Bothrocophias campbelli [FREIRE LASCANO, 1931] DEL
DEPARTAMENTO DE NARING, COLOMBIA".

ke han advertide que, en el procesa de investigacicn, en ningln momento se hara pablico
mi nombre yo documento de identificacion, salvaguardando la confidencialidad de la
informacién suministrada v mi privacidad, como tampoco saldran a ks luz publica hechos
relacicnados gue puedan identificarme v sobre los cuales se guardaran siempre ¥ en todo
el estudio, todas las reservas y discrecionalidades comespondientes.

KMe han explicado y he comprendide satisfactoriamente la naturaleza y propésito del
esiudio aludido en el gue se incluira un total de investigados y de las posibles
implicaciones gue podria tener, especialmente gue no comro ningun riesgo. He podido
preguntar mis inquietudes al respecto v he recibido las respuestas y explicaciones en
forma satisfactoria. También se me ha informado de mi derecho a participar
voluntariamente en la investigacion y la posibilidad de retirarme sin ningln tipo de
consecuencias, por ko tanfo,

AUTORLED:

Para que Maria José Sevilla Sanchez por medio de Beatriz Elisa Piamba Ruiz técnico de
laboratoric, me realice la toma de muesira de sangre reguerida para la investigacion cuya
informacicn detallada precede a este consentimiento. Esta autorizacién se concede por el
térming de {4 meses) a partir del dia de la firma del presente consenfimiento.

El grupe investigador se compromete a informarme de los resultados globales o parciales
de la investigacién, yio de los que de manera positiva o negativa puedan influsnciar en mi
estado social o de salud.

En constancia, se firma el presente documento, en dos copias, una para el investigador vy
ofra para el investigado, con sus anexos (si los hay) en Popayan, a los dias del
mes de del ano

ORIGINAL FIRMADA

Mombre del participante Firma v cedula del participante Huella
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Anexo B. Requisitos aceptados para investigaciones biomédicas con animales.

VICERRECTORIA DE INVESTIGACIONES, POSTGRADOS Y RELACIONES
INTERNACIONALES
EVALUACION Y APROBACION ETICA DE PROYECTOS
COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION

REQUISITOS ESPECIALES

DE LA INVESTIGACION BIOMEDICA CON ANIMALES

En el caso de investigacion con animales se debera tener en cuenta la Ley 84 de 1989 y la Ley
1774 de 2016, lo siguiente:

iSe indica que la experimentacion de animales se realiza
1 después de estudiar su importancia para la salud humana Si X No
o animal y para el avance del conocimiento biologica?

iSe sefiala que los animales seleccionados para la
experimentacion deben ser de una especie y calidad X

2  apropiada y que utilizara el namero requerido para obtener Si 7"
resultados cientificamente validos vy en condiciones
sanitarias vigentes?

iSe sefala que los investigadores trataran a los animales
3 como seres sensibles, uso apropiado y evitaran o Si X No
minimizaran del disconfort, la angustia y el dolor?

iEn caso de eutanasia, se indica que se efectuara con
4  anestésicos apropiados, aprobados por la asociacién Si X No

veterinaria? (si palica)

iSe indica las medidas de seguridad establecidas en el
Articulo 93 de la resolucion 8430 de 19937 S —
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Anexo C. Convenio institucional entre Universidad de Narifio y Universidad del Cauca.

CONVENID DE OXNADORNCION ACADEMICA, CIENTIPICA Y CULIURAT,, ENTRE LA
INTVERSIDAD DEL CAUCA Y 1A UNIVERSIDAD DE NARIRO. -

Ivtve los suscritos, VERVN (TONIEL FERNANDEZ ORDOREZ, wayor de odad,
FOONLI FACAKED G0N AR COUUIAG 0N CAUUSUANAS TR0 AU J4J.4%%, Wi
on Popayfn, on s carficter de Roctor de la Undversidad del Couca, ¥
por lo mismo, como representante legal de este establecimiento PObli
v Nnefanal  As tms rarts . mifen mara ofacins da este donewntn so
deoominard U.0.C. v, do oura, EFREN CORAL QUINTERD, tambifn mayor de
sdad, identificado con la ofdula de ciudadania No. 5'199.650 expodi-
da en Pasto, en su calidad da Rector do la Uniyersidnd de Mariie, ¥
rOr 10 MIEN0, IRPEeRMNtANLE LOCAL OF CLCHA ANGLILLGLN, ¥ (que i o
lante se llamard UNIVERSIDAD DE NARIRO, celebramos el presente conve
nio, previas las siguientes

WAV D AUGBNRAGLIVN GBS

I la U,0.C. v la Universidad de Marifio, estfin interesados en rea
Tizar ancinnes terdientes al desarrollo de actividades con pro
yeceiOn comund taria,

I Mbas Instituciones se encuentran unidas por una commnidad de
intoreses v cbietivos en los campos acadSnico, clentifico y cul
tural.

11T Paro lograr el svance académico y cultural es de fundamental im
portancia que se establezcan relaciones de intercembio en estos
campos .
IV Son procisamente las Universidades, las Instituciones Llamedas,
por razfn de su misifn, finalidad y cbjetivos, a establecer cn
. mmmmmmmmuxmuomm-
miento ciemtifico y cultural.

Al efecto, han decidido concertar en esta focha un Convenio de Coope
racifn Acadfmica, CientIfica y Cultural, gue se regirf por las si -
quientes

CLAUSULAS:

PRIMERA. [A UNIVERSIDAD DEL CAUCA ¥ LA UNIVERSIDAD DE NARIRO, se com

prameten 8 realizar conjuntamente los siguientes programas : 1) FOR-
MACTON AVANZADA, DPROFISIONAL Y TBONOLOGICA: mm&am
mas conucentas a A otENCION O E1LULOE 08  WOUTUL , Melyiouts s
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(OAWENRTO D€ COTADORACION ACADEMICA, CLENTIFICA ¥ QUUIURAL, ENTIE 1A

il s yeegb o oK d sy @) SR S TTNTY ST G WL, éa. Pag.

Lspocial ista, Proferional y TecnBlogo. 2) ACTUALIZACION: Disefo, im-
plementacifn y revisifn de cursos realizados baio 1as modalidades e
Seminarios, Simposios, Cologuios, Poros, Mesas Redonddas, Confe-
remcias, ete, 3) FORMCION DE DOCENTES: B)cunmuobqurtmmm
ﬂdnyamcimwndmuuwanmmMmm
Aius lom e ASLATUCIGOES. 4) ASESURIAST El Comvenio incluir§ acti
vidﬂuomjunusmmlmynmhamdem-eo-
tores pblico y privado, que as! lo contraten. 5) INVESTIGACION: ®n
beMW&mlmmuhwkrz:;kk;&

mis fque acuerden desarrollar las partes, U. de Narifo y 1s U.0.C, 80
mnm.m&m-mmmnmumum.

. Tqualments los proyectos podrdn financiarse con el concurso del ICPES
VAL LINCUS y otros  arganiancs pGblicoa y privados. 6) DESARROLLO
INSTTTUCIORAL, ¢ Indacummmmbhoz&smmdedan
mollo Institucional, 7) DESARROLLO FEGICWAL : uUD.‘..yU.doNl

rIAN. ek srSn smnl e~ DINSRIAas PANS Srtt e We MDA ALY ngay

nal, SEGRDA. U. € NARI0, y la U.D,C, procurarén la formalizacifn

deotmmumcmuwumdnlmmwoypdm.mw-
mluommm,mmmguijm

y Eines en materia cultural, cientffica, scadémica, tecnolfnica, {1 -
mnuimyhmuva.m mmtodohtdmmhdode-
mmmmwwmm—ammammm
WIREL § erdeoia wi vatpa u.suuunﬂum. Biguienc D8 proced) -
mientos de rigor. CUARTA, la materializacifn de las acciones previs
tumelaa-mto.ulhndaam'mmmmwm.

on cllos me detallardn, tantn 1as actividades rmn Tne mvtine An Finan
<incifin de las misnas. QUINTA. FEl presente comvenio terdrd duracifn
de cinn (5) aflos, contados a pertir de la fecha de suseripcifin del
presente docusento y serd prorrogado ticitamente por fguales perifidos
VLA U, 8 eenos QUe S0 proponga su moditicacibn o amalacidn a ind-
ciativa de cualquiera de las dos partes, con un minimo & noventa{90)
dias, antes de 1a fecha de su vencimiento. En caso que alguna de las
PACtos desse darln rew terminadn en mrmevete 8 el de Tan smedenes
que se hubieron yva infeiado, Para constancia se firma en popeyfin o
los Wiy 3
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Anexo D. Permiso para la realizacion del proyecto en el Centro de Investigaciones
Biomédicas (CIBUC) de la Universidad del Cauca.

"'“".._"'_.I"':'-a‘iiu‘L
= =
é ;1*"-:, e | UHIVERSIDAD DEL CAUCA
s FACULTAD DE CIENCIAS HATURALES, EXCATAS ¥ DE LA EDUCACION
- ";- fs 1n DEPARTMENTO DE BIOLOGIA
o N CEMTRO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS-BIOTERID

CIBUC-O0E

Popayan, 12 de junio de 2018

A QUIEN CORRESPONDA

Cordial saludo,

Por medio de la presente informo que el rabajo de grado titulado Perfil toxinologico del
veneno de la vibora boca de sapo Bothrocophias campbelii [Freire Lascano, 1331] del
departaments de Marino, Colombia, a cargo de la estudiante Maria Joseé Sevilla Sanchez
con codigo estudiantil 2120851254, adscrita al programa de Biclogia de la Universidad de
Marifio, cuenta con autorizacion del Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad
del Cauca (CIBUMC-Bioteric) para ejecutar toda la fase experimental en nuestras instalacicnes,
donde contara con la asesoria constante de profesionales idonecs.

Sin ofro particular v agradeciendo la atencidn prestada.

Universitariamenite.

gyder-Glemera VWargas, PhD
griamento de Biclogia

Cmn:hnadur CIBUCBioteria

Facultad de Ciencias Maiurales, Exactas y de la Eduacion
Universidad del Cauca

Sede an k3 versds las Guacas Facultad de Clenclas Agrarizs.
Correspondancia en 8l sector Tulcan = Edificle Antiguo Lices.

Departamento de Blologla Paet
Tel: +57 2 E203800 Ext. 2385 u
Popayan = Colombila.
st 50 WA 200 I:_l:l‘i_li'l_ﬂm?ilii__ MTC O F 100 2w
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Anexo E. Determinacion de la Dosis letal 50 del veneno de Bothrocophias campbelli del
departamento de Narifio.

Tabla 1. Distribucién de Log normal obtenida para la determinacion de la Dosis letal 50 del
veneno de Bothrocophias campbelli del departamento de Narifio. Método de Finney —
Anélisis Probit.

Logl0[Dosis Porcentaje  Porcentaje . . Chi
(Estimulo)]  Actual (%) Probit (%) N R E(R)  Diferencia cuadrado
1.982 0.063 0.045 4 025 0.1784 0.0716 0.0288
2.079 0.250 0.229 4 1 0.9155 0.0845 0.0078
2.176 0.750 0.585 4 3 23399 0.6601 0.1862
2.273 0.750 0.879 4 3 3.5174 -0.5174 0.0761
2.370 0.938 0.983 4 375 3.9335 -0.1835 0.0086
Chi
cuadrado 0.307
Grados de 3
Libertad
nivel p 0.959

Tabla 2. Percentiles para el célculo de la Dosis letal 50 del veneno de Bothrocophias
campbelli del departamento de Narifio.

perontil "0 (Edimulo)l_Estindar (Estimulo)_Estindar  LCL UCL
1 2.67 1.92 0.18 82.94 35.73 20.94 108.00
5 3.35 1.99 0.13 97.23 30.60 35.66 120.12
10 3.72 2.02 0.11 105.83 27.20 47.15 127.75
16 4.01 2.05 0.09 113.16 24.26 58.51 134.76
20 4.16 2.07 0.08 117.26 22.67 65.46 139.02
25 4.33 2.09 0.07 121.93 20.97 73.77 14431
30 4.48 2.10 0.07 126.27 19.57 81.81 149.81
40 4.75 2.13 0.06 134.51 17.71 97.19 162.59
50 5.00 2.15 0.05 142.68 17.46 111.42 179.77
60 5.25 2.18 0.06 151.35 19.33 124.13 204.54
70 5.52 2.21 0.06 161.22 23.86 135.51 241.57
75 5.67 2.22 0.07 166.96 27.37 140.99 267.29
80 5.84 2.24 0.08 173.60 31.99 146.60 300.70
84 5.99 2.26 0.09 179.90 36.84 151.42 336.03
90 6.28 2.28 0.11 192.37 47.42 159.95 416.43
95 6.65 2.32 0.13 209.38 63.56 170.28 549.97
99 7.33 2.39 0.18 245.44 102.76 ~ 189.57 935.92
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Tabla 3. Estadisticos de la regresion en Logio obtenida para el calculo de la Dosis letal 50
del veneno de Bothrocophias campbelli del departamento de Narifio.

LD50
LD50 LCL
Log10[LD50]
Beta
Beta Error Estandar

142.6792431
111.42
2.154360797
9.876846505
3.572659332

LD50 Error Estandar
LD50 UCL
Error Estandar
Intercepto

17.45557383
179.77
0.053000524
-16.27829091
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Anexo F. Determinacion de la Dosis Coagulante Minima (DCM) del veneno de
Bothrocophias campbelli del departamento de Narifio.
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Figura 1. Curvas dosis-respuesta para la determinacion de la Dosis Coagulante Minima
(DCM) de Bothrocophias campbelli, del departamento de Narifio. Cada marcador representa
los ensayos realizados con sus respectivas lineas de tendencia. Réplica 1: y=271.9x5°" R?=
0.882; Réplica 2: y=252.31x%%2 R?= 0.947; Réplica 3: y=272.65x % R?= 0.977; Réplica 4:
y=280.24x70623 R?= 0.962; Réplica 5: y=266.07x %8 R?>= 0.958.

Tabla 1. Calculos para determinar la dosis coagulante minima (DCM) a partir de las
ecuaciones de regresion potencial de 5 experimentos cuando Y=60.

Curva m b Veneno (ug)

1 271.9 -0.597 12.6

2 252.31 -0.582 11.8

3 272.65 -0.6 12.5

4 280.24 -0.623 11.9

5 266.07 -0.58 13.0
Promedio 12.3

Desviacién estandar 0.5
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Anexo G Determinacién de la Dosis Edematizante Minima (DEM) del veneno de
Bothrocophias campbelli del departamento de Narifio.
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Figura 1. Curvas dosis-respuesta para la determinacion de la Dosis Edematizante Minima
(DEM) del veneno Bothrocophias campbelli, del departamento de Narifio. Cada marcador
representa los ensayos realizados con sus respectivas lineas de tendencia. Réplica 1:
y=19.113In(x) + 29.282 R?= 0.871; Réplica 2: y=19.067In(x) + 42.811 R?>= 0.741; Réplica 3:
y=23.118In(x) + 23.141 R?= 0.5954; Réplica 4: y=19.92In(x) + 30.059 R?= 0.972.

Tabla 1. Célculos para determinar la dosis edematizante minima (DEM) a partir de las
ecuaciones de regresion logaritmica de 5 experimentos cuando Y=30.

Curva m b Veneno (Ug)
1 19.113 29.282 1.0
2 19.067 42.811 0.5
3 23.118 23.141 1.3
4 19.921 30.059 1.0
Promedio 1.0
Desviacion estandar 0.3
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Anexo H. Determinacion de la Dosis Hemorragica Minima (DHM) del veneno de
Bothrocophias campbelli del departamento de Narifio.
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Figura 1. Curvas dosis-respuesta para la determinacion de la Dosis Hemorragica Minima
(DHM) de Bothrocophias campbelli, del departamento de Narifio. Cada una de las rectas
representa los ensayos realizados. Réplica 1: y=3.782x + 14.274 R?= 0.944; Réplica 2:
y=4.190x — 9.212 R?>= 0.981; Réplica 3: y=3.540x — 1.646 R?= 0.956; Réplica 4: y= 3.662x
+ 3.609 R?=0.969.

Tabla 1. Calculos para la determinacion de la dosis hemorragica minima (DHM) con base
en las ecuaciones de las rectas de los ensayos realizados con una Y=50 (unidad hemorragica
deseado).

Curvas m b Veneno (ug)
1 3.78 14.21 9.46
2 4.19 -9.21 14.13
3 3.54 -1.65 14.59
4 3.66 3.61 12.67
Promedio 12.713
Desviacion estandar 2.32
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