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1. ANTECEDENTES
El accidente ofidico es un problema que enfrentan en la actualidad muchos paises
tropicales y subtropicales alrededor del mundo. La mayoria de las investigaciones
epidemiolégicas y clinicas giran alrededor del accidente ofidico en humanos, siendo el campo
animal el sector al que menos se le ha prestado atenciéon. La produccién de antivenenos ha
logrado disminuir las tasas de mortalidad a causa del ofidismo en las Gltimas décadas. No
obstante, todavia se mantienen vacios de conocimiento para optimizar la administracién de

los mismos en el ser humano y animales.

1.1 SERPIENTES DE COSTA RiCA
Debido a sus caracteristicas fisicas y climaticas, Costa Rica es uno de los paises del

mundo con mas alta diversidad biologica por km2. En este escenario, los reptiles representan
un porcentaje importante de la fauna vertebrada del pais (Solérzano, 2004). Se han
registrado 22 especies de serpientes venenosas pertenecientes a las familias Elapidae y

Viperidae, de las cuales trece especies son consideradas endémicas (Sol6rzano, 2004).

Dentro de los Elapidos de Costa Rica, se encﬁentran 6 especies de serpientes: una del
género Pelamis y cinco del género Micrurus. La especie Pelamis platurus es la tinica serpiente
marina de Costa Rica y de la costa oeste de América y pertenece a la subfamilia Hydrophiinae.
También, estan presentes las especies Micrurus alleni, M. clarki, M. mipartitus, M. mosquitensis
y M. nigrocinctus. De estas, cuatro poseen un patron de coloracién tricolor (negro, rojo y
blanco o amarillo) y solo M. mipartitus posee un patrén bicolor (rojo, anaranjado, rosado o

blanco y negro) (Solérzano, 2004).

La familia Viperidae esta representada por 16 especies pertenecientes a los géneros
Agkistrodon, Atropoides, Bothriechis, Bothrops, Cerrophidion, Crotalus, Lachesis y Porthidium.
La especie Bothrops asper es la mas importante en Costa Rica ya que se le acredita la mayor
cantidad de envenenamientos debido a su amplia distribucion en el pais, a su gran capacidad
adaptativa y a su alta proliferacion de hasta 90 crias por parto (Rojas et al., 1997; Sasa y
Véasquez, 2003; Fernandez y Gutiérrez, 2006). La cascabel neotropical o Crotalus simus esta
ampliamente distribuida en América, sin embargo, en Costa Rica habita principalmente en la

provincia de Guanacaste. La Lachesis stenophrys o Matabuey se localiza en areas boscosas



protegidas en la vertiente Atlantica, debido a su estrecha relacién con la selva humeda

inalterada (Guyer et al.,, 2004).

1.2 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DEL OFIDISMO
El ofidismo se define como el estado patoldgico producto de la mordedura de una

serpiente a un humano o animal. Actualmente, el envenenamiento ofidico constituye un
problema olvidado que requiere de especial atencién por parte de las entidades mundiales de
salud (Gutiérrez, 2006). Un analisis efectuado en el 2008, revela que mundialmente ocurren
cerca de 421 000 envenenamientos y 20 000 muertes al afio a raiz del ofidismo. La mayor
problematica se concentra en las dreas del Sur y Sudeste asiitico. A pesar de que en Centroy
Suramérica se produce cerca de un cuarto del total de casos en el mundo, en esta zona la
mortalidad es menor debido a un adecuado tratamiento. La mayoria de los envenenamientos
ocurren en la poblacién rural, en personas dedicadas a la agricultura (Kasturiratne et al,
2008).

Dentro del continente americano, es dificil conocer la cantidad exacta de casos que
ocurren por afio, ya que no en todos los paises se cuenta con registros completos. Aunada a
esta situacion, no todos los pacientes acuden a centros de salud posterior al accidente y
ademas, la mayoria de los casos ocurren en zonas rurales, lo cual dificulta el proceso de
registro y el mantenimiento de los mismos. Es por esto que se considera que el nimero real

de casos de envenenamiento es mayor al estimado (Kasturiratne et al, 2008).

En Costa Rica, el ofidismo constituye un evento de notificacion obligatoria al
Ministerio de Salud desde 1997, hecho que ha permitido la obtencién de informacién
epidemioldgica confiable (Sistema Nacional de la Vigilancia de la Salud en Costa Rica, 2003).
Segun los estudios, se atienden entre 500 a 600 casos de envenenamientos humanos al afio,
siendo la incidencia de 15,6 casos por cada 100 000 habitantes (Rojas et al.,, 1997; Sasa et al,
2003; Fernandez et al, 2006), y de 1993 al 2006 han ocurrido 48 muertes (Fernandez et al,
2006). Tanto el nimero de casos por envenenamiento, asi como las muertes a causa de los
mismos, se concentran en las provincias de Puntarenas y Limén, se presentan en hombres
jovenes, en razén 5:1 con respecto a mujeres, dedicados a actividades agricolas (Fernandez et

al, 2006).
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Por otro lado, el ofidismo en animales representa un desafio en cuanto a la obtencién
de informacion, ya que muy pocos estudios se han llevado a cabo en esta poblacién. En el
2007, un estudio revelé que el numero de accidentes ofidicos reportados en animales
domésticos en Costa Rica, es de 106 en 6 meses, donde el 56% se dio en caninos, el 27% en
bovinos, el 11% en equinos y el 6% en felinos. Se determiné también, que la mayor incidencia

de envenenamientos ocurre entre octubre y febrero (Fernandez, 2007).

1.3 ASPECTOS CLINICOS DEL ENVENENAMIENTO OFiDICO
Los signos y sintomas de una intoxicacién dependen de la especie que haya provocado

el envenenamiento. Esta situacién se debe a las diferencias en la composicién del veneno
entre familias asi también por algunos factores intrinsecos del animal como la edad, sexo y
estado nutricional, hormonal y reproductivo. Ademas, la susceptibilidad al envenenamiento
suele diferir entre las especies de animales domésticos asi como de seres humanos. Se reporta
que los animales mas sensibles al veneno son los bovinos, le siguen los equinos, los ovinos,

caprinos, los suinos y por ultimo los felinos (Ferreira et al, 2004).

La manera de diagnosticar un envenenamiento por ofidios se basa en la clinica, ya que
en pocos casos el duefio del animal lleva consigo la serpiente que causé el accidente o estuvo
presente durante la mordedura. Asimismo, las marcas de los colmillos no son siempre

evidentes ni tampoco el dafio local en lugar de la mordedura (Fernandez, 2007).

El veneno de los miembros de la familia Viperidae induce una serie de alteraciones
locales en el sitio de inyeccidén del veneno, y sistémicas dada por la circulacién del veneno a
partir de lugar de la mordedura (Villalobos, 2008). La mayoria de las investigaciones en el
pais se han concentrado en los componentes y actividad biolégica del veneno de B. asper,
debido a que esta especie se acredita de mas del 50% de los accidentes en humanos. La
intoxicacion conlleva a un conjunto de fenémenos locales como mionecrosis, dermonecrosis,
hemorragia y edema (Gutiérrez et al, 1998). Dentro de los efectos sistémicos estan
coagulopatia, hemorragia, choque cardiovascular e insuficiencia renal aguda (Rucavado et al.,

2000).

Por otro lado, el envenenamiento producido por especies de la familia Elapidae,
conlleva a dafios neuroldgicos, cardiotoxicos, hemoliticos y miotoxicos. La muerte

generalmente se da por fallo respiratorio. Algunos de los efectos locales reportados en



pacientes mordidos por serpientes del género Micrurus son: parestesia, dolor, eritema,
mialgia y edema ligero. Dentro de las manifestaciones sistémicas esta la debilidad, la ptosis
palpebral, vision borrosa, diplopia, inhabilidad para ponerse en pie, dolor de cabeza, mialgia,
salivacion, disfagia, entre otros (Bucaretchi et al, 2006). En animales, la intoxicacién por
elapidos es mas dificil de interpretar porque los signos pueden traslaparse con otras

patologias (Villalobos 2008).

1.4 COMPOSICION DE LOS VENENOS DE SERPIENTE
En el veneno existen varios tipos de miotoxinas a las que se les ha clasificado como

fosfolipasas basicas A2 de la clase II. Estas proteinas actian sobre la membrana celular de
miocitos principalmente, llevando a un desbalance ionico por la salida de calcio de éstas y a la
necrosis del tejido muscular (Gutiérrez et al, 1995). La necrosis cutinea y muscular se
evidencia por el cambio de la coloracién de la piel y otros estratos cérneos. Al inicio la piel es
eritematosa, luego se torna violacea y por ultimo toma color negro. Una de las complicaciones
més frecuentes de las lesiones necroéticas es la infeccién por agentes bacterianos ambientales
o provenientes de la microbiota oral de la serpiente. La necrosis muscular puede llevar a la
pérdida permanente del tejido, a la incapacidad o hasta la amputacién del miembro afectado

(Ferreira et al, 2004).

Una serie de proteinas presentes en el veneno, llamadas metaloproteinasas
dependientes de Zn*2, son responsables de la hemorragia observada durante los
envenenamientos por vipéridos. Algunas de estas enzimas alteran componentes importantes
de la matriz extracelular y proteinas celulares necesarias para la adhesion intercelular y
célula-matriz, que alteran y debilitan el lecho vascular, llevando a la separacién de las células
endoteliales de la membrana basal (Gutiérrez et al, 2005). La BaH1, al contacto con el
endotelio vascular in vitro, forma espacios entre las células, sin afectar la viabilidad de las
mismas (Lomonte et al, 1994; Borkow et al, 1995). Las metaloproteinasas no solo llevan a la
hemorragia, sino también contribuyen al edema, a la mionecrosis y al dafio en la piel
(Rucavado et al, 2000). La hemorragia puede evidenciarse en el lugar de la mordedura, pero
también pueden observarse a nivel nasal, en la boca, en la piel, en tejido subcutdneo o en la
cavidad toracica y abdominal en casos severos (Ferreira et al, 2004). El animal puede

presentar melena, hematemesis y hematuria. A nivel histopatolégico en muestras post-



mortem, las hemorragias se evidencian en tejido renal y pulmonar, y macroscopicamente

como petequias y equimosis en corazon, vejiga y otros é6rganos (Villalobos, 2008).

Otras toxinas actiian sobre los elementos de la cascada de la coagulacién produciendo
coagulopatias. La basparina A, una metaloproteinasa del tipo P-HI, interactda con la
protrombina y la activa, dando a lugar a la formacion de coagulos de fibrina con los eritrocitos.
La formacién de microtrombos en la circulacién tiene como consecuencia el consumo del
fibrin6geno sanguineo (defibrinogenacién) y la posterior activacién del sistema fibrinolitico lo
que conlleva a la aparicién de productos de degradacién del fibrindgeno (White, 2005). Por su
parte, la asperasa es una serin proteinasa con actividad de trombina presente en baja
concentracion en el veneno de Bothrops asper. In vitro induce la coagulacién del plasma y de
fibrin6geno, e in vivo lleva a la defibrinogenacién (Pérez et al, 2008). El aumento en el tiempo
de coagulacion es una caracteristica que se presenta en la mayoria de los animales mordidos.
La coagulacion intravascular diseminada puede llevar a embolismo pulmonar debido al
transporte de los microtrombos formados durante la etapa procoagulante del paciente. Los
coagulos potencialmente llevan a necrosis isquémica de tejidos como rifidbn y meninges

(Milani et al,, 1997).

La aspercetina, una lectina del tipo C, ha sido asociada con la trombocitopenia. Esta
toxina media la interaccién del factor von Willebrand con el receptor plaquetario gplb, de
manera que induce la agregacién y aglutinacién de las plaquetas y potencia la hemorragia
local (Rucavado et al,, 2001; Rucavado, 2006). El edema se debe a un conjunto de fen6menos
inducidos por metaloproteinasas, miotoxinas del tipo 1, Il y 11l (fosfolipasas A2), productos de
eicosanoides y a la activaciéon de los receptores adrenérgicos al y a2 (Chaves et al, 1995,
1998; Badilla et al, 2004). La extravasacién de fluido provoca el aumento de la presion
intersticial en compartimentos musculares llevando a isquemia y necrosis del tejido.
Asimismo, el edema prolongado es producto del dafio en vasos linfaticos, lo que conlleva a la
incapacidad de equilibrar el fluido intersticial y la formacién de linfa (Mora et al, 2008). La
victima del accidente presentara tumefaccién y dolor en el sitio de la mordedura durante los

primeros minutos posteriores al accidente (Villalobos, 2008).

La disminucién masiva del volumen sanguineo, la vasodilatacién y el dafio directo en
el miocardio induce, en casos severos, choque cardiovascular (Gutiérrez et al, 2006). La
insuficiencia renal aguda ocurre como consecuencia del choque, la coagulacion intravascular

diseminada y de la hipotensién que conllevan a una disminucién en la perfusion renal y dafio



isquémico (Chugh et al, 1975; Sitprija, 2006). A las pocas horas posteriores al
envenenamiento, se produce la necrosis tubular, que coincide con los valores mas altos de
creatin-kinasa, creatinina y urea en sangre. En algunas especies de Bothrops, se ha descrito la

nefrotoxicidad directa que ejercen los venenos (Koscinczuk et al, 2004).

Por otro lado, algunos de los venenos de elidpidos tienen componentes que actiian a
nivel presinaptico, es decir, inhiben la liberacion de acetilcolina en la union neuromuscular.
Sin embargo, otros venenos actiian a nivel post-sinaptico, al tener proteinas no enzimaticas
que se unen de manera competitiva a los receptores nicotinicos de acetilcolina (Bucaretchi et

al, 2006).

En el veneno de Micrurus nigrocinctus, estan presentes la nigroxina A, B, C1, C2 y C3,
las cuales son responsables de la mionecrosis del musculo esquelético. La nigroxina Ay B son
fosfolipasas A2 dela clase I que ademas de la miotoxicidad, conllevan al aumento de la enzima
creatin kinasa en plasma como consecuencia de la degeneracion celular a nivel del misculo
esquelético (Gutiérrez et al, 1986, Alape et al. 1999). Ademis, existen neurotoxinas que se
unen a receptores nicotinicos para acetilcolina. Se distinguen dos clases de a-neurotoxinas,
las de cadena larga y las de cadena corta (Rosso et al, 1996). Estas proteinas inducen la
despolarizacion de la membrana presindptica, pero aun mds importante, tienen la capacidad
de bloquear la transmisiéon neuromuscular llevando a pardlisis periférica. (Goularte et al,
1999).

1.5 ANTIVENENOS OFIDICOS
Los antivenenos producidos en diferentes especies animales son la inica herramienta

terapéutica efectiva para neutralizar las toxinas durante un envenenamiento ofidico. La
produccion de antisueros ha ayudado a disminuir la tasa de mortalidad de los individuos que
han sido victimas de un accidente ofidico (Gutiérrez et al, 1999). Ademas del suero
antiofidico, como comiinmente se le conoce, resulta necesario la administracién de fluidos
para reponer el volumen sanguineo perdido, antiinflamatorios, antibiéticos y dependiendo del
caso, la inyeccién de suero antitetanico. La combinacion de estos firmacos y el tratamiento de
soporte sirven para disminuir los efectos locales y sistémicos generados por el
envenenamiento y asi impedir complicaciones serias como la disfuncion renal y respiratoria y

la muerte (Gutiérrez et al, 2006; Villalobos, 2008).



La historia de los antivenenos ofidicos se remonta hace mas de un siglo, cuando en
1891 Emil von Behring elaboré un suero antitetanico y antidiftérico. En 1894, Paul Erlich
desarrollé un protocolo de cuantificacion y estandarizacién para determinar la calidad de las
antitoxinas y asf mejorar su eficacia (Grundmann, 2001; Linton, 2005). Fue en 1894 cuando
Albert Calmette, un médico inmundlogo y bacteridlogo francés, se inspir6 en el
descubrimiento de von Behring y estudié formas de elevar el titulo de antitoxinas en suero de
caballo, contra el veneno de cobra. Asi fue como desarrollé el primer antisuero dirigido
contra el veneno de una serpiente, Naja naja, al que se le llamé suero de Calmette (Hawgood,
1999). En 1898 Vital Brazil, preocupado por la alta incidencia de mordeduras y muertes a
causa del envenenamiento ofidico, desarrollé el primer antiveneno efectivo contra venenos de

especies de Bothropsy Crotalus (Barraviera, 1995).

Con el conocimiento que se tiene hoy dia, se sabe que los antivenenos se producen al
inyectar en un animal, una dosis determinada de veneno. El animal, como parte de su
respuesta inmune, producird anticuerpos contra las proteinas extrafias inyectadas. Los
anticuerpos generados tendrin especificidad y afinidad alta o baja dependiente al grado de

inmunogenicidad de la molécula administrada (Kindt et al.,, 2007).

Los anticuerpos son moléculas proteicas constituidas por dos cadenas pesadas de 50
kDay 2 cadenas livianas de 25 kDa, con peso molecular total de 150 kDa. Una cadena pesada
se asocia a una cadena liviana y a otra cadena pesada por puentes disulfuro. Cada una de las
cadenas posee una region constante y otra variable, que determina la especificidad de
reconocimiento a un antigeno. Existen 5 tipos diferentes de inmunoglobulinas con funciones
biolégicas y propiedades distintas entre ellas (Kindt et al, 2007). La produccién natural de
inmunoglobulinas en un organismo superior se da posterior al contacto de un antigeno
determinado con los anticuerpos expuestos en la célula B. Este contacto permite la
diferenciaciéon de las células B hacia células plasmaticas productoras de anticuerpos. Se
estima que la vida media de una inmunoglobulina tipo G en suero es de alrededor de 23 dias

(Lobo et al.,, 2004).

Los antivenenos, en la mayoria de ocasiones, son elaborados a partir del
fraccionamiento de plasma equino u ovino hiperinmune al veneno crudo. El plasma de varios
individuos se junta y a partir de esta mezcla se separan los anticuerpos inmunoreactivos
contra los componentes del veneno, ya sea para mantenerlo como moléculas completas o para

digerirlo enzimaticamente para obtener fragmentos Fab o F(ab”); (Burnouf et al, 2004). Los
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fragmentos Fab de 50 kDa se producen a partir de la reaccion de las IgG completas con

papainay las porciones F(ab). de 100 kDa después del uso de pepsina (Flanagan et al., 2004).

En 1969, Steinbuch y Audran estudiaron la purificacion de inmunoglobulinas de
diferentes especies por la adicién de acidos grasos de cadena corta. Posteriormente, el
conocimiento obtenido en estos estudios fue aplicado para la purificacion de anticuerpos
dirigidos contra toxinas de veneno (Dos Santos et al., 1989) y la formulacién de una técnica

para la produccién industrial de antivenenos ofidicos (Rojas et al., 1994).

En esta técnica, las proteinas no inmunoglobulinas son precipitadas por la adiciéon de
acido caprilico y separadas por filtraciéon. Los anticuerpos que se mantienen en solucion son
formulados con excipientes como osmolitos y preservantes, y son esterilizados por filtracion a
través de membranas con capacidad para exclusién de particulas con tamaiios superiores a
las 0,22 micras (Rojas et al, 1994). Los antivenenos pueden ser distribuidos en dos formas
farmacéuticas: i) liquidos, en cuyo caso deben mantenerse en refrigeracion y tienen una vida
util de 3 aifios, y ii) liofilizados, los cuales tienen una vida 1til de 5 afios y pueden mantenerse a

temperatura ambiente (Rojas et al, 1990).

Un aspecto esencial sobre el cual gira la seguridad de los antivenenos, es el porcentaje
de reacciones adversas tempranas y tardias que se producen a causa de la administracién del
producto terminado. El motivo exacto por el cual ocurren estas reacciones ain no se conoce.
Sin embargo, se considera que las reacciones se deben a un conjunto de eventos, mas que a un
hecho aislado (Gutiérrez et al, 2006). Se ha observado que algunos componentes adicionados
al antisuero provocan reacciones adversas tempranas. El efecto del fenol como preservante
en el antiveneno, se ha estudiado en modelos con roedores y se ha visto que este compuesto
perturba la interacciéon entre los leucocitos y el endotelio. Ademas, conlleva a disnea,
hipotension y temblor, que son sintomas caracteristicos de una reaccién adversa temprana
(Garcia et al, 2002, Zychar et al, 2008).

Por otra parte, la actividad anticomplementaria (ACA) de los anticuerpos equinos ha
sido relacionada con la ocurrencia de reacciones adversas tempranas posterior al tratamiento
con inmunoglobulinas heter6logas. Hipotéticamente, la activacion del complemento produce
la liberacion de anafilotoxinas que actiian sobre mastocitos y musculo liso, produciendo la
sintomatologia de la reaccién. Por eso, se ha considerado que la remocién del fragmento Fc de

las inmunoglobulinas mediante digestion enzimatica, reduce la capacidad de las mismas para
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activar el complemento por la via clasica, producir anafilotoxinas e inducir reacciones
tempranas. Alternativamente, se ha planteado que el origen de estas reacciones podria estar
relacionado con la presencia de anticuerpos heterofilicos tanto en el plasma del paciente
(Ledn et al, 2008) como en el antiveneno (Ledn et al, 2007). Sin embargo, ninguna de estas
hipétesis ha sido demostrada en estudios clinicos. En todo caso, el desarrollo de reacciones
adversas depende en gran proporcién del proceso de purificacién y de las propiedades
fisicoquimicas que posea el producto terminado mas que por la naturaleza propia de las

inmunoglobulinas (Gutiérrez, 2007).

1.6 FARMACOCINETICA DE LOS ANTIVENENOS
La farmacocinética es el area de la farmacologia que se dedica al estudio de la

disposicion y actividad de una droga y/o sus metabolitos, en los diferentes fluidos, tejidos y
excretas de un organismo. Este sector es de especial interés para el descubrimiento,

desarrollo y optimizacién de un farmaco de uso humano y animal (Welling, 1997).

Los parametros farmacocinéticos facilitan la comprension del comportamiento de un
compuesto dentro de un organismo. La biodisponibilidad es la porcién de una droga
administrada que llega a circulacién sistémica y esti disponible para actuar en su sitio de
accion. Si la administracion del compuesto se realiza por via intravenosa (i.v.), la
biodisponibilidad sera del 100%, sin embargo, si el medicamento se administra por via oral,
intramuscular (i.m.) o subcutinea (s.c.), la biodisponibilidad tendra un valor menor al 100%.
(Pepin et al, 1995; Welling, 1997). El volumen de distribucion es el volumen comprendido
entre el plasma y demas tejidos del cuerpo en el que una droga se equilibra para alcanzar la
concentracion plasmaética observada. El tiempo de concentracién maxima (tmax) es el tiempo
que necesita un compuesto en alcanzar la concentraciéon maxima (Cnmax) del medicamento en
plasma. La vida media de eliminacién (t,/2) de una droga es el tiempo que requiere la misma
para perder la mitad de su actividad farmacolégica. El aclaramiento es la tasa en la cual una

sustancia esta siendo removida del cuerpo (Welling, 1997).

Los métodos mas empleados para la cuantificacién de anticuerpos o fragmentos de
ellos en los estudios farmacocinéticos de antivenenos, son el ELISA (del inglés enzyme-linked
immunosorbent assay), el IRMA (del inglés immunoradiometric assay) y el marcaje radioactivo

de anticuerpos (Pépin-Covatta et al, 1996; Bazin-Redureau et al, 1998; Ismael et al, 1998;
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Gutiérrez et al, 2003). En la mayoria de estos ensayos se emplean animales distintos al animal
de origen del antisuero, por ejemplo, se emplean ratones, ratas y conejos para estudiar el

comportamiento de un antiveneno de origen equino (Bazin-Redureau et al,, 1998).

En la mayoria de las investigaciones efectuadas sobre el comportamiento de los
antivenenos, se ha obtenido que estos siguen una distribucion de un modelo
bicompartimental, es decir, que se distribuyen entre un compartimento central y un
compartimento tisular (Pépin-Covatta et al, 1995; Pépin-Covatta et al, 1996; Riviére et al,
1997). El compartimento central esta constituido por agua plasmadtica, agua intersticial y
agua intracelular en tejidos muy irrigados y por eso, facilmente accesibles (por ejemplo
corazén, pulmén, higado, rifién, glandulas endocrinas y sistema nervioso central). A la vez, el
compartimento tisular superficial esta compuesto por agua intracelular poco accesible como
la de la piel, grasa, misculo y médula 6sea (Dhillon et al., 2006). En otros estudios se describe
un modelo tricompartimental que involucra un compartimento central, un compartimento
tisular superficial y el compartimento tisular profundo (Ismail et al, 1996; Ismail et al., 1998),
el cual incluye los depésitos tisulares a los que el firmaco se une més fuertemente y de los
que, por tanto, se libera con mayor lentitud.

Los antivenenos de inmunoglobulinas completas o fragmentos Fab y F(ab’)2, poseen
un comportamiento farmacocinético y farmacodinamico distinto entre ellos. El peso
molecular de estas proteinas juega un papel importante que ayuda a explicar muchas de las
propiedades que se demuestran in vivo. Aquellos que son elaborados con Fab de 25 kDa, son
aclarados rapidamente del cuerpo a diferencia de las F(ab'); de 50 kDa e IgG de 150 kDa,
debido a las diferencias en su peso y a la via de eliminacion (Gutiérrez et al, 2003).

Los fragmentos Fab, tienen mayor capacidad de difundirse entre los capilares y el
fluido intersticial de varios drganos como el pulmén y bazo. Un experimento enfocado en el
movimiento transcapilar (PS) de las inmunoglobulinas, revel6 que a menor el tamaiio del
anticuerpo, mayor es el coeficiente PS. El higado es la excepcién, debido a que posee una
afinidad mayor por las IgG. En este érgano se observa que existen otras propiedades distintas
al peso molecular que conllevan a la extravasaciéon de las inmunoglobulinas (Covell et al,
1986).

La administracion intravenosa de un antiveneno conlleva a la maxima
biodisponibilidad de los anticuerpos y por lo tanto, los mejores resultados en cuanto a la

neutralizacion del veneno. Por otro lado, la administracidén intramuscular de un antiveneno
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involucra una absorcién mas baja de las moléculas, un Tmax de mayor magnitud y una menor
biodisponibilidad. Estos datos son consistentes con el hecho que la mayoria de proteinas de
alto peso molecular son liberadas lenta y parcialmente desde el sitio de inyeccion via i.m. o s.c.
Un antiveneno que sea aplicado por estas vias serd menos eficaz debido a la absorcién y
modificacién que sufren las inmunoglobulinas. Esto trae como consecuencia que una menor
porcidn del antiveneno total aplicado sea capaz de efectuar su actividad neutralizante hacia

las toxinas (Pépin et al, 1995; Pépin et al., 1996).

La acumulacién del veneno en tejidos es mayor que la de las inmunoglobulinas, hecho
que se refleja en los tiempos medios de residencia en tejidos y sangre. Los anticuerpos
poseen mayor tiempo de residencia en la sangre (MRT,)} y el veneno mayor residencia en los
tejidos (MRT:), esto se traduce en una mayor afinidad de las inmunoglobulinas por el
compartimento central y de las toxinas hacia sus moléculas blanco tisulares (Ismail et al,
1998). Los efectos locales inducidos por el veneno de Bothrops asper seran menores si los
anticuerpos neutralizan rapidamente a las toxinas. Aunque tedricamente, esto serfa mas facil
de obtener en el caso de la administracién de un antiveneno Fab o F(ab’);, debido a que
poseen mayor volumen de distribucién que las IgG, la evidencia experimental demuestra que
en general, la neutralizacion de los efectos locales y sistémicos producidos por el veneno de
Bothrops asper es similar independientemente de la molécula que el antiveneno emplee como

sustancia activa (Ledn et al.,, 1997; 2000; 2001).

Posterior a la inmunoterapia aplicada en los animales que sufren un envenenamiento
inducido via i.m., se observa un aumento en la concentracién de las toxinas en sangre, a este
fenémeno se le conoce como redistribucién del veneno inducida por anticuerpos. Cuando se
“rescata” al animal con la aplicacion del antiveneno via i.v,, las toxinas viajan desde el espacio
extravascular hasta el compartimento intravascular y se inmunocomplejan los antigenos en la
sangre (Riviére et al, 1997, 1998). La redistribucién de las toxinas se debe principalmente a
la unién reversible y la cinética de eflujo de la toxina desde su tejido blanco, a la dosis del
antiveneno y de la constante de afinidad del inmunocomplejo (Gutiérrez et al, 2003, Pépin-
Covatta et al, 1996; Scherrmann, 1995; Scherrmann, 2000). En el caso en que un veneno lleve
a efectos neurotdxicos, el antiveneno sera mas exitoso si logra redistribuir las toxinas antes de
que las mismas provoquen un dafio irreversible al organismo. Sin embargo, si las toxinas

provocan hemorragia o mionecrosis, la redistribucién inducida por anticuerpos conllevara a
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mas daiio irreversible en los tejidos al inducirse un contacto adicional con las moléculas

blanco (Gutiérrez et al, 2003).

El empeoramiento del paciente posterior a la mejora inicial de los sintomas de
envenenamiento debido a la administracién de antiveneno, es lo que se conoce como
recurrencia de envenenamiento (Seifert et al, 2001). Este fenémeno se observa con mayor
frecuencia en individuos que reciben una dosis Unica inicial de antiveneno Fab que aquellos
en los que se aplican dosis adicionales (Dart et al, 2001). Esto se ha asociado con: i) la caida
abrupta en la concentracion del antiveneno; ii) la recurrencia de los sintomas puede deberse a
que la cantidad de veneno inyectada por la serpiente es mayor a la que puede ser neutralizada
por la dosis de antiveneno administrada (Gutiérrez et al, 2003); iii) la rdpida tasa de
eliminacién de los fragmentos Fab en particular, contribuye a que la neutralizacién de las
toxinas sea incompleta, de esta manera, quedan proteinas potencialmente dafiinas (Dart et al,
2001); iv) es posible que la constante de afinidad en el complejo anticuerpo/toxina sea muy
baja, lo que lleva a la facil disociacion con el veneno; v) la produccién, en el paciente, de
anticuerpos anti-inmunoglobulina administrada, pueden llevar a la interferencia de la unioén

entre el antiveneno y las toxinas (Dart et al, 2001).

Los anticuerpos se eliminan de manera distinta de acuerdo a su peso molecular. Los
Fab se eliminan por filtracién glomerular, mientras que las IgG completas o F(ab“). deben ser
metabolizadas previamente antes de excretarse (Pépin et al. 1996; Lobo et al, 2004). En
ratones, la mayor parte del catabolismo de las IgG toma lugar en el intestino (~73%), en el
higado (20.5%) y en el bazo (3.6%). Los F(ab’): son catabolizadas en rifion (50.3%) e
intestino (43.3%) y los fragmentos Fab se catabolizan principalmente en rifion (73.4%) y en

intestino (~23%) (Covell et al,, 1986).

La alta tasa de eliminacién de los Fab provoca que, durante un envenenamiento, el
antiveneno deba ser inyectado nuevamente para conservar la capacidad neutralizante de
estos fragmentos. En cambio el antiveneno producido con F(ab’): o IgG no necesita una
segunda administracién debido a la naturaleza de las inmunoglobulinas de mantenerse mas
tiempo en el organismo. En estos términos, la eficacia de un antiveneno Fab es menor debido

a su disminuida capacidad neutralizante en una sola dosis (Riviére et al.,, 1998).

Una vez que los anticuerpos forman complejos inmunes, las tasas de eliminacion

varian. La capacidad de formar estos complejos es mayor para los fragmentos F(ab'). que
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para los Fab. Ademas, los complejos Fab/veneno se eliminan mas lento que las Fab libres en
plasma, probablemente por el alto peso molecular del complejo que impide la eliminacién
renal. En el caso de los complejos F(ab“). y el veneno, la velocidad en la eliminacion se da en el
siguiente orden decreciente: i) veneno solo, ii) complejo F(ab");/veneno, y iii) la F(ab’): libres
(Riviére et al, 1998).

Los mecanismos de eliminacién de las inmunoglobulinas del compartimento central
aun no se conocen con exactitud. Se asume que la caida abrupta en la concentracién
plasméatica del antiveneno se debe a la extravasacion de los anticuerpos hacia el
compartimento tisular superficial. Se ha observado que la entrada de los anticuerpos hacia el
compartimento tisular se debe al dafio provocado por el veneno en el endotelio vascular
(Batellino et al,, 2003). La hemorragia caracteristica de un envenenamiento por vipéridos se
da por la alteracién de la integridad de la membrana basal del endotelio, que conlleva a la
extravasacion del fluido sanguineo hacia el intersticio. Este hallazgo clarifica que el endotelio
capilar debe haber perdido su integridad para que se puedan encontrarse inmunoglobulinas
en el tejido intersticial (Battellino et al, 2003). La cantidad de antiveneno en un tejido
sometido experimentalmente a un envenenamiento es ligeramente mayor con respecto a un
animal control, hecho que explica la poca diferencia en los pardmetros farmacocinéticos entre

animales envenenados y controles (Quesada et al, 2006).

Se han descrito diferentes mecanismos en los cuales las inmunoglobulinas son
removidas del compartimento central. Uno de ellos es el receptor Fc del neonato o FcRn, que
reconoce la porcién Fc de los anticuerpos y propicia su eliminacién de la sangre (Israel et al,
1996; McCarthy et al, 2000). El grado de inmunogenicidad de los anticuerpos es otro factor
que podria estar involucrado en la eliminacion de las IgG. Se ha observado que pacientes que
reciben inyecciones periédicas de anticuerpos monoclonales de origen murino para el
tratamiento  distintas enfermedades, terminan produciendo anticuerpos anti-
inmunoglobulinas murinas, HAMA (del inglés Human anti-mouse antibody). La cantidad
producida depende de la inmunogenicidad del anticuerpo, de la dosis aplicada, el nimero de
inyecciones que recibe y de caracteristicas individuales del paciente. (Kuus-Reichel et al,
1994). Los pacientes que reciben antiveneno posterior a un accidente ofidico también poseen
anticuerpos heterofilicos que no solo podrian estar involucrados en la generacién de
reacciones adversas sino también, podrian explicar parte de la eliminacién de los anticuerpos

del compartimento central (Ledn et al, 2008).




2. HIPOTESIS
La disminucién abrupta de la concentracién de antiveneno, que se observa
inmediatamente después de su administracién intravenosa en modelos heterélogos, puede
estar relacionada con mecanismos inmunoldgicos de remocién activa de los anticuerpos

equinos, mas que con su difusion pasiva entre compartimentos corporales.

3. JUSTIFICACION
La administraciéon de antivenenos constituye la tinica herramienta eficaz para tratar el
envenenamiento producido por la mordedura de serpientes. El estudio del comportamiento
farmacocinético del antiveneno resulta fundamental porque al conocer las caracteristicas de
absorcion, distribucién, metabolismo y excrecion del antiveneno, pueden adoptarse medidas

para mejorar la dosificacion o modificar el esquema de aplicacion del producto.

El analisis de la farmacocinética de los antivenenos, tradicionalmente se ha efectuado
en modelos heterdlogos y se ha asumido que la disminucién en la concentracién del
antiveneno que se observa inmediatamente después de su administracién se debe a la
extravasacion de los anticuerpos al intersticio, dejando a un lado las implicaciones
inmunolégicas que existen por la alteridad de los anticuerpos que constituyen el antiveneno.
Por lo tanto, el conocimiento actual de la farmacocinética se ha fundamentado en

investigaciones que dejan a un lado la inmunologia intrinseca de cada organismo.

La presente tesis de investigacion busca ampliar el conocimiento sobre la
farmacocinética del suero antiofidico producido en el Instituto Clodomiro Picado, empleando
los modelos leporino, vacuno y equino. Si la extravasacién es el Unico mecanismo de
eliminacion, los tres modelos animales utilizados durante la investigacién, presentaran curvas

farmacocinéticas similares.

Una vez que haya un mayor conocimiento sobre los mecanismos de eliminacién de los
anticuerpos, se podran establecer medidas para mantenerlos durante mas tiempo en sangre y

eventualmente mejorar su efecto terapéutico.



4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
Estudiar las diferencias entre los parametros farmacocinéticos de un antiveneno de

origen equino, determinados en modelos heter6logos (leporino y vacuno) y en modelo

homadlogo (equino).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Estudiar el comportamiento farmacocinético del suero antiofidico de origen equino en

un modelo vacuno.

2. Estudiar el comportamiento farmacocinético del suero antiofidico de origen equino en

un modelo leporino.

3. Estudiar el comportamiento farmacocinético del suero antiofidico de origen equino en

un modelo equino.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 ANTIVENENO

El antiveneno empleado fue el lote 4000806LQ producido por el Instituto Clodomiro
Picado, el cual es una preparacion de inmunoglobulinas completas purificadas por
precipitacién con acido caprilico (Rojas et al, 1994), a partir del plasma de caballos
inmunizados con venenos de las serpientes Bothrops asper, Crotalus simus y Lachesis
stenophrys (Angulo et al, 1997). La concentracién de proteinas del producto fue de 5.74 +
0.10 g/dL. El antiveneno empleado para la inmunizacién de los conejos se produjo del mismo
modo citado anteriormente, sin embargo fue del lote 3651003LQ y la concentracion final de

proteinas fue de 4.70 + 0.10 g/dL.

5.2 ANIMALES

Los experimentos de farmacocinética fueron realizados empleando como modelos
conejos de la raza Nueva Zelandia, vacas de la raza Jersey y caballos criollos costarricenses.
Las vacas fueron proveidas por la Estacién Experimental de Ganado Lechero Alfredo Volio
Mata (EEAVM) y los conejos y caballos por el Instituto Clodomiro Picado. Todos los
procedimientos empleados en este estudio fueron aprobados por el Comité Institucional para
el Cuido y Uso de Animales de Laboratorio (CICUA) de la Universidad de Costa Rica (Proyecto
82-08) y cumplen con los principios de la Guia Internacional para la Investigacién Biomédica

que Involucra Animales (CIOMS, 1986).

5.3 ANTICUERPOS DE CONEJO ANTI-IGG EQUINA

Los anticuerpos anti-lgG equina se obtuvieron a partir de la inmunizacién de dos
conejos cada 15 dias durante 2 meses. En la primera dosis se administraron 3 mL via
subcutinea de una suspension de antiveneno (Ver Seccién 5.1 Antiveneno) en adyuvante de
Freund completo. Las siguientes dosis aplicadas se prepararon con adyuvante de Freund
incompleto. Las inmunoglobulinas anti-IgG equinas fueron purificadas por precipitacién con

acido caprilico a partir del plasma de los conejos.
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5.4 COMPORTAMIENTO FARMACOCINETICO DEL ANTIVENENO DE ORIGEN EQUINO

5.4.1 MODELO LEPORINO.
Se contd con 8 conejas de aproximadamente 3 kg de peso cada una. Se dividieron en 2

grupos de cuatro animales cada uno. A todos los conejos se les extrajo una muestra basal de
sangre antes de iniciar el experimento. Al primer grupo se le inyect6 un bolo intravenoso de 1
mL/kg de antiveneno de origen equino en la vena marginal de la oreja. Posteriormente, se les
tomoé muestras de sangre a los minutos 1, 5, 15, 30, 60, 180, 360, 720, 1440, 2880, 5760, 7200,
8640 y 10080. Las muestras se dejaron coagular y se separo el s(xero del paquete celular por
medio de centrifugacién durante 10 minutos a 5000 rpm. Las muestras se almacenaron a -4

2C hasta su analisis.

Al segundo grupo de conejos se les inyecté 0,8 mL/kg de suero de conejo anti-IgG
equina. Se esperdé cinco minutos y al cabo de este tiempo se le inyect6 un bolo intravenoso de

1 mL/kg de antiveneno y se continué el experimento de modo similar al primer grupo.

5.4.2 MODELO VACUNO Y EQUINO.
Se contod con 5 vacas adultas de aproximadamente 300 kg de peso cada una y 4 yeguas

adultas de aproximadamente 300 kg de peso cada una. De cada animal se tomé una muestra
de sangre basal obtenida de la vena yugular izquierda. Posteriormente, a cada animal se le
inyect6 un bolo intravenoso en la vena yugular izquierda de 100 mL de antiveneno (Ver
seccion 5.1 de Materiales y Métodos). Posteriormente, a cada animal se le extrajo muestras de
sangre a partir de la vena yugular izquierda a los minutos 1, 5, 15, 30, 60, 180, 2880, 10080,
12960, 20160 y 30240.

Posteriormente, las muestras de sangre se dejaron coagular, el suero se separé por

centrifugacién durante 10 minutos a 5000 rpm y almacené a -42C hasta su analisis.

5.5 CUANTIFICACION DE ANTICUERPOS EQUINOS

5.5.1 MUESTRAS DE CONEJO, VACA Y CABALLO
Se realizé un ELISA usando fosfatasa alcalina como medio revelador. Se recubri6 una

placa de 96 hoyos con veneno de Bothrops asper (Atlantico + Pacifico) a una concentraciéon de
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0,03 mg/mL por hoyo. Se incub6 la placa durante la noche a temperatura ambiente y se lavo
10 veces con agua. Se prepar6 una curva de calibracién con suero antiofidico polivalente
antibotrépico, anticrotilico y antilaquésico del lote 4000806LQ, empleando como disolvente
albimina bovina al 2% en amortiguador NaCl 0,15M, Tris 0,1M y pH 9,0 (Alb2% Tris). Las
muestras de suero de conejo se diluyeron 1:300 en Alb2%. Se deposité 100 uL de cada
muestra en la placa por triplicado. Se incubé durante 60 minutos y se lavd. Se agregé 100 pL
de anticuerpos de cabra anti IgG equina marcados con fosfatasa alcalina (diluido 1:1000 en
Alb2%Tris). Se incubé durante 60 minutos, se 1avé y se revel6 con p-nitrofenil fosfato (Sigma
Aldrich Inc,, St. Louis MO). La reaccién se detuvo con una solucién de hidréxido de sodio 2 M.
El color desarrollado se midié con el espectrofotbmetro Dynatech MR5000 a 410 nm. La
concentraciéon de antiveneno se expresé como pL de anticuerpos antiveneno por mL de suero

de conejo.

Las muestras obtenidas en el modelo vacuno fueron diluidas 1/300 empleando como
disolvente una solucién de alblimina al 2% disuelta en un amortiguador NaCl 0,12M, fosfatos
0,04M y pH 7.2 (Alb2%PBS). Ademds, como conjugado se empled anticuerpos de conejo anti-
IgG equina marcados con peroxidasa diluidos 1/1000 con Alb2%PBS, y como cromdgeno se
empled 1,2-fenilendiamina (OPD). La reaccién se detuvo con 50 pL de una solucioén de acido
clorhidrico 2 M. La absorbancia del color desarrollado se midié a una longitud de onda de 490
nm y la concentracion de antiveneno se expresé como pL de anticuerpos antiveneno por mL

de suero vacuno.

Por su parte, las muestras obtenidas en el modelo equino fueron analizadas mediante
una técnica similar a la empleada para las muestras del modelo vacuno con las siguientes
modificaciones: i) las muestras del modelo equino fueron diluidas 1/100 en Alb2%PBS; ii) la
curva de calibracion se preparé diluyendo el antiveneno lote 4000806LQ en suero equino
normal diluido 1/100 en Alb2%PBS; y iii) el conjugado se empled diluido 1/2000 con
Alb2%PBS. La concentracién de antiveneno se expresé como pL de anticuerpos antiveneno

por mL de suero equino.

5.6 ANALISIS FARMACOCINETICO
La concentracion plasmatica de antiveneno (uL de suero antiofidico/mL de plasma) vs.

tiempo (min) se empled para trazar una curva farmacocinética. Se emplearon dichos datos
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para calcular algunos parametros farmacocinéticos basados en un modelo no compartimental.

Los tres modelos animales se analizaron por este modelo.

La concentracién maxima en plasma (Cnmax) ¥ €l tmax Se determinaron a partir de la

curva farmacocinética.

El calculo del area bajo la curva de todos los puntos muestreados (AUCa) se efectud
por medio de integracién por trapezoides (1). A partir de la formula (1) se obtuvo la formula

(2) sustituyendo los valores por concentraciones obtenidas y tiempos de muestreo.

(1)

B+b
AUCau=Z( 2 )Xh

(2)
Cny, + Cn
AUCyy, = ZE—Z—Z——Q Xt,—t

La constante de eliminacion (ke;) se obtuvo con el calculo de la pendiente de la curva

farmacocinética (3) (Shargell et al., 1999).

(3)

_In(Cnz — Cny)

el t, — t1

El area bajo la curva extrapolado al infinito (AUC,) se determin6 a partir de los
valores obtenidos en la formula (2) y (3), y la concentracién plasmatica de antiveneno del

ultimo punto de la curva (Cnjas).

4)

AUC.. = AUCqy; + Cnyge
® |kel|

Se calculé un porcentaje de correspondencia entre el AUCa y el AUC,, para obtener el

porcentaje de la dosis muestreada en el experimento (Dm)

(5)
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La vida media de eliminacion (t1,2) se calcul6 con el uso de la férmula (6).

(6)

In(2)
a2 = T,

el

El volumen de distribucién (V4) se obtuvo partiendo de la dosis de antiveneno

administrada (D) y de la concentracion plasmética de antiveneno expresada en puL/mL de

plasma.

(7)

D

Vo= —————
¢ ke X AUCy

El aclaramiento del antiveneno (Cl) fue calculado de la siguiente manera:

(8)

Cl =Vkael

5.7 ANALISIS ESTADISTICO
Todos los datos se expresaron como promedio + desviacion estandar. Las diferencias

observadas en los parametros farmacocinéticos determinados en los diferentes modelos fue
evaluada mediante la prueba de t de student de dos colas, considerando significativos los

valores de p<0.05.
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6. RESULTADOS
Los animales del experimento no demostraron signos de hipersensiblidad asociados a
la administracion del anti-veneno. No se observaron signos de malestar, edema o eritema

posterior a la extraccién de cada muestra de sangre.

6.1 EFECTO DE LA ALTERIDAD DEL ANTIVENENO EQUINO EN MODELO LEPORINO,
VACUNO Y EQUINO.
Las concentraciones de anti-veneno detectada en cada modelo animal se normalizaron

con la concentracion en el tiempo cero.

El Grafico 1 expone las curvas obtenidas en modelo leporino sobre el comportamiento
del antiveneno de origen equino, tanto en presencia de inmunoglobulinas anti-1gG equina
(anti-IgGeq), como en ausencia de éstas. Se observa que hay una disminucién en la
concentracion inicial del antiveneno en mas del doble cuando existen anti-IgGeq. En ambos
modelos, la concentraciéon de antiveneno tiende a disminuir conforme pasa el tiempo. La

concentracién de antiveneno se equipara en ambos ensayos después de los 1000 minutos.

En el grafico 2 se observa la diferencia en el comportamiento del antiveneno de origen
equino entre los modelos vacuno y equino. En el modelo equino puede apreciarse una
pendiente positiva en los primeros dos puntos de la curva. En cambio, en las vacas la
concentraciéon de antiveneno tiende a disminuir conforme pasa el tiempo al igual que el
modelo leporino. La concentracion del antiveneno se equipara en el modelo vacuno y equino a

partir de los 100 minutos de haberse administrado.

A diferencia del comportamiento observado en vacas y conejos, la curva del modelo- -.
equino presenta un ligero aumento en la concentracién plasmatica de antiveneno en los

dltimos puntos de muestreo.

Al comparar los cuatro modelos experimentales, las concentraciones iniciales mas
bajas se observaron en el modelo vacuno y en el modelo leporino con anti-IgGeq. Ademas, los
modelos heterélogo (vacuno y leporino) presentan comportamientos similares en cuanto a la

disminucién sanguinea del antiveneno, a diferencia del modelo homélogo (equino).
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Figura 1. Curva farmacocinética de antiveneno polivalente de origen equino en modelo

leporino, posterior a la administracién de inmunoglobulinas anti-anticuerpos equinos.
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Figura 2. Curva farmacocinética de antiveneno polivalente de origen equino en modelo

equino y vacuno.

6.2 EFECTO DE LA ALTERIDAD DE LOS ANTICUERPOS EQUINOS SOBRE LA

FARMACOCINETICA DEL ANTIVENENO OFiDICO
Las curvas farmacocinéticas de cada modelo animal mostraron una pendiente negativa

constante, como la observada en modelos monocompartimentales.

En modelo leporino se observa que el AUCa es menor en el grupo que recibi6 anti-
IgGeq que en los controles, aunque las diferencias no son significativamente diferentes

(p=0.08). Por lo tanto, la biodisponibilidad del antiveneno no varia cuando se administran



anti-IgGeq en conejos.

L
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Lo anterior se reprodujo en el AUCx de vacas y caballos, donde el

primer grupo tiene menor AUC.; que el segundo grupo, sin embargo las diferencias no son

significativas (p=0.09). El AUC.; en conejos es alrededor de 60 veces mayor que en vacas y

caballos.

Cuadro 1. Parametros farmacocinéticos obtenidos para los modelos equino, vacuno y leporino.

Parametro

Modelo

Modelo

Valor de

Modelo leporino

farmacocinético _equino vacuno p SinantilgG _ Conantilgg  'Aorder
AUCay 33885+ 26580+ 1942638 + 1523903 +
(LXmL!xmin) 6890 2251 0.0904 256079 299005 0.0775
AUC 59139+ 37924+ 1946580 + 1530884 +
(LxmL! xmin) 19394 8078 0.0899 256079 300805 0.0800
Dm
62 + 20 73£10 03632 1000 100+ 1 1.0000
(%)
Tmax 8+5 97 0.8239 8+15 25+26 0.3006
(min)
Cllmax_ 25+ 14 7+1 0.0423* 26+ 11 10£1 0.0274*
(uL x mL™1)
(‘f') 24+18 61+18  00271*  0006:0001 00110002  0.0042*
be 39072834  11294f 40500« 2838304  3960:349  0.0029
(min) 3891
Kel 000018+  0,00007 & 0.00025 + 0.00018 + ,
(min1) 000011 000002 09967 0.000025 0.000015 0.0030
cl 00031+ 00038+ 00000016+  0.0000020 +
(L x min-1) 0,0008 00003  O12* ‘00000002  0.0000004 0.1238

Anti-IgGeq: inmunoglobulinas anti-IgG equina; Cnmax: concentracion maxima; Tmax: tiempo maximo;
AUCyy: area bajo la curva de los puntos muestreados; AUC,,: area bajo la curva extrapolado al infinito;
Dm: porcentaje de la dosis muestreada; V4: volumen de distribucion observado; Ke: constante de
eliminacion; t1/2: vida media de eliminacidén; Cl: aclaramiento.
*Las diferencias son estadisticamente significativas (p<0.05).

En los dos modelos leporinos los valores de AUC.; y el AUC,, son muy similares, por lo

que en ambos el porcentaje de recuperacién de la dosis muestreada (D) fue de su totalidad

(100.0 £ 0% y 100+1%). Por su parte, el D\, de vacas y caballos fue de 62 + 20% y 73 + 10%,

respectivamente, en estos casos se logré recuperar cerca de dos terceras partes del

antiveneno administrado.
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La concentracién méxima (Cnma) obtenida en caballos (25 *+ 14 pLx mL™1) fue
significativamente superior a la del modelo vacuno (7 + 1 pL. x mL™!). Adicionalmente, en
modelo leporino se observaron diferencias significativas entre la Cnmax del grupo sin anti-

IgGeq y la del grupo con el anti-IgGeq (26 + 11 uL x mL™! vs. 9.93 + 0.66 uL. x mL™1).

El tiempo maximo (Tma) entre vacas y caballos fue similar entre si (p=0.82). Por su
parte, en conejos, a pesar de que el Tmax fue 3 veces mayor en aquellos que recibieron anti-
IgGeq que en aquellos a los que solo se les administré antiveneno, no se encontraron

diferencias significativas entre los promedios (p=0.30).

Con respecto al volumen de distribucion (V4), se observé que en el caso de los conejos
fue mayor en el grupo que recibi6 anti-IgGeq que en aquel al que no se le administraron
(0.011 + 0.002 L vs. 0.006 + 0.001 L, respectivamente. p=0.0042). A su vez, el V4 del modelo
vacuno fue tres veces mayor al obtenido en el modelo equino (61 + 18 L vs. 24 + 18 L,

p=0.0271).

La constante de eliminacién (ke) en caballos fue de 0.00018 + 0.00011 minl. De
acuerdo al valor anterior, aproximadamente 1.08% del antiveneno es eliminado por hora, es
decir, tomaria alrededor de 4 dias para que el antiveneno sea eliminado en su totalidad. La ke
promedio en vacas fue la mitad de la ke promedio de caballos, por lo que el tiempo estimado
de eliminacién en vacas seria de 10 dias. No obstante, la variabilidad en las kg de cada grupo

animal provocé que los promedios no fueran significativamente diferentes (p=0.097).

En el caso de los conejos, la ke fue mayor en el grupo al que se le administré anti-
IgGeq. La variabilidad dentro del grupo fue menor por lo que las diferencias obtenidas fueron
significativas (p=0.003). Por lo tanto, se observé que los animales que no recibieron anti-
IgGeq tardan 3 dias en eliminar el antiveneno a diferencia de los que si recibieron el anti-

IgGeq que tardan aproximadamente 4 dias.

La vida media de eliminacién (ti/2) en conejos mostré6 que aquellos que recibieron
pasivamente anti-lgGeq duran mas tiempo en eliminar el antiveneno (3960 * 349 min), en
comparacidn al grupo sin anti-IgGeq (2838 + 304 min){(p=0.0029). Asi mismo, en caballos se
tarda 3907 * 2834 min para disminuir a la mitad la concentracién de anticuerpos y en vacas

se dura 3 veces mas (11294 + 3891 min).
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Por ultimo, el aclaramiento fue muy similar entre caballos y vacas (p=0.15), y entre los
dos grupos de conejos (p=0.12). El aclaramiento fue 1000 veces mayor en vacas y caballos al

compararlo con los conejos.



7. DISCUSION

Los antivenenos ofidicos han sido la tnica herramienta eficaz y cientificamente
probada que logra mitigar los efectos de un envenenamiento producido por la mordedura de
una serpiente (WHO, 2010). Sin embargo, para que los antivenenos puedan ejercer su efecto
terapéutico, estos deben administrarse lo mas pronto posible, en la dosis adecuada segun sea

requerido por la severidad del envenenamiento (Gutiérrez et al., 2003).

La farmacocinética es el estudio de las concentraciones de los farmacos (y sus
metabolitos) en los liquidos bioldgicos, tejidos y excretas, asi como su relacion con la
respuesta farmacolégica (Mehvar, 2001). Las concentraciones plasmaticas y tisulares de los
farmacos no son estaticas, mas bien cambian con el tiempo de acuerdo a los equilibrios
establecidos entre tres procesos que ocurren simultdneamente luego de la administracion del
medicamento: i) absorcidn, proceso mediante el cual un farmaco atraviesa una serie de
membranas y barreras para llegar desde su punto de administracién hasta la sangre, ii)
distribucién, proceso en el que el farmaco se distribuye desde la sangre hasta los tejidos
donde ejerce su acciéon farmacolégica, y iii) elifninacién, proceso mediante el cual un fAirmaco

es metabolizado y/o excretado del organismo.

Debido a la dificultad que supone la medicion de los farmacos en su sitio de accion y a
que en muchos casos las concentraciones de los farmacos en los tejidos dependen de su
concentracion en sangre, los estudios de farmacocinética clasica emplean las concentraciones
plasmaticas del farmaco para estimar su concentraciéon en tejidos. Empleando esta
metodologia, se han realizado comparaciones entre antivenenos constituidos por moléculas
IgG (150 kDa), F(ab’)2(100 kDa) y Fab (50 kDa). De estas comparaciones se ha concluido que
entre mas pequefia la molécula empleada como principio activo, esta se distribuye mas
rapidamente en un volumen mas grande, que abarca compartimentos tisulares mas profundos

(Gutiérrez et al., 2003).

Con base en lo anterior, varios estudios han supuesto que los antivenenos constituidos
por fragmentos son mas eficaces neutralizando los efectos toxicos de los venenos de
serpiente, que los antivenenos constituidos por moléculas de IgG completa. Sin embargo, la
evidencia experimental recopilada de estudios de neutralizaciéon en modelos animales no ha

apoyado esta presuncion (Gutiérrez et al,, 1998).
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Esta discrepancia entre teoria y practica podria deberse a la accién de un mecanismo
de reconocimiento de los anticuerpos equinos como extrafios en el animal empleado como
modelo. De ser este el caso, la disminucién inicial en la concentraciéon plasmatica del
antiveneno no corresponderia a la fase de distribucién del antiveneno (como se plantea en la
farmacocinética clasica), sino a una fase de eliminacién temprana de los anticuerpos equinos,

producida por el caracter heterélogo de los mismos.

7.1 EFECTO DE LA ALTERIDAD DE LOS ANTICUERPOS EQUINOS SOBRE LA ABSORCION DEL

ANTIVENENO.
Durante la absorcion, los medicamentos sufren un proceso de eliminacién pre-

sistémica cuya magnitud depende de la via de administracién. Por ejemplo, cuando un
antiveneno es administrado por la via intramuscular, los anticuerpos equinos deben atravesar
diferentes barreras fisicas para llegar a la sangre. Durante este trayecto, algunos de los
anticuerpos son fijados a tejidos, metabolizados y eliminados. En consecuencia, solo una
fraccién de los anticuerpos administrados llega a sangre. En contraste, cuando el antiveneno
es administrado por la via intravenosa, todos los anticuerpos administrados son absorbidos

instantaneamente (Rovira et al., 1992; Gutiérrez et al., 2003).

En todos los experimentos realizados en este estudio el antiveneno fue administrado
por la via intravenosa. Sin embargo, el Figura 2 muestra en el modelo equino la presencia de
un pico en la concentraciéon plasmatica del antiveneno, similar al observado durante el
proceso de absorcién que sufren los fairmacos administrados por via oral, intramuscular o
subcutanea. Esto debido al aumento en la concentracién plasmatica del antiveneno en los

primeros tiempos de muestreo (Pépin-Covatta et al, 1996).

En los modelos vacuno y equino, animales de aproximadamente 300 kg, recibieron
100 mL de antiveneno. Esta dosis (0.3 mL/kg) corresponde con lo administrado a estas
especies para el tratamiento de envenenamientos leves. Debido a que el antiveneno fue
administrado empleando la via intravenosa, la farmacocinética clasica asume que la cantidad
de anticuerpos equinos absorbidos, es igual a la cantidad de anticuerpos equinos
administrados (Smith et al., 2001). La cantidad de anticuerpos equinos absorbidos y
biodisponibles es calculada como la integracién del area bajo curva (AUC) obtenida al graficar

la concentracion de antiveneno en funcién del tiempo (Smith et al., 2001).
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Como muestra el Cuadro 1, el valor de AUCai y el AUC,, obtenido en caballos fue
ligeramente mayor al obtenido en vacas, a pesar de que las diferencias no fuesen
significativas. Debido a que en ambos modelos se administré la misma cantidad de
antiveneno, nuestros resultados se ajustan a lo supuesto por la farmacocinética clasica. El
antiveneno de origen equino presenta la misma biodisponibilidad independiente a la especie a
la que se administre el mismo (Khan et al, 2000). Lo anterior se confirma con los dos grupos
de conejos empleados en el experimento. Las AUC.; y el AUCyindican que los anticuerpos

anti-IgGeq no afectan la biodisponibilidad del antiveneno.

Por otra parte, considerando que: i) el peso promedio de los caballos fue de
aproximadamente 300 kg; ii) el volumen sanguineo de un caballo sano corresponde a 72
mL/kg (Feldman et al., 2000); iii) que un caballo sano presenta un hematocrito promedio de
40% (Marcilese et al, 1964), se estim6 que el volumen plasmatico de estos animales es de
aproximadamente 12 L. Ademas, siendo 100 mL la dosis de antiveneno administrada a cada
animal, la Cnmax esperada para este modelo se estimé en aproximadamente 8 upL de
antiveneno/mL de plasma. Sin embargo, el resultado obtenido experimentalmente fue mas
del 300% de esa concentracion estimada. Este fendmeno se explica por el retardo en la
homogenizacién del antiveneno en el plasma producto del bajo gasto cardiaco en caballos con

respecto a vacas y conejos (Fisher et al, 1959; Cumming et al., 1962).

De modo similar, la Cnm.x esperada para el modelo vacuno se estimé en
aproximadamente 8 uyL de antiveneno/mL de plasma. Los resultados obtenidos
experimentalmente se ajustaron a esa concentracién. Tanto en el modelo equino como
vacuno, el tiempo requerido para alcanzar la concentracion maxima (Tmax) fue similar (Cuadro
1).

La diferencia observada en la Cnm.x de los modelos equino y vacuno pudo ser
reproducida en conejos. En caballos, 1a Cnmax fue mayor que en vacas, y en conejos sin anti-
IgGeq la Cnmax fue mayor que en los que la recibieron. Por lo tanto, 1a Cnpax disminuye

significativamente con la presencia de anti-IgGeq en sangre (Grafico 2).

Por otra parte, considerando que: i) el peso promedio de los conejos fue de
aproximadamente 3 kg; ii) el volumen sanguineo de un conejo sano corresponde a 54 mL/kg
(Little, 1970); y iii) que un conejo sano presenta un hematocrito promedio de 40%, se estimé

que el volumen plasmatico de estos animales es de aproximadamente 0.1 L. Ademas, siendo la
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dosis de antiveneno administrada a cada animal de 1mL/kg la Cnma esperada fue de
aproximadamente 30 pL de antiveneno/mL de plasma. Para el modelo libre de anti-IgGeq se
obtuvo un 86% de la concentracién esperada. No obstante, los conejos que recibieron anti-
IgGeq alcanzaron solamente 33% de la concentraciéon maxima estimada. De acuerdo a los
datos obtenidos, se puede decir que los anti-IgGeq logran modificar sustancialmente la Cnmax

del antiveneno.

Cabe destacarse que el AUC,i en conejos es 57 y 73 veces mas elevado que en caballos
y vacas, respectivamente. Este hecho puede explicarse por la dosis de antiveneno aplicada en
las diferentes especies. En conejos, la dosis fue de 1 mL/kg, mientras que en vacas y caballos
fue de 0.3 mL/kg Esto lleva a que en el primer modelo, existan mds anticuerpos circulantes

con respecto al peso (Smith et al, 2001).

Los resultados obtenidos en el modelo de conejo sugieren que una fraccion de la dosis
administrada pudo haber sido eliminada por algiin mecanismo inmunoldgico. Extrapolando
lo obtenido en conejos a lo que sucede en vacas, una posibilidad es que ocurra la formacion de
complejos entre los anticuerpos equinos con anticuerpos vacunos heterofilicos anti-IgGeq
presentes en el plasma vacuno, tal como se ha descrito en seres humanos (Skalba et al, 1969;
Herrera et al, 2005; Sevcik et al, 2008). La remocion de estos inmunocomplejos podria estar
mediada por los receptores para Fc presentes en macrdofagos de higado y bazo (Hnatowich et
al, 1990; Kindt et al, 2007), asi como sucede durante el secuestramiento de los

inmunocomplejos formados por auto-anticuerpos plaquetarios (Teeling et al, 2003).

7.2 EFECTO DE LA ALTERIDAD DE LOS ANTICUERPOS EQUINOS SOBRE LA DISTRIBUCION
DEL ANTIVENENO.
Una vez en sangre, las IgG equinas se distribuyen tedricamente de acuerdo con un

modelo bicompartimental (Quesada et al, 2006). En este modelo, los anticuerpos equinos
pasan del compartimento central constituido por el agua plasmatica, el agua intersticial y el
agua intracelular de tejidos muy irrigados como el corazén, el rifion, los pulmones o el higado,
a un compartimento tisular superficial constituido por el agua intracelular de tejidos menos
accesibles como piel, misculo y grasa (Gutiérrez et al, 2003). Algunos estudios indican que

los anticuerpos equinos pueden acceder a un tercer compartimento llamado “tisular
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profundo”, el cual esta constituido por tejidos a los que los anticuerpos equinos se unen mas

fuertemente y de los que por tanto, se liberan con mayor lentitud (Ismail et al., 1998).

En nuestro estudio, los datos se trabajaron de acuerdo a un modelo no
compartimental debido a que: i) no limita el tratamiento de los datos hacia una funcién
matematica en especifico; ii) los anticuerpos no siempre se adectian a un modelo en particular
debido a la variabilidad intrinseca de los sistemas bioldgicos a los que se aplican. No obstante,
las curvas farmacocinéticas de las tres especies estudiadas se ajustaron a una curva
monoexponencial, similar a la que ocurre en un modelo monocompartimental (Shargell et al.,
1999).

El volumen de distribucién (Vq4) es el volumen en el cual un farmaco se distribuye. Es
un numero teérico que asume que la droga estd en igual concentracién en el tejido y en la
circulacidn, y representa qué volumen (o masa) de tejido es requerido para arrojar ese dato
(Smith et al, 2001; Holford, 2007). Tedricamente, podria calcularse dividiendo la dosis entre
el AUC,; y la ke. Debido a que los farmacos no solo se disuelven en el agua corporal, sino que
también pueden estar asociados a proteinas plasmaticas y a algunos tejidos, el V¢ no es un
volumen real, sino un volumen aparente que relaciona la concentracion plasmatica con la
cantidad total de formaco que hay en el organismo en un determinado momento (Burton et
al, 2006; Smith et al.,, 2001).

El modelo vacuno se utiliz6 como modelo de la influencia inmunoldgica de los
anticuerpos administrados, mientras que los caballos se emplearon como blanco de estudio.
En ambas especies, las condiciones experimentales fueron las mismas: lote de antiveneno,
dosis de antiveneno por kg de peso, via de administracidn, sitio de aplicacién del antiveneno,
tiempos de muestreo similares e igual método de deteccién. Si la extravasacion es el
mecanismo preponderante que explica la caida de la concentracién plasmatica del antiveneno,

en caballos y vacas deberia obtenerse un Vgsimilar.

Al comparar los valores de Vg4 calculados para los modelos equino y vacuno,
observamos que en las vacas, este volumen es significativamente mayor que en los caballos.
Este resultado podria ser interpretado como que los anticuerpos equinos se distribuyen en un
volumen mayor cuando son administrados a vacas, que cuando son administrados a caballos.

De acuerdo a lo anterior, podria especularse que los antivenenos de origen equino podrian ser
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mas eficaces neutralizando los efectos toxicos producidos por el veneno en vacas, que en

caballos (Covell et al., 1986).

Alternativamente, esta diferencia observada entre los modelos equino y vacuno podria
ser explicada por el planteamiento matematico para obtener el V4. Al dividir la dosis
administrada entre un AUC,; menor, se obtiene un valor de V4 que da la impresién de que el

antiveneno se distribuy6é en un volumen mayor del que podria ser en realidad (Smith et al,
2001).

Este mismo efecto en el valor de Vq se repitio en el modelo leporino empleando anti-
IgGeq. En este caso, los conejos que recibieron anti-IgGeq mostraron una AUC.1 mas baja que
los animales del grupo control y por lo tanto los valores calculados para el V4 resultaron mas
altos. En este caso, podemos afirmar que el resultado fue artificialmente afectado por los
anticuerpos anti-IgGeq, ya que en todos los conejos, el volumen en el cual se puede distribuir

el antiveneno debe ser el mismo.

Idealmente, los anticuerpos equinos deberian distribuirse en los tejidos donde se
supone que ejerceran su efecto farmacoldgico. Por lo tanto, los anticuerpos neutralizantes de
las toxinas que producen efectos sistémicos deberian distribuirse en el espacio intravascular.
Mientras, los anticuerpos neutralizantes de las toxinas que producen efectos locales deberian
distribuirse en el tejido donde el veneno fue inyectado. En este sentido, el paso de los
anticuerpos equinos a tejido se ve influenciado por la inflamacién producida por el veneno. La
vasodilataciéon y el aumento en la permeabilidad capilar favorecen la extravasacién de los
anticuerpos del antiveneno en el sitio exacto donde el veneno fue inyectado (Ledn et al.,
2001).

De manera interesante, en el modelo equino se observé un ligero aumento en la
concentraciéon plasmatica de antiveneno alrededor de un dia después de haberse
administrado el bolo intravenoso. Este fenémeno no se reprodujo en modelo leporino ni
vacuno. Dicho aumento podria deberse a la recirculacién de los anticuerpos producto de la

interaccion con el receptor Brambell o FcRn especifico de especie (Junghans et al., 1996).
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7.3 EFECTO DE LA ALTERIDAD DE LOS ANTICUERPOS EQUINOS SOBRE LA ELIMINACION
DEL ANTIVENENO.
La concentracién de un fairmaco en un organismo disminuye como consecuencia de

dos mecanismos: i) metabolismo y ii) excrecion. En el caso de los antivenenos constituidos
por IgG completa o fragmentos F(ab’),, la eliminacién ocurre principalmente en higado. Por
otra parte, para los antivenenos constituidos por fragmentos Fab este proceso ocurre

principalmente por excrecidn via urinaria (Covell et al., 1986).

La farmacocinética de los antivenenos tradicionalmente se ha descrito en situaciones
de envenenamiento. Se ha observado que el dafio en la arquitectura vascular producido por
las toxinas del veneno conlleva a la extravasacion de las inmunoglobulinas hacia el intersticio

(Battellino et al., 2004, Quesada et al, 2006).

En una situacion de no envenenamiento, los anticuerpos disminuyen rapidamente en
sangre y en poco tiempo pueden encontrarse en tejido muscular (Rovira et al, 1992). No
obstante, deben existir procesos alternativos a las rutas paracelulares o endocitica de
endotelio (Lobo et al,, 2004), para explicar la caida abrupta en la concentracién plasmatica de

los anticuerpos.

La vida media de eliminacion (ti/2) es un parametro que se emplea para caracterizar el
proceso de eliminacién de un farmaco. Este es definido como el tiempo que tarda un fairmaco
en alcanzar la mitad de su Cnmax (Holford, 2007). La constante de eliminacion (Ke), indica la
proporcion del firmaco que es eliminado por unidad de tiempo (Smith et al., 2001). Entre mas
grande sea la K, mas rapidamente sera la eliminacién del firmaco y su vida media de

eliminacion sera mas pequeiia.

Dado que el descenso en las concentraciones plasmaticas de antiveneno es
exponencial, se considera que su cinética de eliminacién es de orden 1 (Lobo et al.,, 2001).
Entonces, al graficar en un sistema semilogaritmico la concentracién de fairmaco en funcién
del tiempo, se obtiene una linea recta cuya pendiente es igual a la K. De este modo, entre
mayor es la Cnmax, mayor es la pendiente de la recta y mayor es la velocidad de eliminaci6én

del farmaco (Smith et al,, 2001).

La ke fue mayor en el modelo equino que en el vacuno, aunque las diferencias no
fueron significativas. La tasa de eliminacién del antiveneno equino es mayor en caballos que

en vacas, durando alrededor de 4 dias para removerlo en su totalidad del cuerpo para el
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primer grupo y cerca de 10 dias en el segundo. En conejos, la ke tuvo un comportamiento
similar que en vacas y caballos. Las anti-IgGeq alteran la eliminacién del antiveneno equino,

provocando mayor permanencia del mismo en sangre.

Por otro lado, la t1;2 fue menor en caballos que en vacas, asi como en conejos tratados
con anti-IgGeq que en los que no. Se debe tener en cuenta que: i) la ke fue mayor en caballos
que en vacas, aunque no de manera significativa; ii) la diferencia se magnifica cuando se toma
en cuenta que el parametro proviene del cociente entre el In(2) y la Ke. Al ser la t;/2 menor en
caballos que en vacas, indica que los anticuerpos equinos en el modelo homdélogo, tardan
menos tiempo en ser eliminados que en un modelo heterélogo. La afirmacién anterior fue
confirmada por los resultados obtenidos en conejos. La formacion de complejos inmunes

entre los anti-IgGeq y el antiveneno parece retardar la eliminacion de sangre.

Este resultado es discordante con lo esperado para un anticuerpo administrado a su
modelo homologo (Israel et al,, 1996; Bichler et al., 2003; Kuitwaard et al, 2009). Sin embargo,
otros factores como las interacciones que pueden establecerse en receptores FcRn y las
inmunoglobulinas que constituyen el antiveneno (Ober et al, 2001) podrian explicar estos

resultados.

Los FcRn o receptor Brambell son expresados en diversas células. Las IgG ingresan a la
célula por pinocitosis a una vacuola endocitica, donde a pH ligeramente acido (5.5-6) se unen
en su porcion Fc al FcRn y luego son devueltas a circulacion por exocitosis. Este mecanismo ha
explicado la larga vida media de las IgG con respecto a otras proteinas plasmaticas (Junghans
etal, 1996).

De modo similar, dichos receptores de Fc pueden funcionar al facilitar la endocitosis
mediada por receptor hacia el intersticio (McCarthy et al,, 2000). Por otra parte, las IgG que no
se unen al FcRn del endosoma son degradadas por enzimas contenidas en los lisosomas, lo

que explica la baja vida media de inmunoglobulinas hetero6logas (Junghans et al., 1996).

Comparando los resultados obtenidos en caballos, un modelo similar al de nuestro
experimento es la administracién de inmunoglobulinas intravenosas (IVIG) en seres humanos.
La ty2 de las IVIG es de 24 a 36 dias segun el régimen de dosificacién (Weisman et al., 1989,
Wasserman et al., 2009). En contraste, nuestros resultados indican que la vida media de los
anticuerpos equinos en un modelo de caballo es de aproximadamente 3 dfas. Esta diferencia

podria explicarse por: i) en seres humanos normalmente se aplica una dosis de 1-3 g/kg de
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IVIG (Vani et al, 2008), en nuestro experimento se aplicé una dosis entre 50 y 150 veces
menor (0.02 g/kg de antiveneno); ii) la administracion de las IVIG es por medio de infusiéon

intravenosa (Vani et al,, 2008), mientras que la administraciéon del antiveneno fue en bolo.

Por ultimo, la tasa de aclaramiento (Cl) se define como la cantidad de farmaco que se
aclara de sangre por unidad de tiempo (Smith et al,, 2001). Este parametro depende del V4 asi
como de la proporcion del compuesto que se elimina por hora. Teniendo en cuenta estas dos
variables, el valor del aclaramiento resulta similar para caballos y vacas, asf como en conejos
con anti-IgGeq y sin anti-IgGeq. Este fendmeno puede explicarse por: i) el V4 fue un parametro
que se manipuld en conejos, demostrando que los anti-IgGeq matematicamente pueden
alterar su valor; ii) los conejos con anti-IgGeq mostraron mayor Vq asi como las vacas tuvieron
un Vy tres veces mayor que los caballos; iii) la ke en promedio fue mayor en caballos, por lo

que, iv) el Cl resulta igual en caballos y vacas.

Un experimento efectuado en conejos con la misma dosis que nuestro trabajo, arrojo
resultados menores con respecto al AUC,, la ti2 y el Cl, a pesar de que las curvas a grandes
rasgos fuesen similares (Quesada et al, 2006). Las diferencias pueden explicarse por: i) el
antiveneno empleado por Quesada et al, fue monoespecifico anti-Micrurus nigrocinctus; ii) la
concentracion de proteinas del antiveneno empleado en su trabajo fue de 1.58 g/dL, 3 veces
menor a la empleada en nuestro experimento. Lo anterior conduce a que la eliminacion es
mas rapida y la biodisponibilidad es menor en el trabajo de Quesada et al, por la menor

cantidad de inmunoglobulinas administradas (Smith et al., 2001).

7.4 EFECTO DE LA ESPECIE SOBRE LA FARMACOCINETICA DE ANTICUERPOS

HETEROLOGOS.
En este estudio la farmacocinética de los anticuerpos equinos fue estudiada

empleando dos modelos heter6logos: vacas y conejos. Diferentes estudios han encontrado
que los parametros farmacocinéticos calculados para los mismos productos difieren segin el

animal que sea empleado como modelo (Bazin-Redureau et al, 1998; Gao et al., 2006).

Otro factor adicional que contribuye a marcar las diferencias entre los datos obtenidos
de los modelos vacuno y leporino es que mientras en conejos la dosis administrada fue de 1.0

mL/kg de peso, en vacas la dosis fue de 0.3 mL/kg. Esto lleva a que en el primer modelo,
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existan mayor concentracién de anticuerpos circulantes, y por lo tanto algunos parametros

como el AUC.y y AUC,, sean mayores (Smith et al., 2001).

Un efecto importante sobre la farmacocinética del antiveneno, es la afinidad de las
inmunoglobulinas heterdlogas del antiveneno hacia el FcRn del modelo animal empleado. A
pesar de que no se comprobd en el laboratorio, se ha observado que algunas especies unen
con mayor o menor afinidad la porcién Fc de 1gG heterdlogas (Ober et al.,, 2001), lo que puede
llevar a explicar la diferencia entre especies en la recirculacién y/o eliminacién del antiveneno

heterdlogo.

Los anticuerpos heterofilicos son inmunoglobulinas producidas contra anticuerpos de
una especie animal definida. Estos se forman principalmente posterior la administraciéon de
inmunoglobulinas para el tratamiento de alguna enfermedad o suceso patoldgico. Por su
parte, los anticuerpos heterdfilos son multiespecificos al producirse por una activaciéon
policlonal de los linfocitos (Kaplan et al, 1999). Se han encontrado anticuerpos anti-1gG
equina y ovina en pooles de plasma de donadores sanos en Costa Rica (Herrera et al.,, 2005), y
en otras investigaciones, anti-IgY de gallina, 1gG bovina y en menor medida anti-IgG equina
(Sevcik et al.,, 2008).

La produccién de anticuerpos anti-especie puede ocurrir por alguno de los siguientes
mecanismos: i) inmunizacién intestinal, como ocurre en una alergia alimentaria (Bernhisel-
Broadbent et al, 1991); ii) exposicion al cabello o piel descamada de los animales
principalmente en individuos en constante contacto con los mismos (Hunter et al., 1980); iii)
existencia natural de anticuerpos anti-IgG de otra especie; y iv) combinacion de cualquier de

los 3 mecanismos anteriores.

La presencia de anticuerpos heterofilicos, independiente de su mecanismo de
formacion, conlleva al acomplejamiento de las inmunoglobulinas administradas pasivamente.
En conejos, se pudo observar que las anti-IgGeq afectan el comportamiento farmacocinético
del antiveneno al producir de manera aparente, una eliminacién mas lenta del mismo. Las
anti-1gGeq pudieron haber estado presentes en vacas para explicar la alteridad del antiveneno

y por lo tanto, de su similitud con el modelo en conejos.



8. CONCLUSIONES

Existen diferencias en los comportamientos farmacocinéticos de los antivenenos
ofidicos entre modelos homdlogos y heterdlogos al origen de los anticuerpos. El modelo
vacuno se comport6é similar a los conejos con anti-IgG equina y el modelo equino fue
semejante al modelo leporino control. Puede especularse que los anti-IgGeq estin presentes

en vacas para explicar la similitud con los conejos que recibieron éstas inmunoglobulinas.

La farmacocinética del antiveneno se modifica al existir anticuerpos heterofilicos en
sangre. Los anti-IgGeq provocan que muchos parametros farmacocinéticos entre ellos la
biodisponibilidad expresada como el AUCa, disminuya aunque no de manera significativa en
conejos con anti-IgGeq con respecto a controles. Si se compara la biodisponibilidad entre

caballos y vacas, la misma no varia considerablemente.

Por su parte, el V4 es el parametro que ayuda a dilucidar que la disminucién en la
concentraciéon plasmatica del antiveneno no se da exclusivamente por la extravasacién y
distribucion a compartimentos tisulares. Los resultados de éste parametro demostraron que
el antiveneno puede tener cierto grado de alteridad en modelos heterdlogos que llevan a

obtener los valores que se han expuesto en la farmacocinética clasica.

Los parametros de eliminacién indican que los anticuerpos se eliminan mas lento en
modelos homélogos que en los heterélogos, contrario a lo esperado. El Cl, la ti2 y 1a ka,
indicaron que el antiveneno se elimina mas rapido en caballos que en vacas, y mas rapido en
los conejos controles que los que recibieron anti-IigGeq. Para entender mejor este fenémeno
se requieren de mas estudios tomando en cuenta los FcRn involucrados en la recirculacion de

los anticuerpos.

La alteridad del antiveneno de origen equino es una caracteristica intrinseca de los
anticuerpos cuando se aplican a especies animales heterdlogas. No obstante, esta
caracteristica de cuerpo extrafio no le confiere mayor grado de eliminacion tal como se
plante6 en la hipétesis del trabajo. La alteridad de los anticuerpos modifican su perfil

farmacocinético en cuanto a la distribucién, mas no en la eliminacién.



9. RECOMENDACIONES

Como futuras estrategias para ampliar el conocimiento en esta area se propone: i)
estudiar el efecto de los inmunocomplejos formados con anticuerpos en el aclaramiento, vida
media terminal y tiempo medio de residencia en modelos heterdlogos; ii) emplear antiveneno
marcado con radioactividad en conejos para determinar su distribucién en los diferentes
compartimentos; iii) determinar el titulo de anti-IgGeq que se produce posterior a la
administraciéon de un antiveneno heterélogo; iv) determinar el papel del higado y bazo como
aclaradores de antiveneno; v) estudiar la afinidad del FcRn de diferentes modelos animales
sobre inmunoglobulinas equinas; vi) analizar el comportamiento del antiveneno compuesto
de anticuerpos producidos en llama o camellos; vii) estudiar la farmacocinética de antiveneno
compuesto de anticuerpos quiméricos; viii) estudiar la farmacocinética del antiveneno a
diferentes formulaciones de proteinas totales; ix) estudiar la farmacocinética del antiveneno a

diferentes dosis iniciales.
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