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RESUMEN

Antecedentes: El accidente ofidico se produce cuando existe contacto directo de un
individuo con veneno de serpiente, con secreciones de gran complejidad bioquimica
(proteinas, sobre todo), que presentan efectostdxicos que al entrar en contacto con tejidos
y 6rganos producen dafiostemporales y permanentes, en el paciente. Su tratamiento busca
inhibir el efecto de dichas toxinas, y reducir o anular el dafio, que puede provocar en el

organismo.
Obijetivo: Describir el uso de nanoparticulas en el tratamiento de accidente ofidico.

Metodologia: Se realizd un estudio de revisién bibliografica tipo narrativo, la
recopilacion de la informacion se dio en bases de datos como PubMed, Science Direct,
Spinger Link y Scopus. Se incluyeron todos los tipos de investigacion, con la utilizacion
de términos MeSH/DeCS como: “antivenenos”, “nanoparticulas”, “Terapéutica”,

“Venenos Elapidicos”, en espafiol e inglés, de documentos publicados entre los afios
2012-2022.

Resultados: Se analizaron 53 articulos cientificos, de cuales en Pubmed 16 en Science
Direct 16, en Spriger Link 9, en Research Gate 9, en Scopus 3. De los cuales se eliminaron
41 al encontrarse duplicados y se incluyeron 12 articulos para esta revision, los cuales
determinan que el tratamiento del accidente ofidico a partir del uso de nanoparticulas y

como coadyuvante, es efectivo (80% a 90%) en ensayos de laboratorio en roedores.

Conclusion: El uso de nanoparticulas en el tratamiento de accidente ofidico y como

coadyuvante, muestra resultados favorables en la reduccién de los efectos del contacto
con el veneno de serpiente y aquellos provocados por el propio antiveneno, en roedores.

Palabras clave: antivenenos, nanoparticulas, Terapéutica, Venenos Elapidicos.



\

ABSTRACT

Background: The ophidian accident occurs when there is direct contact of an individual
with snake venom, with secretions of great biochemical complexity (proteins, above all),
which present toxic effects that, upon contact with tissues and organs, produce temporary
and permanent damage in the patient. Its treatment seeks to inhibit these toxins'

development and reduce or annul the damage they can cause in the organism.

Objective: To describe the use of nanoparticles in the treatment of ophidian accidents.

Methodology: A literature review study was conducted; the information was collected in
databases such as PubMed, Science Direct, Springer Link, and Scopus. All types of
research were included, with the use of MeSH/DeCS terms such as: "antivenoms,"
"nanoparticles,” "Therapeutics,” and "Elapid Poisons™ in Spanish and English from

documents published between the years 2012-2022.

Results: Fifty-three research papers were analyzed, including 16 in PubMed, 16 in
Science Direct,9 in Springer Link, in Research Gate 9, and Scopus 3. Of which 41 were
eliminated as duplicates were found, and 12 articles were included for this review, which
determined that treating ophidian accidents using nanoparticles as an adjuvant is effective

(80% to 90%) in laboratory tests in rodents.

Conclusion: In conclusion, using nanoparticles in treating ophidian accidents and as an
adjuvant shows favorable results in reducing the effects of contact with snake venom and

those caused by the antivenom itself in rodents.

Keywords: antivenom, nanoparticles, therapeutics, elapids venoms
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CAPITULOI

1.1 INTRODUCCION

1.1.1 Antecedentes

El accidente ofidico se establece como un detrimento causado por el contacto
(mordedura) con un ofidio/serpiente, con posterior inoculacién de sustancias tdxicas
defensas propias de esta especie, que por medio de sus principios quimicos, provocan
lesiones a nivel tisular y sistémico, en el individuo afectado con repercusiones en su

estado de salud, y presencia de sintomatologia caracteristica (1).

Acorde a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) con un comunicado emitido en
Mayo de 2021, se expone que existen aproximadamente 5,4 millones de personas al afio
afectadas por mordeduras de serpiente, donde 2,7 de ellas presentan sintomatologia
compatible con envenenamiento, causando 81.410 y 137.880 muertes al afio, con un
numero tres veces mayor de secuelas que incluyen amputacién y discapacidad
permanente (2). Esta condicion afecta sobre todo a personas en estado de pobreza, que
habitan en zonas rurales del tropico, con viviendas de construccion deficiente y sencilla,

quienes se dedican a la agricultura, que los hace propensos a ataques de ofidios (3).

Los ofidios tienen una capacidad ectotérmica, por lo que se encuentran de manera
endémica en zonas tropicales (sobre todo en Asia, Africa, Sud-América y Oceania) (4),
donde su temporada de reproduccion es en época lluviosa, lo cual determina su

coincidencia con quienes practican agricultura, en zonas rurales (5).

Su veneno destinado para la caza de sus presas, es inoculado por medio de un sistema
especializado de glandulas post-oculares que dirigen el veneno a la zona de mordida (6).
La actividad toxica esta determinada por péptidos, enzimas y proteinas no enzimaticas,
ademas de compuestos no proteicos, dandole variabilidad, dependiendo de su edad, sexo,
dieta lo que hace que incluso en una misma especie los mecanismos de toxicidad sean
distintos (5). Sus componentes pertenecen a familias como las metaloproteinasas,
serinproteinasas, L-aminoacidooxidasas, fosfolipasas A2, enzimas tipo trombina y la

llamada “toxina de tres dedos (3FTx)”. Estos componentes poseen con accion sinérgica



que mejora su propagacion y efectos fisiopatologicos, provocando trastornos de la
coagulacion, con repercusiones graves (7).

El tratamiento esta dirigido a la neutralizacion de estos componentes, y que sea un
tratamiento seguro, sin embargo el tratamiento actual a base de sueros derivados de
bovinos o equinos, que alcanzan a neutralizar el dafio sistémico de las toxinas, se
muestran menos eficaces en la inhibicion de efectos locales (edema, hemorragia,
mionecrosis y necrosis cutanea) (8), ademas contienen anticuerpos que desencadenan
reacciones adversas con consecuencias como la “enfermedad del suero” o shock
anafilactico, razén por la cual se buscan alternativas como el uso de nanoparticulas que
neutralicen los efectos directos del veneno de serpiente (9).

En la investigacion biomédica los reflectores se han centrado en la utilizacion de
nanoparticulas, ya que su biodistribucion permite su concentracion en el sitio objetivo
(10). Ademés tienen la capacidad de secuestrar moléculas de gran variedad de venenos,
sobretodo del género elapidae, han demostrado ser capaces de mitigar los efectos
necroticos y la toxicidad sistémica, esto mediante ensayos clinicos en ratones inoculados

con veneno de diversas especies de serpiente (11).

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Siendo el accidente ofidico una patologia reconocida por la OMS como una enfermedad
desatendida a nivel mundial, que afecta sobre todo a poblaciones vulnerables o en
situacion de pobreza, convirtiéndose asi en una enfermedad endémica en ciertas zonas

con un impacto perjudicial en dichas poblaciones y que cobra la vida de miles individuos
por afo (12,13).

Esta situacion se da debido a las condiciones en las que se desarrollan los hechos,
explicitamente pacientes que sufren accidentes ofidicos en zonas alejadas de servicios de
salud, quienes no pueden recibir el antiveneno de manera propicia, provocando
complicaciones en el estado de las victimas en cuestion. O en otro escenario en donde el
individuo en cuestion recibe la dosis de antiveneno, pero al tratarse de inmunoglobulinas

de origen animal, se presentardn reacciones adversas propias de la respuesta
inmunoldgica de cada organismo, como hemorragias o shock anafilactico (14,15).



El tratamiento del accidente ofidico técnicamente no ha cambiado desde 1895 hasta
nuestros dias con la aplicacion de la formula de Albert Camette, quien la patentd y
establecio el uso suero antiofidico derivado de equinos (1,3). Sin embargo, en la
actualidad, expertos han iniciado la busqueda de alternativas mas efectivas, y menos
costosas, que neutralicen el veneno inoculado, evitando provocar efectos adversos y
complicaciones. Entre ellos se encuentra el uso de nanoparticulas, que seran objeto de

estudio en la presente revision bibliogréafica (10).

Esta alternativa esta dirigida al uso de componentes capaces de neutralizar los efectos
inmediatos del veneno en el organismo, siendo un método de bajo costo, y aunque no
reemplace al suero antiofidico, si funciona como tratamiento de primera mano en
pacientes que no puedan recibir el suero de manera inmediata. Dado que secuestrara las
toxinas presentes en el veneno deteniendo su accion, y mitigando su propagacion, esto
sobre todo en eldpidos, cuyo envenenamiento se considera de alto riesgo (16,17).

1.3 JUSTIFICACION

La presente revision bibliografica tiene como objetivo analizar el uso de nanoparticulas a
manera de coadyuvantes en el tratamiento del accidente ofidico, para asi determinar su

efectividad como terapia, especialmente en atencion primaria.

Dado que el accidente ofidico es una situacion de riesgo que se presenta principalmente
en zonas tropicales y rurales, donde existe considerable cantidad vegetacion, sobretodo
alejados de centros de atencién médica especializada, la aplicacion de nanoparticulas
significaria una respuesta rapida y econdémica ante la falta de recursos, con efectos

neutralizantes en las toxinas propias del veneno de serpiente.

En América Latina, al tener un ecosistema variado y apto para la supervivencia de ofidios,
los encuentros con seres humanos que habitan en zonas calido-himedas son inevitables.
Esto desemboca en un elevado nimero de accidentes ofidicos cada afio, que llevan a

complicaciones graves y mortalidad en alto grado.

El conocimiento de nuevas técnicas para el tratamiento del accidente ofidico beneficiaria
al personal de salud, y propiciaria a una atencion optima del paciente, evitando efectos

adversos, complicaciones o el deceso del paciente. Sobre todo, si dichas técnicas son



aplicables en zonas de bajos recursos, y se puede llevar a cabo el desarrollo del

tratamiento en cuestion.

Esta revision se justifica con evidencia cientifica del uso de nanoparticulas en el
tratamiento de accidente ofidico, dado que es una técnica innovadora, rentable y efectiva

que a largo plazo podria significar un avance importante en la terapéutica de esta
patologia en cuestion.



CAPITULOII

2. FUNDAMENTOTEORICO

2.1 Accidente ofidico

Situacién descrita como “un encuentro fortuito con un ofidio”, con inoculacién de

sustancias venenosas, sobre todo por aquellos ofidios pertenecientes a las familias
Viperidae y Elapidae, endémicas zonas tropicales y subtropicales (18).

Taxondmicamente las serpientes venenosas se dividen acorde al tipo de accidente
en: bothropico (Botrhops, Bothropoides, Bothriopsis, Bothrocophias y
Rhinocerophis), crotélico (Crotalus), lachésico (Lachesis) y elapidico (Micrurus
y Leptomicrurus), en donde representaran mayor repercusion y peligro inminente
en el ser humano, aquellos casos que incluyan neurotoxinas o demora en instaurar

el tratamiento respectivo (19).

El accidente ofidico, un problema de salud publica reconocido como una
enfermedad desatendida de gran impacto en la poblacion mundial en 2017 por la
OMS (20), presente principalmente en regiones tropicales y subtropicales. Dada
la diversidad de especies en cada zona, el veneno presentard una composicion
quimica diferente y compleja, con presencia de toxinas y enzimas que interfieren
y alteran procesos fisiol6gicos propios delser humano, resultando en discapacidad
o muerte. De esta manera la severidad del cuadro de envenenamiento sera muy
variable (21,22).

Independientemente de la especie o género del ofidio agresor, el tratamiento a

realizarse sera mediante sueroterapia especifica, preferiblemente en las primeras
horas posteriores a la mordedura (1).

2.1.1 Tipos del accidente ofidico.

Las serpientes en general no establecen al ser humano dentro de su cadena
alimenticia, razon por la cual se denomina a esta interaccidon como “accidente
ofidico”, dado que se presenta como una respuesta refleja ante una amenaza

(9,23). El veneno inoculado esta constituido por una mezcla compleja de



proteinas y polipéptidos con actividad toxica y enzimatica (24) como:
enzimas de naturaleza hidrolitica, entre ellas acetilcolinesterasas, ADPasas,
fosfolipasas, hialuronidasas, L-aminoacido oxidasas, enzimas tipo trombina,
toxinas de tres dedos, metaloproteasas y serino proteasas (6), responsables
de varias alteraciones fisiopatoldgicas que desembocan a una gran variedad
de sintomatologia, que guarda relaciéon directa con la especie, edad y género
del espécimen agresor (25).

La identificacion de las bases moleculares que usan los ofidios para la
adaptacion a su medio, pueden consolidarse como los pilares para determinar

el tipo de toxinas a neutralizarse en el tratamiento médico del envenenamiento
(3), (tabla 1).

Tabla 1: Tipos de accidentes ofidicos, caracteristicas y manifestaciones clinicas

TIPO DE MANIFESTACIONES MANIFESTACIONES

CARACTERISTICAS .
ACCIDENTE LOCALES SISTEMICAS

Hemorragia aparatosy

Inflamacién sistemas
) Edema Prolongacion del TP y
. Gran concentracion de .
Accidente ) Dolor intenso TTP
- anticoagulantesy . . L
Bothrdpico ) _ Hemorragia activa Rabdomiolisis
mionecrotizantes. L . . L
Destruccion tisular Hipovolemia Insuficiencia
Ampollas, flictenas renal aguda Inestabilidad

hemodinamica

Edema Hemorragia de mucosas,
Inoculacion de una alta Dolor intenso tracto digestivo, tracto
Accidente cantidad de toxinascon Ampollas, flictenas urinario, cerebral
Lachésico dafos sistémicos Dermonecrosis Prolongacion de TPy TTP
importantes Mionecrosis Hipovolemia

Hemorragia Fallo renal



Bradicardia Hipotension
Disnea
Marcha inestable

Alteracion de la

consciencia
Oliguria
Edema leve a moderado  Nauseas, Prolongacion de
Accidente ) o Parestesia region de tiempos de coagulacion
- Accidn principalmente e L
Elapidico o mordedura Vomito Rabdomiolisis
neurotoxica .
(Corales) Dolor variable Disartria
Sin marcasde dientes Trismus
Sialorrea
Disfagia
Ptosis palpebralbilateral
Diplopia
Fatiga

Cuadriplejia flacida
Realizado por: Priscila Raquel Mero Ochoa

2.1.2 Tratamiento
Suero antiofidico

Compuesto bioldgico especifico para el tratamiento del accidente ofidico, el
cual contrarresta de manera exclusiva las toxinas del veneno inoculado en la
victima, fabricado en el siglo XIX, se basa en anticuerpos policlonales
(inmunoglobulinas) derivados del plasma de animales (equinos y bovinos)
hiperinmunizados (13). Dispuestos para que por cada mililitro de antiveneno
se neutralicen: 3mg de veneno en el caso de serpientes del género Bothops,
2mg en caso del género Crétalus y 3mg para el género Lachesis (26). Con
administracion optima recomendada en las primeras 6 horas, hasta 24 horas
de posterior a la mordedura (27).

Como producto biolégico obtenido mediante inmunizacion de equinos, el
producir reacciones alérgicas por activacion de sistema de defensa del
organismo, no es una novedad. De inicio puede presentarse prurito y urticaria,
con aparicion de rash; en ocasiones nausea que lleva al vomito; para
finalmente generar una reaccién anafilactica con angioedema (28).



El suero antiofidico serd administrado por via intravenosa; estableciendo la

severidad del envenenamiento por medio de la sintomatologia a saber (29),
(Tabla 2).

Tabla 2: Clasificacion del accidente ofidico por serpientes de la familia Viperidae

segun los grados de severidad

Parametros

Aspecto de

lesion

Dolor
Prueba de

coagulo

Manifestaciones

sistémicas

No

envenenamiento

- Eritema local

- Eritema leve

Leve

Coagula

Ninguna

Grados severidad

Leve

- Edema de un
segmento* del
miembro
afectado

- Didmetro del
area del
miembro
afectado < 4
cm con o sin
equimosis

- Escaso o

nulo sangrado

Leve

Coagula

Ninguna

Moderado

- Edema de 2 a 3
segmentos* del
miembro afectado

- Diametro del area
afectada comparada
con el no afectado >
4cm

- Equimosis

- Escasas flictenas

Sangrado local

Moderado

No coagula
Sangrado de
mucosas sin
alteracion

hemodindmica
(hematuria,
gingivorragia,
sangrado

conjuntival)

Grave

-Mordeduras en
cabeza o cuello
-Edema involucra més
3 segmentos  del
miembro afectado
(hasta tronco para
miembro superior,
hasta pelvis para
miembro inferior)
-Sindrome
compartimental

- Area de necrosis

local, flictenas
Intenso

No coagula

-Hemorragia  grave
(cerebral, digestiva)
-Coagulacion
intravascular
diseminada (CID)

- Falla renal

-Falla multiorgénica

Tabla 2: Tomado de Manejo clinico del envenenamiento por mordeduras de serpientes venenosas y

picadurasde escorpiones. Ministerio de Salud Publica del Ecuador (MSP) (27)



*Se considera segmento a la seccién anatémica comprendidaentre dosarticulaciones de las extremidades.

(Mano,antebrazoy brazo o pie, pierna y muslo).

**En caso de mordeduras por una serpiente del género Lachesis, su manejo debe ser considerado como

Envenenamiento Grave.

Por otro lado basado en la severidad del envenenamiento se determina una

dosis inicial de suero antiofidico acorde al caso (tabla 3) (30).

Tabla 3: Manejo del accidente ofidico especifico por grados de severidad por familia Viperidae

No Envenenamiento

Envenenamiento leve

Envenenamiento
Moderado

Envenenamiento
Grave

-.Observacion por seis

horas.
-.Repetir prueba del
coagulo.
-Si coagula y no

progresa el edema, ni

tampoco hay sintomas

-.El

neutralizar un minimo

objetivo es

de 100 mg de veneno

inoculado.

-.Iniciar con la
administracion de 4
frascos de suero

-.El

neutralizar 200 mg de

objetivo es

veneno inoculado.

-.Iniciar con 8 frascos
de suero antiofidico
disueltos en 250 ml de

solucion salina al 0.9%

-.El

neutralizar minimo 300

objetivo es

mg de Veneno
inoculado.
-.Iniciar con la

administracion de 12

frascos disueltos en 250

neuroldgicos de antiofidico disueltos en en infusion continua ml de solucidn salina al
ninguna clase, se 350 ml de soluciéon por 30 minutos. 0.9% en infusion
procede a dar de altaal salina al 0.9% en continua  por 30
paciente con infusiébn continua por minutos.

indicaciones de acudir | 30 minutos. -.El paciente deberé ser
ante signos de referido
envenenamiento local inmediatamente a una
y/o sistémico (sangrado unidad de  mayor
activo, aumento del complejidad (tercer
edema, flictenas vy nivel de atencién).
equimosis).

Fuente: Otero 2014. Sanke bites in Colombia. Elaborado por: Direccion Nacional de estrategias de

Prevencién y Control.

*Nota: en caso de paciente pediatrico diluir el suero en 100 ml

**Previa la aplicacion del nimero de frascos por grado de severidad, debe verificarse la capacidad de
neutralizacion de cada presentacion.

De acuerdo al tipo de envenenamiento, se establece el nUmero de frascos

de antiveneno a utilizar. Por ejemplo, en un envenenamiento leve se usan
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4 frascos, en uno moderado 8 frascos y en un envenenamiento severo 12
frascos (27).

El suero tiene fecha de vencimiento post-fabricacion de 3 afios en caso ser
liquido y de 5 afios al ser liofilizado, recomendando siempre su

almacenamiento en frio de 2-8°C, para estabilidad del compuesto (31).

2.1.3 Complicaciones del Accidente Ofidico

Relacionadas directamente con el avance en la sintomatologia del accidente
ofidico y con secuelas posteriores, las complicaciones del envenenamiento
dependen de la cantidad del toxico inoculado y del tipo segun la especie
involucrada, y presentarse en a medida que se alargue el tiempo entre el evento
y la atencion del mismo (26).

Acorde a Rodriguez D y Reyes Y, et al (32), se clasifican como
complicaciones locales y sistémicas. Entre las locales estan celulitis, abscesos,
necrosis, mionecrosis, fasceitis, Sindrome compartimental. Entre las
complicaciones sistémicas se encuentran anemia de aguda a severa, shock
hipovolémico, Insuficiencia renal aguda (IRA), coagulacién intravascular
diseminada (CID)Yy sepsis (32,33).

2.2 Introduccion a las Nanoparticulas

Aproximadamente hace dos décadas, la nanotecnologia ha sido involucrado en el
sector médico con diversas aplicaciones como diagnostico, monitoreo, prevencion
y tratamiento de patologias, por medio del uso de nanomateriales, dando paso a
una nueva disciplina, la nanomedicina (34,35).

En el caso de administracion de farmacos, el uso de estos llamados
“nanotransportadores”, permiten el paso del medicamento a través de barreras
biologicas y fisioldgias, que regularmente son impermeables a particulas de
mayor tamafo (34).
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Asi, dentrodel campo de la nano-ciencia, se ha dejado claro que las nanoparticulas
son una parte importante en el desarrollo de nuevas tecnologias en biomedicina
(36), denominadas como la mil millonésima parte de un metro en tamafio, estas
son particulas capaces de transportar medicamentos, anticuerpos, reactivos para
imagen o sustancias varias a sitios marcados del cuerpo humano, con finalidad
diagnostica o de tratamiento en ciertas afecciones del organismo (37).

Sus propiedades fisico quimicas tanto por su tamafio y por su relacion superficie/
volumen, las determinan como mas reactivas y con un potencial mayor de alterar
mecanismos celulares, incluso para los que no han sido disefiadas. Por ellos para
su uso se mantiene un estricto control, enfocandose en aquellas que son aptas para
la utilizacion en el cuerpo humano (37,38).

Estan sujetas a estudio sobretodo en el campo de la biomedicina, por nombrar
algunos de ellos: 6xido de zinc adulterado, 6xido de bismuto, éxido de Cerium
SGH, 6xido de cobre, 6xido de aluminio, 6xido de zinc, dioxido de titanio,
bismuto y polimeros (25).

2.3 Nanoparticulas en el tratamiento del accidente ofidico

Como ya se haaclarado en puntos anteriores, el actual tratamiento mordeduras
de serpiente consiste en anticuerpos de clase 1gG, administrado por via
intravenosa a fin de contrarrestar efectos toxicos del veneno. Tanto como
ventajas, este tipo de tratamiento desventajas, principalmente el hecho que
deben ser administradas rapidamente, y por personal sanitario capacitado, a

fin de ser efectivas, elegidas de manera adecuada para cada tipo de veneno
(40).

De modo que, estos avances buscan nuevas alternativas para el tratamiento de
la mordedura de serpiente, uno capaz de ser util en entornos rurales y efectivo
para las mordeduras de diversas serpientes venenosas (1). De este modo esto
varias alternativas se han puesto sobre la mesa, tales como, ensayos de
preincubacion, ensayos preclinicos de rescate, inhibidores de moléculas

pequefias, nanoparticulas y otras modalidades.
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Centrandonos en el uso de nanoparticulas para este menester, podriamos
iniciar mencionando el estudio, Kenneth Shea y sus colaboradores de la
Universidad de California (Estados Unidos), quienes disefiaron nanoparticulas
capaces de “secuestrar” una seric de componentes de los venenos de
serpientes, sobretodo la familia Elapidae, que incluye cobras, kraits, serpientes
tigre, serpientes de mar, serpientes de coral y mambas, entre otras,

consideradas altamente venenosas (27).

Estableciendo su efectividad en experimentos con células aisladas, mostrando
que el uso de nanoparticulas funciona con una amplia gama de venenos de
Elapidae. Llevando a cabo otra investigacion en colaboracion con José Maria
Gutiérrez, del Instituto Clodomiro Picado (Universidad de Costa Rica),
usando roedores (ratones) como sujetos de prueba, llegando a la conclusion
que el uso de inyecciones de nanoparticulas en las zonas de inoculacion del
veneno, lograron mitigar significativamente los efectos necroticos tipicos,
como ampollas y Ulceras. Todo estosin efectosen la piel o toxicidad sistémica,
por parte de las nanoparticulas inoculadas (8,41).

Acorde a los investigadores: "Estas nanoparticulas estables y de bajo coste
tienen el potencial de ser administradas por via subcutanea inmediatamente
después de la mordedura en el lugar de envenenamiento de esta cobra, para
detenero reducir la extensién del dafio local y mitigar la distribucion sistémica
de toxinas después del envenenamiento”, aseverando que el tratamiento a
partir de nanoparticulas es efectivo (8,11).

Con el paso de los afios, se han realizado mdltiples estudios alrededor del
mundo, con diversas nanoparticulas y con venenos de las especies de serpiente
mas peligrosas de cada region, dando resultados positivos y alentadores de

esta técnica.

2.3.1 Nanoparticulas utilizadas en el tratamiento

Son multiples las nanoparticulas utilizadas en este tratamiento, sin embargo
acorde a los estudios realizados podemos destacar (39):

e Nanoparticulas de polimero sintético

e Nanoparticulas de oro
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e Nanoparticulas Hidroxiapatita
e Nanoparticulas Diéxido de titanio

e Nanoparticulas de Plata

2.3.2 Mecanismo de accién

Con el uso de nanoparticulas, lo que se busca es neutralizar de manera eficaz
los efectos del veneno de serpiente en el ser humano, con estudios realizados
meramente en animales de prueba (ratones), o en laboratorio (in vitro), no
llegando a realizar ensayos en seres humanos (11).

Tomando como base la afinidad de componentes del veneno de serpiente, este
es el caso de las fosfolipasas A2 o de las metaloproteinasas. En estos casos en
especifico, se usan nanoparticulas de Sodio, Oro o Silicio, que secuestran de
manera activa los componentes causantes de dermonecrosis 0 proteinas
hemorragicas, que determinan una disminucién en los efectos dafiinos de estos
compuestos (10).

Los ensayos se llevan a cabo iniciando con la inmunizacion de los sujetos de
prueba por aproximadamente 8 semanas con inoculaciones de 10ug de veneno
de serpiente con variaciones en las especies de cada estudio. Posterior a ello
se inocula de manera intravenosa o intradérmica las soluciones con
nanoparticulas, a dosis aproximada de 20 ug en cada sujeto de estudio,
manteniendo una temperatura promedio de 21-23° C, durante los diversos

estudios revisados estudio (39).

2.3.3 Mecanismos individuales.

Nanoparticulas de polimero

Las interacciones entre las nanoparticulas de polimero (NP) y las proteinas
son tan complejas como las interacciones proteina-proteina. La unién implica
combinaciones de interacciones débiles que incluyen interacciones
electrostaticas, de enlace de hidrégeno, dipolo-dipolo e hidrofdbicas. La
importancia relativa de cada interaccion dependede la composicion especifica
delas NP y su asociacion a la biomacromolécula. Al variar sistematicamente

la composicién quimica de la nanoparticula, podemos identificar grupos
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funcionales que contribuyen a la unién. Un andlisis cuantitativo de la
interaccion de un carbohidrato polisulfatado (heparina) y las NP de diferente
composicion quimica, con uso de calorimetria de titulacion isotérmica (ITC)
establecié que la union surge de una combinacion de interacciones debiles
(enlace dehidrégeno, electrostatico e hidrofébico) cuando existen condiciones
de unién (como temperatura, pH, y fuerza ionica) que contribuyen a la misma.
Un andlisis similar de las NP y las proteinas de este estudio esta programado
para un estudio futuro.

Nuestro primer informe describié unas NP de hidrogel de polimero sintético
que se unen e inhiben la actividad catalitica del PLA2, una de las familias mas

importantes detoxinas proteicas presentes en varias especies de serpiente (11).

Nanoparticulas de Oro

Las caracterizaciones fisicoquimicas de nanoparticulas de oro conjugadas con
andrographolide (andrographolideAuNPs) se realizaron al estudiar su
estabilidad, forma, tamafio y la conjugacion de la particula. El “potencial
zeta”, que vendria a ser la diferencia de potencial entre el liquido dispersante
y las superficies de las nanoparticulas, determina la estabilidad de la particula
en la solucion. En el estudio realizado, los andrografélidos-AuNP tienen
cargas negativas; una carga negativa mas alta aumenta la estabilidad de la
particula porque habra mas fuerza derepulsion entre las particulas. El espectro
ultravioleta / visible es el reflejo dela forma, el tamafio, el indice derefraccion
local de las nanoparticulas y su interaccion con el medio disolvente.

El andrografélido emite fluorescencia cuando se excita a su méaxima
absorbancia, que se apaga después de la adsorcion en nanoparticulas, lo que
indica la conjugacién entre el compuesto y la nanoparticula (42).

El aumento en la eficacia del andrografolido se di6 a partir de su conjugacion
con nanoparticulas de oro. Aunque el andrografolido-AuNP no ofrecio
proteccion contra la mortalidad inducida por el veneno de vibora, neutralizo
la desfibrinacion, el edemay la hemorragia inducidospor el veneno. El estudio
de la dosis minima de coagulacion de plasma (MCDP) inducida por veneno y
la actividad de la fosfolipasa A2 (PLA2) simula los sintomas clinicos de la

mordedura de vibora. El andrographolide-AuNPs ofrecié una proteccion
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significativa en la actividad de las fosfolipasa A2, inducida por veneno de

vibora y la dosis minima de coagulacién de plasma (43).

Nanoparticulas Hidroxiapatita

La hidroxiapatita es sintetizada por procesos electroquimicos, para luego
proceder a la incorporacion del grupo organico, en este caso el &cido estearico
incorporado en la superficie de las nanoparticulas modificadas.

A partir de esta premisa, la solucion se emulsificd por medio de dos métodos
de concentracion, Frelid (con concentraciones de 70/30 y 50/50) y Pickering
(con concentraciones de 70/30 y 50/50), estableciendo la viscosidad de la
emulsion y sus cambios a partir de la variacion de temperatura. De este modo
las propiedades adyuvantes se probaron en ratones, utilizando veneno de B.
asper del Pacifico y se compararon con la emulsion de Freld. Se evalu6 el
reclutamiento celular, la respuesta de anticuerpos Y el tejido adherente en los
ratones inmunizados, dando como resultado una buena actividad adyuvante
(s6lo un 18% inferior a la de la emulsién de Freiid) con efectos secundarios

negativos minimizados en los animales huéspedes (44).

Nanoparticulas de titanio

Las Nanoparticulas de didxido titanio (TiO2-NP) se consideran una sustancia
adecuada para la administracion de medicamentos, asi como para la deteccién
de células objetivo debido a su alta propiedad de fluorescencia bajo la
excitacion de luz blanca normal en condiciones in vitro. Son un agente eficaz
que puede utilizarse como tratamiento en los cambios fisiopatoldgicos
inducidos por el veneno de serpiente.

Las TiO2-NP tienen un comportamiento cristalino con una estabilidad fina, de
modo que neutralizan eficazmente las actividades letales inducidas por el
veneno de vibora y cobra tanto en estudios in vitro como in vivo; ademas de

su actividad hemorrdgica. Mas efectivo en los cambios fisiopatologicos
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inducidos por el veneno de vibora que el veneno de cobra. Con un mecanismo
de accion adn en estudio (7,10).

Los venenos pueden actuar mediante la estimulacion de la via del &cido
araquidénico que conduce a la generacion de citocinas, lo que conduce a
hemorragias y lesiones tisulares. Aunque la lesion tisular causada por el
envenenamiento por serpientes podria deberse a un mecanismo diferente, en
general se generan a través de la via del &cido araquidonico. EI metabolismo
del 4cido araquidonico por la lipooxigenasa o ciclooxigenasa, determinan la
liberacion de proteinas marcadoras proinflamatorias.

La presencia de PLAZ2 en el veneno de vibora ayuda en la conversion de los
fosfolipidos en &cido araquidénico que provoca la liberacion de citocinas y
leucotrienos.

Las TiO2-NP inhiben la produccién de proteinas inflamatorias estériles en
roedores experimentales inducidos por veneno. La proteccion es mayor en el
caso otras especies de vibora, exceptuando el veneno de cobra, por la
diferencia en la concentracion de PLA2, que es mayor en otras especies.

Un estudio adicional puede proporcionar nuevas vias bioldgicas en los
tratamientos de la mordedura de serpiente, dado que las TiO2-NP han

mostrado mejores resultados en experimentos in vitro que in vivo (10).

Nanoparticulas de Plata

Se utilizaron nanoparticulas de plata obtenidas de nitrato de plata obtenido por
reduccioén de sales a partir de curcumina (dispersion solida: 130 nm, 0,081 mg
mL-1). Después de 40 min, la solucion obtenida se retir6 del sistema y se dejo
enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente, las nanoparticulas obtenidas
se caracterizaron por la dispersion dinamica de luz.

Estos resultaron efectivos a la hora de contrarrestar los efectostoxicos en caso
de edema, toxinas musculares o neurales, con estudios en la Philodryas
olfersii, destacando que la curcumina puede inhibir las fosfolipasas, las

metaloproteinasas y la proteina quinasa, potenciando el efecto positivo contra
la reaccion al veneno en cuestion (45).
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2.4 Efectividad del uso de nanoparticulas en el tratamiento del accidente

ofidico

Mediante los estudios realizados, los mecanismos utilizados son similares, se
inicia con la inoculacion del sujeto de estudio con un veneno pre-incubado a 23°
C, mantenido por 12 a 24 horas. Siguiendo con la inclusion de nanoparticulas
especificas (Oro, Titanio, Plata, Biopolimeros) inyectadas via intravenosa o
intramuscular en el organismo del sujeto de prueba. Resultando en tratamientos
efectivos a la hora de contrarrestar los efectos propios del veneno de cada especie,

como los efectos adversos del antiveneno (46).

Sin dafios a nivel de tejidos o a nivel sistémico, con dosis minimas de
nanoparticulas inoculadas, que no llegan a provocar toxicidad por su uso. Si bien
es cierto, estos estudiosse encuentran en fase 0, pero con los resultados expuestos,
no queda dudade que es una técnica en desarrollo y determinard un antes y un

después en el tratamiento del accidente ofidico.(39)

A partir de la bibliografia revisada, se saca a relucir ventajas y desventajas del uso
nanoparticulas como en el tratamiento del accidente ofidico (tabla 4).

Tabla 4: Ventajas y desventajas del uso de nanoparticulas como coadyuvante en el
tratamiento del accidente ofidico

VENTAJAS DESVENTAJAS
Su uso es relativamente barato No esta desarrollado completamente su
estudio
Su accion es especifica en proteinas del | Las pruebas ensereshumanosain no han
veneno de serpiente gue se use. sido determinadas
Fortalece la accion del antiveneno Son diversas nanoparticulas en uso para

cada especie de serpiente.

Se puede utilizar en diferentes especies, y
tiene alcance hasta en toxinas
neurotoxicas

Son faciles de administrar atn en lugares
remotos

Autor: Priscila Raquel Mero Ochoa
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CAPITULO I

OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Describir el uso de nanoparticulas en el tratamiento de accidente ofidico.

3.2 Objetivos especificos

Citar el tratamiento de accidente ofidico a base de nanoparticulas

Revisar la efectividad del uso de nanoparticulas en el tratamiento del accidente
ofidico

Detallar ventajas y desventajas del uso de nanoparticulas en el tratamiento del
accidente ofidico
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CAPITULO IV

4. MATERIALESY METODOS

4.1 Disefo

Se realiz6 una revision bibliografica de tipo narrativa usando una amplia
variedad articulos que incluyen todos los tipos de articulos, sin importar el
tipo de estudio. Con informacién compilada en bases de datos como PubMed,
Science Direct, Spinger Link y Scopus. Tomando en cuenta revistas con
bibliométrica Q1, Q2, Q3 y Q4, seguin Scimago Country Journal Rank.

La estrategia de busqueda se llevd a cabo utilizando términos DeCS/MeSH
como:  “antivenenos”,  “nanoparticulas”,  “Terapéutica”,  “Venenos
Elapidicos”. La antigliedad de los articulos en cuestion data entre 2012-2022,
publicados en idioma inglés y espafiol, que se encuentren completos y que

sean de acceso libre, ademas que contengan la informacion referente al tema.

4.2. Criterios de inclusion

e Articulos publicados en el afio 2012 al 2022
e Articulos de acceso libre

e Estudios con validacion de uso de nanoparticulas en tratamiento de

accidente ofidico.
e Articulos escritos en esparfiol e inglés.

e Diagnostico de cuadros de accidente ofidico tratados con nanoparticulas.

4.3. Criterios de exclusién

e Articulos con metodologia poco clara, no reproducible o incompletos.

e Investigaciones realizadas con el tratamiento tradicional del accidente
ofidico

e Articulos pagos.

e Articulos duplicados
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CAPITULOV
5. RESULTADOS

Se analizaron 53 articulos cientificos, de cuales en Pubmed 16 en Science Direct 16,
en Spriger Link 9, en Research Gate 9, en Scopus 3. De los cuales se eliminaron 41
al encontrarse duplicados y se incluyeron 12 articulos para esta revision, los cuales
determinan que el tratamiento del accidente ofidico a partir del uso de nanoparticulas

en el tratamiento del accidente ofidico, es efectivo mediante ensayos de laboratorio
en roedores (tabla 5).



Tabla 5: Resultados articulos revisados sobre el uso de nanoparticulas como coadyuvante en el tratamiento de accidente ofidico

21

Autor Afio Tipo de Titulo Tipo de Tratamiento Efectividad
Estudio serpiente aplicado
Hamzaoui A, Desarrollo y evaluacion de Meiorar la
Laraba-Djebari F Ensavo clinico nanoparticulas poliméricas Veneno encapsulado | Jervivencia I
(47). 2021 contri/)lado enfase | €OMO sistemade Viperidae (Cerastes | de Cerastes cerastes resppuesta a car?tidades
0 admlnls?r,amon parala cerastes) + N_anppartlculas letales de veneno de
prevencion del poliméricas .
. . serpiente.
envenenamiento por serpientes
Chakrabarity S, Inhibicion de la inflamacion | Lasnanoparticulasde
Alam |, etal.; (10) inducida por veneno de Viperidae (de Veneno de Daboia Titanio funcionan
Ensayo clinico ser ientep de la actividad Dapboia russelii) russelii y Naja como secuestradores
2019 | controlado en fase PLKZ meélliante nanoparticulas | Elapidae(Naja kaouthia + de PLA 2 e inhibe sus
0 de dibxido de titanio sn kao%thia) J Nanoparticulas de efectos. Podria
animales de experimentacion dioxido de Titanio conyderarse un
antidoto potencial.
Rodriguez K, Caracteristicas fisicas de las Veneno de B. asper
Villalta M, etal.; emulsiones Pickering de del Pacifico + P La formulacion en
(44). Ensayo clinico nanohidroxiapatita y su Bothrops (B. asper | emulsiones de emulsion de Pickering
2019 gontrolado en fase ?:;“VJSE,[C; ?jcé);un\{[?glj(;reglsi‘ren e del Pacifico) Freund y laemulsion | es 18% mas efectiva
al vpeneno de la ser iepnte de Pickering. que la de Frelid
P (Hidroxiapatita)
Bothros asper
Glaucia-Silva F, Un enfoque biotecnoldgico de
To.rres—Rego M, et o la inmunoterapia: Antiveneno o Veqeno de Crotalus Las nanoparticulas de
al.; (48). Ensayo clinico contrael venenodela Viperidae (Crotalus | durissus cascavella + :
. . . g chitosan ofrecen un
2018 | controlado en fase | serpiente Crotalus durissus durissus Nanoparticulas de

0

cascavellaproducido a partir
de nanoparticulas
biodegradables

cascavella)

Hidroxido de
Alumino y Chitosan

enfoqueeficaz y
seguro.
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O’Brien J, Lee SH,
etal.; (11).

2018

Ensayo clinico
controlado en fase

Las nanoparticulas disefiadas
se unen a las toxinas del
veneno elapidico e inhiben la

Elapidae (Naja

Veneno de Naja
nigricollis +
polimero sintético
abiotico de
nanoparticulas (N-
fenilacrilamida, N-

Un polimero sintético
abidtico de
nanoparticulas, inhibe
de forma dosis-
dependiente la

0 dermonecrosis inducida por el nigricollis) isopropilacrilamida, | actividad
veneno acido acrilico, N'- dermonecrdtica del
metilenbisacrilamida | venenode N.
y dodecilsulfato nigricollis.
sédico)
Las nanoparticulasde oro L . iond
(AuNPs) conjugadas con Veneno de Daboia a conjugacionde
Ensayo clinico andrografolida mejoran los L .| russellii russellii + androgrgfolldgy oro
Ghosh S, Chandra 2020 trolado en f fectos toxicos inducid Viperidae (Daboia ticulas d aumento la eficacia
S; etal.; (42). controlado entase | ETECIOS TOXICOS INGUCIAOS PO 1 o russellii) nanoparticulas deoro | o iralizante contra
0 el veneno de la vibora (Daboia conjugadacon los cambios
russellii russellii) en un andrografolida fisiol6aicos
modelo animal gicos.
Metaloproteinasas de
Imitacion abidticade los veneno de Crotalus
inhibidores tisulares atrox +inhibidor Las Nanoparticulas
endogenos de las sintético de amplio | funcionan como
Nakamoto M, Zhao Ensayo clinico metaloproteinasas: Ingenieria | Viperidae (Crotalus | espectro (zinc antidoto abidtico
D, etal.; (49). 2020 controlado fase 0 | de nanoparticulas poliméricas | atrox) catalitico (Zn), contrael
sintéticas para su uso como Spockety la union envenenamiento de
inhibidor de metaloproteinasas una nanoparticulaa | serpientes
de amplio espectro la superficie de la
enzima.)
Un nuevo enfoque parala Las nanoparticulas de
Mirzaei F, Ensayo clinico pr_eparacién de anti@otos Viperidae (Echis Nanoparticulas de Chito_san simulan
Mohammadpour N, | 2017 utilizando nanoparticulas de . Chitosan +veneno | efectivamenteuna
) controlado fase 0 . ) carinatus) . ; .
etal.; (50). Chitosan que contienen veneno de Echis carinatus mejor respuesta
de EchisCarinatus como nuevo inmune frente al
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sistema de administracion de
antigenos

envenenamiento
ofidico.

Su efectividad contra

Proenca-Assu ngdo Ensayo clinico :)r;;:gigcr:?rgioga;?e%?{)tslig:?iscszi Colybridae I\D/r?ing ?ygg olfersii + IOS. efectos locales es
% Farlas_-de-Fran(;a 2021 controlado fase0 | del venenode Philodryas (Phllo_(_alryas Nanoparticulas de eV|den_te frente al
A, etal.; (45). . olfersii) tratamiento
olfersii plata -
tradicional.
El Chitosan se
Produccidn de antidotos contra presenta como un
los venenos de las serpientes Veneno de Bothrops | biopolimero poco
Rocha K, Glaucia- 2018 Ensayo clinico BO'[,[TOPS Jlararatgla} y Bdothrops Bothrops (Jararaca Jarz:'r]aca yl N mflatr_n,at%rlo dqu_e, gnl
Silva F, etal.; (51). controlado fase0 | ETYtnromeias utifizando y erythromelas) erythromelas cuestion de dosis de
nanoparticulas de quitosano nanoparticulas de antigeno, serdmenor
ligadas entre si como Chitosan en el caso del uso de
inmunoadyuvante Hidroxido de
aluminio.
Farmacocinética cerebral de
_ I(aéi%%nggﬁzggt?ég ?:Zr}:;l;c?as _ _ Ne_urotoxina de Naja Las_ nanoparticulasde
Zhang X, etal.; 2013 Ensayo clinico con neurotoxinas y Ela_pldae (Naja Naja+ Chltosan son mas
(52). controlado fase 0 modificadas con Chitosan tras Naja) nar)opartlculas de e_flcacesa la ho_ra de
su administracion intranasal en Chitosan fichar neurotoxinas.
ratas despiertas
. . . La conjugacion
. de Russell + significativamente la
Saha K, Gomes A. Ensayo clinico porel v.enenod(.a la biora de Viperidae (Vibora | Nanoparticulas de nefrotoxicidad,
2017 Russell: neutralizacion con

(43).

controlado fase 0

acido 2-hidroxi-4-metoxi
benzoico conjugado con
nanoparticulas de oroin vivo

de Russell)

Oro conjugado con
con acido 2-hidroxi-
4-metoxi benzoico

miotoxicidad y

hepatotoxicidad en los
ratones macho albinos
usados en este estudio.

Autor: Priscila Raquel Mero Ochoa
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CAPITULOVI

6. DISCUSION

El accidente ofidico al ser una condicion recurrente en nuestro medio, ya sea por la
ubicacion, la biodiversidad o el trabajo de quienes viven en zonas endémicas,

extendiendo la necesidad de atencion inmediata y eficaz, se hace necesario el uso de
métodos eficientes y accesibles para el tratamiento del mismo (19).

Regularmente, el tratamiento conocido y aplicado es a partir de anticuerpos
policlonales desarrollados a partir del plasma de animales hiperinmunizados, los
cuales tras varias inoculaciones perecen. Las inmunoglobulinas obtenidas
dependiendo de su pureza, dan cabida a reacciones adversas posterior a su aplicacién
(13,28).

Aqui, es donde el estudio del uso de nanoparticulas en el tratamiento del ofidismo, se
hace presente como una alternativa aplicable. Con multiples opciones de
nanoparticulas antes mencionadas, su uso en diversos estudios, como el de Lin et al
(53), 0 en el de Chaparro et al (54), describen una efectividad significativa del 80 al
90% , basado en la reduccion tanto de los efectos del envenenamiento, como de los
efectos adversos que pueda causar el propio antiveneno (53,54).

Los ensayos clinicos controlados en fase 0, proponen una variedad de nanoparticulas,
puestas a prueba con venenos de diversas especies de serpientes, consideradas en sus
lugares de origen como especies con venenos letales. Acorde a los estudios revisados
de Chakrabartty S, etal. (10); O’BrienJ, etal. (11); y Zhang X, etal. (52); el veneno de la
especie de serpiente mas estudiada es la Naja, por el peligro que representa su
neurotoxina, dado que pertenece al género Elapidae. En estos estudios, se demuestra
la respuesta terapéutica con el uso de nanoparticulas poliméricas, de titanio y
Chitosan, (10,11,52).

Con estos estudios, se ha logrado resultados favorables en especimenes de ratones,
dondecon la inoculacion del toxico seguido de la nanoparticula en cuestion. Chaparro
S, etal. (54); y Mohanraj V, etal. (55); establecen la capacidad de estas para secuestrar
componentes especificos de cada efecto adverso que se puede presentar
(nefrotoxicidad, miotoxicidad, hepatotoxicidad, neurotoxicidad, trastornos de la
coagulacion, etc.) (11, 44,53).
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En contraparte Medina y Fernandez, exponen lo delicado que resulta el uso de
nanoparticulas en tratamientos en seres humanos, dado que no es especifico el grado
de toxicidad que su uso represente. Sin embargo, concluyen que incluso la toxicidad
producida por las nanoparticulas, puede resultar en tratamientos medicos seguros
(56).

Como se ha presentado anteriormente de las nanoparticulas utilizadas como Titanio,
Oro, Plata, Chitosan o Polimeros. Acorde a Glaucia-Silva F, Torres-Régo M, et al. (50—
52); el Chitosan presenta un 85% al 90% de efectividad en la encapsulacion de venenos
elapidicos, botropicos y crotalicos, sobre todo a la hora de contrarrestar el veneno y

potenciar el efecto neutralizador del antiveneno.
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CAPITULOVII

7. CONCLUSIONES

El uso de nanoparticulas en el tratamiento de accidente ofidico es bastante efectivo,
se han probado diferentes nanoparticulas, tanto simples como en polimeros, con
diferentes tipos de venenos, tanto Elapidicos (neurotdxicos) como Bothrdpicos

(miotdxicos), reduciendo los efectos adversos del veneno e incluso del tratamiento
tradicional.

El tratamiento actual del accidente ofidico y el tratamiento a base de nanoparticulas
se diferencian en la especificidad del mismo, dada la capacidad de las nanoparticulas
para secuestrar componentes especificos de cada veneno, evitando el avance de los
efectos del mismo. Adicionalmente mitiga los efectos adversos del tratamiento
tradicional. Ademas, se evidencia que, ante la dosis de veneno inoculado, la adicion

de nanoparticulas serd proporcional, procurando un aumento de la efectividad en el
tratamiento.

Laefectividad del uso de nanoparticulas en el tratamiento del accidente ofidico segun
varios estudios realizados, son de 80-90% de efectividad en la reduccion de efectos
propios del veneno, tanto como efectos adversos del antiveneno, aunque al
encontrarse en fase 0, se recomiendan mayor nimero de estudios en el tema, para que

sea aplicable en seres humanos.

Dentro de las ventajas que existen en el uso de nanoparticulas en el tratamiento del
accidente ofidico, la principal seria la disminucion de los efectos adversos y secuelas
que la inoculacion del veneno pueda causar, ademéas de aquellos que los anticuerpos
de equinos puedan provocar, sobre todo en caso de anafilaxia. Finalmente, el coste
relativo del tratamiento seria menor al evitar complicaciones o el uso de una mayor
dosis de antiveneno.

En cuanto a las desventajas del uso de nanoparticulas en el tratamiento del accidente
ofidico es que los estudios se encuentran en fase cero, que no se cuenta con
laboratorios para su produccion excepto en Costa Rica y Brasil por lo cual estudios

no se han desarrollado en otros paises de Latinoamérica.
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