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RESUMEN

La serpiente vibora de cascabel (Crotalus simus) es la especie mas recurrente en
accidentes ofidicos en El Salvador. Los estudios respecto a estos individuos son
casi nulos y aun mas hablando de su veneno en el pais. Esta investigacion,
documenta el manejo especifico de esta especie en cautiverio dentro de un
serpentario para garantizar de manera eficaz y segura los diversos procesos que en
él se realizan, siendo esta la base fundamental del estudio de veneno, destacando
que se llevé a cabo la estandarizacion de los protocolos para la extraccion y
procesamiento de este, haciendo énfasis que el estudio de venenos desencadena
una serie de investigaciones a futuro sobre diversas actividades biolégicas que
pueden realizarse dentro del pais, encaminadas en el mundo de la vendmica y
protedmica. La caracterizacion de las actividades toxicas de los venenos de
serpientes es necesaria para el entendimiento de los procesos fisiopatolégicos que
se producen ante su mordedura; como también, para evaluar la potencia
neutralizante de los antivenenos utilizados para tratar estos envenenamientos;
proyectandose incluso a poder realizar la fabricacion o busqueda de un antiveneno
de origen natural, trabajar con organismos nativos reduce costos y da una respuesta
oportuna para la ciencia aportando a la reduccién de la probabilidad de mortalidad
y morbilidad en personas afectadas por accidentes ofidicos en el pais.

Por otro lado, enriquecera el conocimiento sobre este tipo de reptiles, aportara para
la investigacion de dichas especies y abrird una nueva brecha para la ciencia en El
Salvador. Ademas, en dicha investigacion se trabajo con el veneno de esta especie
con pruebas experimentales en ratones albinos suizos cepa Balb/C, para determinar
la Dosis Letal Media (DL50), donde los valores correspondientes a esta actividad
fueron diferentes, comparados con la poblacion de Costa Rica; en cuanto a
Guatemala presenté una mayor similitud.
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1. INTRODUCCION

Las serpientes y su importancia se derivan de sus exclusivas condiciones
biolégicas, su compromiso en la ecologia, siendo un importante eslabon en la
cadena alimenticia y en el equilibrio biolégico, algunas por su toxicidad, causan
morbilidad, mortalidad y secuelas de gran trascendencia tanto funcionales como
econOmicas a la poblacion. Gracias a su toxicidad se ha elaborado medicamentos
de gran utilidad, el estudio de su veneno ha servido para descubrir grandes avances
en la medicina como: mecanismos fisiolégicos en la coagulacion sanguinea,
neurofisioldgicos en la transmision nerviosa y patolégicos como la Miastenia gravis.
Ademas de su impacto psicoemocional en el ser humano (Angel, 2017).

Las mordeduras causadas por serpientes representan un riesgo para la salud
publica en &reas tropicales y subtropicales del mundo (Mebs, 2002). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ha estimado que anualmente 5 millones
de personas son mordidas por serpientes, de las cuales 2.5 millones presentan
indicios de envenenamiento, causando 125,000 defunciones (Vasquez vy
Almendanio, 2009). La informacién epidemioldgica sobre el envenenamiento ofidico
en Centro América es escasa e incompleta, el nimero total de envenenamientos
ofidicos en Centroamérica podria oscilar entre 4,500 y 5,000 casos por afio, con
cerca de 250 muertes; sin embargo, es probable que en algunos paises exista un
subregistro de casos, dado que el numero exacto de personas no ha sido
determinado porque no todos los afectados acuden a los centros de salud después
de una mordedura (ICP, 2009).

En El Salvador desde el afio 2010 al 2012, se han reportado 300 accidentes ofidicos
por afio (De Palma et al., 2013). En el 2015 se notificaron 4 muertes (Gutiérrez et
al., 2020), en el afio 2016 solo una muerte y 315 casos de personas mordidas por
serpientes venenosas, el 68% (213) de los casos fueron ingresados para su
tratamiento (De Palma, 2016). En el ultimo quinquenio (2017 al 2021), se reportan
1,982 casos de ofidismo dando un promedio de 396 casos por afio, de los cuales
923 necesitaron hospitalizacion, correspondientes a 184 hospitalizados por afio
(CIATOX, 2022). El domicilio de los casos es mayor en el area rural que en el area
urbana, los departamentos con mas incidencia son Santa Ana, Chalatenango, La
Libertad y La Unidn, se presentan en todos los meses del afio especialmente en la
época (lluviosa) de invierno, donde se incrementa la exposicion debido a los cultivos
en el area rural, crecimiento de la vegetacion, incremento de busqueda de alimentos
por las serpientes debido a la fase de gestacion y parto (CIATOX, 2022; De Palma
et al., 2013, 2016; Gutiérrez et al., 2020). En el pais los tipos de serpientes
venenosas con mas registros de mordeduras son: vibora cascabel (Crotalus simus)
50%, vibora castellana (Porthidium ophryomegas) 32%, seguida del tamagas
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(Agkistrodon bilineatus) y el coral (Micrurus nigrocinctus). La parte anatomica mas
afectada son los pies (50%), las manos (41%). En estos casos, el acceso a suero
antiofidico de origen equino es un serio problema, ya que el sistema de salud publica
no cuenta con la fabricacién de este, debido a la falta de un centro especializado
que lo produzca, deben al importarse de Costa Rica, lo cual provoca un aumento de
la probabilidad de morbilidad, mortalidad y dificultades en el tratamiento adecuado
por accidentes ofidicos (De Palma et al., 2013; MINSAL, 2012).

En la actualidad, los estudios de actividades toxicas, caracterizacion quimica,
molecular y fisica de los venenos de serpientes, ayudan al mejor entendimiento de
los procesos bioquimicos y fisiopatolégicos que producen éstos posterior a la
mordedura de serpientes, 1o que aumenta el potencial neutralizante de los sueros
antiofidicos cuando son administrados oportunamente (Roodt et al., 2005).

El Salvador no ha desarrollo acciones en el tema del ofidismo, a pesar de que las
mordeduras por serpientes venenosas son consideradas como una enfermedad
tropical desatendida y de la pobreza segun la OMS en el 2019, generan un problema
de salud publica, creando la necesidad de establecer un laboratorio especializado
en el estudio de serpientes, que inicie con las primeras investigaciones cientificas y
tecnologicas, enfocadas principalmente sobre estudios de venenos y toxinas
producidos por serpientes, estrategias para producir sueros antiofidicos,
aplicaciones biotecnolégicas de las toxinas y venenos de serpientes, con nuevos
conocimientos que generaran la actividad investigativa de gran aporte para la
ciencia en El Salvador, dandose a conocer a la comunidad cientifica internacional a
través de publicaciones en revistas especializadas y aportando al mismo tiempo en
la participacién de charlas, capacitaciones, seminarios, talleres, congresos, etc.
Dentro y fuera del pais. En este sentido, el objetivo de la presente investigacion fue:
implementar el manejo de viboras de cascabel (Crotalus simus), para la extraccion,
procesamiento y determinacion del veneno con fines de investigacién en El
Salvador. Esta informacién constituye una herramienta valiosa y fundamental, ya
que; proporciona los conocimientos para desarrollar futuras investigaciones dentro
del pais.
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2. OBJETIVOS

Objetivo general

» Implementar el manejo de viboras de cascabel (Crotalus simus), para la
extraccion, procesamiento y determinacion del veneno con fines de
investigacion en El Salvador.

Objetivos especificos

» Elaborar un manual de procedimientos de manejo de Crotalus simus, en
cautiverio con fines de investigacion en El Salvador.

» Establecer un protocolo de extraccion y procesamiento de veneno de
Crotalus simus con fines de investigacion en El Salvador.

> Determinar dosis letal media del veneno de Crotalus simus, en ratones

experimentales (Mus musculus) cepa Balb/C con fines de investigacion en El
Salvador.

14



3. MARCO TEORICO

En la actualidad méas de 2,900 especies de serpientes son reconocidas
mundialmente. Este grupo de vertebrados se encuentra en la Clase Reptilia, dentro
del Orden Squamata (con escamas), y dentro de éste se agrupa en el Suborden
Serpentes (ofidios o serpientes) (Solérzano, 2004).

Las serpientes en El Salvador se agrupan en 9 familias, 41 Géneros y 61 especies
(Kohler et al., 2006; Moran et. al., 2015; Coto, et al., In Press; 2023), de las cuales
la familia Viperidae destaca por poseer a los miembros que causan la mayoria de
los accidentes ofidicos (envenenamientos por mordedura por serpiente). Dentro de
la Familia Viperidae la serpiente Crotalus simus, comunmente llamada cascabel, se
destaca por ser una especie de gran tamafo y ser considerada como problema de
salud publica por los envenenamientos ofidicos que provoca. La distribucion del
género Crotalus se extiende desde México, donde habitan la mayor cantidad de
especies, hasta el Norte de Argentina (Campbell y Lamar 1989, 2004).

Este género moderadamente largo es solamente del nuevo mundo; su nombre viene
del griego Krotalon, que significa “chinchin”. Crotalus simus es una especie muy
grande, pesada y peligrosa serpiente. La presencia de un cascabel en la punta de
la cola es quizas el rasgo que posiblemente mejor la diferencie de las otras
venenosas. Los machos pueden medir hasta 1.6 metros, mientras que las hembras
solo 1.5 metros. La cabeza presenta forma triangular si se le observa dorsalmente,
y se observa una diferencia con respecto al cuello. Los ojos son grandes con
apariencia rugosa. La cola termina en cascabel queratinizado. Las glandulas de
veneno son bastante grandes y los dientes inyectores muy largos. Su color es
amarillento con una serie de grandes rombos oscuros marginados de claro; en los
costados ostenta unos puntos grandes entre los rombos. En el cuello tienen dos
largas rayas longitudinales, muy caracteristicas de la especie. La region ventral es
blanco amarillento (Alvarez, 1984; Lee, 1996; Campbell, 1998; Sol6rzano, 2004).

Esta serpiente es terrestre y posiblemente diurna, crepuscular o nocturna
dependiendo de la época del afio. Durante los meses frios del afio son encontradas
regularmente de dia, mientras que en los meses con mas calor de la época lluviosa
su actividad tiende a ser crepuscular y nocturna. Su tamafo y disposicion
impredecible hacen de esta serpiente, una de las mas peligrosas de Centro y Sur
América. La postura de defensa ademas de ser peculiar es espectacular. Se
alimenta de roedores y otros mamiferos pequefios, aunque ocasionalmente puede
comer aves y lagartijas. Esta serpiente al igual que otras del género Crotalus es
vivipara. Las hembras pueden dar de 15-47 neonatos, los cuales pueden medir de
31 a 32 cm (Campbell, 1998; Kdhler et al., 2006; Lee, 1996).
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Su distribucion ecoldgica en El Salvador es de Bosque Tropical Deciduo Latifoliado
de Tierras Bajas, Bosque Tropical Semideciduo Latifoliado de Tierras Bajas,
Submontano y Montano Inferior, Bosque Tropical Semideciduo Mixto Submontano
y Montano Inferior, Sabanas y Vegetacion Primaria sobre Lava Volcanica. Puede
habitar en zonas de cultivo. Se distribuye entre el nivel del mar y los 2,000 msnm.
Esta vibora tiene registro a nivel nacional (Figura 1) en los departamentos de
Ahuachapén, La Unién, San Salvador, San Vicente, Sonsonate (Kohler et al., 2006),
La Libertad (Kohler et al., 2006; Moran, 2013), Santa Ana (Henriquez 2010; Kéhler
et al., 2006; Vreugdenhil et al., 2011), Cuscatlan, Cabafas, Chalatenango, San
Miguel (Herrera et al., 2007) y Morazan (Vreugdenhil et al., 2011).

El estatus de conservacion de esta especie a nivel mundial aun no ha sido evaluado.
A nivel nacional la especie se encuentra listada como Amenazada de Extincion
(MARN, 2015). Esta especie sufre bastante presion por parte de la poblacién ya que
se cree que su carne posee propiedades curativas para enfermedades de la piel e
incluso para el cancer. Se han encontrado restos de esta serpiente en casas de los
pobladores e incluso en muchas ocasiones son encargos que realizan hierberos a
la gente local para poder vender el producto en los negocios que poseen
(Henriquez, 2013). La especie Crotalus simus es la Unica serpiente venenosa de El
Salvador que se clasifica en la categoria 1 de mayor importancia médica (WHO,
2017).

Leyenda

Distribucién potencial

Figura 1. Sitios de registro y distribucién potencial en El Salvador de vibora de
cascabel (Crotalus simus) (Henriquez et al, 2023).
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Las serpientes venenosas tienen en comun la capacidad de inocular veneno a
través de dientes especializados llamados colmillos (Costa y Giordano, 2014), éstas
utilizan sus venenos para matar y algunas veces inmovilizar a sus presas (en la
mayoria de los casos vertebrados) asi como para defensa en contra de
depredadores (Lomonte et al., 2014). Dicho veneno es producido en las glandulas
especializadas que, filogenéticamente, son los equivalentes a las parétidas, estas
glandulas presentan células de tipo epitelial que vierten su secrecién en canaliculos
que desembocan en un receptaculo (lumen), en donde es almacenada hasta su
expulsion. El lumen continla por un conducto que desemboca en el canal del
colmillo inoculador (Bolafios, 1984).

Los venenos de serpiente son mezclas complejas de moléculas biolégicas que
perturban los sistemas fisiol6gicos vitales de manera efectiva, en especial aquellos
relacionados con el movimiento, la respiracion y circulacion (Das et al., 2011; Koh y
Manjunatha, 2011). Este contiene alrededor de un 25% de solidos totales de los
cuales entre un 70-90% estdn constituidos por proteinas y polipéptidos de
relativamente alto peso molecular, esta alta concentracion de solidos le confiere al
veneno alta viscosidad. El resto de los componentes (10-30%) lo forman sustancias
organicas de bajo peso molecular, tales como carbohidratos, péptidos pequenios,
aminoécidos libres, aminas y nucleotidos, como también compuestos inorganicos y
elementos, tanto aniénicos como cationicos (Bolafios, 1984).

Estos venenos ofrecen percepciones interesantes y con frecuencia Unicas dentro
de campos bioldgicos como la farmacologia (descubrimiento de drogas) (King,
2011) inmunologia (terapias para envenenamientos) (Harrison et al., 2011; Williams
et al., 2011), y biologia estructural (unién e interaccion de proteinas) (Dutertre y
Lewis, 2010). La investigacion de la composicibn de estos venenos y la
caracterizacion de sus componentes toxicos es de vital importancia en la
comprension de la fisiopatologia de los envenenamientos y por lo tanto el desarrollo
de tratamientos adecuados (Bénard et al., 2014), esto es de particular relevancia
para las poblaciones de serpientes de diferentes é&reas geogréaficas con
componentes hemorragicos y/o neurotdxicos en sus venenos (Martinez et al.,
2013).

Un aspecto importante en el estudio y composicion de los venenos es la variacion
ontogenética (Calvete et al., 2010; Lomonte et al., 1983; Mackessy et al., 2003).
Entre los distintos estadios de vida de las serpientes los venenos se pueden
presentar con composiciones bioquimicas y farmacoldgicas bastante distintas
(Tabla 1), observandose esta diferencia mas pronunciada entre vipéridos que
elapidos (Mackessy, 2010).
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Tabla 1: Componentes principales de venenos de serpientes (Mackessy, 2010).

Nombre del componente

Actividad biol6gica

Enzimas |
Fosfodiesterasa Deplecion de di-trinucleotidos y nucleétidos ciclicos;
hipotensién
5’-Nucleotidasa Liberacion de nucledsidos
Fosfomonoesterasa Alcalina Incierto

Hialorunidasa

Disminuye la viscosidad intersticial, difusion de los
componentes del veneno

L-amino acido oxidasa (homodimero)

Induccién de apoptosis, dafio celular

Metaloproteinasas de veneno de
serpientes:
M12 reprolisinas PIIl, PlI, PI

Hemorragia, mionecrosis,
predigestion de la presa

coagulopatias,

Serino proteasas tipo trombina

Deplecion rapida de fibrindgeno; alteracion de la
homeostasis

Tipo kalickreina

Induce una caida rapida en la presion sanguinea,
inmovilizacion de la presa

“Arginina esterasa”

Incierto; predigestion de la presa tal vez

Enzimas fosfolipasas 4, (Grupo Il)

Miotoxicidad, neurotoxicidad, induccién de edema,
hidrolisis de fosfolipidos

Proteinas no enzimaticas/péptidos

Proteinas secretorias ricas en Cisteina
(CRisPs)/helveprinas

Induce hipotermia, inmovilizacién de la presa

Factores de crecimiento de nervios

Desconocido, se presume apoptosis

Algunas subunidades de neurotoxinas pre-
sinapticas

Contribucion a la neurotoxicidad potenciando la
accion de la subunidad PLA,

Letinas tipo C

Anticoagulante, modulador plaquetario

Desintegrinas

Inhibicion plaquetaria; promueve hemorragia

Miotoxinas no PLA,

Mionecrosis, analgesia, inmovilizacion de la presa

Peptidos potenciadores de bradiquinina

Dolor, hipotension; inmovilizacién de la presa

Inhibidores tripéptidos

Estabilizacion de los componentes del veneno

Compuestos organicos pequefios

Purinas y pirimidinas

Hipotension,  pardlisis, necrosis;

inmovilizacion de presa

apoptosis,

Citrato

Estabilizacion del veneno, inhibicion de hidrolasas

Los envenenamientos por mordeduras de serpientes de la familia Viperidae,
subfamilia Crotalinae son caracterizados por prominentes alteraciones a nivel local,
incluyendo hemorragia, edema, formacién de ampollas y necrosis, efectos que
pueden resultar en secuelas permanentes; desarrolldandose muy rapidamente
después del envenenamiento (Gutiérrez et al., 2000). Estos no s6lo son los venenos
mas complejos, en comparacion con los de los venenos de otras familias, sino
también contienen las proteinas de mayor peso molecular. ElI grado de
envenenamiento resulta de la combinacion de los diferentes efectos producidos por
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los componentes proteicos presentes en el veneno ( Incio et al., 1993; Gutiérrez et
al., 2000; Lomonte et al., 1993; Otero et al., 1992, 1996).

Los venenos de las serpientes poseen una composicion variable, también existen
diferencias importantes en las actividades enzimaticas y clasificados en efectos
locales y sistémicos no solo entre distintas especies de la misma familia, sino
también diferencias intraespecificas entre poblaciones de distintas zonas
geograficas (Franischetti et al., 2000; Otero et al., 1992). Como consecuencia, los
venenos de las diferentes especies y entre individuos de la misma especie, pero de
distintas poblaciones, producen distintos efectos locales y sistémicos, por lo que se
requiere un tratamiento clinico diferente para cada caso (Ferreira et al., 1992).

Manutencién de serpientes en cautiverio

Establecer colonias de serpientes en condiciones de cautiverio es importante no
solo para mejorar nuestro entendimiento de la biologia de las serpientes, sino que
también para contar con fuentes de venenos para la inmunizacion de los animales
empleados como fuente de inmunoglobulinas, para la produccién de antivenenos
ofidicos (Gomez, 2015)

Dependiendo del uso que se le dé a la coleccidn (exhibicion o produccion de
veneno), las serpientes son manejadas de modo diferente, lo cual las expone a
diferentes grados de estrés. Por ejemplo, las serpientes empleadas en la produccién
de antivenenos son periédicamente anestesiadas y sometidas a procedimientos de
extraccion de veneno, lo cual en el largo plazo les produce un deterioro de sus
glandulas de veneno, que no ocurre en las serpientes destinadas a exhibiciéon
(Giannotti et al., 2013).

Para la manutencién de serpientes en cautiverio, ademas de los cuidados a la hora
de manipular serpientes venenosas para la obtencion del veneno, se deben
considerar los aspectos ambientales especificos de cada especie de serpiente, tales
como temperatura y humedad relativa. En el caso de Crotalus simus se mantiene
por debajo del 80% de humedad relativa y entre 26°C y 28°C (Manual de
Procedimientos del Serpentario, 2015).

Los recintos empleados para la manutencion de serpientes tienen que ser de un
tamafio apropiado para la talla del animal, proporcionar un gradiente térmico y un
sustrato adecuado. Todo esto con el fin de asegurar el bienestar de las serpientes
cautivas que conforman una coleccién (Ashley y Burchfield, 1968; Murphy y
Armstrong, 1978).

Se ha documentado que los primeros tres meses en cautiverio son los mas criticos
en términos de supervivencia y adaptacion en serpientes capturadas en la
naturaleza (Braz et al., 2012), la incapacidad para adaptarse al entorno en
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cautiverio, es conocida como sindrome de mala adaptacion o inadaptacion al
cautiverio, ha sido reconocida como la principal causa de muerte en reptiles en
cautiverio (Cowan, 1980; DeNardo, 2006). Este sindrome se define como los efectos
patolégicos del estrés en un animal relacionado con el ambiente de cautiverio y
puede causar anorexia y emaciacion, entre otras consecuencias (Cowan, 1968).
Incluso cuando el cautiverio proporciona las condiciones fisicas adecuadas, no
existe garantia de que un animal pueda prosperar en cautiverio (DeNardo, 2006).

Construccion de terrario

En el momento de construir un terrario normalmente se tienen en cuenta dos
aspectos, uno de ellos es el bienestar animal y posiblemente el mas importante
(Mattison, 1982). Este aspecto incluye las necesidades para una vida optima del
animal, dentro de un terrario que simule lo mejor posible su habitat natural y su
tamafo, cuya longitud diagonal debe corresponder al menos a la longitud total del
animal (Mader, 2006; Raiti, 2012).

Temperatura

En general las serpientes necesitan de 5 cosas que comprenden la calefaccion, el
sustrato, el refugio, la iluminacién y el agua. Los terrarios deben tener un gradiente
de temperatura para que la serpiente pueda regular su temperatura corporal. Lo
anterior se logra creando una zona fresca y una zona calida. La serpiente rotara en
estas dos zonas dependiendo de sus necesidades (Mattison, 1982).

Algunas personas no recomiendan el uso de las planchas pues el calor puede ser
muy localizado. Las serpientes grandes que tienen piedras o planchas térmicas
generalmente se enroscan encima de ellas, permaneciendo un periodo de tiempo
prolongado, lo que aumenta el riesgo de quemaduras en la piel (Mader, 2006). Las
zonas de temperatura fresca se logran creando escondites con troncos, cortezas o
con algun sustrato que permita a la serpiente enterrarse (Mattison, 1982).

lluminacién

Algunas personas aseguran que el mejor método de iluminacion es la luz solar, pues
esta luz ofrece todos los rangos del espectro ultravioleta. Los rayos UV permiten la
sintesis de vitamina D3, importante para regular el metabolismo de calcio y
minerales (Brames, 2006). En cautiverio se ha observado distintos individuos que
deben alimentarse forzadamente, tal vez afectados por la escasa luz solar que
reciben dentro de un terrario (Mader, 2006).

Si el espacio es cerrado se puede disponer de fuentes de iluminacion, incluyendo
luz ultravioleta. Los tubos fluorescentes con luz UV han sido muy utilizados por los
beneficios mencionados (Brames, 2006). Sin embargo, es importante tener en
cuenta el momento de mayor actividad del animal, es decir si es crepuscular,
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nocturno o diurno, pues los animales nocturnos no necesitan rayos UV en tan alta
cantidad. Los rayos UV pueden ser dafinos en exceso para los animales, en
especial los animales nocturnos y crepusculares. Los rayos UV pueden causar
cataratas y dafos en la retina en algunos animales (Adkins et al., 2003). Es posible
gue estos danos se puedan presentar en mayor grado en animales nocturnos, por
lo tanto, no es recomendable sacarlos al sol pues es una conducta que no realizan
en libertad, ni disponer de gran cantidad de luz dentro del terrario (Mader, 2006).

Humedad y ventilacion

La ventilacion esta relacionada de manera importante con la humedad en un
terrario. Es necesario siempre informarse del habitat natural de la especie que se
mantiene en cautiverio, pues claramente la humedad es distinta en un desierto, en
una selva tropical o en un bosque seco. La humedad se puede disminuir
aumentando los orificios de ventilacion en el terrario. Si se busca un terrario con
gran humedad se deben quitar agujeros de ventilacion para que el agua evaporada
permanezca en el terrario. Es posible incrementar la humedad colocando un
recipiente de agua cerca a la fuente de calefaccion o realizando aspersiones diarias
con agua (Mattison, 1982).

Los terrarios deben colocarse en lugares donde no haya fuertes corrientes de aire,
pues sera dificil controlar la temperatura y humedad. Se deben evitar los extremos,
pues la humedad en exceso puede traer infecciones cutaneas debido a hongos y
problemas respiratorios. Poca humedad podria desencadenar problemas en la
muda, pues como se indicO anteriormente es recomendable aumentar la humedad
durante la muda (Mader 2006). Se recomienda instalar un recipiente con agua en
donde la serpiente pueda sumergirse si asi lo desea (Mattison, 1982).

Sustrato

En el momento de disponer el sustrato se debe tener en cuenta ciertos parametros.
El sustrato debe ser facil de limpiar y contener una baja carga de microorganismos.
No debe causar obstrucciones en el sistema digestivo por ingestién accidental. El
sustrato debe asimilar las condiciones del habitat natural para que el animal pueda
desenvolverse apropiadamente (Mader, 2006). Algunos de los sustratos mas
usados son los siguientes:

e Las toallas de papel y el periddico facilitan la higienizacion, aunque es
preferible utilizar este ultimo sin tinta a color pues pueden ser toxicas
(Mattison, 1982).

e La fibra de coco y la turba rubia también son utilizadas frecuentemente para
los terrarios (Mader, 2006). Estos sustratos son usados con fines agricolas,
por tal motivo se debe buscar un producto libre de fertilizantes y pesticidas.

e La arena célcica es recomendada por algunas personas que aseguran que
no causan impactacién por ser de calcio. Normalmente la arena no se
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recomienda debido a que la ingestion accidental es muy comuan (Mader,
2006).

Refugio

Para disminuir el estrés de un animal en cautiverio se debe disponer de un refugio
en el cual el animal pueda ocultarse por completo (Mader, 2006; Raiti, 2012). Como
se ha mencionado anteriormente la muda para las serpientes es un periodo
estresante y son mas irritables, por tal motivo suelen esconderse durante esos dias.
Los ofidios también necesitan esconderse durante los momentos de inactividad y
en el periodo de hibernaciéon (Mattison, 1982).

Alimentacion

Las serpientes son oportunistas en cuanto a su alimentacién, es decir que pueden
pasar meses sin comer y se comeran una presa de gran tamafio si tienen la
oportunidad. Lo anterior hace que el estudio del apetito de las serpientes sea
interesante. Aparentemente la saciedad es una respuesta por cambios a nivel
hormonal y demas factores fisiologicos (Nielsen et al., 2011). Se debe tener en
cuenta que existen especies especialistas, por eso siempre se debe investigar sobre
la serpiente que se desea mantener. La frecuencia de alimentacion varia con la
edad y con la especie. Los animales infantiles requieren alimentarse dos veces a la
semana, mientras que los adultos pueden alimentarse una vez a la semana teniendo
en cuenta el peso de la dieta (Mader, 2006).

En el caso de los viperidos hacen intervalos mas largos y sobre presas de mayor
tamafo, se sabe de tiempos de supervivencia muy largos, en completo ayuno
(Murphy y Henderson, 1997; Green, 1997), segun Gasc 1994 el tiempo de
supervivencia de ayuno en Crotalus durissus es de 26 meses.

En cautividad en los zooldgicos y serpentarios las serpientes aceptan ratones, ratas
o pollos cada 10 a 15 dias en cantidad acorde con la receptividad de la especie y
su tamafio. Sin embargo, cuando se reunen las condiciones adecuadas del refugio,
como temperatura, humedad, oscuridad y habilidad del cuidador, las serpientes
aprenden a comer animal muerto, aun en el estado de descomposicion. También
se ha podido mantener serpientes vivas en buen estado de salud durante varios
afios, mediante el suministro de animales previamente procesado y conservado en
refrigeracion, lo mismo que bajo dietas artificiales que tienen la ventaja de ser
balanceadas y libres de parasitos. Algunas especies adultas de Lachesis muta y
Crotalus durissus terrificus en cautiverio rechazan generalmente el alimento (Angel,
2017).

En especies venenosas cazar presas vivas representa un beneficio metabdlico ya
gue el envenenamiento funciona como un proceso de predigestion. Permitir que las
serpientes se estimulen y realicen actividad fisica ayuda a mantener a un reptil
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depredador en mejores condiciones que en un entorno estacionario, estancado y
libre de estimulos. Se recomienda alimentar a las serpientes con presas criadas en
cautiverio y no con presas silvestres capturadas, debido a que estas ultimas pueden
ser vectores de parasitos, bacterias, hongos o virus (Rossi, 2005).

Para serpientes que tienen problemas o que requieren privacidad para alimentarse,
se recomienda ofrecerles los alimentos al final del dia y abandonar las instalaciones
para evitar distracciones o la induccion de un comportamiento defensivo durante el
proceso de alimentacion de la serpiente. La alimentacion forzada siempre debe ser
un altimo recurso, en caso de que el espécimen siga rechazando los alimentos y
presente pérdida de peso critica. En estos casos ofrecer presas enteras debe
reanudarse tan pronto como sea posible (AZA, 2009).

Las serpientes que son capturadas del medio silvestre o neonatas en algunos casos
no reconocen las ratas que se les ofrecen como una presa debido a la diferencia de
olor a sus contrapartes salvajes. En estos casos lo recomendable es alentar a la
serpiente a alimentarse de presas naturales ya sean peces, ranas 0 serpientes y
posteriormente colocarles los ratones con estos olores. En el caso de los neonatos,
en vida silvestre se alimentan casi exclusivamente de invertebrados, anfibios y
pequefios reptiles, estos pueden responder bien frente al aroma de ratones recién
nacidos roseados con agua de sardina enlatada (sin sabor), yema de huevo cruda
0 un trozo de piel de otra especie de serpiente (AZA, 2009).

Signos y enfermedades que considerar mientras los especimenes se
encuentren en cautiverio:

Las enfermedades en los reptiles pueden ser dificiles de detectar y cuando esto
sucede puede ser demasiado tarde. En cautiverio muchas enfermedades y
problemas se dan por mal manejo de los animales (Wellehan y Gunkel, 2004; Raiti,
2012). A continuacion, se presenta una sinopsis de los principales signos de
enfermedad en los ofidios. Se recomienda consultar la literatura citada para
profundizar los aspectos aqui brevemente sefialados, en especial los textos de
Fontanillas et al., 2000; Mader, 2006; Raiti, 2012.

Signos del sistema integumentario

Las quemaduras frecuentemente se presentan por el mal acceso a las rocas y
lamparas de calefaccion. En caso de que esto ocurra se debe proporcionar fluidos
y electrolitos al paciente y cubrir la herida con vendajes semipermeables (Wellehan
y Gunkel, 2004).

Es frecuente observar heridas y ulceras en la piel de las serpientes como producto
de continuos golpes por intentar escapar o por mordeduras (Mader, 2006). Estas
heridas pueden infectarse, pero si se corrige la causa del problema, el animal puede
curarse por si mismo después de varias mudas (Wellehan y Gunkel, 2004).
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También pueden presentarse ectoparasitos como garrapatas, las cuales pueden
removerse manualmente. La presencia de garrapatas puede detectarse por
disecdisis, porgue la serpiente se sumerge continuamente en el agua o por un
pequefio polvo blanco sobre la piel. La disecdisis consiste en la muda incompleta
de la serpiente e indica que algo anda mal en el ambiente o con el animal. Puede
darse porgue la temperatura, humedad, sustrato y refugio no son los adecuados;
también se presenta por deshidrataciéon, malnutricion o manipulacién durante la
muda (Mader, 2006).

Signos del sistema musculoesqueléticos

A este nivel se pueden presentar distintas lesiones como paralisis, fracturas y
deformidades. Las paralisis normalmente se generan por lesiones en la columna
vertebral, abscesos, tumores u obstrucciones intestinales. Las fracturas de las
costillas pueden ser comunes y generalmente no necesitan ser tratadas, a menos
que el involucre un 6rgano vital. Las fracturas de la cabeza pueden ser dificiles de
detectar, por lo que se debe buscar sefiales como asimetria del craneo o de dolor
en el animal. Las fracturas de la mandibula también tienden a curarse sin
tratamiento, sin embargo, no se le debe ofrecer alimento al animal por un tiempo
(Mader, 2006).

Signos del sistema gastrointestinal

La anorexia puede presentarse en animales que no estén alojados en condiciones
abidticas adecuadas, que estén bajo mucho estrés, que van a entrar en su momento
de hibernacion o de gravidez. Igualmente, también puede asociarse con
obstrucciones, abscesos o tumores. La regurgitacion puede darse por obstrucciones
gastrointestinales, abscesos, por el gran tamafio de la presa, temperatura ambiental
inadecuada, por un alto grado de estrés o porque la frecuencia de alimentacion es
muy alta (Fontanillas et al., 2000; Mader, 2006). La diarrea puede presentarse
porque la dieta ofrecida no es la adecuada, por temperatura inapropiada o por
pardsitos gastrointestinales (Mader, 2006).

Las obstrucciones intestinales pueden detectarse a través de radiografias o del
ultrasonido. Si la ingestién de un cuerpo extrafio no resulta en la perforacion de un
organo, es posible que se pueda tratar facilmente con terapia de fluidos y
condiciones ambientales adecuadas, en caso contrario se debe recurrir a cirugia
(Wellehan y Gunkel, 2004).

Signos del sistema cardiovascular

La anemia puede presentarse debido a parasitos hematofagos, pérdida de sangre,
errores en laboratorios clinicos, septicemia (infecciones) o neoplasia (tumores). Al
igual que las serpientes anémicas, los animales con baja temperatura, en shock o
deshidratados pueden presentar muy baja frecuencia cardiaca (Mader, 2006).
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Signos del sistema respiratorio

Los signos presentados en las serpientes por enfermedades respiratorias incluyen
estornudos, aumento de sonidos respiratorios, respiracion con la boca abierta,
formacion de burbujas en las fosas nasales, cabeza y cuello elevados, entre otros.
La disnea o dificultad respiratoria puede estar causada por obstruccion de las fosas
nasales, granulomas en la tradquea, exposicion a toxinas o irritantes como el tabaco
o el incienso, aumento de la mucosa traqueal y pulmonar, entre otros (Mader, 2006).
Las causas extrapulmonares de la disnea pueden ser inflamacion gastrointestinal,
distocia, tumores y abscesos (Wellehan y Gunkel, 2004).

Signos del sistema nervioso

La ataxia puede presentarse en los ofidios por exposicion a toxinas (sustancias
fendlicas o insecticidas), golpes en la cabeza, enfermedades virales, deficiencia de
tiamina, entre otros. Algunos autores la asocian también a la hipoglicemia. Las
deficiencias de tiamina y biotina pueden dar origen a convulsiones. La
deshidratacion o la sobredosis pueden generar incoordinacion, ataques epilépticos
o0 incluso la muerte en las serpientes. La epilepsia también pude ser causada por
traumas en la cabeza, parasitos, abscesos y encefalitis (Mader, 2006).

Signos del sistema reproductivo

Algunas veces la incapacidad reproductiva de las serpientes se debe a la
identificacion errénea de los sexos o0 a condiciones ambientales inadecuadas. Otra
de las razones puede ser una obstruccién o infeccion en el tracto reproductivo de la
hembra. La distocia es una condicion en la que la hembra retiene la camada
completa o parte de ella (Mader, 2006). Esto puede deberse a condiciones
ambientales inadecuadas, a obesidad o a baja condicién corporal. Otra razéon de
mayor gravedad es malformacion del tracto reproductivo, huevos rotos, presencia
de cistolitos y obstrucciones, entre otros (Wellehan y Gunkel, 2004).

Las radiografias al igual que estudios hematolégicos y el ultrasonido permiten
observar las causas anteriormente descritas. En caso de que exista obstrucciones
se deben remover con cirugia, en caso contrario se deben proporcionar buenas
condiciones ambientales, con lo que el animal podria solucionar el problema. Un
prolapso cloacal es la eversién de los hemipenes, tracto reproductivo, del colon o
de la vejiga. Puede ser causado por la distocia, constipacién, parasitos, cistolitos,
entre otros. Los examenes coprolégicos y hematolégicos pueden ayudar a
determinar si el prolapso cloacal es a causa de una infeccion (Wellehan y Gunkel,
2004). El acordamiento quirargico se emplea frecuentemente para tratar los
prolapsos cloacales (Mader, 2006).
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Medicina preventiva

Con el fin de prevenir enfermedades e infecciones se debe considerar algunos
factores como la cuarentena, los examenes fisicos, las muestras coproldgicas y
hematoldgicas, entre otros (Mader, 2006). La cuarentena se utiliza con el fin de
evitar el contagio de enfermedades o el ingreso de estas a la coleccion (Varela et
al., 2014). El espacio destinado para la cuarentena debe ser separado del resto de
la coleccion zooldgica y en lo posible los procedimientos con animales en
cuarentena deben realizase después de la coleccion (Mader, 2006). El ingreso a las
areas cuarentenarias debe contar con pediluvios, asi como con sustancias
apropiadas para la desinfeccion de superficies (Mader, 2006; Varela et al., 2014).

El tiempo minimo de un periodo de cuarentena es de 60 dias, sin embargo, para
animales sospechosos de portar alguna enfermedad, el tiempo puede ser de 90 dias
0 mas (Mader, 2006; Raiti, 2012). La cuarentena también se utiliza como un periodo
de adaptacion a una nueva dieta, a un mayor contacto y a un nuevo ambiente. Con
el fin de evitar cualquier estrés en un animal recién llegado, los examenes fisicos
deberian retrasarse hasta que el animal se encuentre mas adaptado (Mader, 2006).
Como protocolo cuarentenario se recomienda ademas de la valoracion clinica
completa, el examen coprolégico, el hemo leucograma y perfil bioquimico de higado
y rifién (Miller, 1999; Raiti, 2012).

Como se ha dicho anteriormente muchos problemas en las serpientes se deben a
condiciones ambientales inadecuadas, por eso la medicina preventiva debe iniciar
desde la adecuacién del terrario. La limpieza rutinaria y el uso de desinfectantes
como clorhexidina solucion de hipoclorito de sodio son esenciales para el buen
manejo. En caso de usar hipoclorito se debe esperar cierto tiempo hasta que el
quimico se haya disipado, pues puede ser perjudicial (Mader, 2006). La
desparasitacion periodica ayuda a prevenir muchas enfermedades causadas por
hongos y ectoparasitos. Para diversos tipos de acordamiento terapéutico se
recomienda previamente colectar muestras que permitan una aproximacion clinica
apropiada (Mader, 2006; Raiti, 2012).
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4. METODOLOGIA

Metodologia de campo.

El periodo de colecta comprendio de agosto de 2019 a agosto 2022. Iniciando con
la identificacion de los puntos donde se frecuentan ver los especimenes de Crotalus
simus, donde se solicitaba a los campesinos y lugarefios de dicha zona, que dieran
aviso en caso de ver un individuo, para ser colectados por medio de rescate, una
vez se localizaban los individuos se procedio a realizar la captura del animal, dicho
proceso se llevo a cabo en diferentes areas del pais, en su mayoria zonas agricolas.

Se georreferenciaron los lugares de captura. La técnica de la sujecién fue firme y
suave para evitar dafiar al animal, se hizo mediante el equipo herpetoldgico: tong y
un gancho serpentero para inmovilizar de manera mas segura al animal,
procediendo a meter a la serpiente en una bolsa de tela, posteriormente la boca de
la bolsa se cerré colocandola en el suelo y poniendo un gancho sobre ésta entre el
ofidio y la salida, para seguidamente amarrar la salida; existiendo un objeto entre la
serpiente y la zona del nudo. Las bolsas se tomaron arriba del nudo y se
mantuvieron alejadas del cuerpo donde se introducian en cubetas plasticas para
mayor seguridad. Las bolsas no se mantuvieron expuestas a temperaturas extremas
o al sol directo y ni con aire acondicionado. También se realizaron capturas
introduciendo a la serpiente directamente en la caja de contencion herpetoldgica,
con la técnica de gancho-gancho y tong-gancho. Finalmente, cada animal fue
trasladado de forma segura al serpentario ubicado en el Centro de Investigacion y
Desarrollo en Salud de la Universidad de El Salvador, para pasar un proceso de
chequeo clinico y cuarentena.

Descripcién del area de estudio.

El estudio se realiz6 en la Universidad de El Salvador, detallando las areas a
continuacion:

Mantenimiento de serpientes en_cautiverio: Las serpientes se mantuvieron en
cautiverio en un espacio fisico debidamente estructurado como Serpentario, con las
condiciones 6ptimas para la tenencia en cautiverio de la especie Crotalus simus.
Ubicado en las instalaciones del Centro de Investigacién y Desarrollo en Salud
(CENSALUD). Dicho serpentario fue inspeccionado por el Ministerio del Medio
Ambiente y Recursos Naturales para verificar que se cumplieran con los
requerimientos necesarios para mantener estas especies en cautiverio.
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Pruebas experimentales: Para las pruebas experimentales con animales se realizé
en el Laboratorio de Experimentacion Animal (LEA) del Centro de Investigacion y
Desarrollo en Salud (CENSALUD). Donde se hicieron ensayos con veneno. Para
las pruebas en el procesamiento de liofilizacién del veneno se realizaron en el
Laboratorio de Toxinas Marinas de la Facultad de Ciencias Naturales y Matematicas
de la Universidad de El Salvador.

Metodologia para la elaboracién del manual de procedimientos de manejo de
Crotalus simus, en cautiverio con fines de investigacion en El Salvador.

Se realiz6 un estudio bibliografico con base a recopilaciones de trabajos publicados
(Mata, 2012; Flores, 2018), pero en su mayoria acorde a experiencias adquiridas a
través de capacitaciones, cursos, charlas, reuniones y pasantias con profesionales
expertos en el grupo de los ofidios venenosos, a nivel regional, donde se tuvo el
apoyo especial del herpetélogo salvadorefio Vladlen Henriquez, realizando
adaptaciones de acuerdo con la realidad del pais en el desarrollo de los
procedimientos que ejecutan en cada uno de ellos.

Metodologia para establecer el protocolo de extraccion y de procesamiento
de veneno de Crotalus simus con fines de investigacion en El Salvador.

Establecimiento del protocolo de extraccion de veneno: Para el protocolo de
extraccion de veneno se realiz6 una busqueda bibliografia y se tomé como
referencia un protocolo utilizado en Colombia (SU 2009) adaptado a El Salvador,
donde se tuvo el apoyo del herpetdlogo guatemalteco especialista en serpientes
venenosas Nils Santos para la redaccion y practica de dicho protocolo, se recopil6
todo el equipo, material e indumentaria necesaria para llevar a cabo el
procedimiento de manera segura y exitosa.

Establecimiento del protocolo de procesamiento de veneno: Para el protocolo de
procesamiento de veneno se realizd una recopilacion (de) informacion en base a la
experiencia de diferentes investigadores que ejecutaban dicho procedimiento, entre
ellos: Dra. Vitelbina Nufiez de la Universidad de Antioquia, Colombia y Dr. Neri
Castro de la Universidad Autbnoma de México, se tuvo apoyo de Investigadores
pertenecientes al Laboratorio de Investigacion en Productos Naturales (Dr. Marvin
Nufez y Lic. Ulises Guardado) y el Laboratorio de Toxinas Marinas (Lic. Gerardo
Ruiz y MSc. Oscar Amaya), de la Universidad de El Salvador, donde se realizaban
reuniones para discutir la propuesta inicial paso a paso acorde al equipo de
laboratorio con el que se realizaria desde la centrifugacion hasta la liofilizacion del
veneno, se hicieron varias pruebas piloto con plasma sanguineo humano para poner
la prueba a punto y no gastar veneno, una vez con la prueba a punto se realizaron
con muestras de veneno.
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Animales experimentales

Para los ensayos experimentales se utilizaron ratones Balb/c de ambos sexos, con
un peso corporal entre 18 a 20 g, con aproximadamente 5 semanas de nacidos,
todos pertenecientes al Laboratorio de Experimentacion Animal de CENSALUD, se
mantendran en condiciones de temperatura y humedad relativa controlada de 22 +
2 °Cy entre 50 - 60 % respectivamente, con un ciclo luz - oscuridad de 12/12 horas,
los ratones seran marcados con acido picrico para su identificacion individual, todos
fueron examinados clinicamente previo a cada ensayo para certificar su estado de
salud. Se alimentaron a base de concentrado peletizado para roedores y agua a
voluntad (LEA, 2010).

Para realizar el protocolo se utilizaron: jeringas plasticas de 1.0 mL, ratones de 18
a 20 gramos de peso, veneno liofilizado, solucién amortiguada con fosfatos (PBS)
preparada y aforada a un pH 7.2 (Anexo 1).

Determinacion de la Dosis Letal Media del veneno (DL50)

La actividad letal es el efecto toxicolégico que mas frecuentemente se estudia al
caracterizar un veneno. Este efecto es el resultado de la accion de componentes
neurotoxicos que interfieren con los procesos de la sinapsis neuromuscular. En el
caso de la mayoria de los venenos de serpientes de la familia Viperidae, la letalidad
tiene una causalidad multifactorial, ya que intervienen diferentes componentes
(metaloproteinasas, serina proteinasas, fosfolipasas A2 y otros) que causan
sangrado, coagulopatia y alteraciones hemodindmicas que provocan la muerte.
Experimentalmente, este efecto se estudia mediante la inyeccién de diferentes dosis
de veneno, generalmente por la via intraperitoneal (i.p.) o por la via intravenosa,
observandose si los animales mueren o sobreviven al cabo de un periodo de tiempo
(ICP, 2007).

Procedimiento

Se prepard la solucion madre de veneno a una concentracibn de 5 mg/mL
empleando como disolvente una solucion amortiguadora de fosfatos aforada a un
PH 7.2 estéril centrifugada durante 3 minutos. Posteriormente se inyecté a 10
grupos de 4 ratones cada uno con una jeringa de 1 mL por la via intraperitoneal la
cantidad de 0.2 mL de diferentes soluciones de veneno: 5, 10, 15, 17, 18, 20, 25,
32, 35, 50 ug/ratdbn. Sometiéndolos a un periodo de observacion entre los 10
minutos y 48 horas post-inoculacion, se anotdé el nUmero de ratones muertos en
cada dosis de veneno (Anexo 2).

Andlisis estadistico
Se realiz6 una prueba probit de mortalidad para determinar la DL50 con un limite de

confianza del 95%. Para la elaboracion de la grafica y el analisis estadistico se utilizé
el software Statgraphics.
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5. RESULTADOS:
Trabajo de campo; colecta de los ejemplares de viboras de cascabel.

Se colectaron un total de 13 ejemplares (entre el afio 2019 a 2022) de los cuales 4
individuos presentaron sindrome de inadaptacion al cautiverio y se toma la decision
de liberarlos. Quedando 9 especimenes cada uno de estos fue adquirido por medio
de rescate en diferentes zonas del pais (Anexo 3).

Propuesta de manual de procedimientos de manejo de Crotalus simus, en
cautiverio con fines de investigacion en El Salvador.

Se elaboré un manual que esta integrado por los procedimientos que se ejecutan
en el serpentario; ya que describe paso a paso como se realizan las actividades,
logrando el cumplimiento de las atribuciones asignadas a la misma, a través de su
estructura y con el trabajo constante de quienes tienen la oportunidad de formar
parte. El manual tuvo por objetivo desarrollar una propuesta técnica de manejo y
mantenimiento de serpientes viboras de cascabel en cautiverio que describa los
procedimientos que se realizan, con el fin de aportar a la investigacion de dichas
especies abriendo una nueva brecha para la ciencia en El Salvador.

Dicho manual detalla cdmo debe estar estructurado un serpentario, respecto a las
instalaciones, como el area de cuarentena, area de trabajo, area donde se
encuentran los recintos y qué tipo de recintos hay en el lugar, que es lo que
contienen, demostrando que se basa en lineamientos que deben seguirse para
asegurar el bienestar de los especimenes. Ademas, describe e ilustra los equipos y
herramientas utilizadas para el manejo de serpientes, sueros antiofidicos, personal
técnico, normas de seguridad para manipular y mantener animales venenosos.

Finalmente expone los procedimientos de manejo de Crotalus simus, en cautiverio,
especificando los pasos a seguir de los diversos procesos que en él se realizan de
manera eficaz y segura; cada uno de los procedimientos cuenta con un objetivo,
normas generales del procedimiento, descripcion de las actividades representado
por una tabla indicando el nombre del procedimiento, area responsable, cada paso
de la actividad, puesto y area a quien corresponde dicha actividad y la evidencia
gue se obtiene al realizar la actividad del procedimiento (EI manual completo se
encuentra anexo al final de este documento).

En la siguiente tabla se muestra el nombre de los procedimientos descritos en el
manual:
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Tabla 2. Nombre de los procedimientos descritos en el manual de manejo de
Crotalus simus, en cautiverio.

N° Nombre del Procedimiento
1 Ingreso de Ejemplares por Nacimientos
2 Ingreso de Ejemplares por Donaciones
3 Ingreso de Ejemplares por Rescate, Localizacién o Expedicién
4 Egreso de Ejemplares por Decesos
5 Egreso de Ejemplares por Eutanasia
6 Egreso de Ejemplares por Concesion
7 Egreso de Ejemplares por Fuga o Escape
8 Ficha de Manejo Biol6gico de las Serpientes de la Coleccién
9 Monitoreo Diario de la Coleccion del Serpentario
10 Limpieza de Recintos de Exhibicién
11 Entrega de Dietas a los Animales
12 Libro de Reporte de Eventualidades (hojas control)
13 Accidente Ofidico
14 Ingreso de Animales a la Cuarentena Veterinaria
15 Manejo de Espacios Temporales
(terrarios con placa térmica, con foco)
16 Manejo de Bioterios
17 Plan Profilactico
18 Suministro de Medicamentos y Productos Afines
19 Control del Suministro de Medicamentos y Productos Afines
20 Suministro Anual de Materiales y Equipos
21 Trabajos Académicos (Proyectos de Investigacion, Graduacion, Servicio
Social, Pasantias y Voluntariado)
29 Plan de Contingencia y Procedimiento Operativo Normalizado para Caso
de Sismos o Terremotos
23 Plan de Contingencia y Procedimiento Operativo Normalizado para Caso
de Incendio
24 Plan de Contingencia y Procedimiento Operativo Normalizado para Caso
de Cierre de la Universidad de El Salvador

Propuesta de protocolo de extraccion de veneno.

Para realizar la extraccion de veneno, se puede hacer de dos formas: Por medio de
la mordida de intencién, donde se somete al animal que muerda y que decida la
cantidad de veneno que quiere inocular y la otra es la extraccion de veneno por
ordefio, donde se somete al animal que muerda pero en este caso se le presionan
manualmente las glandulas segregadoras de veneno para sacar todo el veneno
posible, esta es la actividad de mayor cuidado y atencién para el trabajo de
investigacion, debido a esto se programa previamente o se realiza con determinada
frecuencia, las extracciones preferiblemente se hacen cada tres meses, debe
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realizarse por la mafiana, ya que; es cuando las serpientes tienen menor actividad.
Veinte cuatro horas antes del dia de la extraccién se dejan listos los materiales
(limpios y autoclavados). El dia del ordefio se retiran los materiales de la autoclave
utilizando guantes de latex.

Para la extraccion de veneno son necesarios los siguientes materiales:

» Tubos eppendorfde 1.5y 2 mL > Redecilla para el cabello

» Viales de vidrio de 5y 10 mL » Tubos de restriccion

» Embudos de vidrio » Ganchos serpenteros

» Papel toalla » GachoenlL

» Alcohol 90% » Tong

» Isopos largos » Careta o lentes y mascarrilla
» Clorhexidina 5% » Agua destilada

» Guantes de latex » Suero antiofidico

» Micropipetas » Pinzas

» Puntas » Soporte metalico para colocar
» Bata de laboratorio los materiales de extraccion.

Para realizar la extraccién de veneno es necesario conocer lo siguiente:

Manipulacion de los especimenes

Los ganchos herpetoldgicos frecuentemente se usan para manipular serpientes,
pues son el método mas seguro si se usan correctamente. Al momento de elegir el
gancho adecuado para manejar una serpiente se tendra en cuenta su longitud, pues
el gancho debera ser mas largo que dos tercios que la serpiente. Esta distancia es
el rango aproximado de ataque de las serpientes. El gancho deberd ser
suficientemente fuerte para soportar el peso de la serpiente (Lock 2008). Ademas,
se utilizaran tubos acrilicos de restriccion, siendo estos de acuerdo con el tamafio
de cada espécimen.

Sujecidén por la cabeza

Esta accion se realiza cada vez que se requiera extraer veneno, la serpiente debera
ser colocada en una mesa lisa, cuya altura debe alcanzar la cintura de la persona
gue manipula al ofidio y tener un ancho adecuado para el tamafio de las serpientes
gue habitualmente se manejen en el laboratorio.
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A continuacioén, se describen los pasos a seguir para la extraccion de veneno:

1. Verificar que el espécimen esté vivo

2. Asegurarse que haya suficiente espacio para manipular la serpiente; de no
poseer suficiente espacio, éste se modificara.

3. Se colocara el terrario en el suelo.

4. Una persona destapara la caja, mientras otra persona manipula la serpiente
con ganchos serpenteros.

5. Una vez la serpiente sea controlada, se colocara el espécimen en un tubo de
restriccion; el cual se sostendra con un tong.

6. Para poder manipular la serpiente, un tercio o la mitad de su cuerpo debe
estar dentro del tubo; una vez dentro del tubo, se estimula la serpiente hasta
gue su cabeza salga por el otro extremo del tubo.

7. Cuando la cabeza esté fuera, se sostendra de la cola para evitar que este
avance y se salga del tubo.

8. Se procedera a colocar el gancho L en la cabeza para inmovilizarla el dedo
indice se coloca sobre el craneo de la serpiente, el dedo pulgar y dedo medio
sostendra los laterales de la cabeza al momento de ir retirando el gancho (La
sujecion de la serpiente por la cabeza debe realizarse en forma rapida y
precisa) (Anexo 4).

9. Se acercara al embudo y se procede a abrir la mandibula de la serpiente en
la orilla de dicho embudo (Anexo 5).

10.Con la mano libre el sujetador oprime de forma suave, y de la mandibula
hacia los colmillos, en la parte del maxilar superior por los dos lados para
forzar la salida del veneno de la glandula (Anexo 6).

11.Utilizando una solucion antiséptica (Clorhexidina 5%, yodo), se limpia la
cavidad bucal y los colmillos con isopos largos uno por cada colmillo, para
proceder a guardar la serpiente en su respectivo terrario y nuevamente
asegurada (Anexo 7).

12.Una vez obtenida la muestra de veneno; manteniendo la serpiente
inmovilizada, ésta se trasladara de nuevo a la caja con el tubo y se deslizara
poco a poco hasta que salga completamente el tubo y esté en el terrario;
mientras la serpiente se desliza la otra persona resguarda al manipulador con
la tapadera del terrario para evitar que la serpiente se escape.

13.Cuando la serpiente esté completamente dentro se cierra el terrario y se
asegura para evitar que el espécimen se escape.

Se repite todo el procedimiento cada tres meses
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Propuesta de protocolo de procesamiento de veneno de serpiente

Seguridad ocupacional:

1. Previo a realizar cualquiera de las etapas del procedimiento, en donde se
tenga contacto con el veneno de serpiente, utilizar la indumentaria adecuada
que incluye: gabacha, mascarilla desechable (diferente a la utilizada por
bioseguridad), guantes y lentes protectores. Adicionalmente se debe contar
con alcohol y papel absorbente para hacer limpieza de superficies por
derrames.

2. El protocolo consta de dos sesiones. Al terminar cada sesion, se debe
descartar la mascarilla, los guantes utilizados y lavar los lentes protectores o
limpiarlos con alcohol y papel absorbente.

SESION |
Procedimiento previo de la muestra:

1. Repartir el veneno previamente recolectado (por extraccion manual) en tubos
eppendorf (no sobrepasar el 75% de su capacidad), debidamente rotulados
y previamente pesados, en cantidades similares y registrar su peso. Nota: Si
los venenos han sido congelados, estos deben ser descongelados
gradualmente y proceder con los siguientes pasos una vez lleguen a
temperatura ambiente. Prolongar por mucho tiempo el primer paso puede
reducir la actividad del veneno debido a lisis de detritos celulares que active
enzimas que degraden el veneno.

2. Centrifugar por 3 minutos a 12,000 RPM. Nota: Se debe equilibrar la
centrifuga ubicando tubos en pares y dejando en lados opuestos los tubos
con igual volumen.

3. Se separa el sobrenadante en tubos eppendorf (no se deben llenar del todo
solamente el 50% de su capacidad). Recuperar el veneno utilizando agua
destilada.

4. Agregar una tapa extra con agujeros (hechos con una aguja caliente) o tapar
con trozos de aluminio con agujeros (hechos con un alfiler) a cada uno de los
tubos eppendorf que facilitara su posterior liofilizacion.

5. Congelara-70 °C por 4 horas o de manera instantanea con nitrégeno liquido
(-196 °C), hielo seco (-78.5 °C) o una mezcla de hielo seco con acetona (-78
°C). Nota: Es recomendable congelar instantaneamente, ya que se forman
capas de concentracion si se congela a -70°C en un freezer. Cuidado:
Manejar los agentes de congelacion instantanea con cuidado, asi como
también evitar el contacto de materiales que han estado en contacto con
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dichos agentes, estos pueden congelar los tejidos rapidamente y provocar
lesiones serias.

Colocar los tubos en el soporte de metal (especial para eppendorf) y ubicarlo
dentro de un frasco de liofilizacion de 750 mL o 1L. Ubicar un filtro entre el
agujero del tapon del frasco con el adaptador metalico y presionar con el
adaptador metalico para unir las partes. Nota: Se recomienda enfriar
previamente el soporte de metal, tapdn, frasco de liofilizacion y adaptador
metalico para evitar descongelamiento de la muestra por transferencia de
calor debido al diferencial de temperatura.

Lista de chequeo previo a la liofilizacion:

1.

Revisar que no exista humedad en el sistema del serpentin y colector del
liofilizador, de lo contrario, retirar con papel absorbente suave.

Revisar que la manguera de drenado se encuentre libre de humedad y con
el tapon debidamente instalado.

Usando una tela o papel que no deje pelusa, limpiar el empaque de la tapa
de la cAmara de coleccion y otras superficies sellantes para asegurarse que
estén libre de suciedad o contaminantes que puedan causar una fuga de
vacio. No se necesita grasa para lograr un vacio adecuado en las superficies
sellantes.

Revisar que el casquillo de gas (gas ballast) de la bomba de vacio se
encuentre cerrado.

Revisar que las valvulas estén cerradas (la parte plana de la valvula debe
encontrarse hacia arriba).

Configuracién e inicio de la liofilizacion:

1.

Encender la unidad de refrigeracion del liofilizador por medio del botdn lateral
derecho con al menos 30 minutos de anticipacion a la temperatura del
colector (-40 °C). Asegurarse que la configuracion sea “manual” para el inicio
de la bomba de vacio.

Encender la bomba de vacio. Esperar a que la temperatura llegue a -50 °C y
la presion se encuentre a menos de 0.133 mbar.

Conectar el frasco de liofilizacion (en donde se encuentran las muestras) a
uno de los puertos de muestra utilizando el tubo adaptador de metal. Girar la
valvula hasta la posicion de abierto (la parte plana de la valvula se encuentra
hacia abajo), esto generara un vacio en el frasco.

Esperar a que la lectura de presion y temperatura se estabilicen.

Programar un tiempo de liofilizacién de 24 horas si la cantidad es menos de
1 mL, 48 horas si es mas de 1 mL, a -50°C.
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SESION II

Finalizacion de la Liofilizacion y apagado del equipo:

1.

Una vez terminado el tiempo de liofilizacion, se retira la muestra girando
nuevamente la valvula a la posicion de cerrado (la parte plana de la valvula
se encuentra hacia arriba), lo que ventilara el contenedor y lo equilibrara con
la presion atmosférica. Desconectar con cuidado el adaptador con el frasco
de la valvula.

Cuando se termine de utilizar el liofilizador, apagar primero la bomba de
vacio, abrir una de las valvulas lentamente para equilibrar la presion interna
con la atmosférica y apagar la unidad de refrigeracion.

Procedimiento posterior de la muestra:

1.

2.
3.
4.

Retirar el soporte metélico del tubo de liofilizacion y retirar los tubos
liofilizados. Limpiar el soporte metalico e interior del frasco de liofilizacion con
papel absorbente humedecido con alcohol etilico.

Quitar la tapa con agujeros y tapar los tubos con su tapadera original.

Pesar los tubos con su contenido liofilizado.

Almacenar los tubos eppendorf liofilizados a 4°C en un recipiente libre de
humedad con agente desecante. Nota: Se sugiere el uso de silica gel
previamente activada (calentada en un horno de conveccién a 110 - 120 °C
por 1 - 2 horas) como agente desecante.

Limpieza del liofilizador:

1.

ook wh

Abrir la manguera de desague lateral izquierda del liofilizador, colocando un
recipiente para recibir el descarte y esperar que todo el hielo formado se
derrita.

Retirar todas las partes exteriores del equipo con mucho cuidado.

Dejar que las partes del equipo alcancen la temperatura ambiente.

Lavarlas con solucion jabonosa diluida y un mascon suave.

Retirar la espuma con agua purificada o destilada.

Secar con un pafio suave cada una de las partes.

Procesamiento de veneno:

Los resultados obtenidos de las extracciones y el procesamiento para obtener
veneno liofilizado se muestran en la tabla 3 y 4. Donde los ejemplares marcados
con asterisco (*) son animales cuyo veneno fue utilizado para la determinacion de
dosis letal media. También se puede observar una relacion entre el tamafio de la
serpiente con el peso seco del veneno (Figura 2).
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Tabla 3. Rendimiento de veneno por individuo.

450

PESO SECO DEL VENENO (MG)
= [ N N w w N
[ o % o [ o a o
o o o o o o o o

o

Muestra Talla (cm) mL/ordefio mg / ordefio
Crotalus simus 1 52 0.5 6
Crotalus simus 2 58 0.5 28.33333333
Crotalus simus 3 59 0.5 14
Crotalus simus 4 85.6 0.7 11.2
Crotalus simus 5 87.8 0.7 19.6
Crotalus simus 6 94.5 1.2 88
Crotalus simus 7* 127.5 1.2 229.09
Crotalus simus 8* 147.4 1.2 220.8
Crotalus simus 9* 156.5 15 387

—&— mg/ordefio
52 58 59 85.6 87.8 94.5 127.5 147.4

LONGITUD TOTAL (CM)

156.5

Figura 2. Relacion entre el tamafio total de la serpiente (cm) con el peso seco del

veneno

(mg).

Tabla 4. Rendimiento de veneno por estadio.

Muestra . l}l".de mL/ordefio mg~/
individuos ordefio

Crotalus simus crias (25-59cm) 3 1.5 48.33
Crotalus simus juveniles (60-119 cm) 3 2.1 121.6
Crotalus simus adultas (120-156 cm) 3 4.5 836.89

De un ejemplar adulto se pueden extraer hasta 387 mg de veneno (peso seco).
Aunque en promedio la cantidad que se les puede extraer es de 278.96 mg de
veneno (peso seco). Mientras que de los ejemplares jovenes el promedio es de
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40.53 mg de veneno (peso seco) y en cuantos a las crias fue de 16.11 mg de
veneno.

Determinacion de la DL50 de veneno de Crotalus simus, inoculados por via
intraperitoneal (0.2 mL), en ratones albinos suizos cepa Balb/c.

El andlisis de los datos obtenidos en la tabla 5, demuestra la posibilidad del calculo
de la dosis letal media del veneno de Crotalus simus, a través del empleo de
ratones, ya que la inoculacion por via intraperitoneal de dosis escalonadas de
veneno presenta resultados que guardan relacién entre el progreso de estas y sus
efectos. En la tabla 6 se observan los célculos de la DL50 y en la figura 3 la gréfica
correspondiente a dicha prueba.

Tabla 5. 0/4= N° de ratones muertos / N° de ratones inoculados.

Dosis de veneno en Tiempo de observacion
microgramos 10min | 30min | 60min | 24h  48h
5 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
10 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
15 0/4 0/4 0/4 1/4 1/4
17 0/4 0/4 0/4 1/4 1/4
18 0/4 0/4 0/4 1/4 1/4
20 0/4 0/4 0/4 3/4 3/4
25 0/4 0/4 0/4 3/4 3/4
32 0/4 0/4 0/4 3/4 3/4
35 0/4 0/4 0/4 4/4 4/4
50 0/4 0/4 0/4 4/4 4/4

Tabla 6. Esta tabla Muestra las predicciones inversas obtenidas del modelo
ajustado.

LC Inferior 95.0% LC Superior 95.0%
Limite Conf. Limite Conf.
50.0 20.5138 17.3352 25.5278

Porcentaje ug/ratén

(Donde el valor correspondiente a p=50% (DL50) es igual a 20.5138. También se
muestran intervalos fiduciarios aproximados de confianza para las predicciones
inversas).
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Figura 3. Diagrama de dispersion, curva de regresion y valores de pruebas
estadisticas de los datos experimentales sobre la Actividad Letal del veneno
(DL50).
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6. DISCUSION

Los manuales de manejo de colecciones de animales se preocupan por emplear
estandares profesionales enfocados en cria y manejo de animales. Para el caso de
serpientes, dentro de los manuales de manejo se incluyen: disefio de habitat,
entorno ambiental, equipo y herramientas, transporte, entorno social, nutricién,
cuidados veterinarios (plan profilactico), reproduccion, comportamiento, sueros
antiofidicos, procedimientos de manejo y protocolos estandarizados (Mata, 2012;
Flores, 2018). Ademés, deben buscar el bienestar animal como una prioridad,
simulando las condiciones de un habitat natural, previniendo enfermedades, asi
como manipulando de manera adecuada y segura los animales (Pérez et al., 2012).
En el manual que se elaboré en este trabajo incluyen la mayoria de estos items a
excepcion de algunos (transporte, entorno social, reproduccion y comportamiento)
debido a que no estan relacionados con el tema de estudio, sin embargo; coinciden
los demaés.

Flores, 2018, menciona que, al revisar la literatura, es posible evidenciar que la
informacion para la prevencion y tratamiento de accidentes ofidicos es mas
cuantiosa que la informacion sobre la biologia y el cuidado de las especies de
serpientes en Latino América. Segun Galvis citado por Flores en 2018, encontrar
guias de manejo y cuidado especificas es poco frecuente. Elaborar estos manuales
de manejo y protocolos es necesario y Grego, en el 2021, explica que se deben
buscar nuevas técnicas y un manejo eficiente para mejorar el bienestar de las
serpientes, la calidad y cantidad de veneno producido, que todos los procedimientos
llevados a cabo en un mantenimiento de serpientes deben estar debidamente
documentados y programados. Por lo que es fundamental tener conocimiento sobre
estos temas, pues en cautiverio muchas veces se deben realizar procedimientos
bioldgicos y médicos que pueden poner en riesgo la vida de la persona y el animal.
Brindar los conocimientos que complementen estos vacios de informacion, aporta
a la investigacion cientifica, demostrando la importancia y necesidad de realizar este
manual y protocolos de extraccion y procesamiento de veneno en El Salvador.

Una caracteristica a tomar en cuenta para el procesamiento de los venenos es que
estos contienen alrededor de un 25% de solidos totales, de los cuales entre un 70
— 90 % estan constituidos por proteinas y polipéptidos de relativamente alto peso
molecular. Es por lo que se considera que el proceso de liofilizacion es la mejor
técnica para la obtencion y preservacion de muestras de venenos (Bolafios, 1984;
Dominguez, 1996). En cuanto al rendimiento de veneno de la presente investigacion
si tomamos en cuenta desde las serpientes juveniles a las adultas tenemos un
promedio de 159.74 mg de veneno por ordefio dando valores similares segun lo
reportado por Martinez en una tabla de datos sin publicar citado por Dominguez en
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el 1996 con 169 mg por individuo, respecto a Freyvogel & Hofman en 1965, su
promedio fue de 98 - 140 mg, lo cual también es coincide con los resultados
presentados, mientras que Dominguez en 1996 habla de rendimientos de 107.83
mg y Solano et al., en el 2018 de 54 mg, notandose que difieren significativamente,
por otro lado; si se toman los valores solo de los especimenes adultos, el promedio
de rendimiento de veneno es de 278.96 mg, un dato muchisimo mayor a los datos
anteriormente reportados, pudiendo atribuirse a la gran talla de los individuos de
esta investigacion y tomando en cuenta lo descrito por Hormann et al., 2018; Castro
et al.,, 2013; Mendoza et al., 2009; Malaga et al., 2000, donde mencionan que el
veneno es un rasgo adaptativo y que pueden variar ampliamente entre poblaciones
y regiones geogréficas.

Con los resultados obtenidos respecto a las pruebas con animales experimentales
de la dosis letal media (DL50), cabe resaltar que se utilizé veneno liofilizado solo de
las serpientes adultas correspondiente a 3 individuos, que tienen una longitud entre
127.5 y 156.5 cm con un promedio de 143.8cm, cercanos al promedio de 150 cm
que reporta Bolafios en 1972, y 122 cm de Dominguez en 1996, respecto a
especimenes adultos con el fin de homogenizar la muestra. Ya que estudios
realizados por Gutiérrez et al., 1991; Saravia et al., 2002; Calvete et al., 2010;
Durban et al., 2017, demuestran la variacion ontogenética del veneno de las
especies de Crotalus simus, dando diferencias entre las actividades del veneno de
adultos y neonatos, en el caso de los venenos adultos de C.s, la crotoxina esta
presente, en una concentracion mucho menor a diferencia del veneno de los recién
nacidos que esta presente en altas cantidades. La crotoxina en este veneno se
evidencia en los ensayos de letalidad en ratones, donde la muerte se asocia a una
evidente pardlisis respiratoria, la dosis necesaria para matar ratones es mayor en
adultos que en el caso de los neonatos de esta especie.

El dato calculado para la Dosis Letal 50% por la especie Crotalus simus fue de 20.51
ug/ratén, es significativamente diferente al reportado segun Dominguez en 1996 en
El Salvador, que fue de 9.5 ug/ratdén en El Salvador, también Gutiérrez et al reporto
una letalidad de 14.22 ug/ratén en el 1991, Bolafios 13.6 ug/raton en 1972, Saravia
16 ug/raton en el 2002 y Solano et al 10 ug/ratén en el 2018 para Costa Rica, la
Letalidad para Guatemala corresponde a 10.72 ug/raton segun Valdés et al. en el
1994, 16 ug/ratdn segun Rojas et al en el 1987, Guevara en el 2000 reporta 22.7
ug/ratén y Saravia 18 ug/raton en el 2002. Dado los resultados obtenidos respecto
a la DL50 es notorio que tiene mas similitud con los reportados para Guatemala en
los ultimos afios.

Comparando esta investigacion con estudios de los otros investigadores antes
mencionados, algunos individuos de Crotalus simus, han sido mantenidos en
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cautividad por mucho tiempo, incluso nacidos en cautividad y otros han sido
tomados directamente de vida silvestre, lo cual justifica algunas variaciones en los
resultados, ya que factores como el tiempo, donde los especimenes han pasado en
cautiverio, las caracteristicas ambientales, pueden influir en los grados de toxicidad
del veneno de una misma especie, mostrando valores diferentes, como lo explica
Diaz en 1987 y Guevara C en el 2000. Ademas, como se menciond anteriormente
la geografia y adaptacion influye en estos organismos (Hormann et al., 2018; Castro
et al., 2013; Mendoza et al., 2009; Malaga et al., 2000). Pese a estas diferencias se
puede determinar que evolutivamente los individuos de Guatemala estan mas
relacionados con los de El Salvador, que con los de Costa Rica.
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7. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados del presente estudio y aportes de otros
investigadores en torno a las diferentes tematicas abordadas, se concluye que:

>

El manual elaborado en este estudio sera de gran utilidad, ya que, el manejo
de serpientes viboras de cascabel (Crotalus simus), constituye la base para
los estudios con venenos, donde se permitiran realizar cada una de las
actividades de una manera mas eficaz y segura.

Es necesario establecer protocolos de extraccion y de procesamiento de
veneno, ya que permitird crear el primer banco de veneno en el pais con
muestras liofilizadas para ejecutar investigaciones encaminadas en el mundo
de la venémica y protedmica.

Se pudo determinar que respecto a los resultados de la Dosis Letal Media
del veneno los individuos de Crotalus simus de Guatemala estan mas
relacionados con los de El Salvador, que con los de Costa Rica.

Es importante conocer la potencia letal de un veneno, acorde a los estadios
de Crotalus simus, para comparar la letalidad entre los venenos, y realizar
una evaluacién de la eficacia de un antiveneno para neutralizar la actividad
letal (DL50).

La unica forma de atacar el accidente ofidico y contrarrestar sus efectos, es
conocer los distintos venenos y sus mecanismos de accién, ya que nos
permitird entender los procesos fisiopatolégicos que se producen ante su
mordedura.

Es necesario caracterizar los venenos de las diversas serpientes de El
Salvador, para formular sueros antiofidicos especificos y organizar
campanfas de divulgacion y adiestramiento en los diferentes niveles para el
manejo de los accidentes ofidicos.
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8. RECOMENDACIONES

Con la finalidad de que la informacion generada en el presente estudio sea
aprovechada para futuras investigaciones, se recomienda:

>

Retomar y dar continuidad a los estudios con venenos de las diferentes
especies de serpientes venenosas de El Salvador, ya que generan datos
Utiles para distintas areas del conocimiento tanto para areas de clinica,
farmacoldgica, biotecnoldgica, como su biologia.

Realizar estudios epidemiolégicos constantes con un equipo
multidisciplinario especializado en el area permitira conocer datos reales de
ofidismo e identificar las especies que mas mordeduras causan, zonas
prioritarias para trabajar en el mejoramiento de la distribucién de sueros
antiofidicos y una mejor atencioén en el sistema de salud.

Implementar una estrategia de prevencién y control de ofidismo en zonas de
alta incidencia en El Salvador.

Investigar la genética de poblaciones de serpientes de la regidn para conocer
la efectividad de los antivenenos utilizados en El Salvador.

Instaurar de manera permanente y fortalecer el serpentario para producir

sueros antiofidicos en el pais y dar continuidad a diversos proyectos
enfocados en el grupo de los ofidios.x|
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10.ANEXOS

Anexo 1: Preparacion de solucion amortiguadora de fosfatos ajustado a pH 7.2:

Reactivos Gramos
NaCl 0.086 g
KCI 0.22 g
NaNO4 0.116 g
KNO4 0.02g
Agua destilada 100 ml

Anexo 2: Tabla para recolectar datos de la dosis letal media (DL50) en ratones
experimentales.

LABORATORID DE EXPERIMENTACHIN ANINMAL
CENTRO DE INVESTIGACION ¥ DESARROLLO EN SALUD

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

DESCRIFCION GENERAL

ACTIVIDAD ANTIOFIDICA
PRUEEA DE 1 50 DEL VEMEND EN RATONES DE LABORATORKD

TIPS DE PRUPEBA: DETERMINACICHN: HELTRALIZACKIN:
SUSTAMNCIA DE EN3AYOC ViA DE ADMINISTRACION: CONCENTRACION O DOSIS:
GRUPGQ: COMTROL PATRON TRATAMIENTO MO DE ANIMALES: SEXO: ESPECIE: CERA-
Tiempe de observadon post animal 1 animal 2 animal 3 animal 4 animal 5 animal &
inooulacion del veneno
10 min
30 min
60 min
24 h
ag h
X =Muerto
LERYT]
RESPOMNSAELE DE LA FRUEBA:
FECHA: __/ /  OBSERVACION:
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Anexo 3: Tabla de datos de ejemplares colectados en los diferentes sitios del pais.

N° Individuo Talla (cm) Sexo Sitio de Colecta

1 [Comesme] e | o | Gt
o | ComesmE g o | Quericpene
o [Comssa| s | o | Cueralepen
4 Crote(ilcuzr;imus 85.6 Pendiente Q;;fi:gggg?’
5 C“Etfgc']i ﬁ;’;‘us 87.8 No definido AT,

o | COUMESTE o5 | wecro | e lopmno
7 ComusSmUs | 175 Hembra Cojutepeque,
o | ComSI | i | weono | S Pedoenlanan
o |CrolsSImUS | 565 | Hembra Tapalhuaca,

Anexo 4: Ubicacion de gancho en L en la serpiente luego de la entubacién.
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Anexo 5: Sujecion de cabeza en el embudo para la extraccién de veneno.
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Anexo 7: Desinfeccion de colmillos en serpiente vibora de cascabel.
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