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RESUMEN

El presente trabajo se realizo con el objeto de evaluar la utilidad de un modelo mdrido
para la comparacion de los signos clinicos y el titulo letal de tres especies
responsables del mayor nimero de accidentes en el pais: Tityus nororientalis (regién
Nor-oriental), Tityus discrepans (region Centro-norte Costera) y Tityus zulianus
(region Andina). La actividad bioldgica de los venenos estudiados fue ensayada luego
de su inyeccion intraperitoneal en ratones C57BL/6 hembras de 17-24 g de peso. La
letalidad fue cuantificada a través de la dosis letal media (DLsp), determinada segln
el método secuencial de Dixon y Mood. El efecto de los venenos también se evaluo a
través de la determinacion del tiempo de muerte y del tiempo de aparicion de los
signos de toxicidad. Los resultados indicaron que la letalidad (en mgekg™) del
veneno de T. nororientalis [8,43 (7,94 — 8,91)] fue significativamente superior a la de
T. discrepans [11,22 (10,61 — 11,91); p = 0,0008] y T. zulianus [14,13 (13,36 —
14,22); p = 0,00003]. En todos los casos, el cuadro indicé la neurotoxicidad aguda de
los venenos ensayados. Los signos del envenenamiento fueron predominantemente
colinérgicos (con algunas manifestaciones adrenérgicas y centrales), reproduciendo,
en su mayoria, aquellos observados en humanos envenenados. Tales signos
aparecieron significativamente de manera mas temprana en el caso de T. zulianus en
comparacion con las especies central y oriental, predominando en el primero las
manifestaciones cardiorrespiratorias y la paralisis del tren posterior. El tiempo de
muerte (en minutos) fue significativamente inferior en el caso de T. zulianus (25,50)
en comparacion con T. discrepans (35,50; p = 0,015) y T. nororientalis (37,00; p =
0,36). Los resultados obtenidos indican que la especie andina produce en el modelo
muarido un cuadro de neurotoxicidad mas agudo que las otras especies, lo cual
coincide con las observaciones en humanos. La menor letalidad del veneno de T.
zulianus obtenida en este trabajo puede deberse, entre otros factores, a diferencias en
la proporcion de amino &cidos aromaticos de las toxinas de los tres venenos, factor
que podria afectar el registro de absorbancia a 280 nm, método empleado para la
cuantificacion de proteinas. Los datos obtenidos confirman la elevada toxicidad de
los venenos producidos por escorpiones de importancia médica en Venezuela y
apoyan estudios previos que indican que, paralelamente a la diversidad taxondmica,
existen diferencias amplias en toxicidad entre especies del mismo género.



INTRODUCCION

Los escorpiones pertenecen al Phylum Arthropoda, Clase Arachnida, Orden Scorpiones
(Gonzalez-Sponga, 1996). Este orden esta conformado por 20 familias (Prendini y Wheeler, 2005), entre
ellas la familia Buthidae, la cual cuenta con 80 géneros, tiene la mayor distribucién mundial vy, al
mismo tiempo, posee las especies de mayor importancia clinica y epidemioldgica, debido a que su
veneno es capaz de provocar la muerte en humanos (Lourenco y Cuellar, 1995; Biodi-Queiroz et al.,
1996; Spirandeli-Cruz, 1999; De Sousa et al., 2000; Borges y De Sousa, 2006). En el continente
americano, las especies mas peligrosas pertenecen a los géneros Tityus y Centruroides (Scorpiones:
Buthidae), cuyas toxinas son responsables de los casos de escorpionismo en el nuevo mundo, dando
lugar a altas tasas anuales de morbilidad y mortalidad (Lourenco y Cuellar, 1995; Borges, 1996; De
Sousa et al., 2000; Borges y De Sousa, 2006; Gémez y Otero, 2007).

De las veinte familias existentes (Prendini y Wheeler, 2005), s6lo cinco se encuentran en
Venezuela, incluyendo 17 géneros y 184 especies (Rojas-Runjaic y De Sousa, 2007). En el territorio
venezolano, hasta el afio 2006, se habian descrito 52 especies de Tityus (Borges et al., 2006a; De Sousa
et al., 2006a; Rojas-Runjaic y De Sousa, 2007). El género Tityus se encuentra ampliamente distribuido
en nuestro pais, habitando en general por encima de los 600 metros de altitud (Borges, 1996; Gonzalez-
Sponga, 1996; Quiroga et al., 2000; De Sousa et al., 2000; Quiroga et al., 2004).

En Venezuela, el género Tityus se encuentra presente en un area donde habita una poblacion
estimada, para 1995, en 9 703 479 habitantes, por lo cual, el 45% de la poblacion venezolana se
encuentra en riesgo potencial de sufrir un contacto accidental con algin taxon de este género (De Sousa
et al., 2000). Existen estados potencialmente peligrosos como Anzoategui, Monagas, Sucre, Trujillo,
Zulia, Mérida, Tachira, Miranda, Carabobo, Falcén, Lara y Distrito Capital (Borges, 1996; Gonzéalez-
Sponga, 1996; Quiroga et al., 1999; De Sousa et al.,, 2000). De Sousa et al. (2000) y, mas
recientemente, Borges y De Sousa (2006) han sugerido la existencia de grandes areas (macroregiones)
endemicas de escorpionismo debidas al género Tityus: (1) la Andina (estados Tachira, Mérida, Trujillo y
zona sur del lago de Maracaibo; (2) la Centro-Occidental (estados Lara y Falcon); (3) la Centro-Norte-
Costera (norte de los estados Carabobo y de Aragua, estados Miranda, Vargas y Distrito Capital), (4) la

macroregion Nororiental [conformada por los estados Anzoategui, Monagas y Sucre; abarcando el



macizo Oriental (sistema montafioso de Paria y la serrania de Turimiquire, con sus areas de
piedemonte)] e Insular (estado Nueva Esparta), (5) la Serrania de Perija (estado Zulia), (6) la Deltana
(estado Delta Amacuro), y, finalmente (7) la Guayano-Amazoénica, abarcando los estados Amazonas

(Subregion Amazonica) y Bolivar (Subregion Guayanesa).

En general, los escorpiones poseen habitos nocturnos; durante el dia se ocultan en sitios oscuros y
en una variedad de microclimas, mientras que en la noche salen a capturar su alimento. (Manzanilla y
De Sousa, 2003). En el habitat domiciliario humano se localizan en sitios equivalentes a los de sus
refugios en la naturaleza (Reyes-Lugo y Rodriguez-Acosta, 2001; Gémez et al., 2002a; De Los Rios,
2006). Estas caracteristicas condicionan un incremento del posible contacto con el hombre, en especial
con los nifios, y fundamentalmente al inicio de la estacion lluviosa (Mazzoti y Bravo, 1987; Machado-
Allison y Rodriguez-Acosta, 1997; De Sousa et al., 2000; Gomez et al., 2002a; De Sousa et al., 2005).

El envenenamiento por escorpiones peligrosos puede diferir en toxicidad, signos y sintomas;
asociado a disfuncion de los sistemas cardiovascular, respiratorio y nervioso, lo cual puede conducir a
disfuncion multiorganica y muerte (Borges, 1996; De Sousa et al., 2000). Clinicamente, el
envenenamiento es polimdrfico: se inicia con manifestaciones locales en el lugar de la inyeccion del
veneno, caracterizado por dolor de fuerte intensidad (Borges, 1996). En los casos moderados y/o graves,
durante las primeras horas del accidente, se observa diaforesis, sialorrea, vomitos, epifora, tos,
broncorrea, disfagia, miosis o midriasis, temblores, contracciones de la musculatura esquelética, reflejos
osteotendinosos exaltados, hipersensibilidad, priapismo, hipertonia visceral o distension gastrointestinal,
alteraciones de la frecuencia del ritmo respiratorio y cardiaco (De Sousa et al., 1995; Borges, 1996;
Otero et al., 1998; Borges et al., 1999; De Sousa et al., 2000; Saldarriaga y Otero, 2000; Gomez et al.,
2002b; Borges et al., 2004b; Otero et al., 2004; De Sousa et al., 2007).

La composicién del veneno de los escorpiones es compleja; consiste en una mezcla de compuestos
peptidicos de baja masa molar, entre 6 500 y 9 000 mr (Borges y De Sousa, 2006; Borges et al., 2006a;
Borges et al. 2006b). Su toxicidad, tanto en humanos, como en animales de experimentacion, se
atribuye principalmente a las proteinas basicas que contienen entre 58 y 78 aminodcidos unidos por
cuatro puentes disulfuro, una elevada cantidad de aminoacidos aromaticos y la ausencia de metionina.

Estas proteinas constituyen uno de los compuestos mas potentes que se han aislado del veneno de estos



organismos Yy son herramientas esenciales para entender la dinamica de los canales ionicos; siendo éstos
sus blancos de accion molecular (Borges et al., 1990; Becerril et al., 1997; Harvey et al., 1998;
Tsushima et al., 1999; Borges et al., 2004a; Borges et al., 2004b; Barona et al., 2006; Borges et al.,
2006b; Borges y Rojas-Runjaic, 2007; Borges et al., 2008).

El sistema nervioso en vertebrados (el principal blanco de las toxinas escorpionicas) se divide en
el sistema nervioso central y el autonémico o periférico. Este Gltimo, comprende los sistemas nerviosos
simpatico y parasimpatico, cuya estimulacion determina la produccion, a nivel de sus terminaciones pre
y post-ganglionares, de los neurotransmisores acetilcolina y noradrenalina, respectivamente; cuya accion
modula el ritmo fisioldgico de los tejidos inervados por ambos sistemas. (Borges et al., 1990; Becerril
et al., 1995; Becerril et al., 1997; Harvey et al., 1998; Tsushima et al., 1999; Barona et al., 2004; Borges
et al., 2004a; Borges et al., 2004b; Barona et al., 2006; Borges et al., 2006b; Borges y Rojas-Runjaic,
2007; Borges et al., 2008). Los componentes mas letales de los venenos de escorpion de importancia
médica actuan a nivel de las membranas de los tejidos excitables, produciendo despolarizacion sostenida
a consecuencia de un aumento en la permeabilidad para Na* y K*, lo que en consecuencia produce tal
liberacion de neurotransmisores (Possani et al., 1999).

Actualmente, en el Laboratorio de Biologia Molecular [Seccién de Biomembranas, Instituto de
Medicina Experimental, Facultad de Medicina, Universidad Central de Venezuela (UCV)] y de Toxinas
Animales [Centro de Biociencias y Medicina Molecular, Instituto de Estudios Avanzados (IDEA)], se
estudia la diversidad de toxinas producidas por el genero Tityus, en Venezuela; y en el Laboratorio de
Toxinologia [Centro de Investigaciones en Ciencias de la Salud (CICS), Universidad de Oriente, Nucleo
Anzoategui], se optimiza un método para determinar la actividad bioldgica del veneno de varias especies

de escorpiones.

En el presente trabajo se evalud la toxicidad del veneno de tres especies venezolanas del género
Tityus, de reconocida importancia médica: Tityus nororientalis (region Nororiental), Tityus discrepans
(region Centro-Norte-Costera) y Tityus zulianus (regién Andina), con el fin de establecer la existencia
de diferencias en sus titulos letales y en la sintomatologia que se instala tras el envenenamiento agudo
experimental por via intraperinoneal. Adicionalmente, se aportan conocimientos béasicos para la

elaboracion de un mapa de toxicidad de la escorpiofauna venezolana (Borges, 1996), basado en posibles



diferencias en la letalidad del veneno de las tres especies de escorpiones. De comprobarse esta hipotesis
se sustentaria el concepto de las “Provincias Toxinoldgicas” (Borges y De Sousa, 2006), contribuyendo

al conocimiento epidemioldgico y clinico del envenenamiento causado por estos artropodos.



METODOLOGIA

Muestra

En la presente investigacion se capturaron tres especies de escorpiones en sus ambitos geograficos
de distribucion: Tityus nororientalis (n = 13 ejemplares) en el caserio Las Melenas (10°40°N, 62°37"W;
municipio Marifio, estado Sucre), Tityus discrepans (n = 9) en los alrededores de San Antonio de Los
Altos (10°20°N, 67°,45"N; municipio Los Salias, estado Miranda) y Tityus zulianus (n = 7) en Santa
Cruz de Mora, zona sur del Lago de Maracaibo (8°22°N, 71°43"W, municipio Pinto Salinas, estado
Mérida). Durante el dia los escorpiones fueron localizados bajo troncos, en el interior de la corteza
parcialmente desprendida de los arboles, en el interior de troncos en proceso de descomposicion y en la
base de plantas de cafeto (Coffea arabica). Durante la noche se siguidé el procedimiento de captura
similar, ayudado con lamparas portétiles de luz ultravioleta. Los ejemplares fueron trasladados al

laboratorio, donde se mantuvieron vivos para extraccion de su veneno.

Extraccion Del Veneno

El veneno de los escorpiones se obtuvo mediante estimulacion manual del telson, segun técnica
descrita por Shulov y Zlotkin (1969). Posteriormente, el veneno fue liofilizado (a -50°C y 80 mbar de

presion) (Labconco-Freeze Dry Sistem/Freezone® 4.5) y almacenado a -20°C hasta su uso.

Determinacién De La Concentracién De Proteinas

En el momento de su utilizacién, el veneno fue reconstituido con agua bidestilada. Cuando fue
necesario, se realizaron diluciones 1/5, 1/10 o 1/20 (pl), como paso previo a la cuantificacion de las
proteinas contenidas en el veneno. Consecutivamente, la dilucion se colocé en una cubeta de cuarzo de 1
ml (Thomas Scientific®, modelo 8490-D41), para su lectura por espectrofotometria. Se determiné la
concentracién de proteinas mediante lectura de absorbancia en espectrofotémetro (Jenway®, modelo
6405 UV/vis), a una longitud de onda de 280 nm, asumiendo que 1 unidad de absorbancia (a esta
longitud) representd una concentracién de 1 mg.ml™ (Possani et al. 1980). Alicuotas de 1 ml del veneno

se almacenaron a -20 °C hasta el momento de evaluar su actividad biol6gica en el modelo murido



(Parrilla-Alvarez, 1999; De Sousa, 2006).

Evaluacion De La Dosis Letal 50 (DLsp) Y De Los Signos De Toxicidad Aguda

Se determino la Dosis Letal Cincuenta (DLsp), para 60 minutos de experimentacion, del veneno de
Tityus nororientalis, Tityus discrepans y Tityus zulianus, por el método secuencial de Dixon y Mood
(1948), modificado por Sevcik (1987), en ratones hembra, homocigotos, de la cepa C57BL/6 adquiridos
en el bioterio del Instituto VVenezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC).

El veneno fue inyectado con una microjeringa Hamilton® de 50 ul de capacidad, por via
intraperitoneal (vip). Las dosis administradas se calcularon segun el peso (balanza digital, Denver
Instrument®, modelo XS-3009) de cada animal experimental (tablas 1, 2 y 3). Para la administracion del
veneno se siguid el siguiente esquema de trabajo: en el primer raton C57BL/6, por vip, se utilizé una
dosis inicial de: X; = Anti-log (Anti-logaritmo) 1 = 10 ug.g™* de ratén. Si este primer animal respondi6
con la muerte, el segundo ratdn recibié un Anti-log de la dosis: X, = Anti-log Dosis(X1) - d. Si el primer
animal se mantuvo vivo, entonces, el segundo recibié un Anti-log de la dosis: X, = Anti-log Dosis(X;) +
d. En estos experimentos el Anti-log de la dosis (X) fue modificado por un factor constante [d = 0,05]. El
procedimiento continuo y la dosis del siguiente animal fue: X, = X, - d, si el animal m respondio con la
muerte con la dosis Anti-logXn,; 0 bien: X, = Xy, + d, si el ratbn m se mantuvo vivo con la dosis Anti-
logXm. La corrida valida se considerd completa al obtener cuatro ciclos muerte-no muerte 0 no muerte-
muerte [fOT0T0tT0®, 60101010t ®;donde T indico muerte, O supervivencia y ® la dosis
que deberia ser administrada al siguiente animal (punto final)]. Para establecer las DL s se calcularon las
medianas de las dosis a partir del primer punto de inflexion que incluye ademas el valor de la dosis que

recibiria el siguiente animal [punto final: ®] (De Sousa et al., 2008).

Los signos clinicos, expresados como efecto de toxicidad aguda experimental inducida por la
inyeccion intraperitoneal del veneno de las tres especies, fueron observados meticulosamente durante los
60 minutos de experimentacion y tabulados cronologicamente. Al finalizar el tiempo establecido de
observacién, la poblacion de ratones sobrevivientes al efecto del veneno, fue sacrificada con vapores de
cloroformo. Se utilizaron animales testigo a los cuales se administré solucion fisiologica en volimenes

similares a los del grupo experimental. Todos los animales se mantuvieron con alimentacion e



hidratacion ad libitum (De Sousa et al., 2008).
Procesamiento De Datos

El programa Excel V-5.1 (Microsoft Corporatién®, 2002) se utilizé para automatizar los calculos
y para elaborar las grafica de las DLso. Todos los resultados experimentales se procesaron por métodos
estadisticos no paramétricos o de libre distribucién: (a) se calcularon las medianas (de los datos validos a
partir del punto de inflexion), segin Hodges y Lehmann y sus limites de confianza (entre paréntesis) al
95 % de certeza para la DLsg y el tiempo de aparicion de los signos de toxicidad aguda experimental y
(b) las diferencias entre las medianas fueron probadas por la técnica de andlisis de variancia de Kruskal-
Wallis, con un nivel de significacion p<0,05 (De Sousa et al., 2008). Para el procesamiento de los datos
se utilizo el programa V-8.2 desarrollado por el Dr. Sevcik, Laboratorio de Neurofarmacologia Celular,

Centro de Biofisica y Bioguimica, IVIC, estado Miranda (De Sousa, 2002).



RESULTADOS

En la figura 1 se muestra el mapa de ubicacion geogréfica, en el territorio venezolano, de las tres

especies de importancia médica de T. nororientalis, T. discrepans y T. zulianus.

Tityus nororientalis

Tityus discrepans
Tityus zulianus

Figura 1. Distribucion geogréafica relativa, en el territorio venezolano, de las tres especies del género
Tityus.

En las tablas 1, 2 y 3 se presentan, respectivamente, los datos necesarios para el calculo de las
DLso del veneno de Tityus nororientalis, Tityus discrepans y Tityus zulianus en ratones hembra,

C57BL/6, observadas durante 60 minutos.

Tabla 1. Datos para el céalculo de la DL50 del veneno de Tityus nororientalis en ratones C57BL/6,
administrado por via intraperitoneal, para una hora de observacion.

RATON PESO Dosis Dosis Dosis VOLUMEN MUERTE
(n) (9) (Anti-Log) (ng ® gr TOTAL (ul) (minutos)




) (ng)
CORRIDA NO VALIDA

1 17,58 A: 1,00 10,00 175,8 7,50 t:23
2 20,18 B: 0,95 8,91 179,80 7,68 t:20
CORRIDA VALIDA
3 19,20 C: 0,90 7,94 152,51 6,51 0
4 18,53 B: 0,9 8,91 165,10 7,05 t:34
5 17,82 C: 0,90 7,94 141,49 6,04 t:40
6 21,91 D: 0,85 7,08 155,12 6,62 0
7 18,52 C: 0,90 7,94 147,05 6,28 0
8 19,42 B: 0,9 8,91 173,08 7,39 0
9 18,86 A 1,00 10,00 188,6 8,05 t:34

10 22,09 B: 0,95 8,91 196,82 8,41 0
11 20,74 A: 1,00 10,00 207,40 8,85 t:39
12 21,91 B: 0,9 8,91 195,22 8,33 t:23
13 22,72 C: 0,90 7,94 180,39 7,70 t:45
14 20,08 D: 0,85 7,08 147,24 6,29 0
15 19,76 C: 0,90 7,94 156,96 6,70 0
16 21,10 B: 0,95 8,91 187,11 7,98 t:40
Total 2.749,69

SIGUIENTE ANIMAL

17 C. 090 7,94 ®

Ratones validos: R3—>R s +R17

Control: R, 13,10 g de peso corporal; inyectado vip con 50 pl de solucion fisioldgica.
A: Anti-Log 1,00 = 10,00 ~ 10,00

B : Anti-Log 0,95 = 8,912509381 ~ 8,91

C: Anti-Log 0,90 = 7,943282347 ~ 7,94

D: Anti-Log 0,85 = 7,079457844 ~ 7,08

t: Raton con exitus letales; ®: Punto final

Tabla 2. Datos para el célculo de la DLsy del veneno de Tityus discrepans en ratones C57BL/6,
administrado por via intraperitoneal, para una hora de observacion.

RATON PESO Dosts Dosis Dosis TOTAL VOLUMEN MUERTE

) © (Anti-Log) (g @ gry) ) (1) (minutos)

CORRIDA NO VALIDA



1 20,58 A: 1,00 10,00 205,80 12,78 0

CORRIDA VALIDA

2 21,62 B: 1,05 11,22 242.58 15,07 t: 37
3 23.15 A: 1,00 10,00 231.50 14.38 0
4 22.46 B: 1,05 11,22 252.00 15,65 0
5 21,77 C: 1,10 12,59 274,08 17,02 t:32
6 21,65 B: 1,05 11,22 242,91 15,08 t:43
7 21,96 A: 1,00 10,00 219,60 13,63 0
8 21,98 A 1,05 11,22 246,62 15,32 0
9 23,45 B: 1,10 12,59 295,45 18,34 t: 34
10 20,44 B: 1,05 11,22 229,34 14,24 t: 37
11 22,35 A: 1,00 10,00 223,35 13,88 0
12 24,87 B: 1.05 11,22 279,04 17,33 0
13 22,71 C: 1,10 12,59 285,92 17,76 t: 33
Total 3.022,39

SIGUIENTE ANIMAL

14 A: 1,05 11,22 ®

Ratones validos: R; »>R 13 + Ryg

Control: R¢, 12,02 g de peso corporal; inyectado vip con 50 pl de solucion fisiolégica.
A: Anti-Log 1,00 = 10,00

B: Anti-Log 1,05 = 11,22018454 ~ 11,22

C: Anti-Log 1,10 = 12,58925412 ~ 12,59

t: Raton con exitus letales; ®: Punto final

Tabla 3. Datos para el céalculo de la DLsy del veneno de Tityus zulianus en ratones C57BL/6,
administrado por via intraperitoneal para una hora de observacion.

RATON PESO D(_)Sls Doslis DosIS TOTAL VOLUMEN MUERTE
Q) ©) (Anti-Log) (ng®gr?) (ng) () (minutos)

CORRIDA NO VALIDA

1 17,93 A: 1.00 10,00 179,3 18,00 0
2 25,46 B: 1,05 11,22 285,66 28,85 0
3 25,63 C: 1,10 12,59 322,68 32,59 0
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10
11
12
13
14
15

16

17

25,70
25,56
23,17
23,86
25,83
24,03
23,53
19,80
17,68
18,20
20,48
21.75

17,94

1,15

1.10

1,10

1,05

1,20

CORRIDA VALIDA

14,13
12,59
14,13
12,59
11,22
12,59
14,13
15,84
14,13
12,59
14,13
15,84

14,13

Total

SIGUIENTE ANIMAL
15,84

363,14
321,78
327,39
300,4
289,81
302,52
332,48
313.81
249,82
229,14
289,38
344,52

253,41

4.974,24

36,68
32,50
33,05
30,34
29,27
30,56
33,58
31,70
25,23
23,14
29,23
34,80

25,60

t:31

t:31

t:27

t:20

t:31

t:18

Ratones validos: R4—>R s +R17

Control: R¢, 13,52 g de peso corporal; inyectado vip con 50 pl de solucion fisiologica.
A: Anti-Log 1,00 = 10,00 ~ 10,00

B: Anti-Log 1,05 = 11,22018454 ~ 11,22

C: Anti-Log 1,10 = 12,58925412 ~ 12,59

D: Anti-Log 1,15 = 14,12537545 ~ 14,13

D: Anti-Log 1,20 = 15,84893192 ~ 15,85

t: Raton con exitus letales; ®: Punto final

El total de ratones C57BL/6 para la determinacion de la DLsy fue de n = 17 [corrida + siguiente
animal (punto final)] para Tityus nororientalis, n = 14 [corrida + siguiente animal (punto final)] para
Tityus discrepans y n = 17 [corrida + siguiente animal (punto final)] para Tityus zulianus. Para cada
veneno se utilizd un raton control, el cual no desarrolld6 ninguna manifestacion clinica de toxicidad
aguda posterior a la inyeccion de 25 pl de solucion fisiologica por via intraperitoneal. El punto de
inflexion (fendmeno muerte no-muerte 0 no-muerte muerte) se ubicd en R3 para el veneno de Tityus
nororientalis, en R, para Tityus discrepans y en R4 para Tityus zulianus. A partir de estos puntos se
considerd la corrida secuencial valida para la determinacion de las DLs y de los efectos de toxicidad

aguda experimental del veneno de estas tres especies.
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Las corridas validas para calcular las DLsy se conformaron de la siguiente manera: (a) para Tityus
nororientalis, desde R3 hasta R + R17 (punto final) [n = 15], (b) para Tityus discrepans desde R, hasta
Ri13 + Ra4 (punto final) [n = 13] y para Tityus zulianus desde R, hasta Ris + R17 (punto final) [n = 14].

Las corridas validas para evaluar los signos de toxicidad aguda experimental se conformaron de la
siguiente manera: (a) para Tityus nororientalis, desde R3 hasta Ry [n = 14], (b) para Tityus discrepans

desde R, hasta R13 [n = 12] y para Tityus zulianus desde R, hasta R [n = 13].

La cantidad de veneno utilizado en cada determinacion fue de 2 749,60 ug (2,75 mg) para Tityus
nororientalis, 3 022,39 ug (3,02 mg) para Tityus discrepans y de 4 974,24 ug (4,97 mg) para Tityus

zulianus.

La frecuencia de muerte causada por la administracion del veneno de las tres especies de Tityus se

presenta en las tablas 4, 5 y 6.

Tabla 4. Frecuencia de muerte y secuencia de dosis administradas, por via intraperitoneal, del veneno de
Tityus nororientalis en el modelo marido C57BL/6.

Anti-log Dosis (ug x g* de ratén)

Acrticulo I. RATON 1,00 0,95 0,90 0,85
(10,00 ug x g*) (891 ug x g*) (7,94 ug xg™) (7,08ug x g*)
Dosis A DosisB DosisC DosisD
Avrticulo 1.
Avrticulo 11 Acrticulo V. CORRIDA NO VALIDA
Acrticulo V.
t:23
1:20

CORRIDA VALIDA

3 0
4 t:34

5 t: 40
6 0
7 0
8 0

9 t:34

10 0

11 t:39

12 t:23

13 t:45
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14 0
15 0
16 t: 40

SIGUIENTE ANIMAL

17 ®
FRECUENCIA DE 2 0
MUERTE [1] 2 3 0 0
CORRIDA VALIDA (28,6 %) (42,9 %) (286 %) (0%)

n =7 (100%)

Para el veneno de Tityus nororientalis, la mayor periodicidad de muerte (n = 3, 42,9%) ocurrio con
la dosis B (8,91 pgxg™). Con las dosis A (10,00 pgxg™) y C (7,94 ugxg™) la frecuencia fue 28,6% (n =
2). Cuando se administré la dosis D (7,08 pgxg™) todos los ratones sobrevivieron. Para el veneno de

Tityus discrepans se obtuvo, una frecuencia de

Tabla 5. Frecuencia de muerte y secuencia de dosis administradas, por via intraperitoneal, del veneno de
Tityus discrepans en el modelo murido C57BL/6.

Anti-log Dosis (ug ® g de ratén)

RATON 1,00 1,05 1,10
(10,00 ug x g*) (11,22 g x g% (12,59 ug x g*)
Dosis A Dosis B DosisC

CORRIDA NO VALIDA

1 0
CORRIDA VALIDA
2 t: 37
3 0
4 0
5 t:32
6 t: 43
7 0
8 0
9 t: 34
10 t: 37
11 0
12 0
13 t: 33

13



SIGUIENTE ANIMAL

14 ®
FRECUENCIA DE MUERTE [1]) 3 3
CORRIDA VALIDA (02@ (50,0%) (50,0%)

n = 6 (100%)

50,0% (n = 3) con la dosis B (11,22 pgxg™t) y 50,0% (n = 3) con la C (12,59 ugxg™),
respectivamente. Cuando se administrd la A (10,00 pgxg™) todos los ratones sobrevivieron. Con el
veneno de Tityus zulianus el 50,0% (n = 3) de muerte se obtuvo con la dosis D (14,13 pgxg™), sequida
de 33,3% (n = 2) con la dosis E (15,84 ugxg™) y 16,7 % (n = 1) con la dosis C (12,59 pgxg™). Cuando
se administré la A (10,00 pgxg™)

Tabla 6. Frecuencia de muerte y secuencia de dosis administradas, por via intraperitoneal, del veneno de
Tityus zulianus en el modelo murido C57BL/6.

Anti-log Dosis (ug ® g de ratén)

) 1,00 1,05 110 1,15 1,20
RATON (10,00 (11,22 12 '59 (14,13 ug (15,84 ug x g°
Hg x g) g x g’ gy Ho xg) p)
DoslIs DoslIs g Dosis D DosIsE
DosisC
A B
CORRIDA NO VALIDA
1 0
2 0
3 0
CORRIDA NO VALIDA
4 t: 31
5 0
6 1:31
7 t:27
8 0
9 0
10 0
11 t:20
12 1:31
13 0
14 0
15 t:18
16 0
SIGUIENTE ANIMAL
7 ®

14



FRECUENCIA DE

MUERTE [1]

C VA ; ;
ORRIDA VALIDA (0 %) (16,7 %)

n = 6 (100%)

3
(50,0 %)

2
(33,3%)

t: indica muerte; 0: indica sobrevivencia; ®: indica siguiente animal (punto final del experimento)

Todos los ratones sobrevivieron.. Cuando se administré la B (11,22 pgxg™) todos los ratones

sobrevivieron. Las DLsp, para 60 minutos de observacién, del veneno de Tityus nororientalis, Tityus

discrepans y Tityus zulianus administrados por vip, en ratones hembra C57BL/6, se presentan en figuras

2, 3y 4. Las DLs se calcularon por el método no paramétrico de Hodges y Lehmann; y el resultado se

presenta como la mediana y sus limites al 95% de confianza (entre paréntesis). La DLso del veneno de

Tityus nororientalis fue de 8,43 (7,94 — 8,91) mg=kg™ (figura 1), la de Tityus discrepans igual a 11,22
(10,61 — 11,91) mgxkg™ (figura 2) y para Tityus zulianus de 14,13 (13,36 — 14,22) mg=kg™ (figura 3).

12,00 -

10,00

Dosis (ug.g-1)

8,00 -

6,00

NuUmero de raton

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Figura 2.
Determinacion de la
dosis letal cincuenta
(DLsp) del veneno de
Tityus  nororientalis
por vip en ratones
C57BL/6.

Ratones hembra
cepa C57BL/6 con
pesos entre 17,58 y
22,72 g  fueron

inyectados vip con el

veneno de Tityus nororientalis. Los animales fueron observados por 60 minutos. La flecha indica el

punto de inflexion e inicio de los datos validos para el calculo de la DLsg. El resultado se presenta como

la mediana y sus limites (entre paréntesis) para un 95% de confianza: DLsg, vip, 60 minutos = 8,43

(7,94 - 8,91) mg xkg™ de ratén.

En la tabla 7 se presenta la comparacion de las DLs de las tres especies. La DLsy del veneno de
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Tityus nororientalis fue significativamente menor que la de Tityus discrepans, y éste a su vez, menor

que la de Tityus zulianus.

En las tablas 8, 9 y 10 se presentan las frecuencias de los signos clinicos inducidos por efecto de
toxicidad aguda experimental del veneno de Tityus nororientalis, Tityus discrepans y Tityus zulianus
inyectado en ratones C57BL/6.

Figura 3.
Determinacion de
la dosis letal

16,00 1 cincuenta  (DLsg)
del veneno de
14,00 - Tityus  discrepans
~ por vip en ratones
2 12,00 C57BL/6.
2
-§ 10,00 Ratones
= T hembra cepa
8,001 C57BL/6 con pesos
6,00 ey entre 20,58 y 24,87

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 .
g fueron inyectados

Numero de raton )
vip con el veneno
de Tityus discrepans. Los animales fueron observados por 60 minutos. La flecha indica el punto de
inflexion e inicio de los datos validos para el calculo de la DLso. El resultado se presenta como la
mediana y sus limites (entre paréntesis) para un 95% de confianza: DLso, vip, 60 minutos = 11,22

(10,61-11,91) mg x kg™ de raton.

En el 100% de los casos correspondientes a la corrida valida, se observd para Tityus nororientalis
hiperactividad, piloereccion, alteracion de la marcha, movimientos deglutorios, secrecion ocular, signo
de Straub y disnea (RST, RFA y bradipnea/apnea). En el 92,9%, se observd rascado de nariz-boca,
hipotonia del tren anterior y posterior y convulsiones. Seguidamente en el 85,7% convulsiones,
temblores generalizados y sialorrea escasa. Entre 78,6% y el 71,4% sialorrea abundante, exoftalmos y
lengua ciandtica; rinorrea en el 64,3%, defecacion liquida y paralisis espastica en el 50,0% de los

ratones. Con menor frecuencia, defecacion sélida (21,4%) e hiperextension (14,3%).
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16,00 -
14,00 -

12,00 ~ T

10,00

Dosis (ug.g-1)

8,00 -

6,00 T 1T 1T "1 ~’°T™T7 1T 71T “"T1T "—7T T —"T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

NuUmero de raton

Figura 4. Determinacién de la dosis letal cincuenta (DLso) del veneno de Tityus zulianus por vip en
ratones C57BL/6.

Ratones hembra cepa C57BL/6 con pesos entre 17,68 y 25,83 g fueron inyectados vip con el
veneno de Tityus zulianus. Los animales fueron observados por 60 minutos. La flecha indica el punto
de inflexién e inicio de los datos validos para el célculo de la DLsg. El resultado se presenta como la
mediana y sus limites (entre paréntesis) para un 95% de confianza: DLsg, vip, 60 minutos = 14,13
(13,36-14,22) mg x kg™ de ratén.

Tabla 7. Comparacion de las DLsq del veneno de las tres especies de Tityus evaluadas.

Especie
Tityus nororientalis Tityus discrepans Tityus zulianus
DLsg 8,43 11,22 14,13
Limites de confianza 7,94 -8,91 10,61-11,91 13,36 — 14,22
Kruskall — Wallis 18,95 14,51
p 0,00008 0,0007

Para el veneno de Tityus discrepans el 100% de los casos presentd las siguientes manifestaciones
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clinicas: hiperactividad, piloereccion, rascado nariz-boca, alteracion de la marcha, movimientos
deglutorios, secrecion ocular, signo de Straub, exoftalmos, temblores generalizados, disnea (RST, RFA
y bradipnea/apnea) y sialorrea abundante. Con una frecuencia de 91,7% hipoactividad, convulsiones y
defecacion pastosa. Con 83,3% sialorrea escasa e hipotonia del tren posterior. En el 75% de los ratones
se observd rinorrea e hipotonia del tren anterior. Con menor frecuencia paralisis espastica (50%),
defecacion liquida (50%) o sélida (41,7%).

Para Tityus zulianus la mayor frecuencia (100%) de signos fueron: hiperactividad, piloereccion,
alteracion en la marcha, movimientos deglutorios, signo de Straub, secrecion ocular, disnea (RST, RFA
y bradipnea/apnea) y sialorrea abundante. En el 92,3%: temblores generalizados, hipotonia del tren
posterior y anterior, rascado de nariz-boca, defecacion pastosa (con moco) y convulsiones. En el 84,6%
sialorrea escasa, exoftalmos y lengua cianética. Otros signos fueron rinorrea (69,2%), defecacion liquida
y pardlisis espastica (53,8%). Con menor frecuencia hiperextension del tronco (23,1%) y defecacion
solida (15,4%).

En las tablas 11, 12 y 13 se presentan los tiempos de aparicion de los signos clinicos inducidos
por efecto de toxicidad aguda experimental del veneno de Tityus zulianus, Tityus nororientalis y

Tityus discrepans inyectado en ratones C57BL/6.

El tiempo de aparicion de los signos con cualquiera de los tres venenos fue variable en los
animales de la corrida valida. Para Tityus nororientalis en los primeros 10 minutos hiperactividad,
seguida inmediatamente, de signo de Straub, hiperextension del tronco, marcha ataxica, piloereccion,
movimientos deglutorios, rascado de nariz-boca, rinorrea,hipoactividad, sialorrea (de escasa,
evolucionando a abundante) y disnea, caracterizada por respiracion superficial toraxica. Entre 10 y 20
minutos se instalaron los signos de exoftalmos, hipotonia del tren anterior y posterior, convulsiones y
disnea caracterizada por respiracion forzada abdominal. Tardiamente, después de los 30 minutos, se
instalodisnea caracterizada por periodos de bradipnea alternada con apnea, hasta finalmente la aparicion
de pardlisis espastica con muerte del animal. La disnea, caracterizada por respiracion con periodos de
bradipnea/apnea, presento diferencias significativas en el tiempo de aparicion cuando se comparo el
grupo de ratones que fallecieron a los efectos toxicos del veneno con el grupo de los sobrevivientes.

Este signo se instal6 mas tempranamente en los animales que murieron por efecto toxico del veneno.
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Tabla 8. Frecuencia de manifestaciones clinicas inducidas por toxicidad aguda del veneno de Tityus
nororientalis, administrado por via intraperitoneal, en ratones C57BL/6.

MUERTOS VIVOS
Raton (n) = N %
Signo de Toxicidad
3 R4 RS RQ Rll R12 R13 R16 R3 RG R7 RB RlO R14 R15

Hiperactividad + o+ + + + + + + + + + + + + 14 100
Piloereccién + o+ + + + + + + + + + + + + 14 100
Alteracion de lamarcha +  + + + + + + + + + + + + + 14 100
Movimientos deglutorios +  + + + + + + + + + + + + + 14 100
Secrecion ocular + o+ + + + + + + + + + + + + 14 100
Signo de Straub + o+ + + + + + + + + + + + + 14 100

RST + + + + + + + + + + + + + + 14 100
Disnea RFA + o+ + + + + + + + + + + + + 14 100

B/A + + + + + + + + + + + + + + 14 100
Rascado de nariz-boca + o+ - + + + + + + + + + + + 13 929
Hipotonia tren anterior + o+ + + + + + - + + + + + + 13 929
Hipotonia tren posterior  +  + + + + + + - + + + + + + 13 92,3
Convulsiones + o+ + + + + + + + + + + - - 12 857
Temblores generalizados +  + + + + + + - - + + + + + 12 857

Escasa + + + + + + + - + + + + - + 12 85,7
Sialorrea

Abundante + + + + + + + - + + + - - - 10 714

Sélida * + - - - + - + - - - - - - - 3 214
Defecacion Pastosa* + + - + + + + + + + + + - - 11 78,6

Liquida* - + - + + - + - + + + - - - 7 50,0
Exoftalmos + o+ + + + + + - + + + + - - 11 78,6
Lengua ciandtica + o+ + + + + + - + + + + - - 11 78,6
Hipoactividad + o+ - + + + + - + - + + + - 10 714
Rinorrea + - + + - - - - + + + + - - 9 643
Paralisis espastica + 4+ + + + + + - - - - - - - 7 50,0
Hiperextension tronco - - - + - - - - - - + - - 2 143

RST = Respiracidn superficial toracica
RFA = Respiracién forzada abdominal
B/A = Bradipnea/Apnea

* CONn 0 sin moco

Tabla 9. Frecuencia de manifestaciones clinicas inducidas por toxicidad aguda del veneno de Tityus
discrepans, administrado por via intraperitoneal, en ratones C57BL/6.

MUERTOS VIvos N %
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Ratén (n) =
Signo de Toxicidad

e Rz Rs Rg Rg Ry R Rs Ry R7 Rg Ru Rp
Hiperactividad + + + + + + + + + + + + 12 100
Piloereccion + + + + + + + + + + + + 12 100
Rascado de nariz-boca + + + + + + + + + + + + 12 100
Alteracion de la marcha + + + + + + + + + + + + 12 100
Movimientos deglutorios + + + + + + + + + + + + 12 100
Secrecion ocular + + + + + + + + + + + + 12 100
Signo de Straub + + + + + + + + + + + + 12 100
Exoftalmos + + + + + + + + + + + + 12 100
Temblores generalizados + + + + + + + + + + + + 12 100
RST + + + + + + + + + + 2 + 12 100
Disnea RFA + + + + + + + + + + + + 12 100
B/A + + + + + + + + + + + + 12 100
Sialorrea Escasa + + + + + + + + + + - - 10 83,3
Abundante + + + + + + + + + + + + 12 100
Hipoactividad + + + - + + + + + + + + 11 91,7
Convulsiones + + + + + + + + + + - + 11 91,7
Sélida * + - - - - - + - + - + 4+ 5 417
Defecacion  Pastosa * + + + + + + + + + + - + 11 91,7
Liquida * - - - - + + + + + - + - 6 50,0
Hipotonia tren posterior + + + - + + + + + - + + 10 83,3
Rinorrea + + - + + + +- o+ + + - - 9 75,0
Hipotonia tren anterior + + - + - + + + - + + + 9 75,0
Paralisis espastica + + + + + + - - - - - - 6 50,0

RST = Respiracion superficial toracica
RFA = Respiracion forzada abdominal

B/A = Bradipnea/Apnea
* €0n 0 sin moco

Tabla 10. Frecuencia de manifestaciones clinicas inducidas por toxicidad aguda del veneno de Tityus

zulianus, administrado por via intraperitoneal, en ratones C57BL/6.

MUERTOS VIvos
Ratén (n) = N %
Signo de Toxicidad
¢ R4 RG R7 Rll R12 R15 RS RS RQ RlO R13 R14 R16
Hiperactividad + o+ + + + + + + + + + + + 13 100
Piloereccion + o+ + + + + + + + + + + + 13 100



Alteracion de la marcha

Movimientos deglutorios
Signo de Straub
Secrecion ocular
RST
Disnea RFA
B/A
Temblores generalizados
Hipotonia tren anterior
Hipotonia tren posterior
Rascado de nariz-boca
Convulsiones
Sialorrea Escasa
Abundante
Solida *
Defecacion Pastosa *
Liquida =
Exoftalmos

Lengua ciandtica
Rinorrea

Paralisis espastica
Hiperextension tronco

+ 4+ o+

+

+ 4+ o+

+

+ 4+ o+

+

+ 4+ 4+ + + + o+ o+ o+ o+

+

+ 4+ o+

+

+ 4+ o+

+

+ 4+ o+

+

+ + 4+ o+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

+

+

+ 4+ o+

+

+ + 4+ o+ + o+ + o+ o+ + o+ o+ o+ o+

+ + 4+ o+ + o+ + o+ o+ + o+ o+ o+ o+

+ 4+ o+

+

+ + 4+ o+ + o+ + o+ o+ + o+ o+ o+ o+

+ 4+ o+

+

13
13
13
13
13
13
12
12
12
12
12
12
11
13

12

11
11

100
100
100
100
100
100
100
92,3
92,3
92,3
92,3
92,3
84,6
100
15,4
92,3
53,8
84,6
84,6
69,2
53,8
23,1
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Tabla 11. Comparacion del tiempo de aparicion de los signos de toxicidad aguda entre ratones C57BL/6
que sobrevivieron y murieron al efecto tdxico inducido por el veneno de Tityus nororientalis

administrado por via intraperitoneal.

TIEMPO DE APARICION DE LOS
SIGNOS DE TOXICIDAD

Signo de Toxicidad (MmoTos) KRUSKAL-
3 SOBREVIVIENTES MUERTOS WALLIS P
MEDIANA MEDIANA
[LiMITES AL 95%)] [LIMITES AL 95%)]

Hiperactividad 0,00 [0,00 - 0,00] ns
Signo de Straub 2,00 [2,00 - 2,50] 0,25 ns
Hiperextension del tronco 2,00 [2,00 - 3,00] ns
Marcha Ataxica 3,00 [ 2,50 - 3,00] 0,08 ns
Piloereccion 3,50 [3,00 - 4.00] 0,25 ns
Movimientos deglutorios 6,00 [4,50 - 7,00] 0,18 ns
Rascado de nariz-boca 7,00 [5,50 - 9,00] 0,006 ns
Escasa 7,00 [6,00-8,00] 1,29 ns

Sialorrea
Abundante 8,50 [1,00-10,00] 0,92 ns
Hipoactividad 7,50 [5,50 - 9,00] 0,28 ns
Rinorrea 8,00 [6,50 — 9,50] 1,50 ns
Secrecién ocular 8,50 [6,50 — 10,50] 1,84 ns
Temblores generalizados 10,00 [6,50 — 13,00] 0,42 ns
Exoftalmos 11,50[10,00 - 13,00] 1,51 ns
RST 8,00 [6,50 — 10,50] 0,86 ns
Disnea RFA 19,00 [16,50 - 22,00] 0,008 ns

B/A 32,00 [29,50-35,00] 27,50 [ 25,00 - 30,00] 9,00 0,01

Hipotonia tren posterior 12,50 [10,50 — 14,50] 1,29 ns
Convulsiones** 13,00 [10,00 - 15,50] 1,11 ns
Defecacion Pastosa 13,50 [10,00 - 17,00] 0,10 ns
Hipotonia tren anterior 18,50 [15,00 — 21,50] 2,38 ns

Paralisis espastica

Vivo
Estado final Muerto

37,00 [31,50 — 40,00]

60 [60,00-60,00]
37,00 [31,50 — 40,00]

Tabla

RST = Respiracion Superficial Toracica
RFA = Respiracion Forzada Abdominal
B/A = Bradipnea/Apnea

*con 0 sin moco

** Tonico—Cldnicas

KW: Kruskall-Wallis

p: probabilidad

ns: no significativo

12.

Comparacion del tiempo de aparicion de los signos de toxicidad aguda entre ratones C57BL/6 que
sobrevivieron y murieron al efecto toxico inducido por el veneno de Tityus discrepans administrado por

via intraperitoneal.
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Tabla

Signo de Toxicidad

TIEMPO DE APARICION DE LOS
SIGNOS DE TOXICIDAD
(MiINUTOS)

o KRUSKAL-
WALLIS P
SOBREVIVIENTES MUERTOS
MEDIANA MEDIANA
[LiMITES AL 95%)] [LiMITES AL 95%)]
Hiperactividad 0,00 [0,00 - 0,00] - ns
Marcha Ataxica 3,00 [2,00 - 4,00] 0,006 ns
Piloereccion 3,50 [2,50 - 4,50] 0,23 ns
Hipoactividad 7,00 [5,50 — 10,50] 1,63 ns
Escasa 8,50 [8,00 - 9,50] 1,26 ns
Sialorrea

Abundante 14,50 [13,00 — 16,00] 0,16 ns
RST 9,50 [8,00 — 12,50] 0,56 ns
Disnea RFA 19,50 [17,00 - 20,50] 0,008 ns

B/A 43,00 [40,00 - 46,50] 30,50 [28,00 — 33,50] 7,41 0,02
Movimientos deglutorios 10,00 [7,50 — 12,50] 0,23 ns
Rascado de nariz-boca 12,50 [10,00 - 16,00] 0,025 ns
Secrecion ocular 14,00 [13,00 - 15,50] 0,025 ns
Temblores generalizados 14,00 [4,50 — 26,50] 0,52 ns
Rinorrea 18,00 [14,00 — 21,00] 2,16 ns
Exoftalmos 22,00 [20,00 - 23,50] 0,92 ns
Hipotonia tren posterior 23,50 [19,50 - 27,00] 2,13 ns
Pastosa * 10,50 [9,00 — 12,50] - ns
Defecacion Sélida * 9,00 [8,00 - 10,00] 2,70 ns
Liquida * 28,00 [24,00 - 34,00] 2,00 ns

Paralisis espastica *x

Vivo
Estado final Muerto

33,50 (33,00 — 38,50)

60 [60,00-60,00]
33,50 (33,00 — 38,50)

RST = Respiracion Superficial Toracica
RFA = Respiracion Forzada Abdominal
B/A = Bradipnea/Apnea

*con o sin moco

** Tonico—Clonicas

KW: Kruskall-Wallis

p: probabilidad

ns: no significativo

13.

Comparacion del tiempo de aparicion de los signos de toxicidad aguda entre ratones C57BL/6 que
sobrevivieron y murieron al efecto toxico inducido por el veneno de Tityus zulianus administrado por
via intraperitoneal.

TIEMPO DE APARICION DE LOS
SIGNOS DE TOXICIDAD
(MINUTOS)

KRUSKAL-

Signo de Toxicidad WALLIS P
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SOBREVIVIENTES MUERTOS
MEDIANA MEDIANA
[LiMITES AL 95%)] [LiMITES AL 95%)]
Hiperactividad 0,00 [0,00 - 0,00] - ns
Hiperextension del tronco 2,50 [2,00 - 3,00] - ns
Marcha Ataxica 2,50 [2,00 - 3,00] 0,06 ns
Signo de Straub 2,50 [1,50 - 3,00] 0,41 ns
Piloereccién 4,50 [3,50 - 5,00] 0,00 ns
Secrecién ocular 6,00 [5,00 - 7,00] 2,13 ns
Escasa 6,50 [5,50 — 7,00] 3,53 ns
Sialorrea

Abundante 8,50 [7,00 - 10,00] 521 ns

Hipotonia tren posterior 7,00 [4,00 - 10,00] 0,13 ns
Hipoactividad 7,50 [5,00 - 12,00] 0,27 ns
Rascado de nariz-boca 8,00 [5,50 — 10,00] 0,10 ns
Rinorrea 8,00 [6,50 — 20,50] 6,00 ns
RST 8,00 [4,50 — 13,00] 0,41 ns

Disnea RFA 17,00 [12,50 — 22,50] 5,77 ns

B/A 29,50 [27,00 — 33,00] 20,50 [15,00 - 26,00] 3,68 ns

Movimientos deglutorios 10,50 [9,00 - 12,00] 0,27 ns
Defecacion Pastosa * 11,00 [8,00 - 30,50] 1,64 ns
Convulsiones** 11,50 [7,00 — 14,50] 0,30 ns
Exoftalmos 12,50 [10,50 - 15,00] 4,36 ns
Temblores generalizados 13,50 [8,50 — 16,50] 0,03 ns
Hipotonia tren anterior 15,00 [11,50 - 19,00] 3,33 ns

Paralisis espastica 25,50 [20,00 - 31,00]
Vivo 60 [60,00-60,00]
Estado final Muerto 25,50 [20,00 - 31,00]

RST = Respiracion Superficial Toracica
RFA = Respiracion Forzada Abdominal
B/A = Bradipnea/Apnea

* con o sin moco

** Tonico—Clonicas

KW: Kruskall-Wallis

p: probabilidad

ns: no significativo

Para Tityus discrepans, en los primeros 10 minutos, hiperactividad, seguida inmediatamente, de
marcha ataxica, piloereccion, hipoactividad, sialorrea escasa, defecacion sélida evolucionando a pastosa,
movimientos deglutorios y disnea, caracterizada por respiracion superficial toracica. Entre 10 y 20
minutos se observaron signos de rascado de nariz-boca, secrecion ocular, temblores generalizados,
rinorrea y respiracion forzada abdominal. Después de los 20 minutos, exoftalmos, defecacion liquida,

bradipnea/apnea hasta finalmente paralisis espastica en los animales que murieron por efecto del veneno.
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Los periodos de bradipnea/apnea presentaron diferencias significativas en el tiempo de aparicion,
cuando se compard el grupo de ratones que fallecieron a los efectos toxicos del veneno con el grupo de
los sobrevivientes (se instal6 més tempranamente en los animales que murieron por efecto téxico del

veneno).

Para Tityus zulianus, en los primeros 10 minutos, hiperactividad, seguida inmediatamente, de
hiperextension del tronco, marcha ataxica, piloereccion, secrecion ocular, hipotonia del tren posterior,
hipoactividad, rinorrea y rascado de nariz-boca, signo de staub, sialorrea (escasa que evoluciono a
abundante), disnea caracterizada por respiracion superficial toracica y movimientos deglutorios. Entre
10 y 20 minutos, defecacidn pastosa, convulsiones, exoftalmos, temblores generalizados, hipotonia del
tren anterior y respiracion forzada abdominal. Después de los 20 minutos, bradipnea/apnea hasta
finalmente paréalisis espastica en los animales que murieron por efecto del veneno. Los periodos de
bradipnea/apnea presentaron diferencias significativas en el tiempo de aparicion, cuando se comparo el
grupo de ratones que fallecieron a los efectos tdxicos del veneno con el grupo de los sobrevivientes (este

signo se instalé méas tempranamente en los animales que murieron por efecto toxico del veneno).

En las figuras 5, 6 y 7; se presenta el curso temporal de aparicion de los signos de toxicidad aguda
experimental inducidas por el veneno de Tityus nororientalis, Tityus discrepans y Tityus zulianus en
ratones hembra C57BL

En todos los casos la toxicidad se inicio con hiperactividad, e inmediatamente después el signo de
Straub. En el espectro medio de toxicidad moderadamente grave, ocurre sialorrea abundante, disnea
(caracterizada por respiracion toracica superficial) y exoftalmos. Previo a los signos de toxicidad severa,
surge en los ratones: convulsiones e hipotonia del tren anterior y posterior. En todos los casos, la
toxicidad grave se expres6 como disnea identificada como respiracion forzada abdominal evolucionando

a bradipnea-apnea y finalmente paralisis espastica.
En la tabla 14 se presenta la comparacién del tiempo de aparicion de los signos clinicos inducidos

por efecto de toxicidad aguda experimental del veneno de Tityus nororientalis, Tityus discrepans y

Tityus zulianus inyectado en ratones C57BL/6 fallecidos.
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Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los venenos de Tityus
nororientalis y Tityus zulianus cuando se compararon los signos caracterizados por periodos de
bradipnea/apnea y paralisis espastica. Estos se instalaron de forma mas temprana en los animales
experimentales cuando se utilizé el veneno de Tityus zulianus; respectivamente a los 20,5 y 25,5

minutos en comparacion con los 27,5 y 37,0 minutos para el veneno de Tityus nororientalis.

Las mayores diferencias se establecieron entre los venenos de Tityus zulianus y Tityus discrepans.
Los signos con diferencias significativas se instalaron de forma mas temprana en los animales
experimentales, cuando se utilizo el veneno de Tityus zulianus que el veneno de Tityus discrepans:
secrecion ocular (5,5 minutos vs 14,5 minutos), hipotonia del tren posterior (8,5 vs 20,0), exoftalmos
(9,5 vs 21,5), respiracion forzada abdominal 10,5 vs 19,5), periodos de bradipnea/apnea (20,5 vs 30,5) y
paralisis espastica (25,5 vs 35,5).

Cuando se comparé el veneno de Tityus nororientalis y Tityus discrepans no se encontraron
diferencias significativas en el tiempo de aparicion de los signos de toxicidad aguda experimental.

Figura 5. Curso temporal de aparicion de los signos de toxicidad aguda experimental inducidos por el
veneno de
Tityus
nororientalis
administrado
50,00 - por vip en
ratones de la
cepa C57BL/6.

60,00 -

N

o

o

S
|

Ratones
30,00 - hembra, de la

corrida valida,

N

o

[=)

S
‘

con pesos entre
17,58 y 22,72 g

inyectados por

Tiempo de aparicion (min)

10,00

- vip con el

veneno de

Piloereccion
Rinorrea
Disnea RST
Exoftalmos
Disnea RFA

Tityus

Hiperactividad
Signo de Straub
Marcha Ataxica

Sialorrea Escasa
Hipoactividad
Convulsiones

Bradipnea/Apnea

nororientalis

Movimientos deglutorios
Secrecion Ocular
Rascado nariz boca
Sialorrea abundante
Defecacion Pastosa
Pardlisis Espéastica

fueron

Temblores Generalizados
Hipotonia del tren posterior
Hipotonia del tren anterior

Signos de toxicidad
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observados por 60 minutos. Los signos clinicos fueron registrados cronolégicamente.

En la tabla 15 se presenta la comparacion del tiempo de muerte por efecto de toxicidad aguda
experimental del veneno de Tityus nororientalis, Tityus discrepans y Tityus zulianus inyectado en
ratones C57BL/6. Los ratones inyectados con los venenos de Tityus zulianus murieron
significativamente mas rapido (25,5 minutos) que aquellos inyectados con el veneno de Tityus
discrepans (35,5 minutos) o Tityus nororientalis (37,0 minutos). Entre estos dos no se encontraron
diferencias significativas en el tiempo de muerte. minutos. Los signos clinicos fueron registrados

cronolégicamente.

Figura 6. Curso

60,00 1 temporal de
aparicion de los

50,00 1 signos de
toxicidad aguda

40,00 A experimental
inducidos por el

30,00 veneno de
Tityus

20,00 - discrepans

administrado
por vip en
ratones de la
cepa C57BL/6.

10,00 -

Tiempo de aparicion (min)

Ratones

Rinorrea

hembra, de Ila

Hiperactividad
Signo de Straub
Piloereccion
Marcha Ataxica
Sialorrea Escasa
Hipoactividad
Disnea RST
Exoftalmos
Convulsiones
Disnea RFA
Bradipnea/Apnea

Secrecion Ocular

corrida valida,

Rascado nariz boca
Sialorrea abundante
Defecacion Pastosa
Pardlisis Espastica

con pesos entre
20,58 y 24,87 g

inyectados por

Movimientos deglutorios
Temblores Generalizados
Hipotonia del tren posterior
Hipotonia del tren anterior

Signos de toxicidad

vip con el veneno de Tityus discrepans fueron observados por 60
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Algunos efectos relevantes de toxicidad aguda se presentan en las figuras 8, 9, 10, 11, 12 y 13:

facies toxica y piloereccion, signos de potente estimulacion muscarinica (sialorrea, secrecion ocular y

defecacion pastosa). Otros signos observados: Signo de Straub, convulsiones e hipotonia muscular. Los

signos antes de morir fueron los periodos de irregularidad en la amplitud y frecuencia respiratoria

(bradipnea/apnea que producen en el raton cianosis peribucal). La pardlisis espastica se manifestd

inmediatamente antes de la muerte de todos los ratones (el animal adoptaba una posicion parecida al

opistotono con hiperextension del tren posterior). Todos los ratones, antes del exitus letalis, presentaron

apnea prolongada.

60,00 -
50,00 -
40,00 -
30,00 +
20,00

10,00

Tiempo de aparicion (min)

0,00

Hiperactividad
Signo de Straub
Piloereccion
Marcha Ataxica
Rinorrea

Sialorrea Escasa
Hipoactividad
Secrecion Ocular
Rascado nariz boca
Sialorrea abundante
Disnea RST
Exoftalmos

Movimientos deglutorios

Signos de toxicidad

Temblores Generalizados

Hipotonia del tren posterior

Convulsiones

Hipotonia del tren anterior

Defecacion Pastosa

Disnea RFA

Bradipnea/Apnea

Pardlisis Espastica

Figura 7. Curso

temporal de
aparicion de los
signos de

toxicidad aguda
experimental
inducidos por el
veneno de Tityus
zulianus
administrado por
vip en ratones
de la  cepa

C57BL/6.
Ratones

hembra, de la
corrida  vélida,
con pesos entre
17,58 y 25,83 g

inyectados  por

vip con el veneno de Tityus zulianus fueron observados por 60 minutos. Los signos clinicos fueron

registrados cronolégicamente

Tabla 14. Comparacion de los tiempos de aparicion de las manifestaciones clinicas inducidas por la
toxicidad aguda del veneno de las tres especies de Tityus administrado por via intraperitoneal en los

ratones C57BL/6 fallecidos.

Signo de Toxicidad

¢ (MiNuTOS)

TIEMPO DE APARCICION DE LOS SIGNOS DE TOXICIDAD
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Tityus nororientalis KW; p Tityus zulianus KW; p Tityus discrepans

Hiperactividad 0,00 [0,00 — 0,00] 0,00 [0,00 — 0,00] 0,00 [0,00 — 0,00]

Signo de Straub 2,00 [1,50 - 2,50] 2,00 [1,00 - 4,00] 4,00 [2,00 - 6,00]

Piloereccion 3,00 [2,50 - 4,00] 3,00 [2,50 - 6,00] 3,50 [2,50 - 4,50]

Marcha Atéxica 3,00 [2,50 - 3,00] 2,50 [2,00 - 3,00] 3,00 [1,50 - 4,00]
Movimientos deglutorios 6,00 [3,50 — 8,00] 10,00 [8,50 — 11,00] 11,00 [6,00 — 15,00]
Rinorrea 6,50 [4,00 — 9,00] 6,00 [4,00 — 7,00] 6,00; 0,05 14,50 [12,50 — 17,50]

Hipoactividad 7,00 [4,00 — 9,00] 7,00 [4,00 — 14,00] 5,00 [4,00 — 11,00]
Secrecién ocular 7,50 [5,50 - 8,50] 5,50 [4,00 - 6,50] 8,30; 0,016 14,50 [12,00 - 16,50]
Rascado de nariz-boca 7,50 [5,00 - 10,00] 6,50 [5,00 - 8,50] 13,00 [10,00 - 15,00]
Exoftalmos 10,00 [9,50 — 12,50] 9,50 [8,50 — 12,00] 7,50; 0,02 21,50 [19,50 - 22,50]
Temblores generalizados 11,00 [7,50 — 13,50] 13,50 [7,00 - 20,00] 11,50 [4,00 - 17,50]
Hipotonia tren posterior 11,50 [10,00 — 13,00] 8,50 [6,00 — 10,50] 7,50;0,02 20,00 [15,50 — 26,00]
Convulsiones** 11,50 [9,00 — 14,00] 12,50 [7,00 - 16,50] 17,00 [9,00 — 25,00]
Hipotonia tren anterior 15,50 [13,50 — 19,00] 11,50 [9,00 — 15,00] 22,50 [20,00 — 24,50]

RST 9,00 [7,00 — 11,00] 6,00 [2,00 - 11,00] 9,00 [6,00 — 11,00]
Disnea RFA 19,50 [14,00 - 25,00] 10,50 [5,00 - 16,00] 8,31; 0,016 19,50 [17,00 - 20,50]
B/A 27,50 [ 25,00 - 30,00] 5,89; 0,05 20,50 [15,00 — 26,00] 8,31, 0,016 30,50 [28,00 — 33,50]

Sialorrea Escasa 6,50 [5,00 — 7,50] 5,50 [4,00 — 6,50] 8,00 [7,00 — 10,00]
Abundante 8,00 [6,00 — 10,00] 6,50 [5,00 — 8,00] 8,30; 0,015 14,50 [12,00 — 17,00]

Defecacion pastosa * 16,00 [8,50 — 22,50] 12,50 [8,00 - 28,00] 8,50 [8,00 - 9,00]
Parélisis espastica 37,00 [31,50 — 40,00] 5,89;0,05 25,50 [20,00 - 31,00] 8,31; 0,016 35,50 [33,00 - 38,50]

RST= Respiracion Superficial Toracica
RFA = Respiracion Forzada Abdominal

BA = Bradipnea/Apnea

*con 0 Sin moco
** Tonico-Clonicas

KW: Kruskall-Wallis (se presentan solo los valores significativos)

p: probabilidad (se presentan solo los valores significativos)
Tabla 15. Comparacion del tiempo de muerte de los ratones C7BL/6 como respuesta al efecto toxico del
veneno de las tres especie de Tityus.

Especie

Tityus zulianus Tityus discrepans Tityus nororientalis

Tiempo de muerte 25,50 35,50 37,00
Limites de confianza 20,00 - 31,00 33,00 - 38,50 31,50 -40,00
Kruskall — Wallis 8,31 0,51
p 0,015 ns
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e f
Figura 8. Comparacion de un raton C57BL/6 control con uno sobreviviente inyectado por vip con el
veneno de Tityus nororientalis mostrando algunos signos de toxicidad aguda.

Estas fotos se obtuvieron después de administrar una DLso del veneno de Tityus nororientalis. (a)
Raton testigo (sano). (b) Hipotonia e inicio de secrecion ocular (ndtese la distension abdominal). (¢) y
(d) Secrecion ocular evidente y sialorrea. (e) y (f) Postura mostrando debilidad muscular del tren

posterior (en “e” notese defecacion liquida).
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Figura 9. Ratén C57BL/6 sobreviviente inyectado por vip con el veneno de Tityus nororientalis
mostrando la secuencia de presentacion del signo de Straub.

Estas fotos se obtuvieron después de administrar una DLsy del veneno de Tityus nororientalis.
Secuencia desde “a” hasta “c”. Notese la defecacion de consistencia pastosa sobre el sustrato.
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Figura 10. Comparacion de un raton C57BL/6 control con uno sobreviviente inyectado por vip con el
veneno de Tityus zulianus mostrando algunos signos de toxicidad aguda.

Estas fotos se obtuvieron después de administrar una DLsy del veneno de Tityus zulianus. (a)
Raton testigo (sano). (b), (c) y (d) Defecacion pastosa y secrecion ocular (nétese distension abdominal

en “c”). (d) y (e) Secrecion ocular evidente y sialorrea abundante).




Figura 11. Raton C57BL/6 sobreviviente inyectado por vip con el veneno de Tityus zulianus mostrando
algunos signos de toxicidad aguda.

Estas fotos se obtuvieron después de administrar una DLsy del veneno de Tityus zulianus. (a)
Inicio de periodo convulsivo. (b) periodo post-ictal (nétese la hipotonia del tren posterior). En “a” notese

sialorrea espesa; en “b” defecacion pastosa.

Figura 12. Comparacion de un raton sobreviviente C57BL/6 inyectado por vip con el veneno de tityus
nororientalis con otro inyectado con el veneno de Tityus zulianus, mostrando algunos signos de
toxicidad aguda.

Estas fotos se obtuvieron después de administrar una DLsg del veneno de Tityus nororientalis (a) y
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de Tityus zulianus (b). Nétese en “b” la magnitud de la distension abdominal.

Figura 13. Comparacion de un raton sobreviviente C57BL/6 inyectado por vip con el veneno de tityus
nororientalis con otro inyectado con el veneno de Tityus zulianus, mostrando algunos signos de
toxicidad aguda.

Estas fotos se obtuvieron después de administrar una DLsg del veneno de Tityus nororientalis (a) y

de Tityus zulianus (b). Nétese en “b” la magnitud de la sialorrea.
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DISCUSION

1. Utilidad del modelo murido como bioensayo para la evaluacion del efecto del veneno de

escorpiones de importancia médica en Venezuela

El presente trabajo es el primero en establecer un modelo murido con la finalidad de comparar la
letalidad y los signos asociados al envenenamiento producido por las especies méas toxicas del genero
Tityus en Venezuela. Existe abundante informacion clinica obtenida a partir de humanos envenenados
por escorpiones en diferentes areas endémicas del pais (Lopez y Trejo, 1974; Porras et al., 1994; De
Sousa et al., 1995; Mazzei de Davila et al., 1997; Reyes-Lugo y Rodriguez-Acosta, 2001; Mazzei de
Davila et al., 2002; Arocha-Sandoval y Villalobos-Perozo, 2003; De Sousa et al., 2007). Sin embargo,
no es posible emplear tal informacion en un analisis comparativo riguroso, en vista que, entre otros
factores, se desconoce con exactitud la especie responsable del accidente en algunos de los reportes
(Lbpez y Trejo, 1974). Por otra parte, las concentraciones de veneno circulante [que otros estudios han
asociado positivamente con la severidad del caso clinico (de Rezende et al., 1996)] son igualmente
desconocidas en la mayoria de las publicaciones, lo que imposibilita igualmente una evaluacion
comparativa de la magnitud y naturaleza de las manifestaciones clinicas reportadas en tales estudios.
Estudios epidemioldgicos recientes han permitido establecer que las especies T. zulianus, T. discrepans
y T. nororientalis, son los taxa responsables del mayor nimero de envenenamientos en las zonas
Andina, Centro-Norte y Nor-oriental, respectivamente (Borges y De Sousa, 2006). Un indicio de la
existencia de potenciales diferencias clinicas entre estas especies lo constituye el hecho que, en el caso
del envenenamiento por T. zulianus, predomina la sintomatologia cardiorrespiratoria (Borges et al.,
2002; Mazzei de Davila et al., 2002), mientras que los efectos gastrointestinales son mas notables en T.
discrepans (Mota et al., 1994)..

Una primera aproximacion al empleo de un modelo muarido con el propdsito mencionado lo
constituye el trabajo de Borges, et al., (2004b), quienes empleando ratones de la cepa BALB/c hallaron
que el veneno de la especie andina es capaz de inducir vacuolizacion en los acinos pancreaticos mas
tempranamente que en el caso de T. discrepans, evaluado a la misma concentracion de veneno,
indicativo que el veneno de T. zulianus es un secretagogo mas potente. Estas observaciones permiten
inferir la existencia de diferencias regionales en el cuadro clinico por escorpionismo en Venezuela, lo

cual tiene implicaciones desde el punto de vista del tratamiento con antivenenos neutralizantes y otras
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medidas terapéuticas. En consecuencia, el presente trabajo se realizd por la necesidad de proveer una
herramienta metodoldgica que permita evaluar de forma rigurosa las similitudes y diferencias entre
cuadros clinicos por envenenamiento escorpiénico en diferentes areas endémicas de Venezuela. Tal
informacidn se espera sea utilidad al momento de generar un mapa de letalidad para la escorpiofauna
nacional (Borges, 1996; De Sousa et al., 2000; Borges y De Sousa, 2006), producto de la superposicion
del mapa de incidencia, del mapa de distribucion de especies y de la magnitud/cinética de aparicion de

los signos clinicos por region.

Independientemente de la especie de Tityus analizada en este trabajo, los signos observados en
ratones envenenados son caracteristicos de un cuadro de neurotoxicidad aguda, el cual ya ha sido
reportado en el caso de otros escorpiones de importancia médica (De Sousa, 2002; Padilla et al., 2003;
De Sousa, 2006). En general, la neurotoxicidad se define como cualquier efecto adverso sobre la
estructura o la funcion del sistema nervioso por un agente bioldgico, quimico o fisico (EPA, 1998). La
siguiente tabla resume los principales signos del envenenamiento en ratones observados en este trabajo y

el mecanismo que explica su generacion.
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Tabla 16. Signos de envenenamiento escorpionico en ratones C57BL/6, observados en este trabajo.

Signo Mecanismo que explica la generacién del signo

Bradipnea/Apnea Frecuencia respiratoria irregular o disminuida producto de una combinacién de (1)
edema agudo de pulmon, (2) contraccion sostenida del diafragma, (3) broncoespasmos,
como resultado de efecto colinérgico muscarinicos ms; adicionalmente como efecto

secretagogo ms sobre células bronquiales

Convulsiones Manifestacién central que consiste en convulsiones generalizadas causadas por la
tonico-clénicas actividad eléctrica anormal en mltiples sitios del cerebro y/o sobre una vasta area del
mismo, ocasionando rigidez corporal, seguida de temblor en las extremidades anteriores

y posteriores
Continuacidn tabla 16
Defecacion Producida por aumento en la motilidad intestinal (efecto colinérgico) mediado

por receptores ms; y/o la relajacion del esfinter anal también bajo el control del

parasimpatico (tono colinérgico). Mediado por receptores muscarinicos

Exoftalmos Protrusion de uno o ambos globos oculares, producto del aumento en las

secreciones intraorbitarias, estimuladas por via colinérgica y adrenérgica.

Hiperactividad Posiblemente por accion irritante del veneno en la cavidad peritoneal.
Hipoactividad Postura posiblemente adoptada como mecanismo anti-algido en cavidad
peritoneal.

Hipotonia de tren anterior y/o Por disminucion de la actividad motora.

posterior

Hiperextension del tronco Por contractura de los misculos dorsales paravertebrales

Marcha Atéxica Manifestacion central.

Movimientos deglutorios Efecto combinado de hipersecrecion bronquial (efecto colinérgico mj),

broncoconstriccion  (igualmente efecto colinérgico m3) y dificultad
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respiratoria.

Piloereccion Ereccion del foliculo piloso por estimulacion adrenérgica o

Paralisis espastica Contractura de los masculos, fundamentalmente los asociados al tren posterior,
ocasionando flexion de las articulaciones en una posicion fija, por sobre-

estimulacion nicotinica (colinérgica) a nivel de la placa motora

Rascado de nariz-boca Producto del prurito local por estimulacion adrenérgica

Rinorrea Aumento en la secreciéon nasal por hiperestimulacion colinérgica de las

glandulas mucosas nasales

Secrecidén ocular Aumento en la secrecion de las glandulas lacrimales extra- e intraorbitarias

controlada por estimulacion colinérgica y adrenérgica

Signo de Straub Dorsiflexion de la cola por efecto nicotinico a nivel de la placa motora

(hiperestimulacién colinérgica)

Sialorrea Salivacién profusa, producida por la estimulacién colinérgica de la glandula

salival

De la informacién alli presentada, es posible concluir que los signos son predominantemente
colinérgicos (resultado de la hiperestimulacion del sistema nervioso parasimpatico), con algunas
manifestaciones centrales (incluyendo las convulsiones tonico-clonicas) y adrenérgicas
(hiperestimulacion del simpatico), lo cual coincide con los signos y sintomas observados en el caso de
nifios envenenados por escorpiones del género Tityus en diferentes regiones endémicas de América del
Sur (Borges y De Sousa, 2006), incluyendo Venezuela (De Sousa et al., 2000). Tal similitud valida el
uso del modelo mdrido para la evaluacion del efecto de venenos de escorpion procedentes de diferentes

areas endémicas en el pais.
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2. Neurotoxicidad de los venenos ensayados

En el caso de las manifestaciones colinérgicas, la acetilcolina y sus receptores median la
neurotransmision en ganglios autondmicos simpaticos y parasimpaticos, en aquellos 6rganos efectores
con terminaciones nerviosas autonomicas y, ademas, en algunos circuitos neuronales del cerebro, la
médula espinal y en la placa neuromuscular (estos tres ultimos no pertenecientes al sistema autonémico
parasimpatico). Los signos de la actividad hipercolinérgica son, en consecuencia, muy diversos, e
incluyen efectos mediados tanto por receptores muscarinicos como nicotinicos. La hiperestimulacion de
receptores nicotinicos, a nivel de la placa neuromuscular, resulta en debilidad muscular (contribuyendo
con la marcha ataxica), paralisis espastica, y en contracciones rapidas y localizadas denominadas
fasciculaciones, las cuales en el presente trabajo se muestran como temblores generalizados en los
ratones envenenados. Igualmente, la dorsiflexion de la cola o efecto de Straub es un signo nicotinico
(similar al observado en la intoxicacion por opiaceos), caracterizado por la contraccion de los musculos
dorsales sacrocoxigeos, los cuales reaccionan a la despolarizacién con una contraccion sostenida
(Zarrindast, et al., 2001). Los receptores nicotinicos se hallan en ganglios simpaticos y parasimpaticos,
de tal manera que la estimulacion de ambas ramas del sistema nervioso autonomico también se

manifiesta como hipertension e incremento en la frecuencia cardiaca, entre otros efectos.

Los receptores muscarinicos median los efectos postganglionares parasimpaticos sobre el musculo
liso presente en drganos terminales, tales como el pulmén (arbol bronquial), tracto gastrointestinal, el
0jo, la vejiga y las glandulas secretoras. La hiperestimulacion de estos organos resulta en salivacion
aumentada (sialorrea), lacrimacion (epifora), defecacion, trastornos gastrointestinales, sudoracion
(diaforesis), vomitos y oliguria. Los primeros tres signos son notorios en el caso del envenenamiento
escorpionico experimental descrito en este trabajo. Los trastornos gastrointestinales evidenciados en este
trabajo resultan de la combinacion del aumento de la motilidad de la musculatura lisa y de problemas de
absorcién, los cuales podrian contribuir con la produccion de materia fecal de apariencia pastosa. A tal
proceso diarréico contribuye la relajacion del esfinter anal, igualmente bajo control muscarinico. El
broncoespasmo, producto de la contraccion del musculo liso traqueobronguial, es también un efecto
muscarinico que puede explicar, al menos en parte, los movimientos deglutorios y la respiracion forzada

que contribuye con la disnea de los ratones. Esta Ultima potenciada, ademas, por el efecto muscarinico
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secretagogo sobre las glandulas bronquiales (Zaagsma et al., 1997).

Debe enfatizarse que, en conjunto con los efectos colinérgicos, algunos de los signos observados
en los ratones son resultado de la hiperestimulacion adrenérgica, aunque éstos fueron observados en
menor proporcién (aproximadamente el 10% de los signos observados en este trabajo). Es fundamental
comentar que los efectos adrenérgicos (taquicardia, incremento de la presion arterial, midriasis, entre
otros) del envenenamiento experimental no pueden observarse en el modelo utilizado, por lo que seria
necesaria su cuantificacion experimental con la ayuda de un fisidgrafo. Por otra parte, la sensacion de
prurito (demostrada en un mayor rascado de nariz-boca) y la piloereccion, estdn asociadas con la
activacion de receptores a;-adrenérgicos (Blake, 2004), ocurriendo en este ultimo caso la activacion de
los musculos que producen la ereccion del foliculo piloso. Igualmente, la secrecion de las glandulas
extra- e intraorbitarias en el ratén esta regulada dualmente por estimulacion colinérgica y adrenérgica
(Ding et al., 2003). ElI aumento en ambas secreciones, producto de la hiperestimulacion simpatica y
parasimpatica, podria contribuir con el edema retro-ocular que produce la exoftalmia observada en los
ratones (Tablas 8, 9 y 10).

3. Similitudes y diferencias entre el envenenamiento experimental por diferentes especies de
Tityus venezolanos de importancia médica: potente efecto secretagogo y cardiorrespiratorio del

veneno de T. zulianus

Los resultados obtenidos en el presente trabajo confirman que el sindrome del envenenamiento por
escorpiones del género Tityus en vertebrados es especie-especifico, esto es, depende de la especie del
aracnido responsable del accidente, al menos para las especies venezolanas (Borges et al., 2004b). En un
mismo modelo mdrido, al compararse la intensidad de los signos clinicos [evaluada a traves de la
proporcién de ratones que muestran el signo (Tablas 8, 9, 10)], el tiempo de aparicion de tales signos
(Tabla 14), su curso temporal (figuras 4, 5y 6) y el tiempo de muerte (Tabla 15)], es notable que las
manifestaciones cardiorrespiratorias (respiracion forzada, bradipnea/apnea) y neuromusculares (paralisis
espastica/marcha atéxica) fueran mas frecuentes e intensas en el caso de T. zulianus (ver figuras 11 y
12). De un total de 21 manifestaciones evaluadas, ocho de ellas (incluyendo las mencionadas
anteriormente, ademas de rinorrea, secrecion ocular y sialorrea abundante) resultaron significativamente

mas tempranas en T. zulianus (durante los diez primeros minutos). T. discrepans produjo los mismos
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signos mas tardiamente, mientras que T. nororientalis se ubica en el intermedio de estos extremos. Estas
observaciones son indicios que el veneno de T. zulianus contiene componentes mas activos sobre el
sistema nervioso autondmico que los producidos por T. discrepans y T. nororientalis, incluyendo un
potente efecto secretagogo (aumento generalizado de las secreciones glandulares). Alternativamente,
estos resultados pueden atribuirse a la existencia de factores que coadyuvan con una mejor difusion de
las toxinas de T. zulianus hacia su sitio de accion a nivel de las membranas de los tejidos excitables.
Borges et al. (2006a) han reportado que la actividad de hialuronidasa, una enzima que degrada el tejido
conectivo facilitando la biodisponibilidad (cinética de difusién) del veneno, no difiere significativamente
entre T. discrepans y T. zulianus, dejando abierta la posibilidad que los resultados de este trabajo puedan
explicarse por la existencia de toxinas mas activas (con un mejor enlazamiento y/o alteracién funcional

de sus receptores) en el caso de T. zulianus.

En este sentido, Borges et al., (2006a), mediante estudios moleculares y de espectrometria de
masas, han demostrado que el mapa proteico de los venenos de estas dos especies es exclusivo de cada
una, por lo que igualmente cabe la posibilidad que las diferencias en las manifestaciones clinicas sean
producto de toxinas especificas y/o por diferencias en la abundancia de componentes téxicos comunes.
En apoyo de una mayor potencia o actividad del veneno de T. zulianus, cabe citar nuevamente las
observaciones de Borges et al., (2004b) quienes ensayando este veneno a la misma concentracion que el
de T. discrepans, notaron la aparicion de efectos pancreatotdxicos (por descarga colinérgica exarcebada)
mas tempranamente en el caso de esta especie, lo cual resulta confirmado por el presente trabajo. Debe
mencionarse, por otra parte, que las complicaciones sistémicas observadas en este trabajo en el caso de
T. zulianus, reproducen aquellas registradas en humanos envenenados por esta misma especie y
publicadas por médicos tratantes en el area endémica de escorpionismo en el estado Mérida (Mazzei de
Dévila et al., 2002).

En términos generales, el veneno de T. nororientalis result6 ser mas activo que el de T.
discrepans, hallazgo inesperado en vista de la eficacia del antiveneno anti-T. discrepans en la
neutralizacion de los efectos del envenenamiento escorpidnico en la region oriental (De Sousa,
resultados no publicados), indicativo de la homologia en antigenicidad y en actividad de ambos venenos.
Sin embargo, debe sefialarse que T. nororientalis, la especie de mas amplia distribucion en el Nororiente

(De Sousa et al., 2006b), es un taxén polimoérfico desde el punto de vista de la composicion de su
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veneno, de acuerdo a lo reportado por Borges et al. (2008), quienes hallaron diferencias apreciables en
el patrén electroforético de venenos de ejemplares provenientes de Alto Llano (Anzoategui) y Caripe
(Monagas). En la siguiente tabla se demuestra, desde el punto de vista de sus titulos letales (DLsp), la
diferencia en toxicidad entre los venenos producidos por las poblaciones de T. nororientalis de
Anzoategui (Alto Llano) y Monagas (Sabana de Piedra), previamente evaluados en dos tesis de grado
desarrolladas en el CICS-UDO-Anzoategui, comparados con la poblacion de T. nororientalis de Sucre

(Las Melenas), que se presenta en este trabajo.

Tabla 17. Comparacion de las DLso del veneno de ejemplares de Tityus nororientalis provenientes de
tres localidades del nororiente de Venezuela.

Tityus nororientalis

Sucre Monagas Anzoéategui
(Las Melenas) (Sabana de Piedra) (Alto llano)
Este Trabajo Marin y Rodriguez, 2000 Turkali, 2004
DLso (mgxkg™) 8,43 8,43 9,46
Limites de confianza 7,94-8091 7,94-891 9,46 — 10,00
Kruskall — Wallis 0,00 7,35
P ns 0,03

La poblacion analizada en este trabajo, proveniente de Las Melenas, en la Peninsula de Paria,
puede distar aun mas de la especie central en términos clinicos (como lo indica este trabajo) y
toxinoldgicos con respecto a T. discrepans, una hipotesis que esta por ser ensayada proximamente en el
laboratorio.

Independiente del mecanismo que mejor explique las diferencias clinicas observadas en este
trabajo, es claro que el veneno de diferentes especies venezolanas de Tityus produce un sindrome
especifico que, aunque comparable en su naturaleza neurotdxica, es de magnitud y cinética exclusivas de
cada taxén. Los signos y sintomas del envenamiento escorpionico en humanos, y en animales de

experimentacion, son el resultado de la exacerbacion de las funciones de ambas ramas del sistema
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nervioso autonomico, como consecuencia de la descarga masiva de neurotransmisores (Martin-Eauclaire
y Monod, 1995).

4. Diferencias en el titulo letal de los venenos de T. zulianus, T. discrepans y T. nororientalis

El célculo de la DLsg, estimada por el método de Dixon-Mood (Tablas 4, 5y 6; figuras 1, 2y 3) a
partir de datos obtenidos por inyeccion intraperitoneal, permite concluir que el veneno de T. zulianus es
significativamente menos letal que los venenos de las especies central y oriental. Este resultado discrepa
del reportado por Borges et al., (2004a), quienes comparando la letalidad de los venenos de T. zulianus y
T. discrepans, hallaron que la especie andina es 1,5 veces mas letal en ratones BALB/c inyectados por
via intravenosa. lgualmente, llama la atencion que, siendo el veneno menos letal, haya éste promovido
manifestaciones toxicas mas tempranas que T. discrepans y T. nororientalis. De hecho, el periodo de
latencia de muerte result6 en 25,5 min para T. zulianus, significativamente inferior a T. discrepans (35,5
min) y a T. nororientalis (37,0 min).

Estas observaciones deben ser analizadas en conjunto, a fin de interpretar la significacion de los
resultados y sus implicaciones. En primer lugar, el andlisis de la potencia de estos venenos no puede
basarse exclusivamente en su titulo letal, sino que debe incluir la deteccion de todas las manifestaciones
toxicas observadas, ademas de la muerte. Re-evaluaciones recientes del significado cientifico de la DLsg
han mostrado que este valor solo caracteriza los efectos letales y, de ser tomado independientemente,
contribuye poco al conocimiento de otros efectos toxicos de la sustancia evaluada (Vit, 1989). Se han
desarrollado nuevos métodos para el analisis de la toxicidad aguda, los cuales hacen énfasis en
observaciones clinicas a fin de estimar los limites reales de la letalidad, tales como la determinacién de
la méxima dosis no letal, y, mas relevante ain, la deteccion de manifestaciones toxicas generales
distintas a la muerte. Bass et al., (1982) reportaron que la variabilidad de los valores de DLsp para un
mismo compuesto puede variar entre 8 y 14 veces, aln bajo condiciones estandarizadas, pero en
diferentes laboratorios. De esta manera, el conocimiento de la probabilidad estadistica de la muerte esta
sujeto a numerosas variables, no siempre bajo el control del investigador, el cual es un criterio, entre

varios, para juzgar la potencia toxica de una sustancia, incluyendo los venenos animales.

Tomados en conjunto, existen dos criterios que permiten asegurar que el veneno de T. zulianus es

probablemente el mas toxico de los tres analizados: (1) las manifestaciones de mayor magnitud
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(especialmente los secretagogos; ver figura 12), y (2) los menores tiempos de aparicion de los signos

clinicos. Su menor letalidad (14,13 mgxkg™) puede deberse a varios factores:

(@) En el presente caso, la letalidad se estimé a partir del método de Dixon y Mood (1948),
modificado por Sevcik (1987), el cual se basa en la prueba de la maxima verosimilitud y emplea un
numero considerablemente menor de animales que los ensayos tradicionales de DLsp, tales como la
prueba de los prébitos (Reed y Muench, 1938). Es claro que la variabilidad asociada a la determinacion
del titulo letal de T. zulianus [se emplearon cinco dosis: A, B, C, D y E (Tabla 3, figura 3)], a través de
este método, fue superior a la obtenida con T. nororientalis [se emplearon cuatro dosis: A, B, Cy D
(Tabla 1, figura 1)] y T. discrepans [la de menor variabilidad; se utilizaron tres dosis: A, By C (Tabla 2,
Figura 2)], por lo que seria recomendable efectuar un nuevo ensayo a fin de confirmar los valores

obtenidos.

(b) La cuantificacion de proteinas se basé en la determinacion de la absorbancia a 280 nm (Ag),
la cual depende de la presencia de los aminoacidos aromaticos tirosina y triptéfano (y de fenilalanina y
de la existencia de puentes disulfuro, en menor medida). La proporcién de estos aminoacidos es muy
amplia entre proteinas de diferentes origenes, por lo que el valor de Ajg €s igualmente variable: para
soluciones de 1 mg/mL, el valor de absorbancia puede variar entre 0 y 4 (Kirschenbaum, 1975). En este
trabajo, pesar que las toxinas de escorpion son proteinas estructuralmente homélogas y con funcién
similar, la proporcion de aminoacidos aromaticos varia entre toxinas provenientes de diferentes especies
(Martin-Eauclaire y Monod, 1995). Por otra parte, es conocido que el coeficiente de extincion molar de
los acidos nucléicos en la region de 280 nm puede ser hasta alrededor de 10 veces el correspondiente a
proteinas en general, por lo que s6lo una pequefia proporcion de ADN o ARN puede influenciar en gran
medida la estimacion de proteinas por Ag (Kirschenbaum, 1975). En vista de lo anterior, se sugiere la
utilizacion de métodos alternativos para la determinacion de proteinas, basados en el reconocimiento del
enlace peptidico (por ejemplo los métodos de Biuret o Lowry), a fin de minimizar la contribucién de los

factores anteriormente descritos a la concentracion real de proteinas en la muestra (Walker, 2002).

c) Es posible que el efecto de algunas de las toxinas de T. zulianus sea de cinética rapida
(generando manifestaciones sistémicas de forma inmediata, en comparacién con los otros dos venenos),

pero de efecto reversible, lo que podria explicar la necesidad de emplear dosis més elevadas del veneno
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para obtener la muerte. Sin embargo, esta posibilidad parece no ser viable en vista de la mayor letalidad
del veneno de T. zulianus, en comparacion con T. discrepans, al ser inyectado por otra via periférica (la
endovenosa) (Borges et al., 2004a). Son necesarios mas experimentos a fin de confirmar o descartar las
posibilidades expuestas.

5. Implicaciones de los resultados obtenidos y trabajo futuro

El territorio venezolano ha sido delimitado, con base en criterios taxonémicos, epidemiolégicos,
clinicos y toxinoldgicos, en regiones macroendémicas de escorpionismo; en las cuales los accidentes
severos Yy fatales se deben al envenenamiento por Tityus (De Sousa et al. 2000; Borges y De Sousa
2006). Los resultados aqui obtenidos vienen a reforzar los criterios que determinan la macroregion
endémica de escorpionismo en la region Nororiental (De Sousa et al. 1995; 1996; 1997; 1999; 2005;
2006b; 2007), Centro-Norte-Costera (Mota et al., 1994; Porras et al., 1994; Reyes-Lugo y Rodriguez-
Acosta, 2001) y Andina (Mazzei de Davila et al., 1997; Borges et al., 2002; Mazzei de Davila et al.,
2002; Mejias-R et al., 2007) de Venezuela, y adicionalmente contribuye con la elaboracién del mapa de
letalidad de las especies de Tityus propuesto por Borges (1996) y, mas recientemente, para una
demarcacion del pais en “Provincias Toxinoldgicas” planteada por Borges y De Sousa (2006) para una

comprension integral del escorpionismo en el pais.

De manera significativa, el presente trabajo incorpora elementos clinicos y de ensayos de letalidad
al conjunto de evidencias moleculares, inmunologicas, bioquimicas y fisioldgicas ya disponibles. A la
espera de la repeticion de algunas de las experiencias aqui presentadas y de la dilucidacion de algunos
aspectos relacionados con el contenido protéico de los venenos, los resultados obtenidos claramente
indican que, empleando un mismo bioensayo, existen diferencias entre los venenos analizados, probable
resultado de variaciones estructurales (es decir de, su arquitectura molecular) y/o funcionales (esto es de

su enlazamiento a canales ionicos voltaje-dependientes) entre sus toxinas.
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CONCLUSIONES

El presente trabajo demostro la utilidad de un modelo murido (ratones C57BL/6) como bioensayo
para comparar las manifestaciones sistémicas y la letalidad asociadas al envenenamiento por tres de las
especies mas toxicas de la escorpiofauna venezolana, Tityus nororientalis, Tityus discrepans y Tityus

zulianus.

La neurotoxicidad aguda, producto de la inyeccion intraperitoneal de los tres venenos ensayados,
reproduce en gran parte los signos observados en humanos envenenados por las mismas especies, lo cual

valida su utilidad como herramienta comparativa.

El método secuencial de Dixon y Mood (1948) resultd apropiado para la evaluacion de la
letalidad, en vista que ofrecio ventajas tales como el ahorro de veneno, el empleo de un considerable
menor numero de animales (con implicaciones bioéticas), asi como la reduccion en el tiempo de

experimentacion.

En todos los casos las manifestaciones sistémicas fueron predominantemente de naturaleza
colinérgica (producto de la exacerbacion de las funciones del sistema nervioso parasimpatico), con

algunas manifestaciones centrales y adrenérgicas.

De un total de 21 manifestaciones evaluadas, ocho de ellas resultaron significativamente mas
tempranas en T. zulianus, indicativo de la potencia secretagoga y cardio/miotdxica de este veneno. T.
discrepans produjo los mismos signos mas tardiamente, mientras que T. nororientalis se ubica en el

intermedio de estos extremos.

El veneno de T. nororientalis resultd significativamente mas activo que el de T. discrepans, en
términos de sus manifestaciones sistémicas, hallazgo que demanda la re-evaluacion de la neutralizacion
del veneno de la especie oriental por el antiveneno anti-T. discrepans, unico disponible comercialmente

en el pais.

El tiempo de muerte (en minutos) fue significativamente inferior en el caso de T. zulianus en
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comparacion con T. discrepans y T. nororientalis, sugiriendo la mayor potencia tdxica de la especie T.

zulianus.

Los resultados indicaron que la letalidad (en mgxkg™) del veneno de T. nororientalis fue

significativamente superior a la de T. discrepans y T. zulianus.

La aparente menor letalidad del veneno de T. zulianus, a pesar de haberse obtenidos signos de
toxicidad aguda y tiempo de muerte mas tempranos, debera ser re-examinada futuramente, tomando en

cuenta meétodos alternativos para la cuantificacion de proteinas.

Los datos obtenidos confirman la elevada toxicidad de los venenos producidos por escorpiones de
importancia médica en Venezuela y apoya estudios previos que indican la existencia de diferencias en

estructura/funcion en sus componentes t0Xicos.
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Resumen (abstract):

El presente trabajo se realizo con el objeto de evaluar la utilidad de un modelo mdrido para la
comparacion de los signos clinicos y el titulo letal de tres especies responsables del mayor
numero de accidentes en el pais: Tityus nororientalis (region Nor-oriental), Tityus discrepans
(region Centro-norte Costera) y Tityus zulianus (region Andina). La actividad bioldgica de
los venenos estudiados fue ensayada luego de su inyeccion intraperitoneal en ratones
C57BL/6 hembras de 17-24 g de peso. La letalidad fue cuantificada a traves de la dosis letal
media (DLsp), determinada segun el metodo secuencial de Dixon y Mood. El efecto de los
venenos también se evalud a través de la determinacion del tiempo de muerte y del tiempo de
aparicion de los signos de toxicidad. Los resultados indicaron que la letalidad (en mgekg™)
del veneno de T. nororientalis [8,43 (7,94 — 8,91)] fue significativamente superior a la de T.
discrepans [11,22 (10,61 — 11,91); p = 0,0008] y T. zulianus [14,13 (13,36 — 14,22); p =
0,00003]. En todos los casos, el cuadro indico la neurotoxicidad aguda de los venenos
ensayados. Los signos del envenenamiento fueron predominantemente colinérgicos (con
algunas manifestaciones adrenérgicas y centrales), reproduciendo, en su mayoria, aquellos
observados en humanos envenenados. Tales signos aparecieron significativamente de manera
més temprana en el caso de T. zulianus en comparacion con las especies central y oriental,
predominando en el primero las manifestaciones cardiorrespiratorias y la paréalisis del tren
posterior. El tiempo de muerte (en minutos) fue significativamente inferior en el caso de T.
zulianus (25,50) en comparacion con T. discrepans (35,50; p = 0,015) y T. nororientalis
(37,00; p = 0,36). Los resultados obtenidos indican que la especie andina produce en el
modelo murido un cuadro de neurotoxicidad mas agudo que las otras especies, lo cual
coincide con las observaciones en humanos. La menor letalidad del veneno de T. zulianus
obtenida en este trabajo puede deberse, entre otros factores, a diferencias en la proporcién de
amino acidos aromaticos de las toxinas de los tres venenos, factor que podria afectar el
registro de absorbancia a 280 nm, método empleado para la cuantificacion de proteinas. Los
datos obtenidos confirman la elevada toxicidad de los venenos producidos por escorpiones de
importancia médica en Venezuela y apoyan estudios previos que indican que, paralelamente
a la diversidad taxonomica, existen diferencias amplias en toxicidad entre especies del
misSmo género.
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