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RESUMEN

CAMBIOS HISTOLOGICOS CAUSADOS POR LA PONZONA DE
Rhinella marina (ANURA, BUFONIDAE) EN TEJIDO RENAL DE RATONES
C57BL/6

Rodriguez Martinez, Claudimar Josefina y Torres Campos, Marcela Chabell,
Asesor: De Sousa, Leonardo. Laboratorio de Toxinologia, Grupo de Investigacion en
Toxinologia Aplicada y Animales Venenosos, Escuela de Ciencias de la Salud,

Nucleo de Anzoategui, Universidad de Oriente.

En cada raton hembra C57BL/6 (n = 4) se administro, por via intraperitoneal,
una DLso de la ponzofia de Rhinella marina, equivalente a 14,13 pg.g™ de raton.
Luego fueron evaluados durante sesenta minutos. El tiempo de aparicion de los
signos inducidos por efecto de toxicidad aguda, de la ponzofia de Rhinella marina,
fue gradual. Los signos inmediatos de toxicidad aguda, fueron contraccion
abdominal, hipoactividad, piloereccion y secrecion ocular. Posterior a éstos, como
expresion de toxicidad grave, se instalo exoftalmos, taquipnea, sialorrea,
incoordinacion de la marcha, convulsiones y relajacion de esfinteres. EI exoftalmos
bilateral, como signo de toxicidad grave, se expreso exclusivamente en el grupo de
ratones que murieron (10 minutos) cuando se comparé con los vivos. Las
convulsiones, en el espectro de toxicidad grave, surgen exclusivamente en este grupo
y precede a la muerte. Los ratones sobrevivientes (n = 2) fueron sacrificados para
evaluar los cambios histoldgicos en el tejido renal causados por el efecto toxico de la
ponzofia de Rhinella marina. En el tejido renal se observd congestion vascular
acentuada, penachos glomerulares de aspecto normal, algunos discretamente retraidos
y congestivos, intersticio con fibrosis leve perivascular. Los segmentos tubulares

proximales mostraron vacuolizacion citoplasmatica del epitelio, pérdida parcial del



ribete en cepillo y acortamiento del epitelio. En el tejido no se evidenciaron zonas fe

inflamacion o necrosis.
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INTRODUCCION

En este trabajo se evaluaron los cambios histol6gicos observados en tejido renal
de ratones C57BL/6 inducidos por efecto tdxico agudo experimental causado por la
ponzofia de Rhinella marina (Anura, Bufonidae). Para tal fin, se administré en
ratones hembra C57BL/6, por via intraperitoneal y para 60 minutos de
experimentacion, una DLsg, como dosis controlada de la ponzofia de Rhinella marina
[obtenida por el método secuencial de Dixon y Mood(1948) modificado (Sevcik,
1987)],

Con base en lo expuesto anteriormente, este trabajo se elabor6 de acuerdo con

los siguientes capitulos:

El capitulo I, denominado el problema, en el cual se plantea la pregunta de
investigacion, a raiz de ello surgen las interrogantes que dan paso a la formulacion del
objetivo general y los objetivos especificos. También contempla la justificacion e
importancia y los alcances de la investigacion. Seguidamente, en el capitulo Il se
expone el marco tedrico, en el cual se presenta los antecedentes de la investigacion
relacionados con estudios previos que tienen relacion con el problema planteado.
Ademas, comprende las bases tedricas donde se citan distintos autores sobre los
conceptos y puntos relevantes del tema de estudio y los objetivos planteados. El
capitulo 111, est dirigido a describir e interpretar la naturaleza de la investigacion,
estableciendo el tipo, modelo y disefio de la misma. Luego, el capitulo 1V referido al
analisis de la investigacion, consiste en interpretar cada uno de los objetivos para
obtener respuestas a las interrogantes surgidas en el planteamiento del problema. En

el capitulo V, se desarrollan las conclusiones obtenidas.



CAPITULO |
EL PROBLEMA

El desarrollo de este trabajo se justificO con base en la inexistencia de
investigaciones experimentales previas sobre la evaluacion de alteraciones
histologicas agudas desarrolladas en tejido renal de ratones C57BL/6, como
consecuencia del efecto toxico agudo experimental con la ponzofia de Rhinella
marina. Por consiguiente, fue de interés para el Laboratorio de Toxinologia del
Grupo de Investigacién en Toxinologia Aplicada y Animales Venenosos de la
Escuela de Ciencias de la Salud, Nucleo de Anzoategui, Universidad de Oriente, la
realizaciobn de esta investigacion, ya que constituye un avance en el area
histopatoldgica en lo que se refiere a la actividad bioldgica de la ponzofia obtenida de

especies venezolanas ubicadas taxondmicamente dentro de la familia Bufonidae.
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Objetivos

General

Evaluar los cambios histoldgicos agudos en tejido renal de ratones hembra, de
la cepa C57BL/6, causados como respuesta de toxicidad aguda experimental a una

dosis controlada de la ponzofia Rhinella marina, inyectada por via intraperitoneal.

Especificos

1. Designar una DLsp, como dosis controlada, de la ponzofia de Rhinella marina
para la cepa de raton C57BL/6.

2. Evaluar en la cepa de raton C57BL/6 los signos clinicos de toxicidad aguda
experimental y su curso temporal de aparicion, durante sesenta minutos,
inducidos como efecto tdxico de la inyeccion intraperitoneal de una dosis

controlada de la ponzofia Rhinella marina.

3. Determinar los cambios histologicos agudos como efecto de toxicidad aguda
experimental de la ponzofia Rhinella marina en tejido renal de ratones
C57BL/6.

4. Comparar en la cepa C57BL/6 los cambios histolégicos observados en tejido
renal causados por la ponzofia Rhinella marina con el veneno de otros grupos

taxondmicos.



CAPITULO I
MARCO TEORICO

Los sapos pertenecen al phylum Chordata, clase Amphibia, orden Anura,
familia Bufonidae; dentro de esta familia se encuentra el género Rhinella, que cuenta
con 77 especies (ITIS, 2011). Dos de ellas se distribuyen ampliamente en Ameérica:

Rhinella marina Linnaeus, 1758 y Rhinella granulosa Spix, 1824 (Basir y Gil, 2012).

El nombre comdn de "sapo marino", y el nombre cientifico Bufo marinus
(ahora Rhinella marina), sugieren un enlace con la vida marina; sin embargo no hay
tal enlace. Los sapos de cafia adultos son completamente terrestres, aventurando en
agua dulce solo para reproducirse, y los renacuajos se les encuentran solamente
tolerando concentraciones salinas equivalentes al 15% del agua de mar. Ambos,
huevos y renacuajos son toxicos para muchos animales. Esta proteccion toxica es
perdida por un periodo después de la metamorfosis hasta el desarrollo de las
glandulas paratoideas. Los sapos de cafia no habitan en prados abiertos, generalmente
evitando areas forestales; esto inhibe su extension en muchas de las regiones en las

cuales fueron introducidos (Lowe, 2000).

También conocido como sapo Neotropical gigante, es un anuro nocturno y muy
prolifico. Su éxito reproductor es en parte debido al alimento oportuno. Tienen una
dieta, rara entre los Anuros, de materia viva y muerta. Los adultos tienen una longitud
promedio de 10 a 15 cm. El espécimen mas grande registrado peso 2,65 kg y alcanzo
38 c¢cm desde el hocico hasta la cloaca (Zug, 1979; Krakauer, 1968). Su tiempo de
supervivencia en la naturaleza es desconocida, pero probablemente no mas de 5 afios.

Los animales en cautividad se estima que viven de 10 a 40 afos (Lowe, 2000).
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Rhinella marina tiene un color oliva, piel marron dorsal con muchas verrugas
que terminan en oscuras tapas marrones. La piel ventral tiende a ser de un color
amarillo blanquecino con manchas marrones oscuras 0 moteadas y es granular. Posee
enormes glandulas paratoideas que se extienden desde el lado anterior del timpano a
la mitad de la espalda. Una cresta osea alta se reune en el hocico entre las fosas
nasales, al igual que otras especies nocturnas, tiene las pupilas horizontales (Cogger,
1993).

Las secreciones de las glandulas paratoides se producen cuando el sapo es
provocado o cuando se aplica presion localizada en el caso de un depredador
agarrando el sapo en la boca. Las secreciones toxicas se sabe que causan enfermedad
y muerte en los animales domésticos y salvajes que entran en contacto con los sapos,
tales como perros, gatos, serpientes y lagartos. La toxina causa dolor extremo si se

frota en los ojos (Cogger 1993).

En sapos y salamandras, existen glandulas parotidas y pequefias nudosidades en
la piel dorsal, encargadas de almacenar y sintetizar las toxinas. En las ranas de la
familia Dendrobatidae, son las glandulas serosas distribuidas principalmente en la
region dorsal las responsables de la produccion y almacenamiento de la ponzofia. Los
sapos y las ranas por carecer de aparato de inyeccién de las toxinas, se consideran
animales ponzofiosos pasivos. En los sapos, la secrecion cuténea tdxica es producida
por un par de glandulas, en posicion post orbital, visibles a simple vista, de forma

alargada o triangular, conocidas como parétidas (Basir y Gil, 2012).

Los accidentes en humanos son muy raros; sin embargo, ocurren cominmente
en perros cuando al morder repetidamente al sapo, ingieren con la saliva las
secreciones toxicas. La cantidad de 0,80 gramos es suficiente para matar a un perro
de 7 a 14 kg. Los efectos en los perros suelen ser irritacién de la mucosa oral,

sialorrea y vomito o mas grave, como alteracion cardiaca que semeja una intoxicacion
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digitalica y lo puede llevar a la muerte. Muchas ranas identifican una presa por sus
movimientos; los sapos de cafia pueden ademas localizar comida usando su sentido
del olfato. Ellos no se limitan por consiguiente a cazar presas y pueden comer plantas,
carrofia, comida de perros y desechos, aparte de la alimentacion normal de las ranas,

basada en vertebrados e invertebrados pequefios (Botero, 2003).

Segun Botero (2003), cuando los sapos de cafia se sienten amenazados, secretan
un fluido blanco alcaloide, conocido como bufotoxina, que contiene componentes que
resultan téxicos para muchos animales. Incluso, se han reportado muertes de seres
humanos, intoxicados al tratar de capturarlos y consumirlos Por lo que se considera
importante conocer la transcendencia de la toxicidad de esta especie aplicando el
estudio en ratones de la cepa C57BL/6, para con ello corroborar las teorias supuestas
acerca de este anfibio y los posibles dafios que el mismo pueda causar en la especie

humana.

De lo anteriormente expuesto surgen las siguientes interrogantes:

 ;COomo actla la DLsy, como dosis controlada, de la ponzofia Rhinella marina
en el tejido renal de ratones C57BL/6?

¢Cudles son los cambios histoldgicos agudos como efecto de toxicidad aguda

experimental de la ponzofia Rhinella marina en tejido renal de ratones C57BL/6?

* ;Cuales son los cambios histologicos observados en tejido renal causados por
la ponzofia Rhinella marina en comparacion con el dafio causado por el veneno de

otros grupos taxonomicos, en la cepa C57BL/6?

El desarrollo de este estudio se basé principalmente en precisar los cambios
histopatol6gicos que se producen en el tejido renal de ratones de la cepa C57BL/6
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como resultado del efecto toxico agudo experimental con la ponzofia de Rhinella
marina, haciendo posible avances en el area histopatoldgica en lo que se refiere a la
actividad biologica de la ponzofia obtenida de especies venezolanas ubicadas

taxondmicamente dentro de la familia Bufonidae.



CAPITULO I
MARCO METODOLOGICO

Fuente de la ponzofia

Para la ejecucion de la presente investigacion se capturd la especie Rhinella
marina (Anura, Bufonidae), en varias localidades de la regién norte del estado
Anzoategui (ElI Rincén, Puerto Piritu, Puerto La Cruz, Lecheria, Aragua de
Barcelona, Clarines). Posteriormente, fueron trasladados al Laboratorio de
Toxinologia del Grupo de Investigacion en Toxinologia Aplicada y Animales
Venenosos, Escuela de Ciencias de la Salud, Nucleo de Anzoategui, Universidad de
Oriente, donde los ejemplares se identificaron mediante observacion detallada de sus
caracteristicas morfoldgicas. Los sapos se mantuvieron vivos para la extraccion de su

ponzoiia.

Extraccion y purificacion parcial de la ponzofia

Luego de 24 horas como periodo de adaptacion a las condiciones de
laboratorio, los sapos fueron ordefiados por compresion manual de las glandulas
parétidas (finalizada la extraccion los anfibios fueron restituidos en sus lugares de
captura). La ponzofia eyectada de los ejemplares, fue recogida en capsulas de Petri.
Luego deshidratada en frio (a -20°C) y mantenida en refrigeracion. Al momento de su
uso, fue reconstituida con 1 mL de agua bidestilada, con el fin de tener una solucion

madre con concentracion conocida (peso/volumen)
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Designacion de una DLsy como dosis controlada de la ponzofia de Rhinella

marina

La DLs de la ponzofia de Rhinella marina, para una hora de experimentacion,

fue determinada (en trabajo previo por Basir y Gil, 2012) por el método secuencial de
Dixon y Mood (1948) modificado por Sevcik (1987) en ratones hembra C57BL/6
(Fig.1). Para detalles del método consultar en De Sousa y colaboradores (2009,

2010).

Dosis (g g )

80,00 -

70,00 -

80,00 -

50,00

40,00 -

30,00

20,00 -

10,00

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Numero de ratén

Figura 1. Determinacion de la dosis letal cincuenta (DLsp) de la ponzofa de

Rhinella marina (Anura, Bufonidae) por vip en ratones hembra C57BL/6 (Basir

y Gil, 2012).
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La flecha indica el punto de inflexion e inicio de los datos validos para el
calculo de la DLs. El resultado se presenta como la mediana y sus limites para un
95% de confianza (entre paréntesis): DLsp, vip, 60 minutos = 47,39 (44,66 — 50,11)
ng.gde ratén. indice de Variabilidad = 10,9%.

Evaluacion de los signos de toxicidad aguda experimental y su curso temporal de

aparicion

Cuatro ratones hembra de la cepa C57BL/6, adquiridos en el Bioterio del
Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC) y disponibles en el Area
de Toxinologia del Grupo de Investigacion en Toxinologia Aplicada y Animales
Venenosos, hidratados y alimentados ad libitum, fueron inyectados por via
intraperitoneal con una DLsp, como dosis controlada, de la ponzofia de Rhinella
marina. En tal sentido, a cada uno de los ratones C57BL/6 se les administrd una dosis
de ponzofia de 47,39 (44,66-50,11) pg.g™ de raton (Basir y Gil, 2012).

Los signos clinicos expresados como efecto de toxicidad aguda experimental
inducida por la inyeccidn intraperitoneal de la dosis controlada de la ponzofia de
Rhinella marina, fueron observados meticulosamente durante los 60 minutos de
experimentacion y tabulados cronoldgicamente; adicionalmente se registré el
resultado final de sobrevivencia o muerte. Se utilizaron animales testigo a los cuales
se les administrd solucion fisiolégica en volumenes similares a los del grupo
experimental (De Sousa y col., 2009, 2010; De Sousa, 2011).
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Descripcion de los cambios histoldgicos agudos en tejido renal de ratones
C57BL/6, causados por la inyeccion intraperitoneal de la ponzofia de Rhinela

marina

Una vez cumplido el tiempo de sesenta minutos de exposicion al tratamiento,
los animales que sobrevivieron fueron elegidos para evaluar los cambios histologicos
agudos causados por la ponzoiia de Rhinella marina; para ello, fueron sacrificados
mediante dislocacién cervical. Seguidamente, se practico incision en la linea medio
esternal y abdominal y se extrajeron las visceras en bloque. Luego se fijaron mediante
inmersion en formalina al 10% (v/v) durante tres dias. Similarmente se procedié con
un raton control. Al finalizar el periodo de fijacion se procedio a la separacién de los
rifiones (envenenados y controles) para colocarlos individualmente en cajetillas de

inclusion para su posterior tratamiento.

Las piezas se lavaron con agua corriente, por quince minutos, para eliminar la
formalina. Posteriormente se deshidrataron con etanol, con concentraciones
crecientes (v/v), iniciando al 70%, 80%, 95% y finalmente 100%. Cada paso de
deshidratacion durd 30 minutos. Posteriormente, el tejido se fijo con xilol (solucion
50%-50% v/v de alcohol-xilol) por 15 minutos, seguido por dos periodos en xilol de
15 minutos cada uno. Finalmente fueron incluidos en blogues de parafina para
realizar los cortes, con microtomo, con un espesor de 3 micras. Los cortes fueron
colocados en portaobjetos rotulados, previamente tratados con albdimina de Mayer.
Posteriormente se realiz6 su secado, en estufa, entre 50 y 55°C durante 20 a 30
minutos, y se dejaron a temperatura ambiente. Una vez enfriados, se procedio a fijar y
colorear los cortes con hematoxilina-eosina (H-E), acido peryddico de Shiff (PAS) y

acido tricrémicro. Finalmente observados en microscopio de luz.



CAPITULO IV
ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Resultados

Curso temporal de toxicidad aguda experimental

Luego de la exposicion, durante sesenta minutos, al tratamiento conformado por
una DLsp, como dosis controlada de la ponzofia de Rhinella marina, se obtuvo una
frecuencia de 50,0% (n = 2) de animales sobrevivientes. En la Figura 2 se presenta el
curso temporal de aparicion de los signos de toxicidad aguda experimental inducida
por la ponzofia de Rhinella marina en ratones, hembra, cepa C57BL/6. La toxicidad
fue gradual, los signos inmediatos de toxicidad aguda fueron contraccién abdominal,
hipoactividad piloereccion y sececion ocular. Posterior a éstos, como expresion de
toxicidad grave, se instald, exoftalmos, taquipnea, sialorrea, incoordinacion de la
marcha y convulsiones. El exoftalmos bilateral, como signo de toxicidad grave, se
expreso exclusivamente en el grupo de ratones que murieron (10 minutos) cuando se
compar6 con los vivos; los cuales, no presentaron este signo (2/2 muertos, 0/2 vivos).
Las convulsiones (de tipo tonico-clénicas), en el espectro de toxicidad grave surgen

exclusivamente en este grupo y precede a la muerte (2/2 muertos y 0/2 vivos).

En la Tabla 1, se presenta la frecuencia de los signos clinicos inducidos por
efecto de toxicidad aguda experimental de la ponzofia de Rhinella marina en ratones
hembra C57BL/6. Se observaron 12 signos clinicos de toxicidad. En el 100,0% se
evidencio secrecion ocular, piloereccion, sialorrea y taquipnea. Luego contraccion
abdominal e hipoactividad (75,0%). En el 50,0% de los casos, exoftalmos,
convulsiones y bradipnea/apnea. Con menor frecuencia, hiperextension del tren

posterior, miccion, incoordinacion de la marcha (25,0%).



22

La Figura 3, muestra un ratdbn C57BL/6 con signos de toxicidad aguda

experimental.
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Figura 2. Comparacion del curso temporal de toxicidad aguda experimental,
entre ratones C57BL/6 vivos y muertos, inyectados con la ponzofia de Rhinella

marina (Anura, Bufonidae).

Linea/triangulo azules: ratones C57BL/6 muertos por el efecto tdxico de la
ponzofa. Linea/cuadrados negros: ratones C57BL/6 sobrevivientes al efecto tdxico de

la ponzoiia.
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Tabla 1. Frecuencia de manifestaciones clinicas inducidas por toxicidad aguda
de la ponzoia de Rhinella marina en ratones hembra C57BL/6.

Signo de toxicidad n %
Secrecion ocular 4/4 100,0
Piloereccion 4/4 100,0
Sialorrea 4/4 100,0
Taquipnea 4/4 100,0
Contraccion abdominal 3/4 75,0
Hipoactividad 3/4 75,0
Exoftalmos 2/4 50,0
Convulsiones 2/4 50,0
Bradipnea/apnea 2/4 50,0
Hiperextension tren posterior 1/4 25,0
Miccion 1/4 25,0

Incoordinacion de la marcha 1/4 25,0
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Figura 3. Comparacion de un ratén C57BL/6 control con uno sobreviviente

inyectado, por vip, con la ponzofia de Rhinella marina (Anura, Bufonidae)
mostrando signos de toxicidad aguda. (a) Ratdn testigo (sano). (b), (c) y (d)
Postura de hipoactividad mostrando debilidad muscular del tren posterior. En

(©), (d) y (f) Facies toxica., piloereccién
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Hallazgos histologicos normales

Las figuras 4 (a hasta d) y 5, muestran imégenes de tejido renal normal, de
ratones C57BL/6, caracterizados por la integridad de los corplsculos renales, tubulos,

vasos sanguineos y tejido intersticial.

c d
Figura 4. Tejido renal correspondiente a un ratén control C57BL/6.
(a). Corteza renal, H-E, 10x. (b). Médula renal, H-E, 10x. (c). Nétese tubulos
renales mostrando la integridad de su pared, obsérvese las caracteristicas

nucleo-citoplasma y la presencia del ribete en cepillo de los tubulos contorneados
proximales; todos descansando sobre una membrana basal continua PAS
positiva, 40x. (d). Seccién de médula renal, mostrando la integridad de las asas
de Henle. H-E, 40x.
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Figura 5. Seccion de corteza renal correspondiente a raton control C57BL/6.

Detallese las caracteristicas normales de los corpusculos y tubulos renales.
Obsérvese la nitidez de las hojas parietal y visceral de la capsula de Bowman y

la membrana basal, claramente PAS positiva. Coloracion PAS 100x.
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Descripcion histologica del tejido renal posterior a la inyeccion de una DLsp de la
ponzoiia de Rhinella marina en ratones de la cepa C57/BL6

En el tejido renal de los ratones C57/BL6, inyectados con una DL50 de la
ponzofia de Rhinella marina, se observaron penachos glomerulares de aspecto
normal, algunos discretamente retraidos y congestivos, intersticio con fibrosis leve
perivascular. Los segmentos tubulares proximales mostraron vacuolizacion
citoplasmatica del epitelio, pérdida parcial del ribete en cepillo y acortamiento del
epitelio. Algunas luces tubulares se observaron ocupadas por fragmentos de células
epiteliales desprendidas. Las ramas de arterias interlobulillares no muestran
engrosamiento hiperpldsico en sus paredes. Se evidencié congestion vascular

acentuada. No se observaron zonas de inflamacién ni necrosis.
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Figura 6. Tejido renal de raton C57BL/6 inyectado con una DLsg de la ponzofia

de Rhinella marina.

En (a) y (b) se observa dilatacidn de la capsula de Bowman, vasos sanguineos
con congestion vascular acentuada. (c) vista panoramica de la corteza y medula
renal. PAS, 250x.
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Figura 7. Tejido renal de raton C57BL/6 inyectado con una DLs de la ponzofia
de Rhinella marina.

En (a) y (b) se observa dilatacion de la capsula de Bowman, los segmentos
tubulares proximales muestran vacuolizacion del citoplasmatica del epitelio,

pérdida parcial del ribete en cepillo y acortamiento del epitelio. PAS, 250x.
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b

Figura 8. Tejido renal de raton C57BL/6 inyectado con una DLs, de la ponzofia

de Rhinella marina.
Obsérvese en (a) y (b) la retraccion glomerular y pérdida parcial del ribete en

cepillo del segmento tubular proximal. H-E, 10x
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Figura 9. Tejido renal de raton C57BL/6 inyectado con una DLsg de la ponzofia

de Rhinella marina.

En (a), (b) y (c) se observa retraccion del glomérulo renal, dilatacion de la
capsula de Bowman y zonas isquémicas leves. En (d) congestion vascular
acentuada. Tricromico de Masson, X400.
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Discusién

Comparacion de la actividad de la ponzofia de Rhinella marina sobre tejido

renal con los venenos de otros animales vertebrados e invertebrados

En este estudio los ratones C57BL/6 inyectados con una DLs, de la ponzofia de
Rhinella marina mostraron diversos cambios histopatoldgicos en el parénquima renal
en comparacion con los controles. Las alteraciones fueron méas evidentes en algunos

de los componentes celulares y en la arquitectura general del tejido.

En el Laboratorio de Toxinologia del Grupo de Investigacion en Toxinologia
Aplicada y Animales Venenosos de la Escuela de Ciencias de la Salud, se han
estudiado los cambios histologicos a nivel renal en ratones de la cepa C57BL/6
causados por venenos de origen animal; principalmente con el veneno de
invertebrados como los escorpiones del género Tityus (Salomén, 2009; Martinez y
Martinez, 2012; Hurtado y col., 2012) o de vertebrados como el pez sapo cano

Thallasophryne maculosa (Pereira, 2013)

Salomén (2009), evaluando los efectos toxicos de una DLsy del veneno del
escorpion Tityus nororientalis en ratones C57BL/6 observé pérdida de la
citoarquitectura tanto en la corteza como en la médula con afectacion de los tres
elementos (Figuras 10 y 11): (1) en los glomérulos los capilares se observaron
congestionados, (2) en los tabulos contorneados (proximales y distales) y en los
colectores, se evidencid desprendimiento de la pared con signos de necrosis y (3)
degeneracion de los vasos venosos y arteriales; especialmente con la presencia de
material hialino en el area subyacente al endotelio arterial. Adicionalmente, demostro
que, aun cuando los dafios microscépicos encontrados en el tejido renal de las cepas
estudiadas fueron similares; en apariencia, en las cepas homocigéticas (BALBc y
C57BL/6) y, particularmente, en la C57BL/6, la necrosis celular fue mas acentuada.
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Por su parte, Martinez y Martinez (2012), con una DLsy del veneno de Tityus
discrepans, en ratones C57BL/6, observaron alteraciones histoldgicas del parénquima
renal (Figura 12). Cambios degenerativos generalizados, tanto en corteza como
médula renal. Los corpusculos renales presentaron capilares dilatados con material
fibroso en la capsula de Bowman; la cual observaron aumentada de tamafio con
engrosamiento de la lamina parietal. Los tibulos distales mostraron algunos cambios
degenerativos. Los contorneados proximales estuvieron poco afectados, conservando

su ribete en cepillo. No evidenciaron respuesta inflamatoria ni necrosis del tejido.

Hurtado y colaboradores (2012) encontraron en el tejido renal de ratones
C57/BL6 inyectados con una DLsy de veneno de Tityus zulianus (Figura 13 y 14),
observaron glomeruloesclerosis segnentaria y focal, congestion glomerular acentuada
con cambios isquémicos tubulointersticiales leves, dilatacion y ectasia vascular
acentuada, fibrosis intersticial leve y difusa corticomedular con atrofia tubular. En el

tejido renal no se observé inflamacion ni necrosis

Los resultados hallados por Salomén (2009), Martinez y Martinez (2012) y
Hustado y colaboradores (2012) con los venenos de escorpiones confirmarian los
hallazgos de Borges y colaboradores (2004a), quienes demostraron que el veneno de
Tityus zulianus posee mayor poder pancreatotéxico que el de Tityus discrepans;
sugiriendo mecanismos especie-especificos relacionados con la especie. En este caso,
se estableceria diferencias en toxicidad histoldgica entre los venenos de Tityus
nororientalis, Tityus discrepans y Tityus zulianus tal mecanismo especie-especifico.
Los resultados observados por Salomoén (2009) indicarian que el tejido renal de los
ratones C57/BL6 inyectados con una DLsy de veneno de Tityus nororientalis, mostro
mayor afectacion degenerativa que los encontrados por Martinez y Martinez (2012)
con el veneno de Tityus discrepans. En la tabla 2 se presenta la comparacion de los
cambios histoldgicos agudos observados en rifiones de ratones C57BL/6 tratados con
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una DLso con el veneno de Tityus nororientalis (Salomon, 2009), Tityus discrepans
(Martinez y Martinez, 2012) y Tityus zulianus (Hurtado y col., 2012) con los de
Rhinella marina. Al respecto, los alteraciones histopatoldgicas observadas fueron
similares aunque mas severos los causados con los venenos de Tityus nororientalis y

el de Tityus zulianus.

Pereira (2013) demostré cambios histolégicos en el tejido renal de los ratones
C57/BL6 inyectados con una DLsy de veneno del pez marino Thalassophryne
maculosa (Figura 15 y 16). Observo en parenquima cortical renal presencia de
glomérulos con cambios degenerativos y necrosis (colapso de los capilares
glomerulares con necrosis fibrinoide) con areas hemorragicas (&rea renal de
transicion cortico-medular con presencia de hemorragia en el intersticio). Arteriolas
glomerulares congestivas con y trombosis vascular. Degeneracion glucogénica de las
células de los tabulos renales con presencia de material eosinofilico amorfo en la luz

de los tubulos renales.
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Figura 10. Tejido renal de ratén C57BL/6 inyectado con una DLs, del veneno
de Tityus nororientalis (Salomén, 2009).

(a). Dilatacion glomerular. H-E, 10x. (b). Seccion de corteza, se observa la
congestion de los capilares glomerulares con abundante celularidad. En los
tabulos contorneados se observa la presencia de “granulos rojizos” en el
citoplasma celular. H-E, 100x. (c). Seccién de corteza renal. Los tubulos
contorneados proximales y distales estan caracterizados por pérdida de la
arquitectura normal, la mayoria de las células muestran cambios degenerativos
severos. H-E, 40x. (d). Imagen aumentada de la figura 10c. Se observa con
mayor detalle las alteraciones citoplasmaticas y nucleares de los tibulos renales
descritos en la figura anterior, pérdida de epitelio de algunos tubulos, ruptura
de otros, fragmentacion citoplasmatica y nucleos vacuolizados y rotos. H-E,
100x.
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Figura 11. Tejido renal de raton C57BL/6 inyectado con una DLs, del veneno

de Tityus nororientalis (Salomén, 2009).

(). Seccién de médula renal mostrando asas de Henle con alteracién en su
epitelio, los cuales presentan pérdida de sus elementos celulares, la mayoria de
ellos muestran sélo la silueta de los que fueron células de su pared. H-E, 100x.

(b).Vista de una arteria observada en tejido renal de un ratén C57BL/6.

Apréciese la degeneracion de la pared arterial, la cual se caracteriza por la

ausencia de fibras musculares normales, asi como la hialinizacion de la misma.
H-E, 100x.
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C d
Figura 12. Tejido renal de ratén C57BL/6 inyectado con una DL, del veneno de

Tityus discrepans (Martinez y Martinez, 2012).

(a). Dilatacion de la capsula de Bowman, con membrana basal (hoja parietal)
engrosada. Tubulo contorneado proximal con menor dafio. Tubulo contorneado
distal con dafios més acentuados, PAS, 400x. (b). vaso sanguineo renal
mostrando pared disgregada, fundamentalmente en la capa media.
Degeneracion intersticial intertubular. Depoésitos de material hialino. PAS, 400x.
(c). Gomerulos dilatados. PAS 400x. (d). Panoramica de corteza renal. H-E,
100x.
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C d
Figura 13. Tejido renal de raton C57BL/6 inyectado con una DLs, del veneno de

Tityus zulianus (Hurtado y col., 2012).

(@) y (b). Dilatacion de la capsula de Bowman, con membrana basal (hoja
parietal) engrosada. Tubulo contorneado proximal con menor dafio. Tubulo
contorneado distal con dafios méas acentuados, PAS, 400x. (c). Degeneracion
intersticial intertubular. PAS, 400x. (c). Gomérulos dilatados. PAS 400x. (d).

Panoramica de corteza y médula renal. H-E, 25x.
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a b
C d

Figura 14. Tejido renal de raton C57BL/6 inyectado con una DLs del veneno
de Tityus zulianus (Hurtado y col., 2012).

(@) y (b). Glomérulo sustituido por material fibroso. Tricrémico, 400x. (c) y (d).
Vaso sanguineo con acentuada congestion vascular. Tubulos renales con
discreta alteracion de la estructura tubular. Dilatacion de la capsula de

Bowman con fibrosis glomerular. Tricrémico, 100x.
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Tabla 2. Comparacion de los cambios histologicos agudos observados en rifiones

de ratones C57BL/6 inyectado con una DLsg del veneno de Tityus nororientalis

(Salomon, 2009), de Tityus discrepans (Martinez y Martinez, 2012), de Tityus

zulianus (Hurtado y col. 2012) con una DLz de la ponzofia de Rhinella marina

(este estudio).

Tityus nororientalis
DLsg, vip = 8,43 ug.g*

Tityus discrepans
DLs, vip = 11,22 pg.g™*

Tityus zulianus
DLsg, vip = 14,13 pg.g™

Rhinella marina
DLsg, vip = 47,39 pg.g™

Dilatacion de la capsula de
Bowman

Todos los tubulos colectores
y contorneados proximales y
distales  mostraron altera-
cién de su citoagrquitectura,
mas evidente en los contor-
neados distales; tal deterioro
se caracterizo por fragmenta-
cién del citoplasma, vacuo-
las nucleares y cromatdlisis.

Degeneracion del epite-
lio tubular, tdbulos ne-
croticos, rotos e irregu-
larmente  descamados.
Los roximales con pér-
dida del ribete en cepillo,
cé-lulas con citoplasma
fragmentado y ndcleos
con vacuolizacién y cro-
matdlisis.

Presencia de *“granulos
ro-jizos” en el citoplasma
de las celulas epiteliales
tubulares.

Ruptura de la intima de los
vasos sanguineos; en la tu-
nica media se aprecian fibras
musculares en degeneracion
con gran vacuolizacion.

La coloracion PAS demostré
el engrosamiento de algunas
membranas basales.

No se observé inflamacién

Dilatacion de la capsula de
Bowman con membrana
basal (hoja parietal) en-
grosada y esclerosis del
tejido glomerular.

Tabulos renales con dis-
creta alteracion de la es-
tructura tubular.

El tGbulo contorneado
proximal con menor
dafio mantiene su ribete
en cepillo.

El tdbulo contorneado
distal con dafios mas
acentuados muestra al-
teraciones celulares le-
ves con pérdida de
elementos nucleares
compatibles con dege-
neracion celular.

Vaso sanguineo  renal
mostrando congestion vas-
cular y pared disgregada,
fundamentalmente en la
capa media.

Fibrosis intersticial (dege-
neracion intersticial inter-
tubular).

Depositos de material hia-
lino.

No se observo inflamacion

No se observo necrosis

Congestion
acentuada

glomerular
Glomérulo-esclerosis seg-
mentaria y focal

Cambios isquémicos tibu-
lo intersticiales leves

Dilatacion y ectasia vas-
cular acentuada

Fibrosis intersticial leve y
difusa cortico-medular con
atrofia tubular

No se observo infiltrado
inflamatorio

No se observé necrosis

Cambios isquémicos glo-
merulares e intersticiales
leves

Intersticios con fibrosis
leve perivascular

Los segmentos tubulares
proximales muestran va-
cuolizacion citoplasmatica
del epitelio, pérdida par-
cial del ribete en ce-pillo y
acortamiento del epitelio.

Congestién vascular acen-
tuada No se observo
infiltrado inflamatorio

No se observ6 necrosis
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Figura 15. Tejido renal de ratén C57BL/6 inyectado con una DLsy del veneno

del pez Thallasophryne maculosa (Pereira, 2013).

(a) Parénquima cortical renal con presencia de glomérulos con cambios
degenerativos y necrosis hemorragica. H-E, 4X. (b) Se observa colapso de los
capilares glomerulares con necrosis fibrinoide y trombosis vascular. H-E, 40X.
(c) Se observa penacho glomerular congestivo, degeneracion glucogénica de las
células de los tubulos renales con presencia de material eosinofilico amorfo en
la luz de los tubulos renales. E-H, 40X. (d) Glomérulos congestivos y arteriolas

glomerulares congestivas. H-E, 40X.
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Figura 16. Tejido renal de ratén C57BL/6 inyectado con una DLsy del veneno

del pez Thallasophryne maculosa (Pereira, 2013).

Se observa area renal de transicion cortico-medular, con presencia de

hemorragia en el intersticio. H-E, 4X.



CAPITULO V
CONCLUSIONES

Se observaron un total de 12 manifestaciones clinicas inducidas por la ponzofia de
Rhinela marina en ratones C57BL/6; con aparicion gradual en el curso temporal
de toxicidad aguda. Los signos inmediatos de toxicidad aguda fueron contraccion
abdominal e hipoactividad, seguida de piloereccién y secrecion ocular; entre los
10 y 20 minutos, exoftalmos bilateral, taquipnea, sialorrea e incoordinacion de la

marcha

La ponzofia de Rhinella marina a una DLsp, como dosis controlada, produjo

alteraciones histoldgicas en el tejido renal de los ratones de experimentacion.

Las alteraciones consistieron en cambios glomerulares y tubulares isquémicos

leves y una fibrosis intersticial leve perivascular.

Al comparar los cambios histoldgicos en tejido renal de ratones C57BL/6
ocasionados por la ponzofa de la Rhinella marina con los provocados por el
veneno de otras grupos taxonomicos; la ponzofia de Rhinella marina produce

menos alteraciones en las estructuras que conforman el tejido renal.

En los rifiones de ratones utilizados como control no se evidencio ninguna

alteracion histologica.
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