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RESUMEN

VARIABILIDAD GEOGRAFICA E INTERSEXUAL DEL VENENO DE Tityus
nororientalis (SCORPIONES, BUTHIDAE) EN RATONES C57BL/6

Aguilera Rodriguez, Rebeca Nohemi; Curupe Martinez, Luz Marina y Granados
Ramos, Isabel Cristina. Asesor De Sousa, Leonardo. Laboratorio de Toxinologia,
Seccion de Farmacologia, Departamento de Ciencias Fisiologicas, Escuela de

Ciencias de la Salud, Universidad de Oriente, Nucleo de Anzoategui.

El presente trabajo se realizd con el objeto de evaluar diferencias en los
parametros de produccion de veneno y de toxicidad intersexual del veneno de una
poblacion de Tityus nororientalis Gonzalez-Sponga, 1996 (Scorpiones, Buthidae)
capturada en la localidad de Las Melenas, estado Sucre. La actividad bioldgica de los
venenos de escorpiones machos y hembras fue ensayada luego de su inyeccion
intraperitoneal en ratones hembra C57BL/6 de 15-25 g de peso. La letalidad fue
cuantificada a través de la dosis letal cincuenta (DLso), determinada segun el método
secuencial de Dixon y Mood para una hora de experimentacion. El efecto clinico de
los venenos se evalu6 observando el curso temporal de toxicidad aguda experimental.
Los resultados indicaron, en términos de produccion de veneno, que cada hembra de
Tityus nororientalis, por estimulacion eléctrica, produce en promedio para peso y
volumen, 1,18 mg y 8,16 uL de veneno; valores significativamente menores a los
machos (en promedio 2,77 mg y 11,58 pL). La letalidad (en mg kg™') del veneno de
las hembras fue significativamente menor [8,43 (8,00-8,54)] al de los ejemplares
macho [10,61 (10,07-11,30); p = 0,000001]. En todos los casos, el cuadro clinico
indicO neurotoxicidad aguda de los venenos ensayados; con signos
predominantemente colinérgicos (con algunas manifestaciones adrenérgicas y

centrales), similares a aquellos observados en humanos envenenados. Aunque
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comparable en su naturaleza neurotoxica, el curso temporal de toxicidad entre los dos
venenos es de magnitud y cinética diferencial fundamentalmente en la fase de
toxicidad grave (sialorrea abundante, disnea bradipnea-apnea, exoftalmos y paralisis
espastica); tales signos aparecieron de manera significativamente mas temprana en el
caso de los animales inyectados con el veneno de hembras de Tityus nororientalis.
Los resultados obtenidos indicarian variaciones intersexuales del veneno en esta
especie que podrian estar relacionadas con su expresion protedmica y que,
adicionalmente, apuntaria a confirmar la alta complejidad de los venenos de este
grupo taxondémico con expresion en diversidad toxinoldgica genérica dentro de la

misma especie.
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INTRODUCCION

La Dosis Letal Cincuenta (DLsg) es la cantidad requerida de una droga o toxina
que es capaz de producir la muerte en el cincuenta por ciento de una poblacion de
animales experimentales (Ross, 1996); su determinacion es esencial para la

estandarizacion de los venenos y antivenenos de origen natural (Sevcik, 1987).

En el Laboratorio de Toxinologia, Secciéon de Farmacologia, Departamento de
Ciencias Fisiologicas de la Escuela de Ciencias de la Salud, Universidad de Oriente,
Nucleo de Anzoategui, desde el afio 2000, se construye el mapa toxinologico de la
escorpiofauna de la region nororiental y se optimiza un método para determinar el
curso temporal de toxicidad y la actividad biolégica del veneno de varias especies de
butidos orientales, entre ellos: Tityus gonzalespongai, Tityus nororientalis, Tityus
quirogae, Tityus tenuicauda y Rhopalurus laticauda; para lo cual se ha utilizado el
raton negro homocigoto C57BL/6, el albino homocigoto BALBc y el albino no
homocigoto NMRI (Marcano y Mundaray, 2000; Marin y Rodriguez, 2000; Boadas y
Marcano, 2004; Turkali, 2004; De Sousa, 2006; Cornejo, 2008; Cova, 2008; Sanquiz
y Gonzalez, 2008; Da Camara y col., 2008; Hurtado y col., 2008; De Sousa y col.,
2009; De Sousa-Insana y Pino, 2009; Chadee, 2010); incorporando para alguno de los
indices letales precedentes, los pardmetros de produccion de veneno (Chinchilla y
Franco, 2003; De Sousa, 2006; Cornejo, 2008; De Sousa-Insana y Pino, 2009;
Chadee, 2010) y sus perfiles cromatograficos (Valecillos, 2001; Jiménez y Paulo,
2001; De Sousa, 2006). Posteriormente, se anexaron los estudios histopatoldgicos a
los ensayos de letalidad y curso temporal de toxicidad aguda experimental,
correlacionando, en lo posible, las alteraciones histologicas con los efectos de los

venenos (Albornoz y col., 2009; Salomdn, 2009).
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Recientemente, De Sousa-Insana y Pino (2009) y Chadee (2010) demostraron
resultados toxinologicos de diferenciacion de toxicidad intersexual, obtenidos para el
veneno de una poblacion de Tityus nororientalis capturados en Catuaro (localidad
tipo de la especie). Los autores evidenciaron, entre hembras y machos, diferencias en
los pardmetros toxinoldgicos de produccion de veneno, entre las DLsy y en la fase
tardia del curso temporal de toxicidad. Bajo las condiciones experimentales
establecidas, el veneno de las hembras fue significativamente mas potente [DLsy =
9,46 (8,91-9,46) mg.kg' de raton], en términos de su indice letal, que el de los
machos [DLsy = 13,36 (12,58-13,36) mgkg' de ratén). Las manifestaciones
colinérgicas predominaron en el cuadro neurotdxico agudo; aunque demostraron
diferencias intersexuales en el curso tardio; en este caso, algunos signos de toxicidad
moderadamente grave se manifestaron de forma mas temprana con el veneno de las
hembras. Basados en estos resultados, los autores sugirieron la posibilidad de
diferencias en la expresion protedmica del veneno de hembras y machos de Tityus

nororientalis provenientes de una misma localidad o de localidades distantes.

Con este proyecto, se comprob¢ la variabilidad de toxicidad diferencial entre el
veneno de ejemplares machos y hembras de Tityus nororientalis provenientes de otra
localidad (Las Melenas, municipio Marifio, estado Sucre) del ambito de distribucion
geografica de la especie. Para tal fin, se determin6 en ratones hembra de la cepa
C57BL/6, por via intraperitoneal y para 60 minutos de experimentacion, las DLs, del
veneno de hembras y machos de este taxén por el método secuencial de Dixon y
Mood (1948), modificado por Sevcik (1987), y se compararon entre ambos venenos
los pardmetros de produccion de veneno (expresados en miligramos de proteinas y
volumen), las manifestaciones clinicas y el curso temporal de aparicion de los signos
inducidos como efecto toxico del envenenamiento agudo experimental en esta cepa

de raton.



CAPITULO I: EL PROBLEMA

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Dosis Letal Cincuenta (DLsg) es la cantidad requerida de una droga o toxina
que es capaz de producir la muerte en el cincuenta por ciento de una poblacion de
animales experimentales (Ross, 1996); su determinaciéon es esencial para la

estandarizacion de los venenos y antivenenos de origen natural (Sevcik, 1987).

En el Laboratorio de Toxinologia, Seccion de Farmacologia, Departamento de
Ciencias Fisiologicas de la Escuela de Ciencias de la Salud, Universidad de Oriente,
Nucleo de Anzoategui, desde el afio 2000, se construye el mapa toxinologico de la
escorpiofauna de la region nororiental y se optimiza un método para determinar el
curso temporal de toxicidad y la actividad bioldgica del veneno de varias especies de
butidos orientales, entre ellos: Tityus gonzalespongai, Tityus nororientalis, Tityus
quirogae, Tityus tenuicauda y Rhopalurus laticauda; para lo cual se ha utilizado el
ratobn negro homocigoto C57BL/6, el albino homocigoto BALBc y el albino no
homocigoto NMRI (Marcano y Mundaray, 2000; Marin y Rodriguez, 2000; Boadas y
Marcano, 2004; Turkali, 2004; De Sousa, 2006; Cornejo, 2008; Cova, 2008; Sanquiz
y Gonzélez, 2008; Da Camara y col., 2008; Hurtado y col., 2008; De Sousa y col.,
2009; De Sousa-Insana y Pino, 2009; Chadee, 2010); incorporando para alguno de los
indices letales precedentes, los pardmetros de produccion de veneno (Chinchilla y
Franco, 2003; De Sousa, 2006; Cornejo, 2008; De Sousa-Insana y Pino, 2009;
Chadee, 2010) y sus perfiles cromatograficos (Valecillos, 2001; Jiménez y Paulo,
2001; De Sousa, 2006). Posteriormente, se anexaron los estudios histopatologicos a

los ensayos de letalidad y curso temporal de toxicidad aguda experimental,
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correlacionando, en lo posible, las alteraciones histoldgicas con los efectos de los

venenos (Albornoz y col., 2009; Salomdn, 2009).

Recientemente, De Sousa-Insana y Pino (2009) y Chadee (2010) demostraron
resultados toxinoldgicos de diferenciacion de toxicidad intersexual, obtenidos para el
veneno de una poblacion de Tityus nororientalis capturados en Catuaro (localidad
tipo de la especie). Los autores evidenciaron, entre hembras y machos, diferencias en
los pardmetros toxinologicos de produccion de veneno, entre las DLsy y en la fase
tardia del curso temporal de toxicidad. Bajo las condiciones experimentales
establecidas, el veneno de las hembras fue significativamente mas potente [DLsy =
9,46 (8,91-9,46) mg.kg' de raton], en términos de su indice letal, que el de los
machos [DLsy = 13,36 (12,58-13,36) mg.kg'1 de raton). Las manifestaciones
colinérgicas predominaron en el cuadro neurotdxico agudo; aunque demostraron
diferencias intersexuales en el curso tardio; en este caso, algunos signos de toxicidad
moderadamente grave se manifestaron de forma mas temprana con el veneno de las
hembras. Basados en estos resultados, los autores sugirieron la posibilidad de
diferencias en la expresion protedomica del veneno de hembras y machos de Tityus

nororientalis provenientes de una misma localidad o de localidades distantes.

Con este proyecto, se comprob¢ la variabilidad de toxicidad diferencial entre el
veneno de ejemplares machos y hembras de Tityus nororientalis provenientes de otra
localidad (Las Melenas, municipio Marifio, estado Sucre) del &mbito de distribucién
geografica de la especie. Para tal fin, se determin6 en ratones hembra de la cepa
C57BL/6, por via intraperitoneal y para 60 minutos de experimentacion, las DLs, del
veneno de hembras y machos de este taxon por el método secuencial de Dixon y
Mood (1948), modificado por Sevcik (1987), y se compararon entre ambos venenos
los parametros de produccion de veneno (expresados en miligramos de proteinas y

volumen), las manifestaciones clinicas y el curso temporal de aparicion de los signos
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inducidos como efecto toxico del envenenamiento agudo experimental en esta cepa

de raton.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 General

Evaluar la variabilidad geografica e intersexual de toxicidad del veneno de una
poblacion de Tityus nororientalis (Scorpiones, Buthidae) capturada en la localidad de

Las Melenas, municipio Marifio, estado Sucre, en ratones C57BL/6.

1.2.2 Especificos

1. Obtener el veneno de ejemplares, machos y hembras, de Tityus nororientalis

por estimulacion eléctrica.

2. Establecer el volumen de veneno eyectado por machos y hembras.

3. Cuantificar la cantidad de proteinas contenidas en el veneno de ejemplares

machos y hembras de Tityus nororientalis.

4. Determinar, para una hora de observacion y en ratones hembra C57BL/6, la
dosis letal cincuenta (DLsg) del veneno de ejemplares machos y hembras de

Tityus nororientalis.

5. Examinar los signos clinicos y el curso temporal de aparicion de las

manifestaciones clinicas inducidas como efecto de toxicidad aguda
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experimental del veneno de ejemplares machos y hembras de Tityus

nororientalis.

6. Comparar entre los venenos de ejemplares machos y hembras de Tityus
nororientalis y entre las localidades de su ambito de distribucion geografica,
los parametros de produccion de veneno, indices letales y curso temporal de

toxicidad aguda.

1.3 JUSTIFICACION

El veneno de los aracnidos venezolanos, incluyendo el de los escorpiones genera
cuadros de morbi-mortalidad que ameritan interés médico y de investigacién en
nuestro pais (Borges, 1996; De Sousa y col., 2000; Borges y col., 2002; De Sousa y
col., 2005; Borges y De Sousa, 2006; De Sousa y col., 2007b; Kiriakos y col., 2008).
En Venezuela, la escorpiofauna cuenta con una amplia distribucion geografica
(Gonzélez-Sponga, 1996a; Manzanilla y col., 2002; Manzanilla y De Sousa, 2003;
Rojas-Runjaic y De Sousa, 2007), coincidiendo las areas de riesgo potencial para los
envenenamientos escorpionicos con los de dispersion del género Tityus (Borges,
1996; De Sousa y col., 2000; Borges y De Sousa, 2006). En tal sentido, la poblacion
venezolana que se encuentra ubicada en las regiones de los sistemas montafiosos del
pais y sus zonas de piedemonte, fundamentalmente localizadas en la franja norte-
costera, constituyen las areas endémicas para el accidente causado por varias especies
como Tityus zulianus (piedemonte andino del Lago de Maracaibo, region occidental),
Tityus discrepans (region centro norte costera) y Tityus nororientalis (region
nororiental) (Borges, 1996; De Sousa y col., 2000; Borges y De Sousa, 2006, 2009;
De Sousa y Borges, 2009). En este sentido, comprobar los hallazgos de De Sousa-
Insana y Pino (2009) y de Chadee (2010) sobre la variabilidad de toxicidad
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diferencial del veneno obtenido de ejemplares machos y hembras de Tityus
nororientalis (Scorpiones, Buthidae) en la cepa de raton C57BL/6; complementaria
los conocimientos relacionados con la elaboracion del mapa de letalidad de las
especies de Tityus propuesto por Borges (1996) y, mas recientemente, para una
demarcacion del pais en “Provincias Toxinologicas” planteada por Borges y De

Sousa (2006, 2009).



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Taxonomia y Epidemiologia

El Orden Scorpiones, basado en andlisis filogenéticos propuestos por Prendini y
Wheeler (2005), estd organizado en 18 familias agrupando més de 1500 especies. La
familia Buthidae, con 80 géneros, posee la mas amplia distribucién geografica en el
mundo y contiene los taxa de mayor importancia médica (Borges, 1996; De Sousa y

col., 2000; Borges y De Sousa, 2006).

En Venezuela, de las 18 familias, cinco estan presentes (Buthidae, Chactidae,
Euscorpiidae, Hemiscorpiidae y Scorpionidae) agrupando 17 géneros y 184 especies
descritas hasta el ano 2006 (Rojas-Runjaic y De Sousa, 2007). El género Tityus,
comprobadamente de trascendencia médica en el pais (Gonzalez-Sponga, 1996a;
Mota y col., 1994; Porras y col., 1994; De Sousa y col., 1995; Borges, 1996; De
Sousa y col., 1996, 1997, 1999, 2000; Borges y col., 2002; De Sousa y col., 2005;
Salinas y Salinas, 2005; Borges y De Sousa, 2006; Mejias y col., 2007; De Sousa y
col., 2008a, 2008b; Borges y De Sousa, 2009; De Sousa y Borges, 2009) es el mas
diverso con 52 especies (Rojas-Runjaic y De Sousa, 2007); representando
practicamente un tercio del total de todos los Tityus (160) descritos desde Costa Rica
hasta el norte de Argentina y algunas islas del Caribe (Fety Lowe, 2000; Borges y
De Sousa, 2006).

De Sousa y colaboradores en el afio 2000, plantearon la existencia de cuatro
grandes areas (macroregiones) endémicas de escorpionismo debidas al género Tityus:
(a) la andina (estados Tachira, Mérida, Trujillo y zona sur del lago de Maracaibo), (b)

centro-occidental (estados Lara y Falcon), (c¢) la centro-norte-costera (norte de los
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estados Carabobo y Aragua, estados Miranda, Vargas y Distrito Capital) vy,
finalmente, la macroregién nororiental, conformada por los estados Anzoategui,
Monagas y Sucre; abarcando el macizo Oriental (sistema montafioso de Paria y la
serrania del Turimiquire, con sus areas de piedemonte) (De Sousa y col., 1999; De
Sousa y col., 2000). Recientemente, Borges y De Sousa (2006) actualizaron los
criterios clinicos, epidemiologicos, toxinoldgicos y taxonomicos para redefinir las
macroregiones de escorpionismo y agregar a las existentes, las macroregiones

deltana, zuliana y la guayano-amazoénica (Borges y De Sousa, 2006).

En gran parte de la macroregion nororiental habita Tityus nororientalis (Gonzalez-
Sponga, 1996a; Diaz y col., 2005); taxén posiblemente incriminado en la mayoria de
los envenenamientos ocurridos en el estado Sucre [y parte de los sucedidos en
Anzoategui (4rea noreste) y Monagas (centro-norte)] (De Sousa, en preparacion).
Tiene su localidad tipo en Catuaro (municipio Ribero) y con distribucion en el
embalse El Clavellino (municipio Ribero), Mariguitar (municipio Bolivar),
Pericantar, San Antonio del Golfo (municipio Mejia) y hacienda La Rinconada,
Cumanacoa (municipio Montes). Sin embargo, investigaciones en curso demuestran,
al presente, que es la especie con el mayor rango de distribucion territorial en el
nororiente venezolano. Los resultados actuales indican un incremento de su
distribucion dentro del estado Sucre y hasta los estados Anzoategui y Monagas
(abarcando areas donde antes no se habia reportado su presencia). Mas recientemente,
la especie se localiz6 en el caserio Las Melenas (municipio Marifio), en Macuro
(municipio Valdez), Peninsula de Paria, estado Sucre y en Capure (municipio

Pedernales), estado Delta Amacuro (De Sousa, en preparacion).
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2.2 Caracteristicas del veneno

El veneno de algunas especies contiene toxinas que producen perturbacion severa
de los procesos de excitacion y conduccion del impulso nervioso, alteran procesos
que inducen la liberacion desorganizada de neurotransmisores fundamentalmente
autonomicos (Borges y De Sousa, 2009). Dichos componentes toxicos, presentes en
los venenos de algunos butidos, son proteinas de baja masa molecular, entre 6000 y
9000 Da, esenciales en el efecto toxico, y causantes de las alteraciones fisioldgicas
observadas tanto en el modelo experimental como en el humano (Borges y col.,
2004a, b; Borges y col., 2006a, b; Borges y Rojas-Runjaic, 2007). Sus componentes
mas letales son las o- y B-toxinas, cuyos blancos moleculares son los canales de Na"
voltaje-dependiente en las membranas excitables, modificando los mecanismos de
permeabilidad i6nica fundamentales para la homeostasis celular de varios 6rganos y
sistemas (Becerril y col., 1995; Becerril y col., 1997; Borges y col., 1999; Tsushima y
col., 1999; Barona y col., 2006; Borges y De Sousa, 2006; Borges y col., 2006a;
Leipold y col., 2006; Borges y col., 2008). Sus efectos farmacologicos posteriores se
deben, al menos en parte, a la descarga de catecolaminas y acetilcolina como
resultado de la despolarizacion de terminales pre- y post-ganglionares del sistema
nervioso autonoémico, produciendo los signos y sintomas clasicos observados en el
escorpionismo (humano, veterinario y experimental) (Borges y col., 1990;
Saldarriaga y Otero, 2000; Mazzei de Davila y col., 2002; Borges y col., 2004a;
Borges y De Sousa, 2006; De Sousa y col., 2007a).

2.3 Manifestaciones clinicas

El envenenamiento escorpidonico es un complejo sindromdtico principalmente
asociado a disfuncion en los sistemas cardiorrespiratorio, nervioso e inflamatorio (De

Sousa y col., 1995; Sofer y col., 1996; Mazzei de Davila y col., 1997; Otero y col.,
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1998; Voronon y col., 1999; Mazzei de Davila y col., 2002; Otero y col., 2004;
Borges y De Sousa, 2006; De Sousa y col., 2007a). El envenenamiento humano por
algunas especies de Tityus representa una emergencia pediatrica en Brasil (Lourengo
y Cuellar, 1995; Biondi-Queiroz y col., 1996; Lourenco y col., 1996), Colombia
(Otero y col., 1998; Saldarriaga y Otero, 2000; Goémez y col., 2002; Otero y col.,
2004; Gémez y Otero, 2007), Panamé (Coronado y col., 2008) y Venezuela (Borges,
1996; De Sousa y col., 2000; Borges y De Sousa, 2006; De Sousa y col., 2007a; De
Sousa y Borges, 2009). Las manifestaciones clinicas toxicas del escorpionismo
dependen de la especie y tamano del animal, de la cantidad de veneno inyectado, del
peso corporal del individuo afectado y de su susceptibilidad, siendo mas grave la
toxicidad en los nifos, en especial en los menores de ocho afios, y en los ancianos

(Borges y De Sousa, 2006; De Los Rios, 2006).

Las manifestaciones clinicas pueden agruparse en aquellas de tipo colinérgico
(vomitos, dolor abdominal, sialorrea, nauseas, diaforesis, bradicardia sinusal,
hipotension arterial, bradipnea, broncoespasmo, diarrea, miosis, calambres,
fasciculaciones musculares) y las de tipo adrenérgico (palidez cutanea, frialdad de
extremidades, piloereccion, taquicardia sinusal, hipertension arterial, taquipnea,
priapismo, midriasis). Debe destacarse que, en los pacientes envenenados, puede
predominar la clinica colinérgica o la adrenérgica o presentarse una combinacion de
ambas. Las complicaciones mas importantes son las alteraciones cardiacas, la
pancreatitis y el edema agudo de pulmon. En los pacientes graves, es posible observar
agitacion psicomotriz, convulsiones, cambios electrocardiograficos, insuficiencia
cardiaca, insuficiencia respiratoria o edema pulmonar agudo y shock, asi como
coagulacién intravascular diseminada y anemia hemolitica (Illanes, 1981; Dehesa-
Davila, 1989; Biondi-Queiroz y col., 1996; Sofer y col., 1996; Voronon y col., 1999;
Spirandeli-Cruz, 1999; Otero y col., 2004; Borges y De Sousa, 2006; De Sousa y col.,
2007a; Gomez y Otero, 2007).



CAPITULO I1l: MARCO METODOLOGICO

3.1 Materiales y Métodos

3.1.1 Fuente del veneno de escorpién

Para la ejecucion de la presente investigacion se capturd la especie Tityus
nororientalis en el caserio rural de Las Melenas (10°40°57'N, 62°37°17"W; 785 m
de altitud; GPS Garmin®) municipio Marifio, estado Sucre, localidad de su ambito de
distribucion geografica. Durante el dia 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) o de
cacao (Theobroma cacao). Durante la noche se utilizaron lamparas portatiles de luz
ultravioleta. Posteriormente, se trasladaron al Laboratorio de Toxinologia, Seccion de
Farmacologia, Departamento de Ciencias Fisioldgicas, Escuela de Ciencias de la
Salud, Nucleo de Anzoategui, Universidad de Oriente, donde se mantuvieron vivos

para la extraccion de su veneno.

3.1.2 Fuente de los animales de experimentacion

Se utilizaron 30 ratones hembra, cepa C57BL/6 (seglin método estandarizado por
De Sousa y col.,, 2009), adquiridas en el Bioterio del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC) y disponibles en el area del Laboratorio de
Toxinologia. Los animales permanecieron con ciclos de iluminacion natural, a

temperatura ambiente y alimentacion e hidratacion ad libitum.



26

Se siguieron los lineamientos de investigacion en Toxinologia, utilizando animales
de experimentacion, segin el Codigo Etico de la International Society on Toxinology
(IST), refrendado por sus miembros en ocasion del 6" European Symposium on
Animal, Plant and Microbial Toxins (Basilea, Suiza, Agosto de 1984) donde se
establecid: (a) Disminuir al minimo el periodo de sufrimiento de los animales de
experimentacion y no someterlos a procedimientos dolorosos extremos, (b) utilizar el
menor numero posible de animales, (c) s6lo se requerirdn para investigar los
mecanismos de accion de las toxinas de origen natural, (d) el uso de la DLsy so6lo
procederd, con fines cientificos, para la estandarizacion de los venenos y de los
antivenenos de origen natural, (e) para establecer este indice letal se debe utilizar
alrededor de 12 animales, acompanando los resultados del tiempo de supervivencia y
los examenes patologicos de los ejemplares sometidos a este procedimiento. En tal
sentido, el método de Dixon y Mood (1948) es uno de los mas apropiados. Por lo
anterior, en esta investigacion se siguieron los lineamientos éticos relacionados con

experimentacion animal segun De Sousa y colaboradores (2009).

3.1.3 Extraccion y purificacion parcial del veneno

Los escorpiones fueron ordefiados por estimulacion eléctrica (figura 1), utilizando
un neuroestimulador (Phipps-Bird®, modelo 611) segin técnica desarrollada en el
Laboratorio de Alacranologia, Escuela de Ciencias de la Salud, Universidad de
Oriente, Nucleo de Bolivar (Quiroga y col., 1982; Parrilla-Alvarez, 1999). El veneno
eyectado de ejemplares hembras y machos, fue recogido de forma separada en tubos
capilares de 100 puL de capacidad y luego transferidos a tubos Eppendorf de 1,5 mL.
El veneno fue suspendido en 1 ml de agua bidestilada y agitado en vortex (Super-
Mixer®™). Consecutivamente, se centrifug6 a 14 000 g (Labnet para tubos Eppendorf® ,
modelo Z180M) por 20 minutos para separar los restos celulares de la fase soluble

que contiene las proteinas con actividad farmacologica. Se realizaron diluciones del
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veneno, cuando fue necesario 1/5, 1/10 o 1/20, en agua bidestilada como paso previo

a la cuantificacion de las proteinas contenidas en el veneno (De Sousa y col., 2009).

3.1.4 Determinacion de la concentracion de proteinas

Se determiné la concentracion de proteinas en la fraccion soluble, obtenida en el
proceso de centrifugacion, mediante lectura de absorbancia en un espectrofotometro

Jenway®, modelo 6405 UV/vis, a una longitud de onda de 280 nm, asumiendo que 1

unidad de absorbancia (a esta longitud) representé una concentraciéon de 1 mg mL™"

(Possani y col, 1977; Parrilla, 1999).
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Figura 1. Extraccion del veneno de un ejemplar de Tityus quirogae (Scorpiones,
Buthidae) por estimulacion eléctrica del telson.

(a) y (b). Ejemplar macho de Tityus quirogae sobre la rejilla metalica del equipo de
extraccion de veneno. (c¢) y (d). Electrodo estimulador ubicado en la region
intersegmental, entre el quinto segmento del metasoma y el telson. Posterior a 10
trenes de pulso, de aproximadamente de 5 segundos cada uno, se obtiene el veneno
eyectado desde el actleo en tubos capilares (Pyrex, Corning®) (fotografias tomadas

en De Sousa, 2006).

Se determiné la concentracion de proteinas en la fraccion soluble, obtenida en el
proceso de centrifugacion, mediante lectura de absorbancia en un espectrofotometro
Jenway®, modelo 6405 UV/vis, a una longitud de onda de 280 nm, asumiendo
que 1 unidad de (ésta concentracion fue verificada con una curva de calibracion).
Alicuotas de 1 ml del veneno, de ejemplares hembras y machos, se almacenaron a -

20°C hasta el momento de su uso para evaluar su actividad bioldgica en el modelo
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muarido C57BL/6, el resto fue liofilizado (liofilizador Labconco®) y almacenado a -

20°C (De Sousa, 2006; De Sousa y col., 2009).

3.1.5 Evaluacion de la DLsp y de los signos de toxicidad agudo experimental

Las DLsy del veneno, de ejemplares machos y hembras, de Tityus nororientalis,
para una hora de experimentacion, se determin6 por el método secuencial de Dixon y
Mood (1948), modificado por Sevcik (1987). Para detalles del método consultar De
Sousa y col. (2009).

El veneno fue inyectado, por via intraperitoneal (vip), con una microjeringa
Hamilton® de 50 pL de capacidad, en ratones hembra C57BL/6. Las dosis
administradas se calcularon segin el peso (balanza digital, Denver Instrument”,
modelo XS-3009 precision 0,01 g) de cada animal experimental. Para la
administracion del veneno se procedid al siguiente esquema de trabajo para cada
veneno: en el primer raton C57BL/6, por vip, se utilizd una dosis inicial de: Anti-log
X;=1(10 pg.g" de ratén); si este primer animal respondié con la muerte, el segundo
raton recibiria una dosis X, calculada como Anti-log(X;) — d, donde d es un factor
constante también establecido por experiencia previa (d = 0,05); en cambio, si el
primer animal se mantiene vivo, entonces, el segundo recibiria una dosis X, calculada
como Anti-log(X;) + d. El procedimiento continu6 y la dosis del siguiente animal
seria: X, = Anti-log(X,.1) - d o X;, = Anti-log(X,.;) + d si el animal no muri6 o se
mantuvo vivo durante los 60 minutos de duracion del experimento. La corrida valida
se consider6d completa al obtener cuatro ciclos muerte-no muerte 0 no muerte-muerte
[TOFTO0F0707®,60F07T0F0TF0®;donde findica muerte, 0 supervivencia y &
la dosis que deberia ser administrada al siguiente animal (punto final)]. Para

establecer las DLs, se calcularon las medianas de las dosis a partir del primer punto
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de inflexién que incluyd ademas el valor de la dosis que recibiria el siguiente animal

[punto final: ®] (De Sousa y col., 2009).

Los signos clinicos expresados como efecto de toxicidad aguda experimental
inducida por la inyeccion intraperitoneal del veneno de Tityus nororientalis, fueron
observados meticulosamente durante los 60 minutos de experimentacioén y tabulados
cronoldgicamente. Los ratones que sobrevivieron, al finalizar el tiempo establecido
de observacion, fueron sacrificados por dislocacion cervical. Se utilizdé un animal
testigo al cual se administré solucion fisioldgica en volumen similar al del grupo

experimental (De Sousa, 2006; De Sousa y col., 2009).

3.2 Analisis estadisticos

El programa Excel V-5.1 (Microsoft Corporation®, 2002) se utilizd para
automatizar los calculos y para elaborar las graficas de las DLso. Todos los resultados
experimentales se procesaron por métodos estadisticos no paramétricos o de libre
distribucion: (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 calcular las DLsg y para el tiempo de aparicion de los signos de
toxicidad aguda experimental y (b) las diferencias entre medianas fueron probadas
por el analisis de variancia de Kruskal-Wallis, con un nivel de significacion p<0,05
(De Sousa y col., 2009). Para el procesamiento de los datos por métodos estadisticos
no paramétricos se utilizo el programa V-8.2 desarrollado por el Dr. Carlos Sevcik,

Laboratorio de Neurofarmacologia Celular, Centro de Biofisica y Bioquimica, IVIC).

Para comparar los pardmetros de produccién de veneno y las frecuencias de
algunos signos de toxicidad, entre los venenos de hembras y machos y entre las

localidades, se emple6 la prueba de diferencias de proporciones con muestreo
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independiente (valor de Z; método paramétrico) con un nivel de significacion p<0,05;
para ello se us6 el programa PRIMER que acompana el libro Primer of Biostadistics,
quinta edicién, Mc Graw-Hill (Glantz, 2002). Se evalué el Indice de Variabilidad de
las DLsy mediante la siguiente formula: Indice de Variabilidad = (Limite superior —

Limite inferior)/Mediana de la DLsy x100.



CAPITULO IV. ANALISISY PRESENTACION DE
RESULTADOS

4.1 RESULTADOS

Se realizd una salida de campo para capturar la especie Tityus nororientalis
(Scorpiones, Buthidae) en una plantacion de cafeto ubicada en las inmediaciones de
la poblacion de Las Melenas (municipio Marifio, estado Sucre); la jornada se realizd
entre el 04 y 06 de julio de 2008. Se captur6 un total de 16 ejemplares (11 hembras y

5 machos).

Después de un periodo de aclimatacion de quince dias a las condiciones del
laboratorio, se procedid al ordefio eléctrico de su veneno (catalogando el veneno
extraido, en el Banco de Venenos del Laboratorio de Toxinologia, como Lote 4; 9%

con una concentracion de 9,12 mg/mL y 3 con 10,42 mg/mL).

Las 11 hembras, por estimulacion eléctrica, produjeron 13,03 mg de veneno. Cada
ejemplar, en promedio para peso y volumen, origind 1,18 mg en 8,16 pL. Los cinco
machos, produjeron 13,88 mg; en promedio, 2,77 mg en 11,58 pL. Al respecto, las
hembras producen menor cantidad de proteinas y volumen que los machos (z = 2,42;

p<0,001) (Figura 2).

En la tablas 1 y 2 se presentan los datos necesarios para el calculo de las DLs, del
veneno de hembras y machos de Tityus nororientalis, en ratones hembra, C57BL/6,

observados durante 60 minutos.
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El total de ratones C57BL/6 para evaluar el veneno de hembras de Tityus
nororientalis fue n = 20 [corrida + siguiente animal (punto final)] (tablal) y para el
de machos n = 17 [corrida + siguiente animal (punto final)] (tabla 2). El punto de
inflexioén (fendmeno muerte no-muerte o no-muerte muerte) se ubicé en Ry para el

veneno de las hembras (tabla 1) y en R; para el veneno de los machos (tabla 2),

La corrida valida para calcular la DLsj, del veneno de las hembras de Tityus
nororientalis, fue desde R4 hasta Ry9 + Ry (punto final) [n = 17]; y, para evaluar los
signos de toxicidad aguda experimenta B hasta Ri9 [n = 16] (tabla 1). Para la
DLs de los machos, la corrida valida fuc ucsuc n; hasta Ry + Ry7 (punto final) [n =
15]; y para los signos de toxicidad aguda desde Rj hasta Rj¢ [n = 14]. La cantidad de
veneno de escorpiones hembra, utilizada en la experiencia, fue de 3350,66 ug (3,35
mg) (tabla 1) y de los machos 3572,99 pg (3,57 mg) (tabla 2). Para cada veneno se
utilizd un ratdon control, el cual no desarrolld ninguna manifestacion clinica de

toxicidad posterior a la inyeccion de 20 uL de solucién salina al 0,90% (m/v).

La frecuencia de muerte causada por la administracion del veneno, en la corrida
valida, de machos y hembras de Tityus nororientalis se presenta en las tablas 3 y 4.
Para el de las hembras (tabla 3), la mayor regularidad de muerte (n = 3; 42,8%)
ocurrio con la dosis C (8,91 pgg'). Con la B y D (7,94 y 10,00 ng.g’,
respectivamente) la frecuencia fue baja (n = 2; 28,6%) y con la A (7,08 pg g'l) no
ocurrié mortalidad. Con el veneno de los machos, la mayor mortalidad (n = 3; 37,5%)
ocurri6 con la dosis C (11,22 pgg") y D (12,59 ug g') seguida de la B (10,00 pg g™)

(n=2; 25,0%). Cuando se administré la A (7,94 pg g) no ocurrié exitus letalis.

Las DLs, para 60 minutos de observacion, del veneno de hembras y machos de
Tityus nororientalis, administrado por via intraperitonial, en ratones C57BL/6, se

presentan en las figuras 3 y 4. Las DLs se calcularon por el método no paramétrico
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de Hodges y Lehmann y el resultado se presenta como la mediana y sus limites al
95% de confianza (entre paréntesis). Para el veneno de las hembras, la DLs, fue 8,43
(8,00 — 8,54) pg g de raton y para los machos de 10,61 (10,07 — 11,30) pg g’ de
raton; el indice de variabilidad fue de 6,4% para el veneno de las hembras y 11,6%
para el de los machos. En la figura 5 se comparan las DLs, calculadas para los
venenos de hembras y machos de Tityus nororientalis capturados en Las Melenas,
municipio Marifio, estado Sucre. Los resultados demostraron que las hembras de esta
especie y, de esta localidad, poseen un veneno significativamente mas potente (p =

0,000001) que el de los machos.
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Figura 2. Comparacién de pardmetros de produccion de veneno entre hembras y

machos de Tityus nororientalis (Scorpiones, Buthidae).
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Tabla 1. Datos para el calculo de la DLsy del veneno de ejemplares hembra de Tityus
nororientalis en ratones C57BL/6, administrado por via intraperitoneal, para una hora

de observacion.

RATON PESO Dosis Dosis posts VOLUMEN MUERTE
TOTAL
() (8) (Anti-Log) (ugg™h (ul) (minutos)
(ng)
CORRIDA NO VALIDA
1 20,11 1,00 10,00 201,10 22,1 T:35
2 19,13 0,95 8,91 170,45 18,7 T:43
3 20,37 0,90 7,94 161,73 17,7 T: 40
Sub-total 533,28
CORRIDA VALIDA
4 18,95 0,85 7,08 134,02 14,7 0
5 20,04 0,90 7,94 159,12 17,4 0
6 24,24 0,95 8,91 215,98 23,7 0
7 23,10 1,00 10,00 231,00 25,3 T:45
8 21,83 0,95 8,91 194,50 21,3 0
9 19,96 1,00 10,00 199,60 23,4 T:35
10 23,70 0,95 8,91 211,17 24,8 T:42
11 19,35 0,90 7,94 153,64 18,0 T:43
12 20,60 0,85 7,08 145,84 17,1 0
13 20,94 0,90 7,94 166,26 19,5 0
14 18,75 0,95 8,91 167,06 19,6 T:45
15 20,22 0,90 7,94 160,55 18,8 T:52
16 20,43 0,85 7,08 144,64 16,9 0
17 22,50 0,90 7,94 178,65 20,9 0
18 21,49 0,95 8,91 191,47 22,5 T:41
19 20,64 0,90 7,94 163,88 19,2 0
Sub-total 2817,38

Total 3350,66



SIGUIENTE ANIMAL

20

0,95 8,91

37

Ratones validos: Rs—R g

+: Raton con exitus

®: Punto final
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Tabla 2. Datos para ¢l calculo de la DLsy del veneno de ejemplares macho de Tityus
nororientalis en ratones C57BL/6, administrado por via intraperitoneal, para una hora

de observacion.

RATON PESO Dosis Dosis DOsIs VOLUMEN MUERTE
() (€3] (Anti-Log) (ngg") rome (uh (minutos)
(ng)
CORRIDA NO VALIDA
1 21,12 1,00 10,00 211,20 20,3 0
2 20,06 1,05 11,22 225,07 21,6 0
Sub-total 436,27
CORRIDA VALIDA
3 17,67 1,10 12,59 222,47 21,3 1:49
4 19,80 1,05 11,22 222,17 21,3 0
5 19,32 1,10 12,59 243,24 233 +:40
6 19,96 1,05 11,22 223,95 21,5 $:43
7 20,54 1,00 10,00 205,40 19,7 0
8 23,09 1,05 11,22 259,07 24,9 0
9 23,21 1,10 12,59 292,21 28,0 +:35
10 19,43 1,05 11,22 218,00 20,9 t:42
11 21,78 1,00 10,00 217,80 20,9 1:48
12 19,22 0,95 8,91 171,25 16,4 0
13 23,14 1,00 10,00 231,40 22,2 $:32
14 20,01 0,95 8,91 179,09 17,2 0
15 22,93 1,00 10,00 229,30 22,0 0
16 19,73 1,05 11,22 221,37 21,2 1:40
Sub-total 3136,72
Total 3572,99
SIGUIENTE ANIMAL
1,10 12,59 ®

17

Ratones validos: R;—R +: Raton con exitus ®: Punto final
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Tabla 3. Frecuencia de muerte y secuencia de dosis administradas, por via

intraperitoneal, del veneno de ejemplares hembra de Tityus nororientalis en el
modelo murido C57BL/6.

Anti-log Dosis (ug g de raton)

RATON
0,85 0,90 0,95 1,00
(7.08 ug g™ (794 ug g™ B91ngeh (10,00 pg g™
DosSIS A Dosis B Dosis C DosIs D

CORRIDA NO VALIDA

1 135

2 F:43

3 :35

CORRIDA VALIDA

4 0

5 0

6 0

7 145

8 0

9 :35

10 142

11 143

12 0

13 0

14 145

15 +:52

16 0

17 0

18 141

19 0

SIGUIENTE ANIMAL

20 ®




FRECUENCIA
DE MUERTE [7] 0 2 3 2
CORRIDA 0,0%) (28,6%) (42,8%) (28,6%)
VALIDA
n =7 (100%)

f: indica 0: indica ®: indica siguiente animal (punto final del experimento)

40
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Tabla 4. Frecuencia de muerte y secuencia de dosis administradas, por via
intraperitoneal, del veneno de ejemplares macho de Tityus nororientalis en el modelo

murido C57BL/6.

Anti-log Dosis (ug g de ratén)

RATON

0,90 1,00 1,05 1,10

(7.94nggh (10,00 ug g™ (11,22 pg g") (12,59 ug g
DosIS A Dosis B Dosis C Dosis D

CORRIDA NO VALIDA

1 0

2 0
CORRIDA VALIDA

3 T:49

10 T:42
11 T: 48

12 0

13 T:32

14 0

15 0

16 T:40
SIGUIENTE ANIMAL

17 ®

FRECUENCIA DE
MUERTE [] 0 2 3 3
CORRIDA (0,0%) (25,0%) (37,5%) (37,5%)
VALIDA

n =8 (100%)

i indica 0: indica ®: indica siguiente animal (punto final del experimento)
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Figura 3. Determinacion de la dosis letal cincuenta (DLsg) del veneno de ejemplares
hembra de Tityus nororientalis por vip en ratones C57BL/6.Ratones hembra, cepa
C57BL/6, con pesos entre 18,75 y 24,24 ¢ fueron inyectados vip con el veneno de
ejemplares hembra 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 DLs. El resultado se presenta como la mediana y sus limites para un 95% de
confianza (entre paréntesis): DLso, vip, 60 minutos = 8,43 (8,00 — 8,54) pg.g”’ de
raton. IV = 6,4%.
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Figura 4. Determinacion de la dosis letal cincuenta (DLsy) del veneno de ejemplares
macho de Tityus nororientalis por vip en ratones C57BL/6. DLs, vip, 60 minutos =
10,61 (10,07 — 11,30) pug.g" de raton. IV = 11,6%.
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Figura 5. Comparacion de las dosis letales cincuenta (DLsg) del veneno de ejemplares
hembras y machos de Tityus nororientalis en ratones C57BL/6. Veneno de Tityus
nororientalis;

DLso, vip, 60 minutos: ¢ 9 = 8,43 (8,00 — 8,54) ng.g”' de ratén (color azul). 33 =
10,61 (10,07 — 11,30) pg.g” de raton (color negro). Kruskall-Wallis = 18,05; p =
0,000001.
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En las tablas 5 y 6 se presentan las frecuencias de los signos clinicos inducidos por
efecto de toxicidad aguda experimental del veneno, de ejemplares hembras y machos,
de Tityus nororientalis en ratones C57BL/6. Con ¢l veneno de las hembras (tabla 5),
se observaron 27 signos clinicos de toxicidad. En el 100% de los casos,
correspondientes a la corrida valida, hiperactividad inicial, movimientos deglutorios,
limpieza de nariz/boca, signo de Straub, taquipnea y sialorrea leve. En 93,8%
piloereccion y marcha ataxica. Luego sialorrea abundante (87,5%), convulsiones,
disnea (respiracion abdominal forzada que evolucion6 a bradipnea/apnea), secrecion
ocular, defecacion pastosa, contractura de la piel de la regidon dorsal y distension
abdominal (75,0%). Seguidamente, en el 62,5% exoftalmos, hipotonia del tren
posterior y temblores generalizados. Con menor frecuencia paralisis espastica
(43,8%); deshidratacion (31,3%), defecacion liquida (18,8%); miccion, relajacion de
esfinteres, hipoactividad (12,5%) e hipotonia del tren posterior (6,3%). Algunos
signos se observaron fundamentalmente en la poblacién de ratones que fallecieron
por efecto toxico del veneno: bradipnea/apnea (7/7 ratones muertos y 5/9 ratones
sobrevivientes), defecacion pastosa (7/7 muertos y 5/9 vivos), temblores
generalizados (7/7 muertos y 3/9 vivos), exoftalmos (7/7 muertos y 3/9 vivos),
hipotonia del tren posterior (7/7 muertos y 3/9 vivos) y pardlisis espastica (7/7

muertos y 0/9 vivos).

Similarmente, con el veneno de los machos (tabla 6), se observaron 25 signos
clinicos de toxicidad; con frecuencias equivalentes a las desarrolladas por toxicidad
aguda con el veneno de las hembras. Andlogamente, el veneno de los machos,
produce algunos signos observados fundamentalmente en la poblacion de ratones que
fallecieron: temblores generalizados (8/8 muertos y 2/6 vivos), bradipnea/apnea
(8/8ratones muertos y 3/6 ratones sobrevivientes), exoftalmos (8/8 muertos y 2/6
vivos), paralisis espastica (8/8 muertos y 0/6 vivos) e hipotonia del tren posterior (8/8

muertos y 2/6 vivos).
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Tabla 5. Frecuencia de manifestaciones clinicas inducidas por toxicidad aguda del

veneno de ejemplares hembra de Tityus nororientalis en ratones C57BL/6.

CONDICION MUERTOS Vivos

N=7 N=9 N %
RATON (N) =
SIGNO DE TOXICIDAD R7,Ro, Ryg, Ry, R4, Rs, Rg, Rg, Ry,
Hiperactividad 7/7 9/9 16 100
Movimientos deglutorios 7 9 16 100
Rascado de nariz/boca 7 9 16 100
Signo de Straub 7 9 16 100
Disnea: taquipnea 7 9 16 100
Sialorrea (inicio) 7 9 16 100
Limpieza nariz boca 7 9 16 100
Piloereccion 7 8 15 93,8
Marcha ataxica 6 9 15 93,8
Sialorrea abundante 7 7 14 87,5
Convulsiones 7 5 12 75,0
Disnea: RAF 7 5 12 75,0
Defecacion pastosa 7 5 12 75,0
Disnea: bradipnea/apnea 7 5 12 75,0
Contractura piel del dorso 6 6 12 75,0
Distension abdominal 6 6 12 75,0
Secrecion ocular 6 6 12 75,0
Exoftalmos 7 3 10 62,5
Hipotonia tren posterior 7 3 10 62,5
Temblores generalizados 7 3 10 62,5
Paralisis espastica 7 0 7 43,8
Deshidratacion 1 5 5 31,3
Defecacion liquida 1 2 3 18,8
Miccidn 1 1 2 12,5
Relajacion de esfinteres 1 1 2 12,5
Hipoactividad 1 1 2 12,5
Hipotonia tren anterior 0 1 1 6,3

RAF: respiracion abdominal forzada
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Tabla 6. Frecuencia de manifestaciones clinicas inducidas por toxicidad aguda del

veneno de ejemplares macho de Tityus nororientalis en ratones C57BL/6.

CONDICION MUERTOS Vivos

N=38 N=6 N %
RATON (N) =
SIGNO DE TOXICIDAD Rs, Rs, R, Ro, R4, R7, Rg, Ry,
Hiperactividad 8/8 6/6 14 100
Movimientos deglutorios 8 6 14 100
Rascado de nariz/boca 8 6 14 100
Signo de Straub 8 6 14 100
Disnea: taquipnea 8 6 14 100
Sialorrea (inicio) 8 6 14 100
Limpieza nariz boca 8 6 14 100
Piloereccion 8 5 13 92,8
Marcha ataxica 7 6 13 92,8
Sialorrea abundante 8 5 13 92,8
Convulsiones 8 4 12 85,7
Disnea: RAF 8 3 11 78,6
Defecacion pastosa 8 3 11 78,6
Disnea: bradipnea/apnea 8 3 11 78,6
Contractura piel del dorso 7 4 11 78,6
Distension abdominal 7 4 11 78,6
Secrecion ocular 7 4 11 78,6
Exoftalmos 8 2 10 71,4
Hipotonia tren posterior 8 2 10 71,4
Temblores generalizados 8 2 10 71,4
Paralisis espastica 8 0 8 57,0
Deshidratacion 1 3 4 28,6
Defecacion liquida 1 3 4 28,6
Miccidn 1 1 2 14,3
Relajacion de esfinteres 1 1 2 14,3
Hipoactividad 1 1 2 14,3
Hipotonia tren anterior 0 1 1 7,1

RAF: respiracion abdominal forzada
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El tiempo de aparicion de los signos inducidos por efecto de toxicidad aguda, del
veneno de ejemplares hembra de Tityus nororientalis, fue gradual en los animales de
la corrida valida (figura 6). Los signos inmediatos de toxicidad aguda, en los primeros
10 minutos, fueron hiperactividad, seguida de taquipnea, piloereccion, inicio de
sialorrea, distension abdominal, limpieza nariz/boca y movimientos deglutorios.
Posterior a estos, en el espectro medio de toxicidad moderadamente grave, entre los
10 y 20 minutos, se instald evacuacion pastosa, inicio de secrecion ocular, contractura
de la piel del dorso, signo de Straub, convulsiones, marcha atixica y
temblores/fasciculaciones. Tardiamente como expresion de toxicidad grave, después
de los 20 minutos, sialorrea abundante (23,0 m), hipotonia del tren posterior (24,5 m),
temblores generalizados (25,0 m), disnea caracterizada por periodos de bradipnea
alternada con apnea (27,5 m) hasta finalmente la sobrevivencia de los animales. En

algunos casos otro signo de toxicidad severa fue la relajacion de esfinteres.

La sialorrea abundante y la disnea (caracterizada por respiracion forzada
abdominal evolucionando a bradipnea-apnea), como signos de toxicidad grave, se
expresaron prematuramente en el grupo de ratones que murieron (sialorrea = 14,0 m;
disnea = 17,0 m) cuando se compararon con los vivos (sialorrea = 23,0 m; disnea =
27,0 m) (p = 0,0001) (figura 6). El exoftalmos bilateral (21,0 m) y la paralisis
espastica (39,0 m), en el espectro de toxicidad severa, surgen casi exclusivamente en

este grupo. La paralisis espatica precede a la muerte (40,0 m) de los animales.

Similarmente, con el veneno de los machos (figura 7), el tiempo de aparicion de
los signos fue gradual; caracterizados por los tres grupos de signos: (1) los inmediatos
(primeros 10 minutos), (2) los del espectro medio de toxicidad moderadamente grave
(entre los 10 y 20 minutos) y los de presentacion tardia como expresion de
toxicidad grave (después de los 20 minutos). Al igual que con el veneno de las
hembras, los signos de sialorrea abundante y la disnea (caracterizada por respiracion

forzada abdominal evolucionando a bradipnea-apnea) se expresaron prematuramente
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en el grupo de ratones que murieron (sialorrea = 19,0 m; disnea = 22,5 m) cuando se
compararon con los vivos (sialorrea = 28,0 m; disnea = 36,0 m) (p = 0,0001) (figura
7). El exoftalmos bilateral (28,0 m) y la paralisis espastica (44,0 m), en el espectro de
toxicidad severa, surgen casi exclusivamente en este grupo. La paralisis espatica

precede a la muerte (45,0 m) de los animales.

En la figura 8 se comparan los cursos temporales de toxicidad aguda, entre las
poblaciones de ratones C57BL/6 fallecidos y sobrevivientes, al utilizar el veneno de
machos y hembras de Tityus nororientalis. Con ambos venenos la sialorrea abundante
y la bradipnea-apnea se expresaron prematuramente en el grupo de ratones que
murieron (p = 0,0001). Con ambos venenos el exoftalmos bilateral y la paralisis
espastica son signos casi exclusivos del grupo de ratones que fallecieron. En todos los

casos la paralisis espastica antecedid la muerte de los animales.

Existen diferencias significativas (p = 0,04), entre ambos venenos y entre los
grupos de supervivientes y fallecidos, cuando se compara sialorrea abundante,
exoftalmos bilateral y especialmente bradipnea/apnea, como expresion de toxicidad
grave (después de los 20 minutos). Aunque no significativos, la paralisis espéstica y
la muerte ocurrieron relativamente mas temprano en los ratones inyectados con el

veneno de los ejemplares hembra de Tityus nororientalis.

Los efectos de toxicidad aguda se presentan en las figuras 9, 10 y 11: facies toxica
y piloereccion, signos de estimulacion muscarinica (sialorrea, secrecion ocular y
defecacion pastosa), signo de Straub, convulsiones e hipotonia muscular. Los signos
antes de morir fueron los periodos de bradipnea/apnea con cianosis peribucal. La
paralisis espdastica se manifestd inmediatamente antes de la muerte de todos los
ratones en la que el animal adoptaba una posicion parecida al opistétono con
hiperextension del tren posterior. Todos los ratones, antes del exitus letalis,

presentaron apnea prolongada.
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Signos de Toxicidad

Figura 6. Comparacion del curso temporal de toxicidad aguda experimental entre
ratones fallecidos y sobrevivientes sometidos al veneno de ejemplares hembra de
Tityus nororientalis.

La linea azul representa los valores de la mediana de tiempo de aparicion de los

signos clinicos sin diferencias significativas entre los ratones vivos y muertos.
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Figura 7. Comparacion del curso temporal de toxicidad aguda experimental entre
ratones fallecidos y sobrevivientes sometidos al veneno de ejemplares macho de
Tityus nororientalis.

La linea azul representa los valores de la mediana de tiempo de aparicion de los

signos clinicos sin diferencias significativas entre los ratones vivos y muertos.
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Figura 8. Comparacion del curso temporal de toxicidad aguda experimental entre
ratones fallecidos y sobrevivientes sometidos al veneno de ejemplares hembra o
macho de Tityus nororientalis.

La linea de color negro indica el veneno de los ejemplares hembra (VH) de Tityus
nororientalis; el fucsia el de los machos (VM). El simbolo ([]) indica los ratones
sobrevivientes (RV) y el simbolo (+) los fallecidos (RM) por efecto toxico de los

venenos.
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Figura 9. Comparaciéon de un ratobn CS57BL/6 control con uno sobreviviente
inyectado, por vip, con el veneno de ejemplares hembra de Tityus nororientalis
mostrando algunos signos de toxicidad aguda.

(a) Raton testigo (sano). (b), (¢) y (d) Secrecion ocular evidente. En (c y d), notese
exoftalmos bilateral (e) Hipotonia, defecacion pastosa y distension abdominal. (f)

Defecacion liquida (observada con baja frecuencia).
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Figura 10. Comparacion de un raton C57BL/6 control con uno sobreviviente

inyectado, por vip, con el veneno de ejemplares hembra de Tityus nororientalis
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mostrando algunos signos de toxicidad aguda.
(a) Raton testigo (sano). (b) Piloereccion (ndtese la postura del animal mostrando
debilidad muscular del tren posterior). (c), (d), y (e) Hipotonia. En (f) notese

defecacion pastosa y distension abdominal).
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Figura 11. Raton C57BL/6 sobreviviente inyectado por vip con el veneno de

ejemplares hembra de Tityus nororientalis mostrando el signo de Straub.
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4.2 DISCUSION

4.2.1 Significacion de Tityus nororientalis como especie de importancia médica en
el Nororiente de Venezuela

Estudios epidemioldgicos recientes han permitido establecer que las especies
Tityus zulianus, Tityus discrepans y Tityus nororientalis son, respectivamente, los
taxa responsables del mayor numero de envenenamientos en las zonas Andina,
Centro-Norte y Nor-oriental (Borges y De Sousa, 2006). En este trabajo se utilizo el
veneno de una poblacion de Tityus nororientalis capturada en la localidad de Las
Melenas, municipio Marifo, estado Sucre. Investigaciones en curso demuestran, al
presente, que es la especie con el mayor rango de distribucion territorial en el

nororiente venezolano (De Sousa en preparacion).

El presente trabajo es el segundo en demostrar toxicidad diferencial entre el
veneno de ejemplares hembras y machos de Tityus nororientalis. Previamente De
Sousa-Insana y Pino (2009) y Chadee (2010) habian demostrado este comportamiento
toxinoldgico intersexual para una poblacion de Tityus nororientalis capturada en la
localidad tipo de la especie localizada en Catuaro, municipio Ribero del estado Sucre.
Al comparar los efectos de cada veneno, de esta especie, inyectado por via
intraperitoneal, en ratones C57BL/6 y al evaluar el curso temporal de aparicion de los
signos, inducidos como efecto toxico del envenenamiento agudo experimental; se
pudo observar que independientemente del sexo de procedencia del veneno (hembras
o machos), utilizado en esta investigacion, los signos valorados en los ratones son
caracteristicos de un cuadro neurotéxico agudo, el cual ya ha sido reportado
clasicamente para otros escorpiones de importancia médica en Venezuela (Borges y

De Sousa, 2006; De Sousa, 2006; Cornejo, 2008; Cova, 2008; Da Camara y col.,
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2008; Hurtado y col., 2008; Sanquiz y Gonzalez, 2008; Albornoz y col., 2009; De
Sousa y col., 2009; De Sousa-Insana y Pino, 2009; Chadee, 2010). Cova (2008)
sefiala que el veneno de diferentes especies venezolanas de Tityus produce un
sindrome especifico que, aunque comparable en su naturaleza neurotdxica, en
apariencia, son de magnitud y cinética exclusivas de cada taxén. Con los resultados
aqui presentados se refuerza ese concepto propuesto por Cova (2008) demostrando
diferencias intersexuales, para una misma especie, entre la magnitud y la cinética de

toxicidad cuando se compararon los dos venenos ensayados.

4.2.2 Utilidad del modelo murido C57BL/6 para la evaluacion del efecto del

veneno de escorpiones de importancia médica en Venezuela

El envenenamiento escorpidnico experimental es un complejo sindromatico
asociado fundamentalmente a disfunciéon en los sistemas cardiorrespiratorio y
nervioso (central y periférico) e inflamatorio (no evaluado en este trabajo) (Sofer y
col., 1996; Mazzei de Davila y col., 1997; Voronov y col., 1999; Otero y col., 1998;
Mazzei de Davila y col., 2002; Otero y col., 2004; Borges y De Sousa, 2006; De
Sousa y col., 2007; Borges y De Sousa, 2009); produciendo los signos y sintomas
clasicos observados en el escorpionismo (humano, veterinario y experimental). Por lo
tanto, los signos clinicos observados por cualquiera de los venenos utilizados
(procedentes de ejemplares hembras o machos de Tityus nororientalis) son diversos y
de cuatro tipos generales: (1) los colinérgicos postganglionares tanto muscarinicos
como nicotinicos producto de hiperestimulacion del sistema nervioso parasimpatico;
predominantes sobre los otros mecanismos, (2) las adrenérgicas postganglionares por
hiperestimulacion del simpatico, (3) los del sistema motor y (4) los centrales que
incluyen las convulsiones tonico-clonicas con base en transmision colinérgica. Estos
mecanismos coinciden con lo observado en humanos envenenados por especies de

escorpiones del género Tityus en diferentes regiones endémicas de Venezuela y otros
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paises de América del Sur (De Sousa y col., 2000; Borges y De Sousa, 2006, Borges
y col., 2010). Esta similitud valida el uso del modelo murido, especialmente de la
cepa C57BL/6, para la estimacion del efecto de venenos de escorpion procedentes de
diferentes areas endémicas en el pais; modelo propuesto previamente en otros
trabajos (Marcano y Mundaray, 2000; Marin y Rodriguez, 2000; Boadas y Marcano,
2004; Turkali, 2004; De Sousa, 2006; Cornejo, 2008; Cova, 2008; Hurtado y col.,
2008; Albornoz y col., 2009; De Sousa y Borges, 2009; De Sousa y col., 2009; De
Sousa-Insana y Pino, 2009; Chadee, 2010).

Hurtado y colaboradores (2008) indicaron que el indice letal cincuenta, del veneno
de Tityus nororientalis (capturados en la localidad de Las Melenas, municipio
Marifio, Penisnsula de Paria, estado Sucre) fue significativamente menor (p =
0,000001) en ratones hembra C57BL/6 (DLs; = 8,43 pg x g de raton) que el
obtenido en ratones NMRI (DLso = 28,18 pg x g’ de raton); y éste, menor (p =
0,000001) que el obtenido en los BALBc (DLsy = 40,07 pg x g' de ratén);
demostrando una mayor sensibilidad de C57BL/6 al efecto toxico del veneno de esta
especie. Por lo cual, los autores proponen la utilidad de la cepa C57BL/6 como un
excelente modelo funcional, de bioensayo, para evaluar los venenos de escorpiones
venezolanos. Recientemente, Albornoz y colaboradores (2009) y Salomoén (2009)
incorporaron los estudios histopatoldgicos a los ensayos de letalidad y curso temporal
de toxicidad aguda, correlacionando, en lo posible, las posibles alteraciones de la
arquitectura histologica con las manifestaciones cardiovasculares que, en apariencia,
se desarrollan en los humanos. Los autores, adicionalmente, indicaron que en las
cepas homocigoéticas (BALBc y C57BL/6) las alteraciones miocardicas y renales

fueron mas acentuadas.
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4.2.3 Diferencias y similitudes entre el envenenamiento experimental causado

por el veneno de ejemplares hembras o machos de Tityus nororientalis

Los resultados obtenidos en el presente trabajo relacionados con los indices de
letalidad y el curso temporal de toxicidad, especialmente en su fase tardia, confirman
que en el sindrome de envenenamiento experimental causado por la toxinas de Tityus
nororientalis, en ratones C57BL/6, es sexo-especifico, quiere decir, depende del sexo

(hembras o machos) de origen del veneno.

Borges y colaboradores (2006b), mediante estudios moleculares y de
espectrometria de masas, demostraron que los mapas proteicos de los venenos de
Tityus discrepans y de Tityus zulianus son exclusivos de cada uno de ellos; por lo
cual, igualmente podria existir la posibilidad que las divergencias entre los venenos
de machos y hembras de Tityus nororientalis sean producto de diferencias en la
abundancia de los componentes toxicos comunes y/o a la presencia de toxinas
especificas para cada uno de ellos. Similarmente Borges y colaboradores (2000a)
indicaron que Tityus imei, especie de distribucion restringida a la vertiente sur de la
Sierra de Portuguesa, contiene en su veneno neurotoxinas con caracteristicas a las
anteriormente mencionadas, detectadas por espectrometria de masas. Resultados
preliminares indican, para otros Tityus venezolanos de importancia médica, la
presencia de componentes exclusivos para cada uno de ellos, atin cuando poseen
masas muy cercanas, que corresponden al intervalo de las toxinas activas para los
canales de sodio (Borges y De Sousa, 2006; Borges y col., 2006a,b). La técnica
MALDI-TOF ha permitido establecer que la huella peptidica (para el mencionado
intervalo de 6-8 kDa) es especie-especifico (Borges, comunicacion personal), de tal
manera que las diferencias clinicas observadas, en diferentes regiones del pais,
pueden tener como base diferencias en los proteomas de las glandulas de veneno de

las especies involucradas. Esta ideas planteadas por Borges y colaboradores (2006a,b;
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Borges, comunicacion personal) podrian tener su paralelo dentro de una misma

especie cuando se evaltia la procedencia del veneno segun el sexo del escorpion.

Tityus nororientalis, la especie de mas amplia distribucion en el Nororiente (De
Sousa en preparacion), es un taxén polimoérfico desde el punto de vista de la
composicion de su veneno, segin lo reportado por Borges et al. (2008), quienes
hallaron diferencias apreciables en el patron electroforético de los venenos de
ejemplares provenientes de Alto Llano (Anzoategui) y Caripe (Monagas);
demostrando proteémas distintos. La tabla 7 demuestra cualitativamente tal
polimorfismo, desde el punto de vista de los titulos letales (DLsp), mediante la
diferencia en toxicidad entre los venenos producidos por distintas poblaciones de
Tityus nororientalis de Anzoategui (Alto Llano, municipio Sotillo), Monagas (Sabana
de Piedra, municipio Caripe) y Sucre (Las Melenas, municipio Marifio o Catuaro,
municipio Ribero), previamente evaluados, comparados con la poblacion de
ejemplares hembras o machos de Tityus nororientalis (Las Melenas, municipio
Marifio) que se presenta en este trabajo. Las comparaciones de los indices letales
indicarian dos grupos de toxicidad para los venenos de los ejemplares hembra: (a)
uno mas potente conformado por las poblaciones de escorpiones provenientes de Las
Melenas (Peninsula de Paria, Sucre) y de Sabana de Piedra (Serrania del Turimiquire,
Monagas) y (b) uno menos potente para los de Alto Llano (Serrania del Turimiquire,
Anzoategui) y Catuaro (Serrania del Turimiquire, Sucre); sin embargo, el limite de
confianza de la DLsy del veneno de los ejemplares hembra, de Catuaro, se ubicaria
entre los dos grupos de toxicidad. Estos resultados confirmarian, en apariencia, el alto
grado de polimorfismo del veneno; posiblemente relacionado con la expresion
protedmica de los venenos de escorpiones provenientes de distintas localidades. El
grupo de machos capturados en Las Melenas difiere de la toxicidad del veneno
obtenido de las hembras; patrén toxinoldgico similar al exhibido por machos y
hembras de T. nororientalis provenientes de Catuaro (De Sousa-Insana y Pino, 2009;

Chadee, 2010). Estos resultados indicarian que los venenos mas potentes estarian
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relacionados con la hembra de esta especie; suposicion que deberia ser evaluada por
otras técnicas como MALDI-TOFF para demostrar diferencias cuantitativas entre

estos venenos.

Estos resultados toxinologicos, de diferenciacion intersexual, obtenidos para la
poblacion de Tityus nororientalis de Las Melenas en este trabajo y de Catuaro (De
Sousa-Insana y Pino, 2009; Chadee, 2010), necesitaria reconfirmaciéon para otras
poblaciones de este taxa del nororiente venezolano y para otros Tityus de importancia
médica en nuestro pais. Por lo pronto, los resultados indicarian la necesidad de
utilizar venenos combinados de hembras y machos, en este caso de Tityus discrepans,

para la preparacion del anti-suero venezolano disponible actualmente.

Aunque comparable en su naturaleza neurotoxica, el curso temporal de toxicidad
es de magnitud y cinética diferencial en la fase de toxicidad grave (sialorrea
abundante, disnea bradipnea-apnea y exoftalmos) entre los venenos evaluados. En tal
sentido, Hurtado y colaboradores (2008) indicaron que el espectro medio de toxicidad
moderadamente grave y el de toxicidad grave, inducido con el veneno de ejemplares
hembra de Tityus nororientalis, aunque comtn, es en apariencia de cinética distinta
para las tres cepas de ratones (NMRI, BALBc y C57BL/6) evaluadas en su trabajo.
Demostraron que el tiempo de muerte de los ratones, en los tres modelos, fue similar
(ocurri6 alrededor de los 40 minutos); sin embargo, al comparar las tendencias
existieron varios signos que presentaron diferencias, entre ellas los temblores
generalizados, signo de Straub, secrecion ocular, marcha ataxica y exoftalmos. Lo

cual se convierte en una evidencia que soportaria estos resultados.

Otros aracnidos como Coremiocnemis tropix (Araneae, Theraphosidae) muestran
variaciones toxinoldgicas intersexuales en su veneno. Para esta especie de arana, los
machos presentan componentes ligeramente mas potentes que el de las hembras,
cuando se evalu6 su toxicidad en insectos (grillos); mientras que las hembras poseen

efectos mas prominentes sobre los tejidos de vertebrados (preparacion de unidn
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neuromuscular de pollo). Similarmente, estas diferencias intersexuales fueron
observadas en los patrones de composicion de los venenos, de ambos sexos,
obtenidos por metodologia de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
(Herzig y Hodgson, 2009). Estos resultados apoyarian la posibilidad de diferencias en
la expresion protedomica del veneno de hembras y machos de Tityus nororientalis
provenientes de una misma localidad o de localidades distantes. Todas las evidencias
apuntarian a confirmar la alta complejidad de los venenos de este grupo taxonémico

en el nororiente venezolano.
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Tabla 7. Comparacion de las DLsy del veneno de ejemplares de Tityus nororientalis

provenientes de varias localidades del nororiente de Venezuela.

Poblacion de Tityus DLso
nororientalis mngg" Limites de Kruskall — Wallis;
confianza p
33 =10,61 10,07 - 11,30
Las Melenas, Sucre A 18,05; p = 0,000001
Q=843 8,00 - 8,54
Las Melenas, Sucre T QP =8,43 7,94 - 891 0,00; ns
Sabana de Piedra, Monagas QPP =8,43 7,94 — 8,91
7,35, p=0,03
Alto Llano, Anzoategui (*) Q=946 9,46 — 10,00
Altos de Sucre (00) PP =946 8,91 — 10,00 0,00; ns
Q=946 8,91 9,46
Catuaro, Sucre (§) 18,95; p=0,00001
338 =13,36 12,58 — 13,36

A Este trabajo

1 Cova, 2008 y Hurtado et al., 2009

1 Marin y Rodriguez, 2001

* Turkali, 2004

o Romero, 2010

§ De Sousa-Insana y Pino, 2009 y Chadee, 2010
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4.2.4 Alcances de los resultados y su contribucién a la elaboracion del mapa de
letalidad de la escorpiofauna venezolana de importancia médica

El presente trabajo reconfirma que el sindrome del envenenamiento por
escorpiones del género Tityus en vertebrados es especie-especifico (Borges et al.,
2004b; 2006a; Cova, 2008); pero también, en apariencia, supeditado al origen sexual
del veneno. Estos resultados se suman al conjunto de evidencias moleculares,
inmunologicas, bioquimicas, fisioldgicas e histopatologicas, ya disponibles, que
indicarian que el veneno de Tityus nororientalis es altamente complejo. Cova (2008)
sugiere que tal complejidad podria estar relacionada, posiblemente, con variaciones

estructurales y/o funcionales de las toxinas que constituyen el veneno.

En definitiva, con este trabajo se presentan nuevos elementos que vienen a reforzar
los criterios toxinologicos que determinan la macroregion endémica de escorpionismo
en la region Nororiental e Insular (De Sousa y col., 1995; 1996; 1997; 1999; 2005;
2006b; 2007a) de Venezuela (De Sousa y Borges, 2009, y adicionalmente contribuye
con la elaboracion del mapa de letalidad de las especies de Tityus propuesto por
Borges (1996) y, mas recientemente, para una demarcacion del pais en “Provincias
Toxinologicas” planteada por Borges y De Sousa (2006; 2009) y Borges y

colaboradores (2010) para una comprension integral del escorpionismo en el pais.



CAPITULO V: CONCLUSIONES

Existen diferencias en los parametros toxinologicos de produccion de veneno entre

hembras y machos de Tityus nororientalis capturados en Las Melenas, estado Sucre.

La DLsy del veneno de las hembras, bajo las condiciones experimentales
establecidas, fue de 8,43 (8,00 — 8,54) mg.kg'l de raton y para los machos de 10,61
(10,07 — 11,30) mg.kg™" de ratén.

El veneno de las hembras fue significativamente mas potente, en términos de su

indice letal, que el de los machos.

Los venenos de hembras y machos capturados en Las Melenas son mas potentes
que los venenos de Tityus nororientalis capturados en su localidad tipo ubicada en

Catuaro.

Las manifestaciones colinérgicas, con cualquiera de los venenos, predominaron en

el cuadro neurotoxico agudo.

Aunque comparable en su naturaleza neurotoxica, el curso temporal de toxicidad
es de magnitud y cinética diferencial en la fase de toxicidad grave (sialorrea

abundante, disnea bradipnea-apnea y exoftalmos) entre los venenos evaluados.

Los resultados indicarian la posibilidad de diferencias en la expresion proteémica
del veneno de hembras y machos de Tityus nororientalis provenientes de una misma

localidad o de localidades distantes.
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