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RESUMEN

En este trabajo se estudio la actividad biologica de la inyeccion intraperitoneal del veneno de Tityus
gonzalespongai (Scorpiones, Buthidae) en ratones hembra homocigotos C57BL/6. Se calcul6 la DL, , para una hora
de experimentacion, y se evaluaron los signos de toxicidad aguda. En estas condiciones, la DL fue de 11,91 (11,22-
12,59) mg.kg'. Los signos observados correspondieron fundamentalmente con activacion colinérgica muscarinica.
Se observaron tres grupos de manifestaciones clinicas cuando se compar6 el conjunto de ratones que fallecieron
por efecto toxico del veneno con el grupo de los sobrevivientes. Los ratones que murieron presentaron secrecion
ocular, exoftalmos, cianosis peribucal y convulsiones (tonico-clonicas). Los signos caracterizados por respiracion
forzada abdominal, periodos de bradipnea/apnea, presencia de defecacion liquida, sialorrea (escasa que evolucion6
a abundante y espesa) y paralisis flacida se presentaron precozmente en los animales que murieron. Con estos
resultados el veneno de Tityus gonzalespongai refuerza el criterio toxinologico que define la macroregion endémica
de escorpionismo en la region Nororiental de Venezuela.

PALABRAS cLAVE: Veneno, escorpion, toxicidad, toxinologia.
ABSTRACT

We report on the biological activity of Tityus gonzalespongai (Scorpiones, Buthidae) venom when injected
intraperitoneally in female homozygous C57BL/6 mice. The lethal dose (LD,;) was calculated one hour after
injection, and the acute toxicity symptoms were noted. The LD, was 11.91 (11.22-12.59) mg kg™. The toxicity
symptoms observed suggest a venom-mediated muscarinic cholinergic receptor activation. Three groups of clinical
manifestations were recorded in envenomed animals compared to control (saline-injected) mice. Animals injected
with lethal doses presented ocular secretions, exophthalmos, perioral cyanosis and tonic-clonic convulsions. In
this group, early symptoms included forced abdominal breathing, bradypnea/apnea intervals, liquid defecation,
syalorrhea (scarce at the beginning but thick and abundant later on) and flaccid paralysis. These data allow the
classification of Tityus gonzalespongai as a species of medical importance and provide support for the toxinological
criteria used previously to define the Venezuelan Northeast as an endemic macroregion for scorpionism.

KEey worbs: Venom, scorpion, toxicity, toxinology.

INTRODUCCION

La escorpiofauna venezolana esta constituida, por
cinco familias (Buthidae, Chactidae, Euscorpiidae,
Hemiscorpiidae y Scorpionidae), 17 géneros y 184
especies (Borges y De Sousa 2006; Rojas-Runjaic y De
Sousa 2007). Entre ellas, se encuentran las del género
Tityus (Buthidae), de interés médico, con 52 taxa (Rojas-
Runjaic y De Sousa 2007). Algunas de sus especies han
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sido responsabilizadas por accidentes humanos graves,
incluyendo casos fatales de escorpionismo (Borges 1996;
De Sousa et al. 2000; Borges et al. 2002; Borges y De
Sousa 2006).

La composicion del veneno de estos artropodos es
compleja. Contiene proteinas de bajo peso molecular,
esenciales en el efecto toxico, y causantes de las
alteraciones fisiologicas observadas tanto en el modelo
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experimental como en el humano (Borges et al. 2004a;
2006a,b; 2008). Sus componentes mas letales son las
o- y P-toxinas; cuyos blancos moleculares son los
canales de Na* voltaje-dependiente de las membranas
excitables. Su interaccion con estos canales modifican
los mecanismos de permeabilidad i6nica fundamentales
para la homeostasis celular; produciendo alteraciones de
la funcién de varios organos y sistemas (Borges et al.
1999; Tsushima et al. 1999; Barona et al. 2005; Borges
y De Sousa 2006; Borges et al. 2006a, 2008; Leipold
et al. 2006). Sus efectos farmacoldgicos 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
autonomico, produciendo los signos y sintomas clasicos
observados en el escorpionismo (humano, veterinario y
experimental) (Mazzei et al. 2002; Saldarriaga y Otero
2000; Barona et al. 2004; Borges y De Sousa 2006);
incluso se ha demostrado actividad sobre parasitos del
género Leishmania (Kinetoplastida, Trypanosomatidae)
(Borges et al. 2006¢).

El envenenamiento escorpionico es un complejo
sindromatico principalmente asociado a disfuncion en
los sistemas cardiovascular, respiratorio, nervioso e
inflamatorio que puede conducir a falla multiorganica
y a la muerte por distres respiratorio (Sofer et al. 1996;
Voronov et al. 1999; Mazzei et al. 1997, 2002; Otero
et al. 1998, 2004; Borges y De Sousa 2006). En los
casos moderados o graves, durante las primeras horas
del accidente, se observan manifestaciones de distintos
sistemas: diaforesis, sialorrea, vomitos, epifora, tos,
broncorrea, disfagia, miosis o midriasis, temblores y
contracciones de la musculatura esquelética, reflejos
osteotendinosos exaltados, hiperexcitabilidad, priapismo,
dolor abdominal con hipertonia visceral o distension
gastrointestinal, alteraciones de la frecuencia y ritmo
respiratorio y cardiaco. Las cardiacas estan caracterizadas
por taquicardia seguida de bradicardia (o viceversa) u
otras alteraciones electrocardiograficas. Adicionalmente,
se observa incremento de la presion sanguinea o, por
el contrario, hipotension con alteraciones del flujo
sanguineo. Finalmente, el paciente puede evolucionar a la
insuficiencia cardiaca congestiva asociada a hipotension
grave y edema agudo de pulmoén relacionadas con
la posible participacion de mediadores inflamatorios
liberados por el pancreas (De Sousa et al. 1995; Mazzei
et al. 1997, 2002; Sofer et al. 1996; Voronov et al. 1999;
Otero et al. 1998, 2004; Borges et al. 2004b).

La Dosis Letal Cincuenta (DL,)) es la cantidad
requerida de una droga o toxina que es capaz de producir
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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). Este indice
letal se puede establecer utilizando distintos métodos,
entre los cuales se pueden mencionar: Reed y Muench
(1938), Dixon y Mood (1948), Beccari (1949), Lichtfielld
y Wilcoxon (1949), Finney (1952), Molinengo (1979) o
Meier y Theakston (1986).

En el presente trabajo se determind por via
intraperitoneal, para 60 minutos de experimentacion, la
DL, del veneno de Tityus gonzalespongai (Quiroga et al.
2004) por el método de Dixon y Mood (1948) modificado
(Sevcik 1987) y se evaluaron las manifestaciones clinicas
inducidas como efecto toxico del envenenamiento agudo
experimental con el veneno de esta especie en ratones
hembra C57BL/6.

MATERIALES Y METODOS
Area 'y método de captura

Los escorpiones fueron capturados, en febrero de
2004, en la hacienda cafetalera La Orquidea (10°00°09,2”
N y 64°07°45,4” O, 1.600 m de altitud) (a unos 4,8
km del caserio La Piedra de Mundo Nuevo, parroquia
Libertador, municipio Freites, estado Anzoategui),
localidad tipo de T. gonzalespongai (Quiroga et al.
2004). 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). Durante la noche se utilizaron lamparas
portatiles de luz ultravioleta. Trasladados al laboratorio,
se mantuvieron vivos para la extraccion de su veneno.
Parte de estos ejemplares se ingresaron, depositaron y
catalogaron como material de referencia en la Coleccion
de Escorpiones del Laboratorio de Toxinologia (CELT),
Centro de Investigaciones en Ciencias de la Salud
(CICS), Escuela de Ciencias de la Salud, Universidad
de Oriente, Nucleo de Anzoategui, con los niimeros
de catdlogo CELT-551 a 615 (n = 65; @ =45, & = 20).

Obtencion y purificacion parcial del veneno

Los escorpiones se ordefiaron por estimulacion
eléctrica [pulsos rectangulares (6 por segundo), de
100 mseg de duracion y 60 V/pulso generados con un
estimulador Grass®, modelo S-D5, B-04-03954] segun
técnica desarrollada en el Laboratorio de Alacranologia,
Escuela de Ciencias de la Salud, Universidad de
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Oriente, Nucleo de Bolivar (Quiroga et al. 1982). El
veneno eyectado, de ejemplares hembras y machos, fue
recogido de forma separada en tubos capilares de 100
pl de capacidad y luego transferido a tubos Eppendorf
de 1,5 ml. El veneno fue suspendido en un mililitro de
agua bidestilada y agitado en vortex (Super-Mixer®).
Consecutivamente se centrifugéd a 14 000 g (Labnet para
tubos Eppendorf®, modelo Z180M) por 20 minutos para
separar restos celulares de la fase soluble que contiene
las proteinas con actividad farmacolégica. Se realizaron
diluciones del veneno, cuando fue necesario, en agua
bidestilada 1/5, 1/10 o 1/20 como paso previo a la
cuantificacion de las proteinas contenidas en el veneno.

Cuantificacion de la cantidad de proteinas del veneno

Se determind la concentracion de proteinas en la
fraccion soluble (obtenida en el proceso de centrifugacion)
mediante lectura de absorbancia en espectrofotdmetro
(Jenway®, modelo 6405 UV/vis) a una longitud de onda
de 280 nm, asumiendo que 1 unidad de absorbancia (a
esta longitud) represent6 una concentracion de 1 mg. ml!
(Possani et al. 1980). Alicuotas de 1 ml del veneno, de
ejemplares hembras, se almacenaron a -20 °C hasta el
momento de su uso para evaluar su actividad biologica
en el modelo murido. El resto fue liofilizado (liofilizador
Labconco®) y almacenado a -20 °C.

Determinacion de la DL, y evaluacion de los signos de
toxicidad aguda

Los lineamientos de investigacion en Toxinologia,
utilizando animales de experimentacion, segun 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
(Basle, Suiza, Agosto de 1984) establecio: (1) Disminuir
al minimo el periodo de sufrimiento de los animales
de experimentacion y no someterlos a procedimientos
dolorosos extremos. (2) Utilizar el menor niimero posible.
(3) Solo se requeriran para investigar los mecanismos
de accion de las toxinas de origen natural. (4) El uso
de la DL, so6lo procedera, con fines cientificos, para la
estandarizacion de los venenos y de los antivenenos de
origen natural. (5) En lo posible, para establecer este
indice letal se debe utilizar alrededor de 12 animales,
acompaiflando 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 (Sevcik 1987).

Se establecio la Dosis Letal Cincuenta (DL, ), para 60
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minutos de experimentacion, del veneno de ejemplares
hembra de T. gonzalespongai, por el método secuencial de
Dixon y Mood (1948), modificado por Sevcik (1987) en
ratones hembra, homocigotos, cepa C57BL/6 (adquiridos
en el bioterio del Instituto Venezolano de Investigaciones
Cientificas, IVIC). El veneno, parcialmente purificado,
fue inyectado con una microjeringa Hamilton® de 50
pl de capacidad, por via intraperitoneal (vip). Las dosis
administradas se calcularon segun el peso de cada animal
experimental (Tabla 1). Para la administracion del veneno
se siguio el siguiente esquema de trabajo: en el primer
raton C57BL/6, por vip, se utilizo una dosis inicial de: X,
= Anti-log (Anti-logaritmo) 1 =10 pg.g"' de raton. Si este
primer animal respondi6 con la muerte, el segundo raton
recibié un Anti-log de la dosis: X, = Anti-log Dosis(X))
- d. Si el primer animal se mantuvo vivo, entonces, el
segundo recibié un Anti-log de la dosis: X, = Anti-log
Dosis(X,) + d. En estos experimentos el Anti-log de la
dosis (X) fue modificado por un factor constante [d =
0,05]. El procedimiento continué y la dosis del siguiente
animal fue: X = X - d, si el animal m respondi6 con la
muerte con la dosis Anti-logX ; o bien: X =X +d, si
el ratébn m se mantuvo vivo con la dosis Anti-logX . El
muestreo se detuvo al obtener una secuencia de: 70 0
F0T0®,60707F07t0T®;donde T indicé muerte, 0
supervivencia y ® la dosis que deberia ser administrada
al siguiente animal (punto final).

Para establecer la DL, se calcul6 la mediana de las
dosis a partir del primer punto de inflexion que incluye
ademas el valor de la dosis que recibiria el siguiente
animal (punto final: ®). Los signos clinicos expresados
como efecto de toxicidad aguda experimental inducida
por la inyeccion intraperitoneal del veneno fueron
observados meticulosamente durante los 60 minutos
de experimentacion y tabulados cronoldgicamente.
La poblacion de ratones que sobrevivio, al finalizar el
tiempo establecido de observacion, fue sacrificada con
vapores de cloroformo. Se utilizaron animales testigo
a los cuales se administré solucion salina fisiologica
en volumenes similares a los del grupo experimental.
Todos los animales se mantuvieron con alimentacion e
hidratacion ad libitum.

Procesamiento estadistico

Se calcularon las medianas (de los datos validos
a partir del punto de inflexion) segiin el método no
paramétrico de Hodges y Lehmann y sus limites de
confianza (entre paréntesis) al 95% de certeza para la
DL, y el tiempo de aparicion de los signos de toxicidad
aguda experimental. La diferencia entre las medianas
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fue probado por la técnica de analisis de variancia de
Kruskal-Wallis, con un nivel de significacion p<0,05.
Para el procesamiento de los datos se utilizo el programa
estadistico V-8.2 del Dr. Carlos Sevcik, Laboratorio
de Neurofarmacologia Celular, Centro de Biofisica y
Bioquimica, IVIC, Caracas.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se presentan los datos del protocolo de
administracion del veneno de T. gonzalespongai por vip
para el estudio de la toxicidad aguda experimental y para
la determinacion de la DL, en ratones hembra C57BL/6
observados durante sesenta minutos. La secuencia de

calculos fue la siguiente: R recibi6 una dosis (Anti-log
1) = 10,00 pg.g"' de raton, este animal sobrevivio a los
efectos del veneno. Se calculo la dosis de R,: R, = Anti-
log Dosis R, + 0,05; R, = 1,00 + 0,05; R, = Anti-log
1,05 = 11,22 ug.g" de raton (R, sobrevivio). Se calculd
la dosis de R;: R, = Anti-log Dosis R, + 0,05; R, = 1,05
+0,05; R, = Anti-log 1,10 = 12,59 (R, murio6: punto de
inflexion; cambio de sobrevivencia a muerte). A partir de
este animal se inici6 la corrida valida. La dosis de R: R,
= Anti-log Dosis R, - 0,05; R, =1,10-0,05; R, = Anti-log
1,05=11,22. R,=Anti-log 1,10 = 12,59, hasta finalmente
R ,: Punto final ®: Anti-log 1,05 = 11,22. El niimero total
de ratones (validos o no), para la experiencia fue de 13
animales mas el punto final (R ).

Tabla 1. Datos para el calculo de la DL, del veneno de T. gonzalespongai en ratones C57BL/6,
administrado por via intraperitoneal para una hora de observacion.

RaTON Peso Dosis Dosis Dosis ToTtaL VOLUMEN MUERTE
(n) (2) (Anti-Log) (ng.g" (ng) (1)) SOBREVIVENCIA
CORRIDA NO VALIDA
1 17,57 1,00 10,00 175,57 24,99 0
2 18,18 1,05 11,22 203,98 29,02 0
Sub-Total 379,55
CORRIDA VALIDA
3 15,33 1,10 12,59 193,00 27,45 T
4 18,97 1,05 11,22 214,84 30,28 0
5 18,09 1,10 12,59 227,44 32,40 T
6 17,35 1,05 11,22 194,67 27,69 0
7 18,49 1,10 12,59 232,79 33,11 0
8 17,69 1,15 14,13 249,96 35,50 F
9 18,28 1,10 12,59 230,15 32,74 ¥
10 15,31 1,05 11,22 171,78 24,44 ¥
11 17,15 1,00 10,00 171,50 24,40 0
12 18,94 1,05 11,22 212,51 30,23 0
13 17,07 1,10 12,59 214,91 30,57 t
Sub-Total 2.313,55
Total 2.693,10
SIGUIENTE ANIMAL
14 1,05 11,22 ®

Ratones vilidos: R, >R ,+ R,

Control: R, 13,60 g de peso corporal; inyectado vip con 50 ul de solucion fisiologica, 0: Raton con

sobrevivencia, : Raton con exitus letales, ®: Punto final. Dosisi A (Anti-log 1.00), Dosis B (Anti-log1.05), Dosis C (Anti-log 1,10).
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Para establecer la DL se utilizaron los ratones de la
corrida valida de R, — R, (n = 11) + R , (punto final:
®) (total; n = 12) y para los efectos de toxicidad aguda
experimental de R, — R . (n = 11). Se descartaron las
respuestas no validas (ratones R, y R)). Se utiliz6 un raton
control (R.), el cual no desarroll6 ninguna manifestacion
clinica de toxicidad aguda posterior a la inyeccion de 50
pl de solucion fisiologica por vip. La cantidad total de
veneno utilizado fue de 2,7 mg.

En la Tabla 2 se proveen los datos para establecer la
frecuencia de muerte segun la dosis administrada por vip
en el modelo C57BL/6. En la corrida valida murieron seis
(6) ratones. Cuatro (66,6%) con la dosis C (12,59 pg.g
1, uno (16,7%) con la dosis D (14,13 pg.g') y uno con
la B (11,22 pg.g"). Cuando se utilizé la dosis A (10,00
ng.g') el raton sobrevivio. La DL, para 60 minutos
de observacion, del veneno de Tityus gonzalespongai
administrado por vip en ratones hembra C57BL/6 fue de
11,91 (11,22-12,59) pg.g* (Figura 1).

Tabla 2. Secuencia de dosis administradas, por vip, del veneno de T. gonzalespongai en el modelo marido C57BL/6.

ANTI-LOG Dosis (UE.Z DE RATON)

1,00 1,05 1,10 1,15
NOMERODERATON (1000 pg.g?)  (122pg.gh)  azsopg.gl)  a413pg.gh
Dosis A Dosis B Dosis C Dosis D

CORRIDA NO VALIDA
1 0
2 0

CORRIDA VALIDA
3 i
4 0
5 i
6 0
7 0
8 i
9 i
10 T
11 0
12 0
13 T
SIGUIENTE ANIMAL: PUNTO FINAL
14 ®
Daros
CORRIDA VALIDA 0 1 4 1
(FRECUENCIA DE (0%) (16,7%) (66,6%) (16,7%)

MuerTe [1])
n=06(100%)

0: indica sobrevivencia, {: indica muerte, ®: indica siguiente animal (punto final del experimento).
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Figura 1. Determinacion de la DL, del veneno de T. gonzalespongai en ratones hembra C57BL/6, con pesos entre 15,31y 18,97 g, inyectados vip.
La flecha indica el primer punto de inflexion e inicio de los datos vélidos para el cdlculo de la DL, El resultado se presenta como la mediana y

sus limites para un 95% de confianza (entre paréntesis): DL_ , vip, 60 minutos = 11,91 (11,22-12,59) mg.kg‘l de raton.

50°

d e f

Figura 2. Comparacion de un raton hembra C57BL/6 control con uno inyectado por vip con el veneno de T. gonzalespongai mostrando signos de
toxicidad aguda. (a) Raton testigo. (b) Raton experimental mostrando: facies toxica, exoftalmos y secrecion ocular. (¢ y d) Debilidad muscular.
(c) Defecacion pastosa. (d) Sialorrea abundante [las flechas indican ubicacion de saliva espesa sobre el sustrato]. (e) Postura mostrando debilidad
muscular y paralisis flacida. (f) Secreciones abundantes sobre abdomen y postura pre-morten con paralisis flacida.

52



Evaluacion de la actividad biologica del veneno de Tityus gonzalespongai...

En el modelo murido C57BL/6, se observaron 15
signos clinicos de toxicidad aguda inducidos como efecto
toxico de la inyeccion vip del veneno (Tabla 3). En el 100%
de los animales, correspondientes a la corrida valida,
se observo: hiperactividad seguida de hipoactividad,
piloereccion, alteraciones de la marcha, movimientos
deglutorios, disnea (caracterizada inicialmente por
respiracion superficial toracica que pasa a superficial
abdominal, evolucionando a forzada abdominal y
finalmente periodos de bradipnea/apnea), sialorrea
(que evoluciond de escasa a abundante y espesa) y
defecacion (solida a liquida con o sin moco). En el

90,9% se observo paralisis flacida (5/5 ratones muertos
y en 5/6 ratones sobrevivientes) y en 72,7% secrecion
ocular (5/5 ratones muertos y en 2/6 vivos). El 54,5%
exoftalmos, convulsiones y cianosis peribucal (estos
signos se observaron fundamentalmente en la poblacion
de ratones que murieron como respuesta al efecto
toxico). Con menor frecuencia (18,2%) signo de Straub
y temblores generalizados. Algunos efectos relevantes de
toxicidad aguda se presentan en la figura 2: facies toxica,
piloerecciony signos de potente estimulacion muscarinica
[sialorrea, secrecion ocular y defecacion que evoluciond
desde soélida hasta pastosa (con moco) o liquida].

Tabla 3. Frecuencia de las manifestaciones clinicas inducidas por la toxicidad aguda del veneno de T. gonzalespongai

administrado por via intraperitoneal en ratones C57BL/6.

MUERTOS Vivos
RatoNn(M) = R, R, R, R, R R, R, R R, R, R, N %
SiGNo DE ToxicIDAD
g
Hiperactividad + o+ + o+ 4+ + + + + 4+ o+ 11 100
Hipoactividad + + + + o+ + o+ + o+ + + 11 100
Piloereccion + + + + o+ + o+ + o+ + + 11 100
Alteracion de la marcha + + + + 0+ + + + + 4+ o+ 11 100
Movimientos deglutorios + + + + o+ + o+ + o+ + + 11 100
RST + + + + o+ + o+ + o+ + + 11 100
. RSA + + + + o+ + o+ + o+ + + 11 100
Disnea RFA o+ o+ o+ o+ + o+ o+ o+ o+ 4 11 100
Bradipnea/Apnea + + + + + + + + + + + 11 100
Sialorrea Escasa + + + + + + + + + + + 11 100
Abundante + o+ o+ o+ 4 + 4+ o+ o+ o+ o+ 11 100
Solida = + o+ o+ + 4+ + 4+ o+ o+ o+ o+ 11 100
-z Pastosa * + + + + + + + + + + + 11 100
Defecacion Liquida * o+ o+ o+ o+ + o+ o+ o+ o+ o+ 11 100
Paralisis flacida + + + + o+ + - + o+ + + 10 90,9
Secrecion ocular + + + + + + + - - - 8 72,7
Exoftalmos + + + + + - - - - - + 6 54,5
Convulsiones + + + + + + - - - - - 6 54,5
Cianosis peribucal + + + + + - + - - - - 6 54,5
Signo de Straub - + - - - + - - - - - 2 18,2
Temblores generalizados - + - - - + - - - - - 2 18,2

RST = Respiracion superficial toracica, RSA = Respiracion superficial abdominal, RFA = Respiracion forzada abdominal

* con o sin moco.
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Los signos observados antes de la muerte fueron:
periodos de irregularidad en la amplitud y frecuencia
respiratoria (bradipnea/apnea con cianosis peribucal) y
exoftalmos. Todos los ratones antes de morir presentaron
apnea prolongada. La paralisis flacida se manifesto
como signo relevante de toxicidad con este veneno.

En el modelo C57BL/6 se observaron tres grupos de
manifestaciones clinicas (Tabla 4): (a) El Grupo 1, sin
diferencias significativas en el tiempo de aparicion de
los signos (cuando se comparé el conjunto de ratones
que fallecieron como respuesta a los efectos toxicos del
veneno con el de los sobrevivientes). En los primeros
20 minutos: hiperactividad seguida, inmediatamente,
de hipoactividad, piloereccion, alteraciones de la
marcha, movimientos deglutorios, disnea (caracterizada
por respiracion toracica y abdominal superficial) y

defecacion (solida a pastosa). (b) EI Grupo 2, con signos
clinicos que presentaron diferencias significativas en
su tiempo de aparicion cuando se compararon los dos
grupos de ratones: disnea caracterizada por respiracion
forzada abdominal que evoluciond a periodos de
bradipnea/apnea, defecacion liquida, sialorrea (escasa
que evoluciond a abundante y espesa) y, finalmente,
paralisis flacida. En los ratones que fallecieron estos
signos se presentaron precozmente. (c) El Grupo 3,
con signos clinicos presentes casi exclusivamente en el
grupo de animales que fallecieron por efecto toxico del
veneno. Estos ratones presentaron, en orden de aparicion,
secrecion ocular y exoftalmos. Inmediatamente antes
de la muerte, cianosis peribucal y convulsiones (ténico-
clonicas). La mediana para el tiempo de muerte con sus
limites de confianza al 95% fue de 38,5 (33,50-42,00)
minutos.

Tabla 4. Comparacion del tiempo de aparicion de los signos de toxicidad aguda entre ratones C57BL/6 que murieron y

sobrevivieron al efecto toxico inducido por el veneno de T. gonzalespongai administrado por via intraperitoneal.

TIEMPO DE APARICION DE LOS
SIGNOS DE TOXICIDAD

(Minutos)

Sobrevivientes Muertos
Signo de Toxicidad Mediana Mediana Kruskal- p
[Limites al 95%] [Limites al 95%] Wallis
Hiperactividad 1,00 [1,00-1,50] 0,73 ns
Hipoactividad 4,00 [3,50-5,00] 0,27 ns
Piloereccion 4,00 [3,00-5,00] 1,63 ns
Alteracion de la marcha 5,00 [4,00-6,50] 1,20 ns
Movimientos deglutorios 21,50 [19,00-25,00] 3,15 ns
RST 8,00 [7,00-9,00] 1,01 ns
Disnea RSA 17,50 [13,50-20,00] 1,88 ns
RFA 48,50  [45,00-51,50] 25,00  [20,50-30,00] 7,50 p=0,00038
Bradipnea/Apnea 50,50  [45,00-54,00] 32,50  [28,50-35,00] 7,50 p=0,00038
Solida * 12,50 [9,50-15,00] 2,14 ns
Defecacion Pastosa * 16,00 [12,50-19,00] 0,53 ns
Liquida * 35,00  [30,00-39,00] 22,50 [18,50-25,00] 7,50 p=0,00038
Sialorrea Escasa 31,00  [30,00-31,00] 21,00  [18,00-24,00] 7,22 p=0,00022
Abundante 46,00  [45,00-47,00] 30,00 [24,00-35,00] 7,50 p=0,00038
Paralisis flacida 56,00  [47,00-57,00] 31,00 [27,00-35,00] 6,00 p=0,00131
Secrecion ocular 20,00  [15,00-25,00]
Exoftalmos 31,00  [26,50-41,00]
Cianosis peribucal 33,00  [27,00-40,00]
Convulsiones ** 35,50  [31,00-39,50]
Estado final Vivo 60 [60,00-60,00]
Muerto 38,50  [33,50-42,00]

RST = Respiracion superficial toracica, RSA = Respiracion superficial abdominal, RFA = Respiracion forzada abdominal, * con o sin moco

** Tonico-clonicas.
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DISCUSION

El procedimiento de Dixon y Mood proporciono, en
este trabajo, las siguientes ventajas: (1) Utilizacion de
un menor nimero de animales de experimentacion [n =
13 + punto final (R, — R, +R )], (2) Establecimiento
de un menor tiempo de experimentacion (ajustado para
60 minutos de observacion con el fin de minimizar la
duracion del ensayo y, por lo tanto, el sufrimiento de
los animales), (3) Ahorro de material biologico (la
cantidad total de veneno utilizado fue de 2,70 mg)
y (4) Empleo de una via facil de administracion del
veneno como la intraperitoneal.

Otros métodos han sido utilizados para determinar
la potencia del veneno de algunas especies de

escorpiones venezolanos. Ortiz (1985) y Febres (1991)
emplearon el de Reed y Muench (1938), para el estudio
de la actividad bioldgica del veneno de Rhopalurus
laticauda y T. caripitensis en ratones albinos, por
via intravenosa. Este implico la utilizacion de un
gran nimero de animales de experimentacion (entre
90 y 94 ratones albinos); ademas de usar un tiempo
de observacion experimental de 24 horas. Parrilla-
Alvarez (1999) evalu6 los venenos de T. discrepans, T.
caripitensis y T. ivicnancor y determin6 sus DL, , para
60 minutos de observacion, por el método de Dixon
y Mood (1948) modificado (Sevcik 1987) utilizando
la via subcutdnea en el modelo C57BL/6. En las
condiciones antes sefialadas, las DL, obtenidas por
estos y otros autores venezolanos se presentan en la
Tabla 5.

Tabla 5. DL, de varias especies de escorpiones venezolanos.

Especie Cepade Via de Tiempo de Método DL, Ref
Raton Administracion Observacion (mg.kg?)
Rhopalurus laticauda Albino intravenosa 24 h Reed & Muench 30,0 1
Tityus discrepans CD1 intravenosa 24 h Lichtfield & Wilcoxon 2,5 2
Tityus discrepans CD1 intracisterna magna 24h Lichtfield & Wilcoxon 16,0 ug.g™! 2
Tityus caripitensis (?) Albino intravenosa 24 h Reed & Muench 5,0 3
Tityus caripitensis (&) Albino intravenosa 24 h Reed & Muench 5,0 4
Tityus caripitensis (?) NMRI intraperitoneal 24 h Reed & Muench 7,07 5
Tityus ivicnancor C57BL/6 subcutanea lh Dixon & Mood 8,43 6
Tityus discrepans C57BL/6 subcutanea lh Dixon & Mood 8,81 6
Tityus caripitensis (9) C57BL/6 subcutanea lh Dixon & Mood 14,56 6
Tityus zulianus (a) CDI intravenosa 24h Finney 1,61 7
Tityus zulianus (b) CDI intravenosa 24h Finney 1,68 7
Tityus perijanensis (a) CD1 intravenosa 24 h Spearman-Karber 0,91 8
Tityus perijanensis (b) CD1 intravenosa 24 h Spearman-Karber 0,94 8
Tityus gonzalespongai C57BL/6 intraperitoneal l1h Dixon & Mood 11,91 9

(1) Ortiz 1985; (2) Borges et al. 1990; (3) Febres 1991; (4) Parrilla-Alvarez et al. 1992; (5) Betancourt 1995; (6) Parrilla-Alvarez 1999; (7) Borges

et al. 2002; (8) Borges y Rojas-Runjaic 2007; (9) Este trabajo.

Tityus zulianus capturados en: (a) Mesa Bolivar, Mérida; (b) Tucani, Mérida. T. perijanensis capturados en: (a) Ipica, Sierra de Perija, Zulia; (b)

La Orchila, Sierra de Perija, Zulia.
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Los efectos de la inyeccion del veneno de T.
gonzalespongai, por vip, fueron hiperactividad
inicial que se continu6 con hipoactividad.
Posteriormente, efectos sobre el sistema nervioso
autébnomo parasimpatico con salivacion profusa,
diarrea (aumento del peristaltismo intestinal) vy
secrecion ocular. Alteraciones en el ritmo y frecuencia
respiratoria. Los que mueren, por el efecto toxico del
veneno, desarrollaron periodos de apnea prolongada
y convulsiones acompaifiadas de hiperextension de la
columna vertebral, tren delantero y trasero (semejando
un opistotono) y finalmente paralisis flacida hasta
morir. Se logré separar tres grupos de manifestaciones
clinicas. (1) El grupo sin deferencias significativas
en su tiempo de aparicion cuando se compararon los
ratones que fallecieron y los que sobrevivieron a los
efectos del veneno. (2) Los signos que presentaron
diferencias significativas en el tiempo de aparicion
cuando se compararon los dos grupos de ratones, y (3)
Los signos que estan presentes casi exclusivamente
en el grupo de animales que fallecieron por causa
del envenenamiento experimental. Estos efectos, en
general, fueron similares a los observados con los
venenos de otros Tityus (Betancourt 1995; Febres
1991; Parrilla-Alvarez 1999).

Laclinicainducidaexperimentalmente conel veneno
de distintos géneros y especies es, en esencia, similar;
la mayoria debidos a estimulacion del sistema nervioso
autonomico (tanto simpatico como parasimpatico) y
motor (Biicherl 1953; Borges 1996; Parrilla-Alvarez
1999). Los animales inyectados por distintas vias de
administracion (intravenosa, intracisterna magna,
subcutanea o intraperitoneal) con el veneno de T.
discrepans, T. caripitensis, T. ivicnancor, T. serrulatus
o Rhopalurus laticauda; presentaron un sindrome
muscarinico caracterizado por sialorrea, secrecion
ocular y nasal, defecacion, pérdida de orina, disnea y
en el sistema motor fasciculaciones y contracciones
musculares, paralisis espastica de los miembros (con
las extremidades tetanizadas) ocurriendo la muerte
debido a falla respiratoria y cardiovascular (Sampaio
et al. 1983; Ortiz 1995; Borges et al. 1990; Febres
1991; Betancourt 1995; Parrilla-Alvarez 1999).

Ortiz (1985) observd el signo de Straub, como
manifestacion de toxicidad aguda, con una frecuencia
del 6% (5/90 ratones) durante la evaluacion del veneno
de Rhopalurus laticauda en ratones albinos. Este signo
esta caracterizado por la elevacion de cola en forma
perpendicular al dorso del animal semejando una “S”
italica. El inducido por el veneno de R. laticauda fue
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similar al desarrollado por la morfina y en ambos
casos fue antagonizado por naloxona (Ortiz 1985).
En el presente trabajo este signo se advirtio con una
frecuencia de 18,2% (2/11 ratones). Segin Parrilla-
Alvarez (1999) éste tendria su base en la interaccion del
veneno en las terminaciones colinérgicas presinapticas
de los centros medulares que producen la contraccion
de la musculatura encargada de la ereccion de la cola
del raton.

Ortiz (1985), Parrilla-Alvarez (1999) y Betancourt
(1995),sefialaronalaapneaprolongada, hiperventilacion,
fasciculaciones, exoftalmos, “saltos de rana”, salivacion
y paralisis del tren posterior; como signos que anticipan a
lamuerte en el modelo murido utilizado por ellos. En este
trabajo los que antecedieron a la muerte de los ratones,
sefialados en la Tabla 4, fueron en orden de aparicion:
secrecion ocular y exoftalmos. Inmediatamente antes de
la muerte, cianosis peribucal y convulsiones; falleciendo
el animal con paralisis flacida (a diferencia de la paralisis
espastica observada por la mayoria de los autores).

Nishikawa et al. (1994) clasificaron los venenos,
de varias especies y géneros de escorpiones de Brasil,
apartirde sus DL, , en: (1) venenos altamente toxicos,
(2) moderadamente toxicos y (3) practicamente no
toéxicos. Una propuesta como esta se deberia aplicar a
las especies venezolanas. En tal sentido el veneno de
T. gonzalespongai podria iniciar esta clasificacion de
toxicidad (calculando la DL por el método de Dixon
y Mood, para 60 minutos de experimentacion, en
ratones hembra C57BL/6 y administrando el veneno

por vip).

El territorio venezolano ha sido delimitado,
con base en criterios epidemioldgicos, en regiones
macroendémicas de escorpionismo; en las cuales los
accidentes severos y fatales se deben al envenenamiento
por Tityus (De Sousa et al. 2000; Borges y De Sousa
2006). Tityus gonzalespongai (Scorpiones: Buthidae)
fue la primera especie de este género descrita para
el estado Anzoategui (Quiroga et al. 2004); por lo
cual viene a reforzar los criterios que determinan
la macroregion endémica de escorpionismo en el
nororiente de Venezuela (De Sousa et al. 1995, 1996,
1997, 1999, 2005, 2006, 2007, 2008), y adicionalmente
contribuye con la elaboracion del mapa de letalidad de
las especies de Tityus propuesto por Borges (1996) vy,
mas recientemente, para una demarcacion del pais en
“Provincias Toxinoldgicas” planteada por Borges y
De Sousa (2006) para una comprension integral del
escorpionismo en el pais.
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