UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO DE ANZOATEGUI
ESCUELA DE CIENCIAS DE LA SALUD
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FISIOLOGICAS
SECCION DE FARMACOLOGIA

CAMBIOS HISTOLOGICOS AGUDOS CAUSADOS POR EL
VENENO DE Tityus discrepans (SCORPIONES, BUTHIDAE) EN
TEJIDO CARDIACODE RATONES C57BL/6

Asesores: Trabajo de Grado presentado por:

Adolfo Borges-Strauss Rojas Gonzalez, Yleana de Los Angeles

Leonardo De Sousa

Como requisito parcial para optar al titulo de Médico-Cirujano



Barcelona, enero de 2013

i



UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO DE ANZOATEGUI
ESCUELA DE CIENCIAS DE LA SALUD
COMISION TRABAJO DE GRADO

DECLARACION JURADA

El Trabajo de Grado presentado por la Estudiante Universitaria Rojas
Gonzélez, Yleana de Los Angeles C. I. Ne V-17.264.549, titulado “CAMBIOS
HISTOLOGICOS AGUDOS CAUSADOS POR EL VENENO DE Tityus
discrepans (SCORPIONES, BUTHIDAE) EN TEJIDO CARDIACO DE
RATONES C57BL/6”, ha sido aprobado por los miembros del Jurado Evaluador,
quienes lo han encontrado correcto en su contenido y forma de presentacion;
asimismo, declaran que los datos presentados son responsabilidad exclusiva de los
autores, en fe de lo cual firman:

Prof. Miguel Flautes Mercedes Matos Pérez

Miembro Principal Miembro Principal
Prof. Adolfo Borges-Strauss Prof. Leonardo De Sousa
Miembro Principal Asesor Miembro Principal Asesor

Profa. Rosibel Villegas
Coordinadora Comision de Trabajos de Grado
Escuela de Ciencias de la Salud

ENERO 2013

il



RESUMEN

CAMBIOS HISTOLOGICOS AGUDOS CAUSADOS POR EL VENENO DE
Tityus discrepans (SCORPIONES, BUTHIDAE) EN TEJIDO CARDIACO
DE RATONES C57BL/6

Rojas Gonzilez, Yleana de Los Angeles. Asesores: Borges-Strauss, Adolfo y De
Sousa, Leonardo. Laboratorio de Toxinologia, Grupo de Investigacion en
Toxinologia Aplicada y Animales Venenosos, Escuela de Ciencias de la Salud,
Nucleo de Anzoategui, Universidad de Oriente.

Se capturaron ejemplares de Tityus discrepans en la localidad de San Antonio
de Los Altos y sus alrededores, municipio Los Salias, estado Miranda. El veneno de
los escorpiones se obtuvo mediante estimulaciéon manual del telson. La DLsy del
veneno, para una hora de experimentacion, fue determinada por el método secuencial
de Dixon y Mood. Se escogio al azar, cuatro ratones hembra de la cepa C57BL/6. Se
administro por via intraperitoneal una DLsy de veneno de T. discrepans, equivalente a
11,22 pg.g"' de raton. Luego fueron evaluados durante sesenta minutos, obteniendo
una frecuencia de sobrevivencia de 50% (n = 2). La toxicidad se inicid6 con
hiperactividad seguida por signo de Straub, marcha ataxica, piloereccion, secrecion
ocular e inicio de sialorrea. En el espectro medio de toxicidad, moderadamente grave,
ocurrié evacuacion pastosa, convulsiones (tonico/clonicas), exoftalmos y disnea. En
los casos de toxicidad grave se expres6 como hipotonia del tren posterior seguida de
bradipnea/apnea y finalmente la muerte o sobrevivencia de los animales. Los ratones
sobrevivientes fueron sacrificados para evaluar los cambios histologicos en el tejido
cardiopulmonar causados por efecto toxico del veneno. En el tejido cardiaco de los
ratones C57/BL6, inyectados con una DLs, de veneno de T. discrepans, se
evidenciaron cambios en la estructura microscopica del miocardio caracterizadas por
areas focales de tejido cardiaco sustituidas por un sincitio tisular con ausencia de
elementos histologicos compatibles con la normalidad del mismo. Las fibras
mostraron aspecto hinchado, fragmentado focalmente, sin estriaciones y algunos

nucleos vacuolizados. No se observo reaccion inflamatoria.
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INTRODUCCION

Taxonomia y Epidemiologia

Los escorpiones de la familia Buthidae, con 80 géneros, poseen la mas amplia
distribuciéon geografica en el mundo y contiene la mayoria de las especies de
importancia médica (Borges, 1996; Gonzalez-Sponga, 1996a; De Sousa y col., 2000;
Prendini y Wheeler, 2005; Borges y De Sousa, 2006). De esta familia, en el
continente americano algunas especies pertenecientes a los géneros Centruroides
(sureste de Estados Unidos de América, México, América Central y parte del norte de
Suramérica) y Tityus (parte de Centroamérica, islas del Caribe y Suramérica hasta el
norte de Argentina) (Fet y Lowe, 2000) estan relacionadas con casos graves y algunas
fatalidades debidas a envenenamiento escorpidnico (Dehesa-Déavila, 1989; Lourengo
y Cuellar, 1995; Spirandeli-Cruz 1999; De Sousa y col., 2000; Borges y De Sousa,
2006; Gomez y Otero, 2007).

En particular en el Neotropico, el envenenamiento humano causado por algunos
Tityus se ha catalogado como problema de salud colectiva y de importancia clinico-
epidemioldgica especialmente en la poblacion 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; Gémez y col., 2002; Otero y col., 2004;
Otero, 2009; Gémez y col., 2010), Panama (Coronado y col., 2008) y Venezuela
(Borges, 1996; De Sousa y col., 2000; Borges y De Sousa, 2006; De Sousa y col.,
2007).

En Venezuela, de las 18 familias propuestas por Prendini y Wheeler (2005),
cinco estan presentes (Buthidae, Chactidae, Euscorpiidae, Hemiscorpiidae y

Scorpionidae) agrupando 17 géneros y 184 especies descritas hasta el afio 2006 (De



Sousa y col., 2006; Rojas-Runjaic y De Sousa, 2007). El género Tityus,
comprobadamente de trascendencia médica en el territorio venezolano (Mota y col.,
1994; Porras y col., 1994; De Sousa y col., 1996; De Sousa y col., 1997; De Sousa y
col., 1999; De Sousa y col., 2000; Borges y col., 2002; De Sousa y col., 2005; Borges
y De Sousa, 2006; De Sousa y col., 2007; Mejias y col., 2007; De Sousa y col.,
2008a; De Sousa y col., 2008b) contiene 74 especies (Rojas-Runjaic y De Sousa,
2007; Rojas-Runjaic y Becerra, 2008; Borges y col., 2010a; De Sousa, 2011) con una
alta diversidad toxinologica (Borges y Rojas-Runjaic, 2007; Borges y col., 2008;
Borges y col., 2010a); de las cuales doce especies: T. zulianus, T. valerae, T.
perijanensis, T. falconensis, T. pittieri, T. isabelceciliae, T. discrepans, T. quirogae,
T. nororientalis, T. caripitensis, T. neoespartanus y T. breweri (Borges y De Sousa,
2006; De Sousa y col., 2007; Borges y col., 2010b) ( ) se han incriminado como
responsables de accidentes graves y/o fatales, en las regiones mas densamente
pobladas del pais. Otro butido con significacion epidemiologica es Rhopalurus
laticauda debido a su amplia distribucion en el territorio nacional (Manzanilla y col.,
2002; Manzanilla y De Sousa, 2003; Rodriguez-Torres y col., 2007; Morocoima y
col., 2011), aunque sin importancia clinica, lo cual se corresponde con la baja
toxicidad de su veneno (Borges, 1996; De Sousa y col., 2000; Rodriguez-Torres y
col., 2007; De Sousa, 2011).

De Sousa y colaboradores (2000) plantearon la existencia de cuatro grandes
areas (macroregiones) endémicas de escorpionismo debidas al género Tityus: (1) la

Andina (estados Tachira, Mérida, Trujillo y zona sur del lago de Maracaibo); (2)

" Las especies T. zulianus y T. valerae se distribuyen en la regién Andina y sur del Lago de
Maracaibo, T. perijanensis en la Sierra de Perija, occidente del estado Zulia, T. falconensis
en el Macizo Coriano, region Centro-Occidental, T. pittieri, T. isabelceciliae y T.
discrepans en la region Centro-Norte Costera, T. quirogae, T. nororientalis, T. caripitensis
y T. neoespartanus en la region Nororiental e Insular y T. breweri en la region nororiental
del macizo Guayanés en el estado Bolivar.



Centro-Occidental (estados Lara y Falcon); (3) la Centro-Norte-Costera (norte de los
estados Carabobo y Aragua, estados Miranda y Vargas y Distrito Capital), y
finalmente, la macroregion 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, epidemioldgicos, toxinologicos y taxonomicos para redefinir las
macroregiones de escorpionismo y agregar a las existentes, las macroregiones
Deltana, Zuliana y la Guayano-Amazonica. La Nororiental fue complementada con la
Insular; una vez conocidos los dos primeros casos de escorpionismo, que cursaron
con anormalidades pancredticas y electrocardiograficas, causados por T.
neoespartanus (Borges y De Sousa, 2006; De Sousa y col., 2007) especie
relacionada, morfologica y genéticamente, con T. nororientalis (Gonzalez-Sponga,
1996b), el escorpion de mayor importancia epidemioldgica en el nororiente
venezolano (Diaz y col., 2005; De Los Rios, 2006; Matos, 2010; Romero, 2010; De

Sousa, comunicacion personal).

Tityus discrepans fue considerado por De Sousa (2011) como la especie de
referencia para Venezuela con base en los siguientes criterios: (a) fue la primera
especie del género descrita por Karsch, en 1879, para el pais (localidad tipo “Caracas,
Venezuela”), (b) su veneno ha sido objeto de amplio estudio experimental desde el
ano 1990 y (c) su veneno se utiliza como inmundgeno para fabricar el suero
antiescorpionico venezolano empleado actualmente en el pais para el tratamiento de

los casos de escorpionismo.

Esta especie habita en gran parte de la macroregion de escorpionismo ubicada
en la regidon Centro-Norte-Costera del pais (Borges y De Sousa, 2006); taxon

incriminado en la mayoria de los envenenamientos ocurridos en algunas areas del



Distrito Capital, estado Vargas y en los Altos Mirandinos en el estado Miranda

(Reyes-Lugo y Rodriguez-Acosta, 2001; Borges y De Sousa, 2006).

Caracteristicas del veneno

El veneno de estos aracnidos es una mezcla compleja de componentes
fundamentalmente neurotoxicos. Estos constituyentes, presentes en los venenos de
algunos butidos, son proteinas de bajo peso molecular, entre 6 000 y 9 000 de masa
molar, esenciales en el efecto toxico, y causantes de las alteraciones fisiologicas
observadas tanto en el modelo experimental como en el humano. Sus elementos mas
letales son las a- y B-toxinas que contienen entre 60 a 70 aminoacidos y 4 puentes
disulfuro (hay algunas con tres puentes disulfuro); y cuyos blancos moleculares son
los canales de Na' voltaje-dependientes en las membranas. Estas toxinas modifican
los mecanismos de permeabilidad idnica fundamentales para la homeostasis celular
de varios drganos y sistemas (Borges y col., 1990; Becerril y col., 1995; Becerril y
col., 1997; Borges y col., 1999; Tsushima y col., 1999; Inceoglu y col., 2001; Barona
y col., 2006; Borges y col., 2006a,b; Borges y col., 2006b; Borges y De Sousa, 2006;
Leipold y col., 2006; Borges y col., 2008). Ademas de estos dos grupos principales,
otras toxinas que tienen de 30 a 40 aminoacidos y 3 ¢ 4 puentes disulfuro afectan los
canales de potasio y otras a los canales de calcio y de cloro (Garcia y col., 2001;

Wudayagiri y col., 2001).

Los efectos farmacoldgicos posteriores de la interaccion de las o- y B-toxinas
con los canales de Na" 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 autondomico, produciendo los signos y sintomas
clasicos observados en el escorpionismo (humano, veterinario y experimental)
(Saldarriaga y Otero, 2000, Mazzei de Déavila y col., 1997, 2002; Borges y col.,
2004a,b; Borges y De Sousa, 2006; De Sousa y col., 2007; Borges y col., 2010a).



Manifestaciones clinicas

El escorpionismo es un complejo sindromdtico principalmente asociado a
disfuncién en los sistemas cardiorrespiratorio, nervioso y del sistema neuroendocrino
y de autacoides especialmente asociado a la liberacion de interleukinas (De Sousa y
col., 1995; Sofer y col., 1996; Mazzei de Davila y col., 1997; Otero y col., 1998;
Voronov y col., 1999; Mazzei de Davila y col., 2002; Otero y col., 2004; Borges y De
Sousa, 2006; De Sousa y col., 2007).

Las manifestaciones pueden agruparse en aquellas de tipo colinérgico (vomitos,
dolor abdominal, sialorrea, nduseas, diaforesis, bradicardia sinusal, hipotension
arterial, bradipnea, broncoespasmo, diarrea, miosis, parestesias, calambres, disartria,
fasciculaciones musculares) y de tipo adrenérgico (prurito nasal, palidez cutdnea,
frialdad de extremidades, piloereccion, taquicardia sinusal, hipertension arterial,
taquipnea, priapismo, midriasis). En los pacientes envenenados, puede predominar la
clinica colinérgica o la adrenérgica o presentar una combinacion de ambas. Las
complicaciones mas importantes son alteraciones cardiacas, pancreatitis y edema
agudo de pulmén. En pacientes graves, es posible observar agitacion psicomotriz,
fasciculaciones  musculares, convulsiones, cambios electrocardiograficos,
insuficiencia cardiaca, insuficiencia respiratoria o edema pulmonar agudo y shock, asi
como coagulacion intravascular diseminada y anemia hemolitica (Illanes, 1981;
Biondi-Queiroz y col., 1996; Sofer y col., 1996; Mazzei de Davila y col., 1997; Otero
y col., 1998; Voronov y col., 1999; De Sousa y col., 2000; Saldarriaga y Otero, 2000;
Otero y col., 2004; Borges y De Sousa, 2006; De Sousa y col., 2007; Gémez y Otero,
2007).



Histopatologia

Las manifestaciones clinicas toxicas del escorpionismo experimental estan
relacionadas con alteraciones de la arquitectura histologica de varios organos y
sistemas (Albornoz y col., 2009; Salomoén, 2009; Laucho y Lopez, 2011). Desde el
punto de vista histopatoldgico se han observado cambios estructurales en distintos
tejidos de ratones inyectados, con el veneno de varias especies de Tityus venezolanos.
Por ejemplo, en pancreas, después de la administracion por via intraperitoneal de la
fraccion 111 del veneno de T. discrepans; se produce degranulacion y vacuolizacion de
las células acinares y aumento de la region intersticial; signos compatibles con los de
la pancreatitis aguda (D’Suze y col., 1995). En ratones tratados con el veneno de T.
caripitensis, Lugo y Urbaneja (2007) evidenciaron degranulacion en parches, edema
intersticial e hipertrofia de islotes de Langerhans. Posteriormente, dafio severo con
edema intenso y foco de células acinares con vacuolizacion citoplasmatica,
desorganizacion acinar, alteracion de los grupos de células de ubicacion
predominantemente paratrabecular, con necrosis isquémica, citoplasma granular y
nlcleos contraidos e hipercromaticos. Borges y col. (2004a) demostraron que el
veneno de Tityus zulianus posee mayor poder pancreatotoxico que el de T.

discrepans; sugiriendo mecanismos especie-especificos relacionados con la especie.

En el miocardio de ratones albinos, inyectados con el veneno de T. caripitensis,
se observaron dreas de degeneracion de fibras miocardicas, infiltrado difuso
mononuclear, celularidad intersticial aumentada, congestiéon vascular y hemorragia;
adicionalmente, en algunos ratones se encontraron focos inflamatorios compuestos

por polimorfonucleares (Fermin y Quintero, 1996; Foung y Garcia, 1994).

Dosis  subletales del veneno de T. caripitensis, administrado

intramuscularmente en ratones NMRI (3,75 pg.g’ de raton, por cuatro dias)



provocaron alteraciones en la estructura morfoldgica del parenquima renal. Las més
frecuentes fueron focos hemorragicos, marcada congestion y dilatacion vascular; asi
como, evidente infiltrado inflamatorio fundamentalmente peritubular, constituido por
linfocitos, linfoblastos, algunas células reticulares y polimorfonucleares. Los
glomérulos renales mostraron diferentes grados de alteraciones en su arquitectura
histologica como hipertrofia, gran celularidad, dilatacion de las asas vasculares y de
la capsula de Bowman y en muchos casos, pérdida del ovillo glomerular. A nivel de
los tubulos renales, se observaron cambios en los tibulos contorneados proximales y
en los tubulos colectores con mayor grado de degeneracion en estos ultimos. En
ambos se observo pérdida de la estructura de la pared con descamacion de sus células
hacia el lumen. En muchos casos las células contenian citoplasma turbio y pérdida del
nicleo compatible con degeneracién hidropica. Las alteraciones fueron menos
notables y los infiltrados menos frecuentes en la médula renal; sin embargo, la
superficie apical de las células de las asas de Henle gruesas, en muchos casos,
presentaron una especie de evaginacion dando a las mismas aspecto de vacio (Portillo

y col., 1996).

Antecedentes histéricos

Actualmente, en el Laboratorio de Biologia Molecular [Seccion de
Biomembranas, Instituto de Medicina Experimental, Facultad de Medicina,
Universidad Central de Venezuela (UCV)], se estudia la diversidad de toxinas
producidas por el género Tityus, en Venezuela; y en el Laboratorio de Toxinologia
[Grupo de Investigacion en Toxinologia Aplicada y Animales Venenosos (GITAAV),
Escuela de Ciencias de la Salud, Nucleo de Anzoategui, Universidad de Oriente], se
optimiza un método para determinar la actividad bioldgica del veneno de varias
especies de escorpiones, entre ellas: T. nororientalis, T. gonzalespongai, T. quirogae,
T. uquirensis, T. tenuicauda, R. laticauda y del chactido Neochactas cf. orinocensis;

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; Aguilera
y col., 2010; Chadee, 2010; De Sousa y col., 2010; Romero, 2010; Paz y col., 2010;
De Sousa, 2011). Para otras regiones de Venezuela se ha evaluado el veneno de T.

discrepans y el de T. zulianus (Cova, 2008)

Hurtado y colaboradores (2008) demostraron diferencias en el efecto toxico del
veneno de T. nororientalis relacionadas con la cepa de raton utilizada. Estos autores
indicaron que la DLsy, por via intraperitoneal, del veneno de esta especie, fue
significativamente menor en ratones C57BL/6 (DLsy por via intraperitoneal, 60
minutos = 8,43 (7,94-8,91) pg.g” de ratén) que en NMRI (DLs, = 28,18 (26,65-
29,90) ug.g" de raton) y en BALBc (DLso = 40,07 (39,81-42,24) pug.g” de ratén) (p =
0,000001). La relacion DLso/DLsy, entre las tres cepas, indicd que ésta es 3,34 veces
menor en C57BL/6 que en NMRI y 4,75 veces mas reducida que en BALBc. Por
estos resultados, los autores recomendaron la cepa C57/BL6 como modelo funcional
para la realizaciéon de futuros experimentos de evaluacion de toxicidad aguda
experimental inducida por veneno de escorpiones; en vista de su mayor
susceptibilidad al veneno de T. nororientalis en comparacion con los de las cepas

NMRI y BALBc.

Albornoz y colaboradores (2009) evaluando los cambios histologicos en tejido
cardiaco causados por la administracion intraperitoneal de una DLsy del veneno de T.
nororientalis, como dosis controlada, en ratones hembra C57BL/6, NMRI y BALBc,
concluyeron que todas las cepas estudiadas fueron severamente afectadas por la
accion del veneno, provocando degeneracion de las fibras miocéardicas, necrosis
celular y congestion vascular. Sus resultados sugieren que las cepas homocigotas

(C57BL/6 y BALBc) mostraron afectacion mas severa. Seguidamente Salomoén



(2009), con el mismo veneno de T. nororientalis, demostré alteraciones histologicas
del parénquima renal con mayor severidad en las cepas BALBc y C57BL/6 que en
NMRI. Los ratones BALBc inyectados con una DLsy de veneno de T. nororientalis
presentaron cambios degenerativos generalizados, tanto en corteza como médula
renal. Los corpusculos renales presentaron ovillos capilares retraidos en algunos
casos y ausentes en otros y cadpsula de Bowman aumentada de tamafio con abundante
material fibrilar. Tanto los tibulos contorneados como los colectores mostraron
cambios degenerativos que se hicieron mas evidentes en los tubulos distales,
caracterizados por ruptura del epitelio y alteraciones citoplasmaticas y nucleares, tales
como, fragmentacion del citoplasma, vacuolizacion ntclear y cromatolisis. En la cepa
C57BL/6 se observaron grandes cambios de la estructura normal del tejido renal,
consistentes en necrosis tubular aguda y congestion glomerular. Ademés de la
presencia de “granulaciones rojizas” en el citoplasma celular. La cepa NMRI
igualmente present6 un tejido renal con alteraciones histoldgicas similares pero en
menor grado, en la corteza renal se observaron glomérulos con ovillos capilares
retraidos, amplia cépsula de Bowman, mientras que, los tubulos contorneados
proximales y distales aun cuando en su mayoria conservan su estructura, mostraron
signos degenerativos en nucleos y citoplasmas. Los vasos sanguineos se apreciaron
muy congestionados tanto en corteza como médula renal y en algunas areas se
encontraron focos hemorragicos. Resultados similares, relacionadas con la
sensibilidad de la cepa C57BL/6, demostraron Laucho y Lopez (2011) sobre tejido

pulmonar con el veneno de T. nororientalis.

Estudios demuestran que el escorpionismo, en Venezuela, es la tercera causa de
muerte provocada por animales venenosos. T. discrepans es la especie implicada en
los casos de escorpionismo ocurridos en la regién centro-norte del pais. La
informacion histopatoldgica disponible hace énfasis sobre las alteraciones que se
manifiestan en pancreas de animales experimentales; siendo escasas las que

demuestran modificaciones en el corazén. Por lo anterior, evaluar las alteraciones
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histologicas en tejido cardiaco, causadas por el veneno de T. discrepans, en cepas de
ratones homocigotos C57BL/6, ayudaria en 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) y Borges y colaboradores (2010b).

Basados en las evidencias anteriores, este proyecto evalué los cambios
histologicos presentes en corazones de ratones C57BL/6 sobrevivientes al efecto
toxico del envenenamiento agudo experimental causado por el veneno de T.
discrepans. Para tal fin, se administr6 en ratones hembra C57BL/6, por via
intraperitoneal y para 60 minutos de experimentacion, una DLsp, como dosis
controlada del veneno de T. discrepans [obtenida por el método secuencial de Dixon

y Mood (1948) modificado (Sevcik, 1987)],



JUSTIFICACION

El veneno de los aracnidos amerita interés médico y de investigacion en nuestro
pais (Borges, 1996; De Sousa y col., 2000; Borges y De Sousa, 2006; De Sousa y
col., 2007; Kiriakos y col., 2008; Borges y De Sousa, 2009; Borges y col., 2010a). El
escorpionismo es de caracter endémico y un problema de salud publica regionalizado,
ubicado fundamentalmente en la franja norte del pais; donde se situa una alta
densidad poblacional humana y, en ella, adicionalmente se localizan varias especies
de Tityus de relevancia médica por ser los responsables de envenenamientos humanos
graves asociados fundamentalmente a complicaciones del sistema cardiorrespiratorio
(Borges, 1996; Machado-Allison y Rodriguez-Acosta, 1997; De Sousa y col., 2000;
Borges y De Sousa, 2006; De Sousa y Borges, 2009). En gran parte de la
macrorregion endémica de escorpionismo en la regidon centro-norte-costera se
distribuye T. discrepans (De Sousa y col., 2000; Reyes-Lugo y Rodriguez-Acosta,
2001; Borges y De Sousa, 2006), por lo cual, el estudio de su veneno adquiere
trascendencia para establecer el cuadro de toxicidad de los escorpiones de

importancia médica en el pais.

El desarrollo de este trabajo se justificd con base en la inexistencia de
investigaciones experimentales previas sobre la evaluacidon de alteraciones
histologicas agudas desarrolladas en tejido cardiaco de ratones C57BL/6, como
consecuencia del efecto toxico del envenenamiento agudo experimental con el
veneno de T. discrepans. Por este motivo fue de gran interés la realizacion del
presente proyecto, ya que constituyo la continuidad en la adquisicion de un valioso
cuerpo de informacién en el area histopatoldgica que permita comprender de forma

integral el escorpionismo en la regidon centro-norte-costera venezolana.
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OBJETIVOS

General

Evaluar los cambios histologicos agudos en corazones de ratones hembra, de la
cepa C57BL/6, causados como respuesta de toxicidad aguda experimental a una dosis

controlada del veneno de Tityus discrepans inyectado por via intraperitoneal.

Especificos

1. Determinar la DLsy, como dosis controlada, del veneno de T. discrepans

para la cepa de raton C57BL/6.

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

una dosis controlada de veneno de T. discrepans.
3. Determinar los cambios histologicos agudos como efecto de toxicidad

aguda experimental del veneno de T. discrepans en corazones de ratones

C57BL/6.

12



METODOLOGIA

Fuente del veneno de escorpion

Para la ejecucion de la presente investigacion se capturd la especie T.
discrepans en la localidad de San Antonio de Los Altos y sus alrededores, municipio
Los Salias, estado Miranda (10°20'N; 67°45"W; 1.220 msnm). Los escorpiones
fueron mantenidos en cautiverio, con alimentacion e hidratacion ad libitum, en
condiciones de bioterio, para la extraccion de su veneno, en el Laboratorio de
Biologia Molecular de Toxinas y Receptores, Seccion de Biomembranas, Instituto de
Medicina Experimental, Facultad de Medicina, Universidad Central de Venezuela,

Caracas, DC, Venezuela.

Extraccion y purificacion parcial del veneno

El veneno de los escorpiones se obtuvo mediante estimulacion manual del
telson, segun técnica descrita por Shulov y Zlotkin (1969). Posteriormente, fue
liofilizado (a -50°C y 80 mBar de presion) (Labconco-Freezer Dry Sistem/Freezone®

4.5) y almacenado a -20°C hasta el momento de su uso.

El veneno, transferido a tubos Eppendorf de 1,5 mL, fue suspendido en 1 mL de
agua bidestilada y agitado en vortex (Super-Mixer™). Consecutivamente centrifugado
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

farmacolodgica.

Se realizaron diluciones del veneno, 1/5, 1/10 o 1/20, en agua bidestilada como

paso previo a la cuantificacion de las proteinas contenidas en el veneno (Parrilla-

13
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Alvarez, 1999; De Sousa, 2006; De Sousa y col., 2009; De Sousa y col., 2010). Se
determind la concentracion de proteinas mediante lectura de absorbancia en un
espectrofotometro Jenway®, modelo 6405 UV/vis, a una longitud de onda de 280 nm,
asumiendo que 1 wunidad de absorbancia (a esta longitud) representd una
concentracion de 1 mg mL™! (Possani y col, 1977; Parrilla, 1999; De Sousa y col.,

2009, 2010).
Designacion de una DLsy como dosis controlada del veneno de Tityus discrepans

La DLs, del veneno de T. discrepans, para una hora de experimentacion, fue
determinada por el método secuencial de Dixon y Mood (1948) modificado por
Sevcik (1987) en ratones hembra C57BL/6 (Cova, 2008) (Fig. 1). Para detalles del

método consultar De Sousa y col., 2009.

14,00 1
13,00 -
12,00 A
11,00 4

10,00 4

Dosls (uglg)
+

9,00 -

8,00 4

7.00

1 2 3 4 &5 6 T 8 9 10 11 12 13 14 15

Numero de ratén

Figura 1. Determinacion de la dosis letal cincuenta (DLsg) del veneno de Tityus

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

Ratones hembra cepa C57BL/6 con pesos entre 17,58 y 22,72 g fueron inyectados vip con el veneno de
Tityus discrepans. 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 (entre paréntesis) para un 95% de
confianza: DLso= 11,22 (10,61-11,91) pg.g'1 de ratéon.
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Evaluacion de los signos de toxicidad aguda experimental y su curso temporal de

aparicion

Se eligieron al azar, del lote existente, cuatro ratones hembra de la cepa
C57BL/6, adquiridas en el Bioterio del Instituto Venezolano de Investigaciones
Cientificas (IVIC) y disponibles en el area del Laboratorio de Toxinologia, hidratados
y alimentados ad libitum, fueron inyectados por via intraperitoneal con una DLsy,
como dosis controlada, del veneno de T. discrepans. En tal sentido, se administré a
cada uno de los cuatros ratones C57BL/6 una dosis de veneno de 11,22 pg.g” de

raton.

Los signos clinicos expresados como efecto de toxicidad aguda experimental
inducida por la inyeccidn intraperitoneal de la dosis controlada del veneno de T.
discrepans, fueron observados meticulosamente durante los 60 minutos de
experimentacion y tabulados cronoldgicamente; adicionalmente se registrd el
resultado final de sobrevivencia o muerte. Se utilizaron animales testigo a los cuales
se administré solucion fisioldgica en volumenes similares a los del grupo

experimental.

Descripcion de los cambios histolégicos agudos en rifiones de ratones C57BL/6,

causados por la inyeccion intraperitoneal del veneno de Tityus discrepans

Una vez cumplido el tiempo de sesenta minutos de exposicion al tratamiento,
los animales sobrevivientes fueron elegidos para evaluar los cambios histologicos
agudos causados por el veneno de T. discrepans; para ello, fueron sacrificados
mediante dislocacion cervical. Seguidamente se practico incision en la linea medio
esternal y abdominal para extraccion de visceras en bloque que fueron colocadas en

una solucion de formalina al 10% (v/v). Similarmente se procedié con un raton
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control. Luego de fijados los 6rganos, durante tres dias, se procedi6 a la separacion de
los corazones (envenenados y controles) para colocarlos individualmente en cajetillas

de inclusion para su posterior tratamiento.

Las piezas se lavaron con agua corriente, por quince minutos, para eliminar la
formalina. Posteriormente se deshidrataron con etanol, a concentraciones crecientes
(v/v), iniciando al 70%, 80%, 95% y finalmente 100%. Cada paso de deshidratacién
duré 30 minutos. Posteriormente, el tejido se fij6 con xilol (solucion 50%-50% v/v de
alcohol-xilol) por 15 minutos, luego dos periodos en xilol de 15 minutos cada uno.
Finalmente fueron incluidos en bloques de parafina para realizar los cortes, con
microtomo, de un espesor de 3 micras. Los cortes fueron colocados en portaobjetos
rotulados, previamente tratados con albimina de Mayer. Posteriormente se realiz6 su
secado, en estufa, entre 50 y 55°C durante 20 a 30 minutos, luego se dejaron a

temperatura ambiente.

Una vez enfriados se procedio a fijar y colorear los cortes con Hematoxilina-

Eosina (H-E). Finalmente observados en microscopio de luz.



RESULTADOS

Curso temporal de toxicidad aguda experimental

Luego de la exposicion durante sesenta minutos al tratamiento conformado por
una DLsp, como dosis controlada, se obtuvo una frecuencia de 50% (n = 2) de
sobrevivencia. En la Figura 2 se presenta el curso temporal de aparicion de los signos
de toxicidad aguda experimental inducida por el veneno de T. discrepans en ratones,
hembra, de la cepa C57BL/6. La toxicidad se inicié con hiperactividad seguida por
taquipnea, piloereccion e inicio de sialorrea. Luego distension abdominal, evacuacion
pastosa y limpieza de nariz/boca. En el espectro medio de toxicidad, moderadamente
grave, ocurri6 secrecion ocular, signo de Straub, convulsiones y disnea (caracterizada
por respiracion forzada abdominal), marcha ataxica y sialorrea abundante. En todos
los casos, la toxicidad grave se expres6 como hipotonia del tren posterior
seguidamente de bradipnea/apnea y finalmente la muerte (precedida por exoftalmos y

convulsiones tonico-clonicas con paralisis espastica) o sobrevivencia de los animales.

Algunos efectos relevantes de toxicidad aguda se presentan en la Figura 3
(fotografias cortesia de Cornejo, 2008): facies toxica y piloereccion, signos de
estimulacion muscarinica (sialorrea, secrecion ocular y defecacion pastosa). Otros
signos observados: Signo de Straub, convulsiones e hipotonia muscular. Los signos
antes de morir fueron los periodos de bradipnea/apnea (con cianosis peribucal). Los
ratones que evolucionaron al exitus letalis presentaron apnea prolongada y finalmente

convulsiones con paralisis espastica.

Los ratones sobrevivientes fueron sacrificados para evaluar los cambios
histologicos causados por el efecto toxico del veneno de T. discrepans sobre los

riflones.
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Figura 2. Curso temporal de aparicion de los signos de toxicidad aguda experimental

inducidos por el veneno de Tityus discrepans administrado por vip en ratones

CS57BL/6.



19

Figura 3. Comparacion de un raton C57BL/6 control con uno sobreviviente
inyectado, por vip, con el veneno de Tityus tenuicauda mostrando algunos signos
de toxicidad aguda.

Estas fotos se obtuvieron después de administrar una DLs, del veneno de Tityus tenuicauda.
(a) Ratdn testigo (sano). (b), (¢) y (d) Secrecion ocular evidente. En (¢ y d), notese exoftalmo
bilateral (e) Hipotonia, defecacion pastosa y distension abdominal). (f) Defecacion liquida
(tomado de Cornejo, 2008).
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Hallazgos histoldgicos

Fotografias de tejido cardiaco (Fig. 4a,b) normal, de ratones C57BL/6,

caracterizado por la integridad de los tejidos.

El miocardio se caracterizO por presentar fibras principalmente paralelas, de
diametro variable, con numerosos haces cruzados de fibras que se bifurcan y se
conectan con fibras adyacentes para formar una red tridimensional. Entre ellos se
encuentra tejido conectivo fino que contiene vasos sanguineos. Los nucleos de las
unidades celulares estdn ubicadas dentro de las mismas con apariencia central,
rodeados de sarcoplasma claro y cromatina finamente distribuida que le confiere un
color claro. El sarcoplasma esta ocupado por haces filamentosos paralelos que son las

miofibrillas (Fig. 4a,b).
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Figura 4. Seccion de tejido cardiaco correspondiente a un raton control de la cepa

C57BL/6.

(a). Corte de seccion longitudinal. Integridad de las fibras cardiacas que muestran su nticleo
central y sus correspondientes estriaciones. H-E, 400X.

(b). Musculo cardiaco cortado transversalmente. H-E, 400X.
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Descripcion histoldgica del tejido renal posterior a la inyeccion de una DLs, de

veneno de Tityus discrepans en ratones de la cepa C57/BL6

En los corazones de ratones C57BL/6 se evidenciaron cambios en la estructura
microscopica del miocardio (Fig. 5 y 6). Areas focales de tejido cardiaco fueron
sustituidas por un sincitio tisular con ausencia de elementos histologicos compatibles
con la normalidad del mismo. Las fibras muestran aspecto hinchado, fragmentado

focalmente, sin estriaciones y niicleos mostrando alteraciones, algunos vacuolizados.

En ningunos de los casos estudiados se observo reaccion inflamatoria.

Figura 5. Seccion de tejido cardiaco de raton C57BL/6 inyectado con veneno de

Tityus discrepans.

Fibras cardiacas, vistas longitudinalmente, de aspecto claro, edematizadas, con fragmentacion

focal de su contenido citoplasmatico y con pérdida de sus estriaciones. H-E, 400X.
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Figura 6. Seccion de tejido cardiaco de raton C57BL/6 inyectado con veneno de

Tityus discrepans.

Perdida focal de la estriacion normal de las fibras cardiacas sustituidas por un sarcoplasma
fragmentado focalmente. Edema evidente. H-E, 400X.

Musculo cardiaco cortado transversalmente. H-E, 400X.



DISCUSION

En este estudio los ratones C57BL/6 inyectados con una DLs del veneno de T.
zulianus mostraron diversos cambios histopatologicos en el tejido cardiopulmonar en
comparacion con los controles. Las alteraciones fueron mas evidentes en algunos de

los componentes celulares y en la arquitectura general del tejido.

Albornoz y colaboradores (2008), en ratones C57BL/6, evidenciaron grandes
cambios en la estructura microscopica del miocardio con amplias areas de tejido
cardiaco sustituidas por un sincitio tisular con ausencia total de elementos
histologicos compatibles con la normalidad del mismo. Las fibras mostraron aspecto
hinchado, fragmentado, sin estriaciones y nucleos manifestando grandes alteraciones,
vacuolizados unos y picnéticos otros. De igual manera fueron notables las
alteraciones en las paredes de las pequefias arterias, en las mismas los autores notaron
degeneracion de las fibras musculares, vacuolizacion en las capas intima y media,
mientras su contenido sanguineo se caracterizd por signos claros de coagulacion.
Concluyeron que las caracteristicas morfologicas del tejido cardiaco degenerado
observado fue compatible con necrosis coagulativa, donde sus células (fibras) estan
convertidas en masas acidofilas en las cuales no se observan nicleos pero mantienen,
en apariencia, su forma bdasica. En tejido cardiaco no observaron reaccion

inflamatoria.

Marcano y Marcano (2012), evidenciaron en el tejido cardiaco de los ratones
C57/BL6 inyectados con una DLsy de veneno de T. zulianus, perdida de estriaciones y
de nucleos. El tejido se observd con vacuolas intracelulares (estructuras épticamente
vacias) y con desplazamiento de las miofibrillas, cambios compatibles con proceso de

lisis celular. En tejido cardiaco no se evidencid reaccion inflamatoria.
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Los hallazgos de este trabajo, comparados con los causados por el veneno de T.
zulianus (Marcano y Marcano, 2012) y el de T. nororientalis (Albornoz y col., 2008)
indicarian que el veneno de T. discrepans produce cambios histologicos menos

acentuados sobre tejido cardiaco (Fig. 7).

Figura 7. Tejido cardiaco de ratones C57BL/6 inyectados con una DLs, del veneno
de Tityus discrepans (este trabajo), Tityus zulianus (Marcano y Marcano, 2012) y
Tityus nororientalis (Albornoz y col., 2008).

(a) y (b). T. discrepans. Areas focales de tejido cardiaco fragmentado sin estriaciones y
nucleos mostrando alteraciones, algunos vacuolizados. H-E, 400x. (c). Tityus zulianus. Se
aprecia perdida de las estriaciones y ausencia de nucleos. H-E, 40x. (d). T. nororientalis.
Fibras cardiacas, vistas longitudinalmente, de aspecto claro, edematizadas, con fragmentacion
de su contenido citoplasmatico y con pérdida de sus estriaciones y ntlicleos mostrando
grandes alteraciones, vacuolizados unos y picnoéticos otros. H-E, 400X.
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Los resultados hallados en este trabajo confirmarian los hallazgos de Borges y
colaboradores (2004a), quienes demostraron que el veneno de T. zulianus posee
mayor poder pancreatotoxico que el de T. discrepans; sugiriendo mecanismos
especie-especificos. En este caso, se establecerian diferencias en toxicidad histologica
entre los venenos de T. discrepans y T. nororientalis sugiriendo tal mecanismo
especie-especifico. Los resultados observados indicarian que el tejido cardiaco de los
ratones C57/BL6 inyectados con una DLsy de veneno de T. zulianus o T.
nororientalis, mostraron mayor afectacion degenerativa que los encontrados en este

trabajo con el veneno de T. discrepans.

D’Suze y colaboradores (2004) demostraron que el veneno de T. discrepans,
inyectado por via subcutanea, produjo alteraciones inmunohistoquimicas detectadas
en la matriz extracelular de piel, higado, pancreas, intestino, bazo y pulmén de
carneros. Las alteraciones se caracterizaron por infiltracion celular (neutrofilos,
monocitos y macrdfagos). En el sitio de inyeccion evidenciaron infiltracion masiva
neutrofilica alrededor de los nervios y vasos sanguineos; especialmente en el lumen
de las venas y vénulas localizaron agregacion de masas de aspecto fibrinoide con
signos de vasculitis. Los autores relacionaron estos cambios con la liberacion de
citoquinas; principalmente las interleucinas 6, 8 y 10. Otros autores, similarmente han
asociado los cambios histopatoldgicos, causados por el veneno de otras especies de
escorpiones, con la liberacion, en parte, de varios mediadores inflamatorios tipo

autacoides como prostaglandinas (E2), leucotrienos (B4) y los tromboxanos (A2).

De manera caracteristica, el presente trabajo reconfirma que el sindrome del
envenenamiento por escorpiones del género Tityus en vertebrados es especie-
especifico (Borges y col., 2004b, 2006a, Cova 2008). Se justifica la utilidad de la
cepa de ratones C57BL/6 como excelente modelo funcional de bioensayo para
evaluar los venenos de escorpiones venezolanos; incorporando nuevos elementos de

evaluacion histopatoldgica a los componentes clinicos (acompafiados del curso
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temporal de toxicidad aguda) y de ensayos de letalidad al conjunto de evidencias
moleculares, inmunologicas, bioquimicas y fisiologicas ya disponibles que indican
que los venenos de estos artropodos contienen toxinas complejas debido a variaciones
estructurales y/o funcionales previamente sugeridas por Cova (2008), Da Camara y
col. (2008) y Hurtado y col. (2008). Por lo pronto, estos resultados vienen a reforzar
los criterios que contribuyen 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 Toxinoldgicas” planteada por Borges y De Sousa (2006) y por
Borges y colaboradores (2010b) para una comprension integral del escorpionismo en

el pais.



CONCLUSIONES

El veneno de T. discrepans a una DLs, produjo alteraciones histoldgicas en el

tejido cardiaco de los ratones de experimentacion.

Las manifestaciones colinérgicas predominaron en el cuadro neurotéxico agudo.

Se evidenciaron areas focales de tejido cardiaco fragmentado sin estriaciones y

nicleos mostrando alteraciones, algunos vacuolizados.

En los ratones utilizados como control no se evidencié ninguna alteracion

histopatologica..
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Se capturaron ejemplares de Tityus discrepans en la localidad de San Antonio
de Los Altos y sus alrededores, municipio Los Salias, estado Miranda. El veneno de
los escorpiones se obtuvo mediante estimulacion manual del telson. La DLs, del
veneno, para una hora de experimentacion, fue determinada por el método secuencial
de Dixon y Mood. Se escogio al azar, cuatro ratones hembra de la cepa C57BL/6. Se
administr6 por via intraperitoneal una DLsy de veneno de T. discrepans, equivalente a
11,22 pg.g”" de raton. Luego fueron evaluados durante sesenta minutos, obteniendo
una frecuencia de sobrevivencia de 50% (n = 2). La toxicidad se inici6 con
hiperactividad seguida por signo de Straub, marcha ataxica, piloereccion, secrecion
ocular e inicio de sialorrea. En el espectro medio de toxicidad, moderadamente grave,
ocurrié evacuacion pastosa, convulsiones (tonico/clonicas), exoftalmos y disnea. En
los casos de toxicidad grave se expres6 como hipotonia del tren posterior seguida de
bradipnea/apnea y finalmente la muerte o sobrevivencia de los animales. Los ratones
sobrevivientes fueron sacrificados para evaluar los cambios histologicos en el tejido
cardiopulmonar causados por efecto toxico del veneno. En el tejido cardiaco de los
ratones C57/BL6, inyectados con una DLsy de veneno de T. discrepans, se
evidenciaron cambios en la estructura microscopica del miocardio caracterizadas por
areas focales de tejido cardiaco sustituidas por un sincitio tisular con ausencia de
elementos histologicos compatibles con la normalidad del mismo. Las fibras
mostraron aspecto hinchado, fragmentado focalmente, sin estriaciones y algunos
nucleos vacuolizados. No se observo reaccion inflamatoria.
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