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RESUMEN

Luego de la exposicion, durante sesenta minutos, al tratamiento conformado
por una DLs del veneno de Tityus nororientalis, como dosis controlada, en ratones
hembra de las cepas de NMRI, BALBc y C57BL/6, se obtuvo una frecuencia de 50%
(n = 2) de sobrevivencia, para cada una de las cepas evaluadas. El curso temporal de
aparicion de los signos de toxicidad aguda experimental inducida por el veneno en
todos los casos se inicio con hiperactividad seguida de sialorrea escasa Yy
posteriormente piloereccion. En el espectro medio de toxicidad, moderadamente
grave (comun para las tres cepas), ocurri6 sialorrea abundante, temblores
generalizados (de presentacion mas tardia en BALBc), defecacion pastosa,
convulsiones y signo de Straub (instalacion mas temprana en C57BL/6);
seguidamente bradipnea/apnea e hipotonia del tren anterior (de aparicion mas
temprana en BALBc y en C57BL/6) y finalmente la muerte o sobrevivencia de los
animales. Un ratdn sobreviviente, de cada cepa, fue elegido al azar para evaluar los
cambios histopatologicos en tejido miocardico causados como efecto tdxico del

veneno de T. nororientalis sobre corazon.

Los ratones NMRI tratados con veneno de T. nororientalis presentaron grandes
alteraciones del parénquima cardiaco con necrosis celular y gran congestion vascular.
Las fibras mostraron degeneracion de sus citoplasmas y nucleos. Los citoplasmas se
observaron fragmentados con pérdida de sus estriaciones y con la presencia de
estructuras de aparicion granular, de color rojizo, el cual, ademas, se observd en
menor cuantia en los vasos sanguineos. La cepa BALBc igualmente presentd un
tejido cardiaco con grandes alteraciones histologicas. Sus fibras en muchas areas se
observaron hinchadas, anucleadas y en otras areas se notaron con aspecto claro
debido a la pérdida de sus estriaciones. Se observO una dilatacion y congestion

vascular acentuada. En la cepa C57BL/6 se observaron grandes cambios de la

XVii



estructura normal con ausencia de los elementos histoldgicos normales en muchas

areas. Las fibras presentaron alteraciones en nucleos y citoplasmas.

De los resultados histolégicos se concluye que todas las cepas estudiadas fueron
severamente afectadas por la accion del veneno, provocando degeneracion de las
fibras miocardicas, necrosis celular y congestion vascular. La granulacion rojiza
solamente fue observada en las cepas NMRI. Las cepas homocigoticas (BALBc y
C57BL/6) mostraron una aparente mayor afectacion. No se observo respuesta

inflamatoria.

Xviii



INTRODUCCION

Los escorpiones pertenecen al Phylum Arthropoda, Clase Arachnida, Orden
Scorpiones (Gonzalez-Sponga, 1996a; Manzanilla y col., 2002; Manzanilla y De
Sousa, 2003). Este orden, basado en analisis filogenéticos, propuestos por Prendini y
Wheeler (2005), estd organizado en 18 familias agrupando més de 1 500 especies. La
Buthidae, con 80 géneros, posee la mas amplia distribucién geogréafica en el mundo y
contiene los taxa de mayor importancia médica (Borges 1996, De Sousa y col., 2000,
Borges y De Sousa, 2006). Dentro de los batidos existen, al menos, seis géneros de
importancia clinico-epidemiol6gica mundial. Asi, algunos taxa pertenecientes a los
géneros Androctonus (norte de Africa, zona del Mediterraneo y Medio Oriente),
Leiurus (Medio Oriente), Mesobuthus (India, Pakistan), Buthus (Mediterraneo y
sureste de Asia), Centruroides (México, América Central y sureste de Estados Unidos
de América) y Tityus (parte de Centroamérica, islas del Caribe y Suramérica hasta el
norte de Argentina) han producido casos graves y algunas fatalidades debidas a
envenenamiento escorpidnico (Dehesa-Davila, 1989; Lourenco y Cuellar, 1995;
Lourenco y col., 1996; Borges 1996; Spirandeli-Cruz 1999; De Sousa y col., 2000;
Borges y De Sousa, 2006; Gomez y Otero, 2007); representando un problema de

salud publica en la regiones antes mencionadas.

De Sousa y col, (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) Centro-
Occidental (estados Lara y Falcdn); (3) la Centro-Norte-Costera (norte de los estados
Carabobo y Aragua, estados Miranda, 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
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Turimiquire, con sus areas de piedemonte) (De Sousa Yy col., 1999; De Sousa y col.,
2000). Recientemente Borges y De Sousa (2006) actualizaron los criterios clinicos,
epidemioldgicos, 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). La Nororiental fue complementada
con la Insular; una vez conocidos los dos primeros casos de escorpionismo, que
cursaron con anormalidades pancreéaticas y electrocardiograficas, causados por T.
neoespartanus (Borges y De Sousa, 2006; De Sousa y col., 2007a) especie
relacionada, morfologica y genéticamente, con T. nororientalis; escorpion de mayor

importancia epidemiolégica en el nororiente venezolano (De Sousa, en preparacion).



CAPITULO I: EL PROBLEMA

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En Venezuela, de las 18 familias, 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 pais (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., 2007a; Mejias y col., 2007; De Sousa y col.,
2008a; De Sousa y col., 2008b) es el mas especioso 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 (Fet y Lowe, 2000; Lourenco y Bruehmuieller-Ramos, 2004; Borges y De
Sousa, 2006). De los 52 Tityus venezolanos, once han sido incriminados como
responsables de accidentes graves y/o fatales, en las regiones mas densamente
pobladas del pais: T. zulianus, T. valerae (Region Andina y sur del Lago de
Maracaibo), T. perijanensis (Sierra de Perija, occidente del estado Zulia), T.
falconensis (Region Centro-Occidental, en el Macizo Coriano), T. pittieri, T.
isabelceciliae, T. discrepans (Region Centro-Norte Costera), T. quirogae, T.
nororientalis, T. caripitensis y T. neoespartanus (Region Nororiental e Insular). Tres
especies adicionales (T. barquisimetanus, T. sanarensis y T. ivicnancor) habitan areas

del estado Lara, donde se han relatado casos severos (Borges y De Sousa, 2006).

Basados en las evidencias anteriores, este proyecto evalué los cambios
histopatoldgicos en el corazon de ratones NMRI, BALBc y C57BL/6 causados como

efecto toxico del envenenamiento agudo experimental con el veneno de T.
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nororientalis con el fin de establecer la posible existencia de toxicidad
histopatoldgica diferencial en el tejido cardiaco de los tres modelos mdridos. Para tal
fin, se administrd en ratones hembra de las cepas NMRI, BALBc y C57BL/6, por via
intraperitoneal, y para 60 minutos de experimentacion, una DLsy como dosis
controlada [obtenida por el método secuencial de Dixon y Mood (1948) modificado

(Sevcik, 1987)] del veneno de T. nororientalis.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivos Generales

Evaluar los cambios histopatolégicos agudos en corazén de ratones hembra, de las
cepas NMRI, BALBc y C57BL/6, causados como respuesta de toxicidad aguda
experimental de una dosis controlada del veneno de Tityus nororientalis inyectado

por via intraperitoneal.

1.2.2 Objetivos Especificos

1. Determinar la DLsy como dosis controlada del veneno de T. nororientalis para
cada cepa de raton (NMRI, BALBc y C57BL/6).

2. Evaluar, en cada cepa de ratdn, los signos clinicos de toxicidad aguda
experimental y su curso temporal de aparicion, durante sesenta minutos,
inducidos como efecto de la inyeccion intraperitoneal de la dosis controlada

de veneno de T. nororientalis.
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3. Determinar los cambios histopatologicos agudos como efecto de toxicidad
aguda experimental del veneno de T. nororientalis en corazon de ratones
NMRI, BALBcy C57BL/6.

4. Comparar entre las cepas NMRI, BALBc y C57BL/6 los cambios
histopatoldgicos observados en corazon como efecto de toxicidad aguda

experimental del veneno de T. nororientalis.

1.3 JUSTIFICACION

En Venezuela, el accidente escorpionico de interés médico es de caracter
endémico y un problema de salud puablica regionalizado, ubicado fundamentalmente
en la franja norte del pais; donde se sitla una alta densidad poblacional humana y, en
ella, adicionalmente se ubican varias especies del género Tityus, que posee relevancia
médica y epidemioldgica por ser los responsables de envenenamientos humanos
graves y fatales asociados fundamentalmente a complicaciones del sistema

cardiorrespiratorio (Borges, 1996; De Sousa y col., 2000; Borges y De Sousa, 2006).

En gran parte de la macroregion endémica de escorpionismo Nororiental
habita T. nororientalis (Gonzalez-Sponga, 1996b; Diaz y col., 2005), el butido de
mayor distribucion en esta zona, y posiblemente el taxén incriminado en la mayoria
de los envenenamientos ocurridos en el estado Sucre [y parte de los sucedidos en
Anzoategui (&rea noreste) y Monagas (centro-norte)] (De Sousa, en preparacion); por
lo cual, el estudio de su veneno adquiere trascendencia para establecer el cuadro de

toxicidad de los escorpiones nororientales.

El desarrollo de este trabajo se justificaria con base en la inexistencia de

investigaciones experimentales previas sobre la evaluacion de alteraciones
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histopatoldgicas bruscas desarrolladas en tejido cardiaco de ratones NMRI, BALBc y
C57BL/6 como consecuencia del efecto toxico del envenenamiento agudo
experimental con el veneno de T. nororientalis. Por este motivo fue de gran interés
para el area de Toxinologia del Centro de Investigaciones en Ciencias de la Salud
(CICS) Escuela de Ciencias de la Salud, Universidad de Oriente, NGcleo Anzoategui,
la realizacién del presente proyecto, ya que constituye la continuidad en la
adquisicién de un valioso cuerpo de informacion que permitird comprender de forma

integral el escorpionismo en el nororiente venezolano.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes histéricos

En el Laboratorio de Toxinologia del Centro de Investigaciones en Ciencias
de la Salud (CICS), Universidad de Oriente, Nucleo de Anzoategui, desde el afio
2000 se construye el mapa toxinologico de la region Nororiental y se optimiza un
método para determinar la actividad bioldgica del veneno de varias especies de
escorpiones orientales, entre ellas: T. nororientalis, T. gonzalespongai, T. quirogae,
T. uquirensis, T. 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 Gonzélez, 2008; Da Camara y col., 2008; Hurtado y col., 2008; De Sousa y col.,
2009).

Hurtado y col. (2008) demostraron sensibilidad diferencial, dependiente de la
cepa de raton utilizado, al efecto toxico del veneno de T. nororientalis. Demostraron
que la DLso, por vip, del veneno de esta especie, fue significativamente menor en
ratones C57BL/6 (DLso vip, 60 minutos = 8,43 (7,94 — 8,91) ug x g™* de ratén) que en
NMRI (DLsg vip, 60 minutos = 28,18 (26,65 - 29,90) ug x g™ de raton) y en BALBc
(DLso vip, 60 minutos = 40,07 (39,81 - 42,24) ug x g™ de ratén) (p = 0,000001). La
relacion DLso/DLsg, entre las tres cepas, indicé 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 realizacion de futuros experimentos de evaluacion de toxicidad aguda experimental
inducida por veneno de escorpiones; en vista de su mayor susceptibilidad al veneno

de Tityus nororientalis en comparacién con los de las cepas NMRI y BALBc. Por
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estos antecedentes, evaluar las alteraciones histopatoldgicas causadas en tejido
cardiaco por el veneno de esta especie en cepas de ratones no homocigotos (NMRI) y
homocigotos (BALB/c y 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).

2.2 Taxonomia y Epidemiologia

Los escorpiones pertenecen al Phylum Arthropoda, Clase Arachnida, Orden
Scorpiones (Gonzalez-Sponga, 1996a; Manzanilla y col., 2002; Manzanilla y De
Sousa, 2003). Este orden, basado en analisis filogenéticos, propuestos por Prendini y
Wheeler (2005), estd organizado en 18 familias agrupando més de 1 500 especies. La
Buthidae, con 80 géneros, posee la mas amplia distribucién geogréafica en el mundo y
contiene los taxa de mayor importancia médica (Borges 1996, De Sousa y col., 2000,
Borges y De Sousa, 2006). Dentro de los batidos existen, al menos, seis géneros de
importancia clinico-epidemioldgica mundial. Asi, algunos taxa pertenecientes a los
géneros Androctonus (norte de Africa, zona del Mediterraneo y Medio Oriente),
Leiurus (Medio Oriente), Mesobuthus (India, Pakistan), Buthus (Mediterraneo y
sureste de Asia), Centruroides (México, América Central y sureste de Estados Unidos
de América) y Tityus (parte de Centroamérica, islas del Caribe y Suramérica hasta el
norte de Argentina) han producido casos graves y algunas fatalidades debidas a
envenenamiento escorpidnico (Dehesa-Davila, 1989; Lourenco y Cuellar, 1995;
Lourenco y col., 1996; Borges 1996; Spirandeli-Cruz 1999; De Sousa y col., 2000;
Borges y De Sousa, 2006; Gémez y Otero, 2007); representando un problema de

salud publica en la regiones antes mencionadas.
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De Sousa y col., (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) Centro-
Occidental (estados Lara y Falcon); (3) la Centro-Norte-Costera (norte de los estados
Carabobo y Aragua, estados Miranda, 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, toxinoldgicos y taxonémicos para redefinir las macroregiones de
escorpionismo y agregar a las existentes, las macroregiones Deltana, Zuliana y la
Guayano-Amazénica (Borges y De Sousa, 2006). La Nororiental fue complementada
con la Insular; una vez conocidos los dos primeros casos de escorpionismo, que
cursaron con anormalidades pancreéaticas y electrocardiogréaficas, causados por T.
neoespartanus (Borges y De Sousa, 2006; De Sousa y col.,, 2007a) especie
relacionada, morfoldgica y genéticamente, con T. nororientalis; escorpion de mayor

importancia epidemioldgica en el nororiente venezolano (De Sousa, en preparacion).

En gran parte de la macroregién Nororiental habita Tityus nororientalis
(Gonzalez-Sponga, 1996b; 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 (area 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 ordenacion
territorial en el nororiente venezolano (De Sousa, en preparacion). Los resultados

actuales indican un incremento de su distribucion dentro del estado Sucre y hasta los
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estados Anzoategui y Monagas (abarcando areas donde antes no se habia reportado su
presencia). Mas recientemente la especie se localizd en el caserio Las Melenas
(municipio Marifio), en Macuro (municipio Valdéz), Peninsula de Paria, estado Sucre
y en la poblacion de Capure (municipio Pedernales), estado Delta Amacuro (De

Sousa, en preparacion).

2.3 Caracteristicas del veneno

La especie, la regién geografica y el habitat, en apariencia, determinan el
contenido del veneno de estos artropodos; cuya toxicidad puede variar entre
diferentes paises e incluso entre distintas zonas del mismo pais. Por lo tanto, su
composicion es compleja y variable (Borges y col., 1990); un Gnico veneno puede
abarcar entre 100 y 200 componentes de origen polipeptidico, cada uno con
propiedades farmacoldgicas distintas (Harvey y col., 1998; Possani y col., 1999;
Tsushima y col., 1999; Barona y col., 2004; Borges y col., 2004a; Borges y col.,
2004b; Barona y col., 2006; Borges y col., 2006a; Borges y col., 2006b; Borges y De
Sousa, 2006; Leipold y col., 2006; Borges y Rojas-Runjaic, 2007; Borges y col.,
2008). Dichos componentes toxicos, presentes en los venenos de algunos batidos, 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 componentes mas letales son las a- y
B-toxinas; cuyos blancos moleculares son los canales de Na* voltaje-dependiente en
las membranas excitables; modificando los mecanismos de permeabilidad idnica
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., 2005; Borges y col., 2006a; Borges y De Sousa, 2006; 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
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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) (Saldarriaga y Otero, 2000,
Mazzei y col., 2002, Borges y col., 2004a; Borges y De Sousa, 2006; De Sousa y col.,
2007a).

2.4 Manifestaciones clinicas

El envenenamiento escorpionico es un complejo sindromatico principalmente
asociado a disfuncién en los sistemas cardiorrespiratorio, nervioso e inflamatorio Los
sintomas generales suelen comenzar transcurridos entre uno y sesenta minutos
posteriores al evento (De Sousa y col., 1995; Sofer y col., 1996; Mazzei y col., 1997,
Otero y col., 1998; Voronon y col., 1999; Mazzei 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 (Lourenco
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) y Venezuela (Borges, 1996; De Sousa y col., 2000; Borges y De Sousa, 2006;
De Sousa y col., 2007a). Las manifestaciones clinicas toxicas del escorpionismo
dependen de la especie y tamafio 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 nifios, en especial en los menores de seis afios, y en los ancianos; de
tal manera que la severidad puede clasificarse en leve, moderada y grave (Borges,
1996; 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, parestesias,
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calambres, disartria, fasciculaciones musculares) y las de tipo adrenérgico (prurito
nasal, 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:
alteraciones cardiacas, pancreatitis y edema agudo de pulmén. En los pacientes
graves, es posible observar agitacion psicomotriz, fasciculaciones musculares,
convulsiones, cambios electrocardiograficos, insuficiencia cardiaca, insuficiencia
respiratoria 0 edema pulmonar agudo y shock, asi como coagulacion intravascular
diseminada y anemia hemolitica (lllanes, 1981; Biondi-Queiroz y col., 1996; Sofer y
col., 1996; Mazzei y col., 1997; Otero y col., 1998; Voronon y col.,1999; De Sousa y
col., 2000; Saldarriaga y Otero, 2000; Gomez y col., 2002; Otero y col., 2004; Borges
y De Sousa, 2006; De Sousa y col., 2007; Gomez y Otero, 2007).

2.5 Histopatologia

Las manifestaciones clinicas toxicas del escorpionismo (humano vy
experimental) estan relacionadas, experimentalmente, con alteraciones de la
arquitectura histologica de varios 6rganos y sistemas. 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 fraccién 111 del
veneno de Tityus discrepans; se produce degranulacién 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 Tityus
caripitensis, Lugo y Urbaneja (2007) evidenciaron degranulacién en parches, edema
intersticial e hipertrofia de islotes de Langerhans. Posteriormente, dafio severo con

edema intenso y foco de células acinares con vacuolizacion citoplasmatica,
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desorganizacion acinar, alteracion de los grupos de células de ubicacion
predominantemente paratrabecular, con necrosis isquémica, citoplasma granular y

nacleos contraidos e hipercromaticos.

Dosis subletales del veneno de Tityus caripitensis, administrado
intramuscularmente en ratones NMRI, provocaron alteraciones en la estructura
morfoldgica del parenquima renal. Las mas 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 de su arquitectura histolégica 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, cambios en los
contorneados proximales y en los colectores con mayor grado de degeneracion en
estos Ultimos. En ambos se observd 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 nucleo compatible con degeneracion 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 gruesas, en muchos
casos, presentaron una especie de evaginacién dando a las mismas aspecto de vacio
(Portillo y col., 1996).

En miocardio de ratones albinos, inyectados con este mismo veneno, se
observaron éareas de degeneracién de fibras miocardicas, infiltrado difuso
mononuclear, celularidad intersticial aumentada, congestioén vascular y hemorragia;
adicionalmente, en algunos ratones se encontrd focos inflamatorios compuestos por

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



CAPITULO I1l: MARCO METODOLOGICO

3.1 Fuente del veneno de escorpién

Para la ejecucion de la presente investigacion se capturd la especie Tityus
nororientalis en la localidad de Las Melenas (10°40°57 "N, 62°37°17""W,; 785 m de
altitud; GPS Garmin®) municipio Marifio, estado Sucre. 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 fueron trasladados
al Laboratorio de Toxinologia, Centro de Investigaciones en Ciencias de la Salud
(CICS), Universidad de Oriente, Nucleo de Anzoategui, donde se mantuvieron vivos

para la extraccion de su veneno.

3.2 Extraccion y purificacion parcial del veneno

Los escorpiones fueron ordefiados por estimulacion eléctrica, a razén de 5
pulsos rectangulares de 60 V/pulso durante 100 mseg, generados con un
neuroestimulador Phipps-Bird®, modelo 611 con cinco trenes de pulsos; cada uno con
un lapso de cinco a seis segundos de duracion segun 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 pl de capacidad y luego transferido a tubos
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Eppendorf de 1,5 ml. El veneno fue suspendido en 1 ml de agua bidestilada y agitado
en vortex (Super-Mixer®). Consecutivamente se centrifugé 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 farmacoldgica. Se realizaron
diluciones del 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, 2006; De Sousa y col., 2009).

3.3 Determinacion de la concentracion de proteinas

Se determind la concentracion de proteinas en la fraccion soluble, obtenida en
el proceso de centrifugacion, mediante lectura de absorbancia en 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 concentracién de 1 mg.ml™
(Possani et al. 1977). Alicuotas de 1 ml del veneno, de ejemplares hembras, se
almaceno a -20 °C hasta el momento de su uso para evaluar su actividad bioldgica en
los modelos muridos [el resto fue liofilizado (liofilizador Labconco®) (De Sousa
2006, De Sousa et al. 2009).

3.4 Designacién de una DLsy como dosis controlada del veneno de T.

nororientalis

Las DLso del veneno, de ejemplares hembra, de Tityus nororientalis, para una
hora de experimentacion, se determind (en trabajos previos) por el método secuencial
de Dixon y Mood (1948) modificado por Sevcik (1987) en ratones hembra NMRI (Da
Camara y col., 2008; Hurtado y col., 2008) (figura 1), BALBc (Sanquiz y Gonzalez,
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2008; Hurtado y col., 2008) (figura 2) y C57BL/6 (Cova, 2008; Hurtado y col., 2008)

(figura 3). Para detalles del método consultar a De Sousa y col., 2009.

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

temporal de aparicién

Se escogid al azar, del lote existente, cuatro ratones hembra de cada cepa
(NMRI, BALBc y C57BL/6), adquiridas en el Bioterio del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC) y disponibles en el Area de Toxinologia del Centro
de Investigaciones en Ciencias de la Salud (CICS) de la Universidad de Oriente,
Nucleo de Anzoategui, hidratados y alimentados ad libitum, fueron inyectados por via
intraperitoneal con una DLsp, como dosis controlada, del veneno de T. nororientalis.
En tal sentido, a cada uno de los cuatro ratones NMRI se les administr6 una dosis de
28,18 pg/g de ratdn, a los cuatro BALBc 40,07 pg/g de raton y a los cuatro de la cepa
C57BL/6 8,43 ug/g de ratdn.

Dosi= [pgfg)
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Figura 1. DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL CINCUENTA (DLsy) DEL
VENENO DE Tityus nororientalis POR VIP EN RATONES DE LA CEPA NMRI.

Ratones hembra, cepa NMRI, con pesos entre 30,38 y 37,87 g fueron inyectados vip
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con el veneno de Tityus nororientalis. Los animales fueron observados por 60
minutos. La flecha indica el punto de inflexion e inicio de los datos validos para el
calculo de la DLsp. El resultado se presenta como la mediana y sus limites para un

95% de confianza (entre paréntesis):

DLs vip, 60 minutos = 28,18 (26,65 - 29,90) ugxg™ de ratén
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Figura 2. DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL CINCUENTA (DLsg) DEL
VENENO DE Tityus nororientalis POR VIP EN RATONES DE LA CEPA BALBc.

Ratones hembra, cepa BALBc, con pesos entre 17,50 y 25,89 g fueron inyectados vip
con el veneno de Tityus nororientalis. Los animales fueron observados por 60
minutos. La flecha indica el punto de inflexion e inicio de los datos vélidos 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 = 40,07 (39,81 - 42,24) ug ® g™* de ratén.
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Figura 3. DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL CINCUENTA (DLs) DEL

VENENO DE Tityus nororientalis 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 nororientalis. Los animales fueron observados por 60
minutos. La flecha indica el punto de inflexion e inicio de los datos véalidos para el

calculo de la DLso. El resultado se presenta como la mediana y sus limites (entre
paréntesis) para un 95% de confianza

DLso, vip, 60 minutos = 8,43 (7,94 - 8,91) mg xkg™ de raton.
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Los signos clinicos expresados como efecto de toxicidad aguda experimental
inducida por la inyeccion intraperitoneal de las dosis controladas del veneno de Tityus
nororientalis, fueron observados meticulosamente durante los 60 minutos de
experimentacion y tabulados cronoldgicamente; adicionalmente se registro el
resultado final de sobrevivencia o muerte. Los ratones que sobrevivieron, al finalizar
el tiempo establecido de observacion, fueron sacrificados por dislocacion cervical. Se
utilizaron animales testigo a los cuales se les administré solucion fisioldgica en

volimenes similares a los del grupo experimental.

3.6 Descripcién de los cambios histopatolégicos agudos en corazén de ratones
NMRI, BALBc y C57BL/6 causados por la inyeccion intraperitoneal del veneno

de Tityus nororientalis

Una vez cumplido el tiempo de sesenta minutos de exposicién al tratamiento,
un animal sobreviviente de cada cepa fue elegido al azar para evaluar los cambios
histopatolégicos agudos causados por el veneno de T. nororientalis. Seguidamente se
practic6, en cada uno, incision en la linea medio esternal y abdominal; con
extirpacion de las visceras en bloque y consecutivamente fijacién mediante inmersion
en formalina al 10% (similarmente se procedié con los controles para cada cepa).
Luego de fijados los 6rganos, durante tres dias, se procedio a la separacion de los
corazones (de cada una de las cepas y de los controles) para colocarlos

individualmente en cajetillas de inclusién para su posterior tratamiento.

Las piezas se colocaron en frasco boca ancha con agua corriente, por quince
minutos, para eliminar la formalina. Posteriormente se procedié a deshidratar los
corazones mediante su inmersion en etanol, a concentraciones crecientes (v/v), al
70%, 80%, 95% y finalmente 100%. Cada paso de deshidratacién duré 30 minutos.

Posteriormente, el tejido se fijo con Xilol (solucion 50-50 v/v de alcohol-xilol) por 15
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minutos, luego 2 periodos en xilol de 15 minutos cada uno. Finalmente incluidos en

bloque de parafina para la posterior realizacion de los cortes.

Se procedio a realizar los cortes con un micrétomo ajustado a 3 micras, y se
procedié a pasar la cinta del corte por un bafio caliente (45°C). Los cortes se
separaron por medio de una espatula caliente y se recogieron por medio de
portaobjetos ya tratado con albumina de Mayer. Se escurrio el exceso de agua, se
marcaron los portaobjetos con sus nombres correspondientes y se llevaron a la estufa
entre 50 y 55°C hasta obtener su secado en un tiempo aproximado entre 20 y 30

minutos, luego se dejaron a temperatura ambiente.

Enfriados se procedié a fijar y colorear los cortes con Hematoxilina-Eosina
(H-E), posteriormente se lavaron con agua corriente (dejando secar la muestra) y se
colocé el cubre-objeto. Posteriormente se observaron con el microscopio optico para

el estudio de los tejidos cardiacos.



CAPITULO IV: ANALISIS Y PRESENTACION DE
RESULTADOS

4.1 Curso temporal de toxicidad aguda experimental

Luego de la exposicion, durante sesenta minutos, al tratamiento conformado
por una DLsg, como dosis controlada, se obtuvo una frecuencia de 50% (n = 2) de
sobrevivencia para cada una de las cepas evaluadas. En la figura 4 se presenta la
comparacion del curso temporal de aparicién de los signos de toxicidad aguda
experimental inducidas por el veneno de Tityus nororientalis en ratones, hembra, de
las cepas de NMRI, BALBc y C57BL/6. En todos los casos la toxicidad se inicié con
hiperactividad seguida de sialorrea escasa y posteriormente piloereccion. En el
espectro medio de toxicidad, moderadamente grave (comun para las tres cepas),
ocurrio sialorrea abundante, temblores generalizados (de presentacién mas tardia en
BALBc), defecacion pastosa, convulsiones y signo de Straub (instalacion mas
temprana en C57BL/6). En todos los casos, la toxicidad grave se expresé como
secrecion ocular (de aparicion mas temprana en BALBc y en C57BL/6), marcha
ataxica (instalacion mas temprana en C57BL/6), exoftamos (instalacibn mas
temprana en C57BL/6); seguidamente de bradipnea/apnea e hipotonia del tren
anterior (de aparicion méas temprana en BALBc y en C57BL/6) y finalmente la

muerte o sobrevivencia de los animales.

Al comparar las tendencias (figura 4), varios signos presentaron diferencias
entre las tres cepas: temblores generalizados, signo de Straub, secrecién ocular,
marcha atéxica, exoftalmos e hipotonia del tren anterior. El primero de presentacion
mas tardia en BALBc que en NMRI y en C57BL/6; el segundo de instalacion muy

temprana (alrededor de los 5 minutos) en C57BL/6, la secrecion ocular de exhibicion
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mas tardia en NMRI que en BALBc y en C57BL/6, la marcha atéxica de instalacion
mas precoz en C57BL/6 (alrededor de los 5 minutos) que en BALBc
(aproximadamente a los 10 minutos) y, este a su vez, menor que en NMRI (cercano a
los 25 minutos). Por dltimo, la hipotonia del tren anterior en BALBc y en C57BL/6
alrededor de los 20 minutos y el exoftalmos de instalacién precoz en C57BL/6 (10
minutos) en comparacién con NMRI o BALBc (25 minutos). El curso temporal
demostrd que el exitus letales en los ratones ocurrié alrededor de los 40 minutos
(NMRI = 42,5; BALBc = 40,0 y C57BL/6 = 37,0).

Algunos efectos relevantes de toxicidad aguda se presentan en las figuras 5, 6
y 7 (fotografias cortesia de Cornejo, 2008; Cova, 2008; Da Camara y col., 2008;
Hurtado y col., 2008; Sanquiz y Gonzalez, 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.

Un raton sobreviviente, de cada cepa, fue elegido al azar para evaluar los
cambios histopatoldgicos causados como efecto toxico del veneno de T. nororientalis

sobre corazon.
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Figura 4. COMPARACION DEL CURSO TEMPORAL DE APARICION DE LOS
SIGNOS DE TOXICIDAD AGUDA EXPERIMENTAL INDUCIDOS POR EL
VENENO DE Tityus nororientalis ADMINISTRADO POR VIP EN RATONES DE
LAS CEPAS NMRI, BALBc Y C57BL/6.
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Figura 5. 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 DLsp del veneno de Tityus tenuicauda.
(a) Ratdn testigo (sano). (b), (c) y (d) Secrecidn ocular evidente. En (c y d), notese exoftalmo
bilateral (e) Hipotonia, defecacion pastosa y distension abdominal). (f) Defecacion liquida
(tomado de Cornejo, 2008).
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FIGURA 6. RATON C57BL/6 SOBREVIVIENTE INYECTADO POR VIP CON
EL VENENO DE Tityus nororientalis MOSTRANDO LA SECUENCIA DE
PRESENTACION DEL SIGNO DE STRAUB.

Estas fotos se obtuvieron después de administrar una DLsy del veneno de Tityus
nororientalis. Secuencia desde “a” hasta “c” (tomado de Cova, 2008).



Figura 7 EATON HEWMBE A, NWEI, INYECTADA POE. VIF CON EL VERNENO
DE Ditvus nororientadis WOSTRANDO ALGUNOSE SIGHOS DE TOXICIDAD
AGUD A

(a) ¥ (hy Facies tomca, hipotonda, sialortes ¥ pilogreccion [notese: debilidad del tren
anterior v fundamentalmente del posterior. (b Signo de Stragh [notese la cola
perpendicular al plano dorsal del cuerpo e hiperestension del cuello (por contrachra
mmscular dorsaly v postura mostrando debilidad del tren posteror v anterior]. (o)
Postura mostrando debilidad muscular del tren anterior v posterior (ndtese facies
tozica ¥ la distension abdaminaly. (d) Covulsiones tonico-clonicas en periodo post-
iztal (tormado de Da Canara wcol, 2008 v Hurtado v caol., 2008)
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4.2 Hallazgos histopatoldgicos

Las figuras, 8 a la 13, muestran imagenes de tejido cardiaco normal de los
ratones controles NMRI, BALBc y C57BL/6. En todas ellas el miocardio se
caracterizd por presentar fibras principalmente paralelas, de didmetro 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 un tejido
conectivo fino que contiene vasos sanguineos. Los nucleos de las unidades celulares
estan 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.

Figura 8. SECCION PANORAMICA DE TEJDO CARDIACO
CORRESPONDIENTE A UN RATON CONTROL DE LA CEPA NMRI. (H-E),
250X
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Figura 9. SECCION DE TEJIDO CARDIACO CORRESPONDIENTE A UN
RATON CONTROL DE LA CEPA NMRI.

Corte de seccion longitudinal. Notese la integridad de las fibras cardiacas que

muestran su nucleo central y sus correspondientes estriaciones. H-E, 400X.
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Figura 10. SECCION DE TEJIDO CARDIACO CORRESPONDIENTE A UN
RATON CONTROL DE LA CEPA BALBc.

Fibras cardiacas vistas longitudinalmente. Apréciese las caracteristicas normales de
las mismas. H-E, 400X.
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Figura 11. SECCION DE TEJIDO CARDIACO CORRESPONDIENTE A UN
RATON CONTROL DE LA CEPA BALBc. H-E, 400X.
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Figura 12. SECCION DE TEJIDO CARDIACO CORRESPONDIENTE A UN
RATON CONTROL DE LA CEPA C57BL/6.

Musculo cardiaco cortado transversalmente. Obsérvese la integridad de las fibras y de
sus nucleos. H-E, 400X.

Figura 13. SECCION DE UNA PEQUENA ARTERIA OBSERVADA EN UN
RATON CONTROL DE LA CEPA C57BL/6

Notese la integridad de las tres capas de su pared (intima, media y adventicia).
H-E, 400X.
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4.3 Descripcion de los cambios histopatoldgicos causados por el veneno de T.
nororientalis en tejido cardiaco del ratén NMRI

El raton NMRI tratado con veneno de T. nororientalis mostré un parénquima
cardiaco con necrosis celular focal, dilatacién y congestién vascular. Muchas areas
del parénquima presentaron ruptura de los haces fibrilares con degeneracion de las
fibras musculares (figura 14), las cuales, se caracterizaron por alteraciones en sus
citoplasmas (pérdida de estriaciones) y nucleos, estos Ultimos con un patron de
distribucion irregular de su cromatina asi como signos de vacuolizacion (figura 15,
16).

Un hallazgo relevante en el tejido estudiado fue la presencia de un contenido
granular intracelular, aparentemente rojizo, que fue detectado igualmente en algunos

vasos sanguineos (figura 15, 16).

Es importante mencionar la presencia de edema en el tejido cardiaco en los
ratones NMRI (figura 14, 15, 17)
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Figura 14. SECCION DE TEJIDO CARDIACO DE RATON NMRI INYECTADO
CON VENENO DE Tityus nororientalis.

Las fibras musculares muestran varios grados de degeneracion, tales como: pérdida
completa de las estriaciones, fragmentacion del sarcoplasma y necrosis. Edema
intersticial evidente. H-E, 400X.
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Figura 15. SECCION DE TEJIDO CARDIACO DE RATON NMRI INYECTADO
CON VENENO DE Tityus nororientalis.

Notese la separacion de las fibras por abundante edema asi como la pérdida de
estriaciones y nucleos y la presencia de abundantes granulos de color rojizo en el
citoplasma. H-E, 1000X.



53

Figura 16. SECCION DE TEJIDO CARDIACO DE RATON NMRI, INYECTADO
CON VENENO DE Tityus nororientalis, MOSTRANDO UN VASO SANGUINEO.

Se aprecia la disposicién irregular de la cromatina nuclear, la degeneracion de las
fibras y la distension de un vaso que muestra a su vez presencia de granulos rojizos

similares a los descritos en el citoplasma. H-E, 1000X
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Figura 17. SECCION DE TEJIDO CARDIACO MOSTRANDO LAS FIBRAS
CORTADAS TRANSVERSALMENTE DE RATON NMRI INYECTADO CON
VENENO DE Tityus nororientalis.

Notese la degeneracion del tejido con pérdida total de sus caracteristicas normales,
pocas células muestran la integridad de su estructura. Edema importante. H-E,

1000X.
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4.4 Descripcion de los cambios histopatoldgicos causados por el veneno de T.
nororientalis en tejido cardiaco de un raton BALBc

El tejido del ratdbn BALBc, tratado con una DLs, del veneno de T.
nororientalis, se caracterizé por presentar un amplio rango de alteraciones en sus
fibras (figura 18, 19, 20, 21). Las mismas en muchos casos mostraron un aumento del
volumen citoplasmatico (hinchadas), sin presencia de sus estriaciones caracteristicas
y nacleos bizarros (Figura 19, 20). En el espacio intersticial se observaron igualmente
vasos sanguineos dilatados. Como se puede aprecia en la figura 21, en la mayor parte
de este tejido cardiaco del raton BALBc, se perdio la citoarquitectura normal. Muchas
fibras carecen de ndcleos y estriaciones, caracterizandose como una masa amorfa

(figura 20), mientras que otras se observan claras por la perdida de sarcoplasma.



Figura 15 PAMNORAMICA DE TEJIDO CARDIACO DE RATON BALBC
INYECTADO COMN VENENO DE Dtyus novorientalis. H-E, 405
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Figura 19. SECCION DE TEJIDO CARDIACO DE RATON BALBc INYECTADO
CON VENENO DE Tityus nororientalis.

Apréciese la ruptura de los haces musculares y vasos sanguineos. Asi como la

degeneracion de las fibras. H-E, 400X.
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Figura 20. SECCION DE TEJIDO CARDIACO DE RATON BALBc INYECTADO
CON VENENO DE Tityus nororientalis.

Esta figura nos muestra la degeneracion de las fibras cardiacas con perdida de
citoplasma y nucleos, y dilatacion de los vasos sanguineos. Apréciese los diferentes

grados de degeneracion nuclear. H-E, 1000X.
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Figura 21. SECCION DE TEJIDO CARDIACO DE RATON BALBc INYECTADO
CON VENENO DE Tityus nororientalis

Esta figura nos muestra la perdida de la coloracion normal debido a las alteraciones

citoplasmaticas. Pocas fibras presentan aspecto normal. H-E, 400X.
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4.5 Descripcion de los cambios histopatoldgicos, causados por el veneno de T.

nororientalis, en tejido cardiaco de un raton C57BL/6

Similar a lo observado en los ratones BALBc, inyectados con una DLsp de T.
nororientalis, en el raton de la cepa C57BL/6 se evidenciaron grandes cambios en la
estructura microscopica del miocardio (figuras 22, 23, 24, 25). Amplias areas de
tejido cardiaco fueron sustituidas por un sincitio tisular con ausencia total de
elementos histologicos compatibles con la normalidad del mismo. Las fibras
muestran un aspecto hinchado, fragmentado, sin estriaciones y nicleos mostrando

grandes alteraciones, vacuolizados unos y picnoticos otros (figuras 24, 25).

De igual manera fueron notables las alteraciones en las paredes de las
pequefias arterias (figuras 26, 27), en las mismas se notd degeneracion de las fibras
musculares, vacuolizacién en las capas intima y media, mientras su contenido

sanguineo se caracterizo por claros signos de coagulacion.

Las caracteristicas morfolégicas del tejido cardiaco degenerado observado en
las tres cepas estudiadas son compatibles con una necrosis coagulativa, donde sus
celulas (fibras) estan convertidas en masas acidofilas, donde no se observan ndcleos

pero si mantienen su forma basica.

En ningunos de los casos estudiados se observo reaccion inflamatoria.
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Figura 22. PANORAMICA DE TEJIDO CARDIACO DE UN RATON C57BL/6
INYECTADO CON VENENO DE Tityus nororientalis.

Gran degeneracion del parénquima y congestion de los vasos sanguineos. H-E, 250X.
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Figura 23. SECCION DE TEJIDO CARDIACO DE UN RATON C57BL/6
INYECTADO CON VENENO DE Tityus nororientalis.

Pérdida completa de la arquitectura celular del tejido cardiaco de un ratén C57BL/6

tratado con una DLz, del veneno de Tityus nororientalis. H-E, 400X.

Figura 24. SECCION DE TEJIDO CARDIACO DE UN RATON C57BL/6
INYECTADO CON VENENO DE Tityus nororientalis.

Fibras cardiacas, vistas longitudinalmente, de aspecto claro, edematizadas, con
fragmentacion de su contenido citoplasmatico y con pérdida de sus estriaciones. H-E,
400X.
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Figura 25. SECCION DE TEJIDO CARDIACO DE UN RATON C57BL/6
INYECTADO CON VENENO DE Tityus nororientalis.

Perdida de la estriacion normal de las fibras cardiacas siendo sustituidas por un
sarcoplasma fragmentado. Note3se el amplio rango de degeneracion nuclear. Edema
evidente. H-E, 1000X.
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Figura 26. SEGMENTO DE LA PARED DE UNA PEQUENA ARTERIA EN
TEJIDO CARDIACO DE UN RATON C57BL/6, INYECTADO CON VENENO DE

Tityus nororientalis.

Se aprecia degeneracién de sus diferentes capas con presencia de una gran
vacuolizacion que separa las fibras musculares entre si, asi como la intima de la

media. NOtese ademas las caracteristicas del contenido sanguineo.. H-E, 1000X.



65

Figura 27. VISTA DE UNA ARTERIA OBSERVADA EN TEJIDO CARDIACO
DE UN RATON C57BL/6, INYECTADO CON VENENO DE Tityus nororientalis.

Apréciese las rupturas de los haces musculares de la capa media y la ausencia de su
capa endotelial. H-E, 1000X.
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4.6 DISCUSION

4.6.1 Significacion de T. nororientalis como especie de importancia médica en el
Nororiente de Venezuela

Estudios epidemioldgicos recientes han permitido establecer que las especies
T. zulianus, T. discrepans y T. nororientalis son, respectivamente, los taxa
responsables del mayor nimero 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 T. nororientalis capturada en la localidad de Las Melenas,
municipio Marifio, estado Sucre. Investigaciones en curso demuestran, al presente,
que es la especie con el mayor rango de ordenacion territorial en el nororiente

venezolano (De Sousa en preparacion).

Al comparar el efecto del veneno de esta especie, inyectado por via
intraperitoneal, en ratones hembra de las cepas NMRI, BALBc y C57BL/6 y al
evaluar el curso temporal de aparicidn de los signos, inducidos como efecto toxico
del envenenamiento agudo experimental; se pudo observar que independientemente
del modelo murido, utilizado en este trabajo, los signos evaluados en los ratones
envenenados son caracteristicos de un cuadro neurotoxico agudo, el cual ya ha sido
reportado clasicamente para otros escorpiones de importancia médica en Venezuela
(Borges y De Sousa, 2006; De Sousa, 2006; Cova 2008, Da Camara y col., 2008;
Hurtado y col., 2008; Sanquiz y Gonzélez, 2008; De Sousa y col., 2009). Cova (2008)
sefiala que el veneno de diferentes especies venezolanas de Tityus produce un
sindrome especifico que, aunque comparable en su naturaleza neurotdxica, es de

magnitud y cinética exclusivas de cada taxon.
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De la informacion disponible se deduce que el envenenamiento escorpionico
experimental es un complejo sindromatico principalmente asociado a disfuncién en
los sistemas cardiorrespiratorio y nervioso (central y periférico) e inflamatorio (no
evaluado en este trabajo) (Sofer y col. 1996, Voronon y col. 1999, Mazzei y col.
1997, 2002, Otero y col. 1998, 2004, Bor¢ 46 De Sousa 2006, De Sousa y col.
2007); produciendo los signos y sintomas clasicos observados en el escorpionismo
(humano, veterinario y experimental). Por lo tanto, los signos clinicos observados en
cualquiera de los modelos utilizados (NMRI, BALBc y C57BL/6) son muy diversos y
de tres tipos: (1) los colinérgicos postganglionares tanto muscarinicos como
nicotinicos producto de la hiperestimulaciéon del sistema nervioso parasimpatico y
gue son predominantes sobre otros mecanismos, (2) los centrales que incluyen las
convulsiones tonico-clénicas con base en transmisién colinérgica, (3) los del sistema
motor y (4) las adrenérgicas postganglionares por hiperestimulacion del simpatico.
Estos mecanismos coinciden con lo observado en humanos envenenados por especies
de escorpiones del género Tityus en diferentes regiones endémicas de Venezuela y
otros paises de América del Sur (Borges y De Sousa, 2006), incluyendo Venezuela
(De Sousa y col., 2000). Tal analogia valida el uso del modelo marido 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, De Sousa y col. 2009).
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4.6.2 Utilidad del modelo muarido para la evaluacion del efecto del veneno de

escorpiones de importancia médica en Venezuela

Hurtado y col. (2008) indicaron que el indice letal cincuenta, del veneno de
Tityus nororientalis, fue significativamente menor en ratones C57BL/6 (DLsp = 8,43
ug x g™ de ratén) que el obtenido en ratones hembra NMRI (DLso = 28,18 g x g™ de
raton); y éste, menor que el obtenido en los BALBc (DLsy = 40,07 pg % g™ de ratén);
demostrando una mayor sensibilidad de C57BL/6 al efecto tdxico del veneno de esta
especie. La relacién DLso/DLsg, entre las tres cepas, sugiere que ésta es 3,34 veces
menor en C57BL/6 que en NMRI y 4,75 veces mas reducida que en BALBc.
Adicionalmente, demostraron que la frecuencia de presentacion de algunos signos
clinicos [contractura del dorso, taquipnea, hipotonia del tren posterior y disnea
(bradipnea/apnea)] fue significativamente distinta entre las cepas NMRI y BALBc.
Los autores indicaron que el espectro medio de toxicidad moderadamente grave y el
de toxicidad grave es comun para las tres cepas; el curso temporal demostré 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 existen varios signos que
presentaron diferencias, entre ellas estan: temblores generalizados, signo de Straub,
secrecién ocular, marcha ataxica y exoftalmos. El primero de presentacion mas tardia
en BALBc que en NMRI y en C57BL/6; el segundo de instalacion muy temprana
(alrededor de los 5 minutos) en C57BL/6, la secrecion ocular de exhibicion mas
tardia en NMRI que en BALBc y en C57BL/6, la marcha atéxica de instalacion mas
precoz en C57BL/6 (alrededor de los 5 minutos) que en BALBc (aproximadamente a
los 10 minutos) y, este a su vez, menor que en NMRI (cercano a los 25 minutos). Por
ultimo, el exoftalmo de instalacion precoz en C57BL/6 (10 minutos) en comparacién
con NMRI o BALBc (25 minutos). Por lo cual, los autores propone la utilidad de la
cepa de ratones C57BL/6 como un excelente modelo funcional (de bioensayo) para

evaluar los venenos de escorpiones venezolanos; incorporando nuevos elementos
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clinicos y de ensayos de letalidad (acompafiados del curso temporal de toxicidad
aguda). Este trabajo ratifica los hallazgos anteriores y, en lo posible, los correlaciona
con las alteraciones histopatoldgicas en el tejido muscular cardiaco evaluado en las
tres cepas de ratones utilizados.

4.6.3 Cambios histopatologicos encontrados en corazon de ratones hembra de las
cepas NMRI, BALBc y C57BL/6

El envenenamiento escorpidnico provoca signos y sintomas similares en
diferentes mamiferos. En este estudio cada cepa de raton inyectado con su respectiva
DLso mostré diversos cambios histopatoldgicos en tejido cardiaco en comparacion
con los controles. Las alteraciones fueron evidentes en cada uno de los componentes
celulares y en la arquitectura general del tejido, coincidiendo con los estudios
realizados con Foung y Garcia (1994), quienes utilizando dosis subletales del veneno
completo de T. caripitensis, en ratones albinos, observaron degeneracion de las fibras

miocéardicas acomparfiadas de congestidn vascular.

En 1970 Yaron y Braum, en un estudio realizado en perros tratados con
veneno de escorpion, administrado por via intramuscular y endovenosa, encontraron
en el miocardio de los mismos necrosis focal de las fibras musculares, celularidad
intersticial y deposicion precoz de gotitas de lipidos. Estos mismos autores un afio
después, en un nuevo estudio con perros tratados con veneno de escorpion observaron
al microscopio electronico cambios miocardicos tales como edema intracelular,
dilatacion del sistema tubular y un tejido cardiaco en general caracterizado por
grandes areas de destruccion similares a los descritos en nuestra investigacion, que
atribuyeron a la accion de mecanismos metaboélicos, miogénicos y hemodinamicas en

la patogénesis del dafio miocardico.
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Es importante mencionar que en la presente investigacion se aprecio en la
cepa NMRI la presencia de granulos rojizos, cuya naturaleza histoquimica no fue
estudiada y que podian estar bien relacionadas con deposicién de lipidos, como lo
observado por Yaron y Braum en 1970.

Aun cuando los dafios microscopicos encontrados en el miocardio de las
diferentes cepas estudiadas en la presente investigacion fueron similares, en
apariencia, en las cepas homocigéticas (BALBc y C57BL/6) la necrosis celular fue
mas acentuada. Es posible que ello se deba a que la cepa BALBc recibié una mayor
dosis de veneno inyectado (40,07 pg.g™ de raton) y la cepa C57BL/6 tenga una
mayor sensibilidad (8,43 pg.g™ de ratén) como fue indicado por Hurtado y col.
(2008).

Como se puede apreciar en las figuras muchas de las fibras cardiacas
conservan su forma pero carecen de nlcleos y en sus sarcoplasmas no se observan las
tipicas estriaciones de las mismas dandoles un aspectos de masas acidofilas de
desechos lo cual sugiere una necrosis coagulativa como ha sido planteados por otros

autores,

Por otra parte, la dilatacion y congestion vascular observadas en el miocardio
de las cepas NMRI, BALBc y C57BL/6 ratifican hallazgos anteriores reportados
entre otros por Watterman (1991), Devi y col. (1970), Reddy (1972) y Foung y
Garcia (1994) y los mismos han sido atribuidos a la posible accién de la histamina

contenida en el veneno.

Es importante mencionar la ausencia de reaccion inflamatoria en las cepas
estudiadas a diferencia en lo reportados por otros autores (Foung y Gracia,1994), pero
tal hecho encuentra su explicacién en la respuesta aguda del veneno en el tejido
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cardiaco, lo cual no dio tiempo a una respuesta inmunologica a la venina del

escorpion.

4.6.4 Alcances de los resultados y su contribucién a la elaboracion del mapa de
letalidad de la escorpiofauna venezolana de importancia médica

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); pero también supeditado de la
cepa de raton utilizada para evaluar la toxicidad de los venenos. Por lo cual, propone
la utilidad de la cepa de ratones C57BL/6 como un excelente modelo funcional (de
bioensayo) para evaluar los venenos de escorpiones venezolanos; incorporando
nuevos elementos de evaluacién histopatolégica a los componentes clinicos y de
ensayos de letalidad (acompafiados del curso temporal de toxicidad aguda) al
conjunto de evidencias moleculares, inmunoldgicas, bioquimicas y fisioldgicas ya
disponibles que indican que los venenos de estos artropodos son altamente complejos
relacionados, posiblemente, con sus variaciones estructurales (es decir de, su
arquitectura molecular) y/o funcionales (esto es de su enlazamiento a canales i6nicos
voltaje-dependientes) sugeridas por Cova (2008), Da Camara y col. (2008) y Hurtado
y col. (2008). Por lo pronto, vienen a reforzar los criterios que determinan la
macroregiéon endémica de escorpionismo en la region Nororiental (De Sousa y col.
1995; 1996; 1997; 1999; 2005; 2006b; 2007) de Venezuela, 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 Toxinoldgicas” planteada por Borges y De Sousa (2006) para una

comprension integral del escorpionismo en el pais.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

1. Las manifestaciones colinérgicas predominaron en el cuadro neurotoxico

agudo.

2. La toxicidad experimental aguda parece ser dependiente de la cepa de ratén;
ya que su severidad y el tiempo de aparicion de las manifestaciones
neurotdxicas parecen estar relacionadas a la susceptibilidad intrinseca de cada

cepa de raton al veneno de escorpion.

3. El veneno de T. nororientalis a una DLso, dependiente de la cepa de raton
utilizada, produjo alteraciones histoldgicas en el miocardio de los ratones de

experimentacion.

4. Las alteraciones consistieron principalmente en degeneracion de la fibra
miocardica, necrosis celular, congestion vascular, edema del tejido cardiaco,

vacuolizacion y picnosis nuclear.

5. Se observaron cambios histopatologicos caracteristicos en cada cepa: en la
NMRI granulado de color rojizo tanto a nivel celular como intravascular, en la
BALBc dilatacion vascular en todos los casos estudiados y la cepa C57BL/6
fue la que mostro, en apariencia, mayor severidad en cuanto a la gran pérdida

de la citoarquitectura de casi todo el tejido.

6. Las cepas homocigotas revelaron cambios histopatolégicos de mayor

severidad.
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7. Las manifestaciones cardiacas se correlacionan con las diversas
modificaciones histopatoldgicas que se pudieron encontrar en las distintas

cepas.

8. No se observd reaccion inflamatoria en ninguno de los cortes de corazén de

ratones inyectados con veneno el veneno de T. nororientalis.

9. En los ratones utilizados como control no se evidencié ninguna alteracion

histopatoldgica.
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