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RESUMEN

Se evaluaron parametros de produccion y de toxicidad diferencial entre los venenos de
Tityus nororientalis y Rhopalurus laticauda (Scorpiones, Buthidae), en el modelo
murido, en términos de produccion de veneno, titulos letales y curso temporal del
envenenamiento agudo. La actividad biolégica de los venenos fue ensayada luego de su
inyeccion intraperitoneal en ratones hembra C57BL/6 de 15-25 g de peso. La letalidad
fue cuantificada a través de la dosis letal cincuenta (DLsg), determinada segin el método
secuencial de Dixon y Mood, para una hora de experimentacion. El efecto clinico de los
venenos se evalud observando el curso temporal de toxicidad aguda experimental. Los
resultados indicaron, en términos de produccion de veneno, que Tityus nororientalis, por
estimulacion eléctrica, produce en promedio para peso, volumen y concentracion, 1,64
mg; 5,82 pl y 0,28 mg.pul™; valores significativamente mayores al de Rhopalurus
laticauda (en promedio 0,24 mg; 2,07 ul y 0,12 mg.ul™). La potencia (en mgkg™) del
veneno de Tityus nororientalis fue significativamente superior [7,94 (7,51-8,43)] al de
Rhopalurus laticauda [112,20 (106,09-119,04); p = 0,000001]. El cuadro clinico indicé
neurotoxicidad aguda de mayor potencia con el veneno de Tityus nororientalis; con
signos predominantemente colinérgicos (con algunas manifestaciones adrenérgicas y
centrales), similares a aquellos observados en humanos envenenados. Aunque
parcialmente comparable en algunos elementos de su naturaleza neurotdxica, el curso
temporal de toxicidad entre los dos venenos fue de magnitud y cinética diferencial,
fundamentalmente, en la fase de toxicidad grave (sialorrea abundante, disnea bradipnea-
apnea, exoftalmos y paralisis espastica, exclusivo para el veneno de Tityus
nororientalis); tales signos aparecieron de manera significativamente mas temprana en
el caso de los animales inyectados con el veneno de Tityus nororientalis. Los resultados
obtenidos indicarian variaciones del veneno en estas dos especies que podrian estar
relacionadas con su expresion protedomica y que, adicionalmente, apuntaria a confirmar,
en el caso de Tityus nororientalis, la alta complejidad del veneno de este grupo
taxonomico con expresion en diversidad toxinologica dentro de la misma especie.

VII



INTRODUCCION

El orden Scorpiones, basado en andlisis filogenéticos, propuestos por Prendini y
Wheeler (2005), estd organizado en 18 familias agrupando mas de 1 500 especies. La
Buthidae, con 80 géneros, posee la mas amplia distribucion geografica en el mundo y
contiene dos taxa de importancia médica en el continente Americano (Borges, 1996; De
Sousa et al., 2000; Borges y De Sousa, 2006). Algunas especies de Centruroides
(México, América Central, sureste de Estados Unidos de América y parte del norte de
Suramérica) 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 escorpidonico (Dehesa-Davila, 1989; Lourengo y Cuellar, 1995;
Lourengo et al., 1996; Borges, 1996; Spirandeli-Cruz, 1999; Fet y Lowe, 2000; De
Sousa et al., 2000; Borges y De Sousa, 2006; Gomez y Otero, 2007); representando un
problema de salud publica, fundamentalmente, en la poblacién pediatrica de Brasil
(Lourengo y Cuellar, 1995; Biondi-Queiroz et al., 1996; Lourengo et al., 1996),
Colombia (Otero et al., 1998; Saldarriaga y Otero, 2000; Gomez et al., 2002; Otero et
al., 2004), Panama (Coronado et al., 2008) y Venezuela (Borges, 1996; De Sousa et al.,
2000; Borges y De Sousa, 2006; De Sousa et al., 2007a; De Sousa y Borges, 2009).

En Venezuela, de las 18 familias, cinco estdn presentes (Buthidae, Chactidae,
Euscorpiidae, Hemiscorpiidae y Scorpionidae) agrupando 17 géneros y 184 especies
descritas hasta el afio 2006 (De Sousa et al., 2006; Rojas-Runjaic y De Sousa, 2007). El
género Tityus (Buthidae), comprobadamente de trascendencia médica en el pais (Mota et
al., 1994; Porras et al., 1994; De Sousa et al., 1995; De Sousa et al., 1996; De Sousa et
al., 1997; De Sousa et al., 1999; De Sousa et al., 2000; Borges et al., 2002; De Sousa et
al., 2005; Borges y De Sousa, 2006; De Sousa et al., 2007; Mejias et al., 2007; De Sousa
et al., 2008a; De Sousa et al., 2008b; Borges et al., 2010a) con 74 especies, es el género
mas diverso desde el punto de taxonomico (Rojas-Runjaic y De Sousa, 2007; Rojas-

Runjaic y Becerra, 2008; Borges et al., 2010b; De Sousa, 2011) y toxinologico (Borges



et al., 2008; Borges et al., 2010b); representando mas de un tercio del total de todos los
Tityus descritos (unos 180) desde Costa Rica hasta el norte de Argentina y algunas islas
del Caribe (Borges y De Sousa, 2006).

Rhopalurus laticauda (Buthidae) es la especie de mayor distribucion geografica en
Venezuela, desde el nivel del mar hasta los 556 metros de altitud (Gonzalez-Sponga,
1984; Gonzalez-Sponga, 1996a; Manzanilla et al., 2002; Manzanilla y De Sousa, 2003);
siendo el escorpion tipico del bosque seco tropical y del bosque muy seco tropical
(Manzanilla y De Sousa, 2003; Morocoima et al., 2011) y el que ostenta el veneno de
menor toxicidad (Ortiz, 1985; De Sousa et al., 2000; Rodriguez-Torres et al., 2007) en
comparacion con algunas de las especies del género Tityus (De Sousa, 2011). Gonzalez-
Sponga (1984) menciond que esta especie, dada su amplia distribucion en el territorio
nacional, en apariencia, seria el responsable de la mayoria de los incidentes con
escorpiones, particularmente en: Maracaibo y sus alrededores, (estado Zulia); Ciudad
Bolivar, San Félix y Puerto Ordaz (estado Bolivar) y Barcelona-Puerto La Cruz (estado

Anzoategui).

De Sousa et al. (2000) plantearon la existencia de cuatro grandes areas (macroregiones)
endémicas de escorpionismo debidas al género Tityus: (a) la andina (estados Tachira,
Mérida, Trujillo y zona sur del lago de Maracaibo), (b) centro-occidental (estados Lara y
Falcon), (c) la centro-norte-costera (norte de los estados Carabobo y Aragua, estados
Miranda, Vargas y Distrito Capital) y, (d) 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 et al., 1999; De Sousa et al., 2000). Hace 6 anos, Borges y De Sousa (2006)
actualizaron los criterios clinicos, epidemioldgicos, toxinologicos y taxondmicos para
redefinir las macroregiones de escorpionismo y agregar a las existentes, las
macroregiones deltana, zuliana y la guayano-amazdnica. La nororiental fue

complementada con la insular; una vez conocidos los dos primeros casos de



escorpionismo, que cursaron con anormalidades pancreaticas y electrocardiograficas,
causados por Tityus neoespartanus (Borges y De Sousa, 2006; De Sousa et al., 2007a),
especie relacionada, morfologica y genéticamente, con Tityus nororientalis; escorpion

de mayor importancia epidemiologica en el nororiente venezolano (De Sousa, 2011).

En gran parte de la macroregion nororiental habita Tityus nororientalis (Gonzalez-
Sponga, 1996b; Diaz et al., 2005); taxon 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 Los Rios, 2006; De Sousa, 2011). Tiene su
localidad tipo en Catuaro (municipio Ribero) y con distribucion en el embalse El
Clavellino (municipio Ribero), Marigiiitar (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. Los resultados
actuales indican un incremento de su distribucion dentro del estado Sucre y hasta los
estados Anzoategui y Monagas (abarcando areas donde antes no se habia reportado su
presencia). Mas recientemente, la especie se localizé en el caserio Las Melenas
(municipio Marifio) y en Macuro (municipio Valdez), Peninsula de Paria, estado Sucre

(Romero, 2010).

La composicion del veneno de estos artropodos es compleja y variable (Illanes, 1981;
Borges et al., 1990); un unico veneno puede contener mas de un centenar de
componentes de origen polipeptidico, cada uno con propiedades farmacoldgicas distintas
(Harvey et al., 1998; Possani et al., 1999; Tsushima et al., 1999; Barona et al., 2004;
Borges et al., 2004a; Borges et al., 2004b; Barona et al., 2006; Borges et al., 2006a;
Borges et al., 2006b; Borges y De Sousa, 2006; Leipold et al., 2006; Borges y Rojas-
Runjaic, 2007; Borges et al., 2008). Los componentes toxicos, presentes en los venenos
de algunos butidos, son proteinas de baja masa molecular, entre 6 000 y 9 000,
esenciales en el efecto toxico, y causantes de las alteraciones fisioldgicas observadas

tanto en el modelo experimental como en el humano. Sus componentes mas letales son



las o- y P-toxinas, cuyos blancos moleculares son los canales de Na' voltaje-
dependiente en las membranas excitables, modificando los mecanismos de
permeabilidad i6nica fundamentales para la homeostasis celular de varios érganos y
sistemas (Becerril et al., 1995; Becerril et al., 1997; Borges et al., 1999; Tsushima et al.,
1999; Borges et al., 2006a; Borges y De Sousa, 2006; Leipold et al., 2006; Borges et al.,
2008). Sus efectos farmacologicos posteriores se deben, al menos en parte, a la descarga
de catecolaminas y acetilcolina como resultado de la despolarizacion de terminales pre-
y post-ganglionares del sistema nervioso autonomico, produciendo los signos y sintomas
clasicos observados en el escorpionismo: humano, veterinario y experimental
(Saldarriaga y Otero, 2000; Mazzei de Davila et al., 2002; Borges et al., 2004a; Borges
y De Sousa, 2006; De Sousa et al., 2007a).

El envenenamiento escorpionico es un complejo sindromatico, principalmente, asociado
a disfuncion en los sistemas cardiorrespiratorio, nervioso y, del sistema neuroendocrino
y de autacoides (De Sousa et al., 1995; Sofer et al., 1996; Mazzei de Davila et al., 1997;
Otero et al., 1998; Voronov et al., 1999; Mazzei de Davila et al., 2002; Otero et al.,
2004; Borges y De Sousa, 2006; De Sousa et al., 2007a; De Sousa y Borges, 2009). 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 anos y en los ancianos (Borges, 1996; Borges y De Sousa, 2006).

De acuerdo a los efectos clinicos inducidos por el veneno escorpidonico en humanos, se
pueden distinguir los que causan solo efecto local y transitorio (dolor, edema,
parestesias) y las especies cuyo veneno puede producir efectos sistémicos. En tal sentido,
el incidente con Rhopalurus laticauda corresponde al primer grupo, mientras que los
Tityus serian responsables de los efectos sistémicos que se manifiestan como signos y
sintomas adrenérgicos y colinérgicos en forma simultanea (diaforesis, palidez, taquipnea

o bradipnea, hipertension o hipotension y sialorrea, entre otras ) (De Sousa et al., 1995;



Mazzei de Davila et al., 1997; Otero et al., 1998; Mazzei de Davila et al., 2002; Otero et
al., 2004; Borges y De Sousa, 2006; De Sousa et al., 2007a; De Sousa y Borges, 2009;
Borges et al., 2010a).

En el Laboratorio de Toxinologia del Grupo de Investigacién en Toxinologia Aplicada y
Animales Venenosos, Escuela de Ciencias de la Salud, Nucleo de Anzoategui,
Universidad de Oriente, desde el afio 2000, se construye el mapa toxinolégico de la
region nororiental y se optimiza un método para determinar la actividad biologica del
veneno de varias especies de escorpiones orientales, entre ellas: Tityus nororientalis,
Tityus gonzalespongai, Tityus quirogae, Tityus uquirensis, Tityus tenuicauda vy
Rhopalurus 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 et al., 2008; Hurtado et al., 2008; De Sousa et al., 2009; De
Sousa-Insana y Pino, 2009; Aguilera et al., 2010; Chadee, 2010; Romero, 2010; De
Sousa et al., 2010; De Sousa, 2011; Paz et al., 2011).

Se evalud la toxicidad de una nueva poblacion de Tityus nororientalis localizada en la
poblacion de San Juan de Las Galdonas, municipio Arismendi, estado Sucre y se explord
la posibilidad de hallar toxicidad diferencial entre el veneno de esta especie de Tityus y
el de Rhopalurus laticauda. Para tal fin, se cuantificaron los parametros de produccion
de veneno entre ambas especies y se determinaron en ratones hembra de la cepa
C57BL/6, por via intraperitoneal y para 60 minutos de experimentacion, las DLs, del
veneno de ambas especies por el método secuencial de Dixon y Mood (1948),
modificado (Sevcik, 1987), y se compararon entre ambos venenos las manifestaciones
clinicas y el curso temporal de aparicion de los signos inducidos como efecto toxico del

envenenamiento agudo experimental en esta cepa de raton.



METODOLOGIA

Fuente de los venenos de escorpion

Para la ejecucion de la presente investigacion, se capturaron las especies Tityus
nororientalis y Rhopalurus laticauda, en dos localidades de su ambito de distribucion
geografica, ubicadas, para la primera, en San Juan de Las Galdonas (10°42°19"'N,
62°51'14""W; 13 m de altitud; GPS Garmin®) municipio Arismendi, estado Sucre, y
para la segunda, en Querecual (09°56°46"'N, 64°29°17"'W; 80 m de altitud; GPS
Garmin®) municipio Bolivar, estado Anzoategui. Durante el dia, ambos fueron
localizados bajo rocas, troncos, en el interior de la corteza, parcialmente desprendida de
los arboles, en el interior de troncos en proceso de descomposicion y para el caso
especifico de Tityus nororientalis, 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 del Grupo
de Investigacion en Toxinologia Aplicada y Animales Venenosos, Escuela de Ciencias
de la Salud, Nucleo de Anzoategui, Universidad de Oriente, donde se mantuvieron vivos

para la extraccion de su veneno.

Fuente de los animales de experimentacion

Se utilizaron 30 ratones hembra, cepa C57BL/6, adquiridas en el Bioterio del Instituto
Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC) y disponibles en el area del
Laboratorio de Toxinologia. Los animales se mantuvieron con ciclos de iluminacion

natural, a temperatura ambiente e hidratacion y alimentacion ad libitum.

Los lineamientos de investigacion en Toxinologia, utilizando animales de
experimentacion, segun el codigo ético de la International Society on Toxinology (IST),
refrendado por sus miembros en ocasion del 6" European Symposium on Animal, Plant
and Microbial Toxins (Basle, Suiza, agosto de 1984) establecio: (a) Disminuir al minimo

el periodo de sufrimiento de los animales de experimentaciéon y no someterlos a



procedimientos dolorosos extremos. (b) Utilizar el menor nimero posible. (¢) Sélo se
requerirdn para investigar los mecanismos de accion de las toxinas de origen natural. (d)
El uso de la DLsy solo procedera, con fines cientificos, para la estandarizacion de los
venenos y de los antivenenos de origen natural. (¢) Para establecer este indice letal se
debe utilizar alrededor de 12 animales, acompafiando los resultados del tiempo de
supervivencia y los examenes patologicos de los ejemplares sometidos a este
procedimiento. En tal sentido, el método de Dixon y Mood (1948) es uno de los mas

apropiados (Sevcik, 1987; De Sousa et al., 2009; De Sousa et al., 2010).

Extraccion y purificacion parcial del veneno

Los escorpiones fueron ordenados por estimulacion eléctrica, a razén de 5 pulsos
rectangulares de 60 V/pulso, durante 100 milisegundos (ms), generados con un
neuroestimulador Phipps-Bird”, modelo 611 con cinco trenes de pulsos; cada uno con un
lapso de cinco a seis segundos de duracidn, segin técnica desarrollada en el Laboratorio
de Alacranologia, Escuela de Ciencias de la Salud, Nucleo de Bolivar, Universidad de
Oriente (Quiroga et al., 1982; Parrilla-Alvarez, 1999). El veneno eyectado de cada
especie, fue recogido de forma separada en tubos capilares de 100 pl de capacidad y
luego transferido a tubos Eppendorf de 1,5 ml. El veneno fue suspendido en 1 ml de
agua bidestilada y agitado en vortex (Super-Mixer™). Consecutivamente, se centrifugé a
14 000 g (Labnet para tubos Eppendori® , modelo Z180M) por 20 minutos para separar
restos celulares de la fase soluble que contiene las proteinas con actividad
farmacologica. 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 et al., 2009; De Sousa et al., 2010).

Determinacion de la concentracion de proteinas

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

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



Figura 1. Extraccion del veneno, de ejemplares de Tityus tenuicauda, por estimulacion

eléctrica del telson. (a, b) Manipulacién de los ejemplares. (c, d) Electrodo estimulador fijado en la
region intersegmental, entre el quinto segmento del metasoma y el telson. (d) Veneno eyectado desde el
aculeo, recogido en tubos capilares. (¢) Cuantificacion de volumen de veneno. (f) Traslado del veneno a
tubos Eppendorf de 1,5 ml (Fotografias cortesia de Laura Ramirez y Maria Victoria Talavera) (Tomado
de De Sousa, 2011).



absorbancia (a esta longitud) representd una concentracién de 1 mg.ml™ (Possani et al.,
1977; Parrilla-Alvarez, 1999), ésta concentracion fue verificada con una curva de
calibracion. Alicuotas de 1 ml del veneno, de hembras y machos, se almacenaron a -
20°C hasta el momento de su uso para evaluar su actividad biologica en el modelo
murido C57BL/6, el resto fue liofilizado (liofilizador Labconco™) y almacenado a -20°C

(De Sousa, 2006; De Sousa et al., 2009; De Sousa et al., 2010).

Evaluacion de la DLsg y de los signos de toxicidad aguda experimental

Las DLs¢ del veneno de ejemplares de Rhopalurus laticauda y Tityus nororientalis, para
una hora de experimentacion, se determind por el método secuencial de Dixon y Mood
(1948), modificado por Sevcik (1987). Cada veneno fue inyectado, por via
intraperitoneal (vip), con una microjeringa Hamilton” de 50 ul de capacidad, en ratones

hembra C57BL/6.

Las dosis administradas se calcularon segin el peso (balanza digital, Denver
Instrument”, modelo XS-3009 precision 0,01 g) de cada animal experimental. Se
estableci6 el siguiente esquema de trabajo para la administracion de cada veneno: en el
primer raton C57BL/6, por vip, se utilizo una dosis inicial de: Anti-log X; =1 (10 pg.g”
de ratén) [en el caso de Rhopalurus laticauda, Anti-log X; = 2 (100 pg.g”" de raton)];
donde el Anti-log es el antilogaritmo. Si este primer animal responde con la muerte, el
segundo raton recibird una dosis X; = Anti-log Dosis(X;) - d, donde d es un factor
constante cuyo valor, en este caso, fue 0,05. Si el primer animal sobrevive, entonces, el
segundo recibira una dosis X, = Anti-log Dosis(X;) + d. El procedimiento continuara y la
dosis del siguiente animal sera: X, = Anti-log X, - d, si el animal m muere con la dosis

Xm; 0 bien: X, = Anti-log X, + d, si el raton m sobrevive con la dosis Xp,.

El experimento se detuvo al obtener una secuencia de cuatro ciclos: 00 70 T 0 &, 6
070707070 ®;donde § indica muerte, 0 supervivencia y ® la dosis que serd

administrada al siguiente animal (punto final).



Los signos clinicos expresados como efecto de toxicidad aguda experimental inducida
por la inyeccion intraperitoneal del veneno de Tityus nororientalis y Rhopalurus
laticauda, fueron observados meticulosamente durante los 60 minutos de
experimentacion y tabulados cronologicamente. Los ratones que sobrevivieron, al
finalizar el tiempo establecido de observacion, fueron sacrificados por dislocacion
cervical. Se utilizo en cada grupo experimental un animal testigo al cual se administro
solucion fisiologica en volumen similar al de los grupos experimentales (De Sousa,

2006; De Sousa et al., 2009; De Sousa et al., 2010).

Anadlisis estadisticos

Parte de los resultados experimentales se procesaron por métodos estadisticos no
paramétricos o de libre distribucion: (a) se calcularon las medianas de los datos validos a
partir del punto de inflexion, segiin Hodges y Lehmann y sus limites de confianza (entre
paréntesis) al 95% de certeza para las DLsy y para el tiempo de aparicion de los signos
de toxicidad aguda experimental y (b) las diferencias entre las medianas fueron
evaluadas por la prueba de anélisis de varianza de Kruskal-Wallis, con un nivel de
significacion p < 0,05 (De Sousa, 2006; De Sousa et al., 2009; De Sousa et al., 2010).
Para el procesamiento de los datos por métodos estadisticos no paramétricos, se utilizé
el programa V-8.2, desarrollado por el Dr. Carlos Sevcik, Laboratorio de
Neurofarmacologia Celular, Centro de Biofisica y Bioquimica, IVIC, estado Miranda,

Venezuela.

Para comparar los pardmetros de productividad, entre los venenos, se calcularon las
diferencias de proporciones con muestreo independiente (valor de Z; método estadistico
paramétrico) con un nivel de significacion p < 0,05. Programa PRIMER que acompaiia

el libro Primer of Biostadistics (Glantz, 2002).

Se evaluo el Indice de Variabilidad de las DLs, mediante la siguiente férmula: Indice de

Variabilidad = (Limite superior — Limite inferior)/Mediana de la DLsy % 100.
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RESULTADOS

Productividad del veneno de Tityus nororientalis y Rhopalurus laticauda

Los dieciséis ejemplares (2 9/3d) de Tityus nororientalis, por estimulacion eléctrica,
produjeron 26,20 mg de proteinas en un volumen total de 93,10 ul. Cada escorpion en
promedio, para peso y volumen, origind6 1,64 mg en 5,82 pl; resultando una
concentracion de 0,28 mg.ul™ ( +). Rhopalurus laticauda, produjo en promedio 0,24 mg
por ejemplar en 2,07 pl, proporcionando una concentracion de 0,12 mg.ul”. Al respecto,
Tityus nororientalis posee mayor productividad de veneno, en términos de cantidad y

concentracion de proteinas, que Rhopalurus laticauda (Z = 2,23; p < 0,025) (Tabla 1).

Tabla 1. Comparacion de los datos de productividad del veneno de Tityus nororientalis y
Rhopalurus laticauda (Buthidae), del nororiente venezolano, obtenido por estimulacion
eléctrica.

Total Concentraciéon
. Volumen ., , ., .

Especie n ul/escorpion proteinas mg/escorpidon  por escorpion
(ul) ul
(mg) (mg/pl)
T 16t 9310 5.82 26,20 1,64 £ 0.28 A

nororientalis

R. laticauda 110 227,28 2,07 26,12 0,24 £ 0,12 A

n: Numero de ejemplares ordefiados; T: 233, £: p < 0,025 A: p < 0,025

DLso del veneno de Tityus nororientalis y Rhopalurus laticauda

En las tablas 2 y 3 se presentan los datos necesarios para el calculo de las DLs del
veneno de Tityus nororientalis y Rhopalurus laticauda, en ratones hembra, C57BL/6,

observados durante 60 minutos.

¥ Once hembras, por estimulacion eléctrica, produjeron 12,32 mg de proteinas en 35,20 ul de veneno.
Cada hembra, en promedio para masa y volumen, origind 1,12 mg en 3,02 pl; resultando una
concentracion de 0,37 mg.ul™. Para los cinco machos, 13,88 mg en 57,90 ul; en promedio, 2,77 mg y
11,58 pl; proporcionando concentracion de 0,24 mg.ul™. Al respecto las hembras producen menor
cantidad de proteinas y volumen que los machos (Z = 2,42; p < 0,001); sin embargo, el cociente
concentracion fue significativamente mayor en el veneno de las hembras que en los machos (Z =2,42; p
<0,001).
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El total de ratones C57BL/6 para evaluar el veneno de Tityus nororientalis fue n = 15
[corrida + siguiente animal (punto final)] (Tabla 2) y para el de Rhopalurus laticauda n
= 13 [corrida + siguiente animal (punto final)] (Tabla 3). El punto de inflexion
(fendbmeno muerte no-muerte o no-muerte muerte) se ubicd en Rj para el veneno de

Tityus nororientalis (Tabla 2) y en R, para el veneno de Rhopalurus laticauda (Tabla 3),

La corrida valida para calcular la DLsg, del veneno de Tityus nororientalis, fue desde R
hasta Rj4 + R;s (punto final) [n = 13]; y, para evaluar los signos de toxicidad aguda
experimental desde R; hasta R4 [n = 12] (Tabla 2). Para la DLsy de Rhopalurus
laticauda, desde R; hasta Ry, + Ry3 (punto final) [n = 12]; y los de toxicidad aguda desde
R, hasta Rj; [n = 11] (Tabla 3). La cantidad de veneno utilizado, de Tityus nororientalis,
en la experiencia, fue de 2.651,10 ug (2,70 mg) (Tabla 2) y para Rhopalurus laticauda
de 18.981,58 nug (19,00 mg) (Tabla 3).

Para cada veneno se utiliz6 un raton control, el cual no desarrollé ninguna manifestacion
clinica de toxicidad posterior a la inyeccion respectivamente de 20 y 180 ul de solucion

salina al 0,9% (m/v).

La frecuencia de muerte causada por la administracion de los venenos, en la corrida
valida, de Tityus nororientalis y de Rhopalurus laticauda se presenta en las tablas 4 y 5.
Para el de Tityus nororientalis (Tabla 4), la mayor frecuencia de muerte ocurrié con la
dosis de 7,94 pug.g" (n=3; 50,00%) y 8,91 pg.g” de ratén (n = 3; 50,00%). Con la dosis
de 7,08 pg.g” de raton no ocurrié mortalidad. Con el veneno de Rhopalurus laticauda
(Tabla 5), la mayor mortalidad (n = 3; 60,00%) ocurri6 con la dosis de 125,89 pg.g™'de
raton; seguida, en menor frecuencia con 112,20 pg.g™ (n = 1, 20,00%) y 100,00 pg.g”

(n = 1; 20,00%). Cuando se administré la dosis de 89,13 pg.g" no ocurrié exitus letalis.
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Tabla 2. Datos para el calculo de la Dosis Letal (DLso) del veneno de ejemplares hembra
de Tityus nororientalis en ratones C57BL/6, administrado por via intraperitoneal, para
60 minutos de observacion.

Raton Peso Dosis Dosis Dosis Total Volumen  Muerte
(Rn) (8) (Anti-log)  (ng/g") (ng) (ul)  (minutos)
Corrida no valida
R, 23,23 1,00 10,00 232,30 28,60 t
R» 23,33 0,95 8,91 207,90 25,60 t
Sub-total 440,20
Corrida valida
R; 22,68 0,90 7,94 180,10 22,20 0
R4 27,60 0,95 8,91 245,90 30,30 +:27
Rs 26,50 0,90 7,94 210,40 25,90 0
Re 25,90 0,95 8,91 230,70 28,40 +:30
R 19,30 0,90 7,94 153,20 18,80 t:24
Rg 24,90 0,85 7,08 176,30 21,70 0
Ry 24,60 0,90 7,94 195,30 24,00 1:43
Rio 22,90 0,85 7,08 162,10 19,90 0
Ry; 26,60 0,90 7,94 211,20 26,00 0
Riz 17,40 0,95 8,91 155,00 19,10 t:24
Ri3 20,30 0,90 7,94 161,20 19,80 1:49
Ris 18,30 0,85 7,08 129,50 15,90 0
Sub-total 2 210,90
Total 2 651,10
Siguiente Animal
Ris 0,90 7,94 ®

Ratones validos: R; — R4 + Rys. f: Raton con exitus letales; ®: Punto final del experimento
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Tabla 3. Datos para el célculo de la Dosis Letal (DLsg) del veneno de ejemplares
hembras de Rhopalurus laticauda en ratones C57BL/6, administrado por via
intraperitoneal, para 60 minutos de observacion.

Raton Peso Dosis Dosis Dosis Total Volumen  Muerte
(Ry) (2 (Anti-log)  (ng/g™) (ng) (ul) (minutos)

Corrida no valida
R, 15,99 2,00 100,00 1 599,00 148,40 0
Sub-total 1 599,00

Corrida valida

R, 14,55 2,05 112,20 1 632,51 161,47 T:55
R; 15,24 2,00 100,00 1 524,00 150,74 T:52
R4 13,38 1,95 89,13 1 192,56 117,96 0
Rs 13,83 2,00 100,00 1 383,00 136,80 0
Rs 12,04 2,05 112,20 1351,91 133,52 0
R 14,64 2,10 125,89 1 843,03 295,35 T:58
Rg 13,12 2,05 112,20 1 472,09 23591 0
Ry 15,61 2,10 125,89 1 965,14 552,00 T:39
Rio 15,18 2,05 112,20 1 703,22 478,43 0
Ry 14,64 2,10 125,89 1 843,03 295,35 T:49
Ri2 13,12 2,05 112,20 1 472,09 23591 0

Sub-total 17 382,58
Total 18 981,58
Siguiente Animal

Ris 2,10 125,89 ®

Ratones validos: R, — Ry, + Ry3; T: Raton con exitus letales; ®: Punto final del experimento
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Tabla 4. Frecuencia de muerte y secuencia de dosis administradas, por via
intraperitoneal, del veneno de ejemplares hembra de Tityus nororientalis en el modelo
murido C57BL/6.

Anti-log Dosis
Ratén (ng.g” de raton)
(Rn) 0,85 0,90 0,95 1,00
(708 pg.g’)  (7.94pggh)  (891ugg’) (10,00 pgg’)

Corrida no valida

R, T:28

R, T:32
Corrida valida

R; 0

R4 +:27

Rs 0

Rs +:30

R7 T:24

Rg 0

Ry 1:43

Ryo 0

Ry; 0

Rz t:24

Ri3 1:49

Ris 0

Siguiente Animal

R15 ®
Frecuencia de
Muerte [] . (e . &()0 . &(\0
Corrida Valida 0, 0% 3, 50% 3;50%
n=6; 100%

1: Tiempo de muerte; 0: Sobrevivencia; ®: Punto final del experimento
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Tabla 5. Frecuencia de muerte y secuencia de dosis administradas, por via
intraperitoneal, del veneno de ejemplares hembras de Rhopalurus laticauda en el
modelo mirido C57BL/6.

Anti-log Dosis
Ratén (ng.g”' de raton)
(Rn) 1,95 2,00 2,05 2,10
(89,13 ug.g’) (100,00 pg.g) (112,20 pg.g’) (125,89 pg.g’)

Corrida no valida

R 0

Corrida valida

R» t:55

R; t:52

R4 0

Rs 0

Rs 0

R; T:58
Rs 0

Ry +:39
Rio 0

Ry T:49
Riz 0

Siguiente Animal

Frecuencia de
Muerte [7]
Corrida 0; 0% 1;20,00% 1;20,00% 3; 60,00%
Valida
n=>5; 100%

+: Tiempo de muerte; 0: Sobrevivencia; ®: Punto final del experimento
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Las DLsop, para 60 minutos de observacion, del veneno de Tityus nororientalis y
Rhopalurus laticauda, administrados por via intraperitoneal, en ratones C57BL/6, se
presentan en las figuras 2 y 3. Las DLs se calcularon por el método no paramétrico de
Hodges y Lehmann; y el resultado se presenta como la mediana y sus limites al 95% de
confianza (entre paréntesis). Para el veneno de Tityus nororientalis la DLs, fue de 7,94
(7,51-8,43) pg.g” de raton y para Rhopalurus laticauda de 112,20 (106,09—119,04)

ng.g”' de raton; en ambas el indice de variabilidad fue de 11,60%.

En la figura 4, se comparan las DLs, calculadas para los venenos de Tityus nororientalis
y Rhopalurus laticauda. Los resultados demostraron que Tityus nororientalis posee un

veneno significativamente mas potente (p = 0,000001) que el de Rhopalurus laticauda.

10,00 7 g
9,00 -+

3,00

7.00 1

Dosis (ug/g)

6,00 +

5 ,() (] T I T T T T I T T T I T T T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Numero de raton

Figura 2. Determinacion de la DLsy, por vip en ratones C57BL/6, del veneno de
ejemplares hembra de Tityus nororientalis capturadas en San Juan de Las Galdonas,

municipio Arismendi, estado Sucre. La flecha indica el punto de inflexion e inicio de los datos
validos para el calculo de la DLs,. El resultado se expresa como la mediana y sus limites para un 95,00%
de confianza (entre paréntesis): DLs, vip, 60 minutos = 7,94 (7,51-8,43) ug.g” de ratén. IV = 11,60%.
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Figura 3. Determinacion de la DLsy, por vip en ratones C57BL/6, del veneno de
ejemplares hembras de Rhopalurus laticauda capturados en Querecual, municipio

Bolivar, estado Anzodtegui. La flecha indica el punto de inflexion e inicio de los datos validos para
el calculo de la DLsy. DLs, vip, 60 minutos =112,20 (106,09—119,04) ug.g'1 de raton. IV = 11,60%.
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Figura 4. Comparacion de las DLsy del veneno de Tityus nororientalis y Rhopalurus
laticauda, por vip en ratones C57BL/6. DLs,, vip, 60 minutos: Rhopalurus laticauda
(superior)= 112,20 (106,09-119,04) pg.g”" de raton. Tityus nororientalis (inferior) = 7,94 (7,51-8,43)
ng.g” de raton; Kruskal-Wallis = 18,95; p = 0,000001.
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Curso de toxicidad aguda experimental inducida por el veneno de Tityus
nororientalis y Rhopalurus laticauda

En las tablas 6 y 7 se presentan las frecuencias de los signos clinicos inducidos por
efecto de toxicidad aguda experimental del veneno de Tityus nororientalis y Rhopalurus
laticauda en ratones C57BL/6.

Con el veneno de Tityus nororientalis (Tabla 6), se observaron 22 signos clinicos de
toxicidad. En el 100% de los casos, correspondientes a la corrida vélida, piloereccion,
sialorrea leve, defecacion (con heces formadas) y signo de Straub. En 83,30%,
hiperactividad inicial, taquipnea, limpieza de nariz/boca, secrecion ocular, sialorrea
abundante y convulsiones. Luego (75,00%), movimientos deglutorios, secrecion ocular y
disnea (caracterizada por respiracion abdominal forzada que evoluciond a
bradipnea/apnea [66,70%]). Seguidamente, exoftalmos (66,70%), defecacién pastosa
(50,00%), paralisis espastica (50,00%) e hipotonia del tren posterior (50,00%). Con
menor frecuencia marcha atdxica (41,70%), hipoactividad (33,30%), deshidratacion
(8,30%) y defecacion liquida (8,30%). Algunos signos se observaron fundamentalmente
en la poblacion de ratones que fallecieron por efecto toxico del veneno: bradipnea/apnea
(6/6 ratones muertos y 2/6 ratones sobrevivientes), exoftalmos (6/6 muertos y 2/6 vivos),
hipotonia del tren posterior (5/6 muertos y 1/6 vivos) y paralisis espastica (6/6 muertos y

0/6 vivos).

Similarmente, con el veneno de Rhopalurus laticauda (Tabla 7), se observaron 21 signos
clinicos de toxicidad; algunos con frecuencias equivalentes y otros con frecuencias
menores a las desarrolladas por toxicidad aguda con el veneno de Tityus nororientalis.
Analogamente, el veneno de Rhopalurus laticauda, produce algunos signos observados
fundamentalmente en la poblacion de ratones que fallecieron: bradipnea/apnea (4/5
ratones muertos y 2/6 ratones sobrevivientes), exoftalmos (3/5 muertos y 1/6 vivos), y

convulsiones (5/5 muertos y 0/6 vivos).

En la tabla 8 se presenta la comparacion de la frecuencia e intensidad de los signos

clinicos inducidos por efecto de toxicidad aguda experimental con los venenos
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ensayados.

El veneno de

Tityus nororientalis,

expresd cuadros neurotoxicos

autonomicos y del sistema nervioso central mas frecuentes e intensos que el desarrollado

con el veneno de Rhopalurus laticauda.

Tabla 6. Frecuencia de manifestaciones clinicas inducidas por toxicidad aguda del
veneno de Tityus nororientalis administrado por via intraperitoneal en ratones C57BL/6.

Presencia del Signo de Toxicidad

Sig?“? de Ratones vivos Ratones muertos Total
Toxicidad

R; Rs Rg Rig Rjy Ryjs Total R4y R¢ Ry R Rip Rz Total n %
Piloereccion + + + + + + 6/6 + + + + + + 6/6 12 100
Inicio sialorrea + + + + + + 6/6 + + + 4+ + + 6/6 12 100
Heces formadas + + + + + + 6/6 + + + + + + 6/6 12 100
Signo de Straub + + + + + + 6/6 + + + + 4+ + 6/6 12 100
Hiperactividlad - + + + + + 5/6 + + + - + 4+ 56 10 83,3
Taquipnea + + + - - 4+ 4/6 + + + + + + 6/6 10 833
Limpieza facial + + + + + - 56 + + + - + + 5/6 10 833
Secrecion ocular + + + + + +  6/6 - + + + + - 4/6 10 833
aiﬁ‘:gﬁ?e + 4+ - 4+ + - 46 + + + + + + 6/6 10 833
Convulsiones + + + + - - 4/6 + + + + + + 6/6 10 833
hg‘;;ﬁfﬁgzs o4+ - - 46+ + + -+ + 56 9 750
RFA (1) + + + - - 3/6 + + + + + + 6/6 9 75,0
Exoftalmia + - + - - - 2/6 + + 4+ + + + 6/6 8 66,7
Bradipnea/Apnea - - - - + + 2/6 + + + + + + 6/6 8 66,7
Heces pastosas - + - + + - 3/6 + + - - - + 36 6 500
:Sf;‘;féz . . . - 06 + 4+ttt o+ 66 6 500
HTP (%) - - - - - + 1/6 + + - + + + 5/6 6 50,0
Marcha ataxica + + - - - - 2/6 + + - - - + 3/6 5 41,7
Hipoactividlad - + - - - + 2/6 - - + + - - 2/6 4 333
Deshidratacion - - - - + - 1/6 + - - - - - 0/6 1 8,3
Heces liquidas + - - - - - 1/6 - - - - - - 0/6 1 83
Vivo + 4+ + 4+ + + 6/6 - - - - - - 0/6 6 50,0
Muerto - - - - - - 0/6 + + + + + + 6/6 6 50,0

T Respiracion forzada abdominal; I Hipotonia tren posterior
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Tabla 7. Frecuencia de manifestaciones clinicas inducidas por toxicidad aguda del
veneno de Rhopalurus laticauda administrado por via intraperitoneal en ratones
C57BL/6.

Presencia del Signo de Toxicidad

Slgpq de Ratones vivos Ratones muertos Total
Toxicidad
R4 R5 R6 Rg R10 Rlz Total R2 R3 R7 R9 R11 Total n %
Lordosis + + + + + + 6/6 + + + 4+ + 55 11 100
Piloereccion + + + + + + 6/6 + + + + + 5/5 11 100
Hiperactividlad + + + + + + 6/6 + + + - + 4/5 10 833
Marcha + 4+ 4+ 4+ + + 6/6 + + + + + 5/5 10 833
tambaleante ’
Secrecion ocular ¥ + - + + + + 5/6 + + + 4+ + 5/5 10 833
Signo de Straub - + + + + - 4/6 -+ + + + 4/5 8 72,7
Inicio sialorrea + - + + + + 5/6 + + - + - 3/5 8 72,7
Taquipnea + - + + + + 5/6 + + + - + 45 9 750
Movimientos =, =4 4 46+ - + 4+ + 45 8 667
deglutorios
Hipoactividlad + + - + + + 5/6 + - - + - 2/5 7 583
Heces pastosas + + - - + + 4/6 + + - 4+ - 3/5 7 583
Temblordecola + - - + + + 3/6 -+ + + + 4/5 7 5873
Bradipnea/Apnea + - - + - - 2/6 + + + - + 4/5 6 545
Temblores S+ 4+ - 36+ 4 - - - 25 5 455
generalizados
Limpieza facial - - + + + - 3/6 - -+ - + 2/5 5 455
Convulsiones - - - - - - 0/ + + + + + 5/5 5 455
Exoftalmos - - - - - + 1/6 + + - + - 3/5 4 364
Heces liquidas + + - - - - 2/6 + + - - - 2/5 4 364
Heces formadas¥ - + + - - - 2/6 - - - + - 1/5 3273
Pardlisistren g - -+ o+ - 25 2 182
posterior
Sialorrea
abundante - - - - - 0/ - - -+ - 15 1 9,1

1 Escasa; ¥ Con moco o sin moco

El cuadro clinico, con el veneno de Tityus nororientalis (Tabla 6), inicia con
hiperactividad, seguido de inmediato con disnea (taquipnea), piloereccion y desarrollo
de marcha de tipo atdxica. Seguidamente, con signos de potente estimulacion
autondmica muscarinica (movimientos deglutorios, sialorrea que evolucion6 de leve a

abundante, secrecion ocular, defecacion pastosa y/o liquida dependiente de la especie),
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alteraciones del sistema nervioso central (signo de straub, convulsiones, hipotonia del
tren posterior, paralisis espastica dependiente de la especie), respiratorio (respiracion
forzada abdominal que evolucioné en los casos graves a bradipnea/apnea), motor
(contractura piel del dorso) y exoftalmos. Con menor frecuencia deshidratacion,

defecacion liquida, miccion, relajacion de esfinteres, hipotonia tren anterior.

Los ratones inyectados con el veneno de Rhopalurus laticauda (Tabla 7) presentaron
signos similares al de Tityus nororientalis excepto contractura de piel del dorso, paralisis
espastica y deshidratacion; desarrollando ademads un signo caracterizado como lordosis.
El 72,70% de los ratones iniciaron sialorrea catalogada de leve intensidad; sin

evolucionar a la instalacion de sialorrea abundante.

La tabla 9 presenta las diferencias fundamentales del cuadro de toxicidad aguda, en
frecuencia e intensidad, provocadas por los venenos ensayados. El veneno de Tityus
nororientalis inducen mayor frecuencia de cuadros convulsivos (de tipo tonico-clonicos)
que el de Rhopalurus laticauda. El signo de Straub, otro con base en el sistema nervioso
central, se presentd6 con mayor regularidad cuando los ratones C57BL/6 fueron
inyectados con el veneno de Tityus nororientalis que con el de Rhopalurus laticauda.
Con relacion a los temblores generalizados, su frecuencia fue alta con el veneno de

Tityus nororientalis y baja con el de Rhopalurus laticauda.
El veneno de Tityus nororientalis inducen paralisis espastica e hipotonia del tren
posterior fundamentalmente en la poblacion de ratones C57BL/6 que mueren por el

efecto toxico del veneno.

El veneno de Tityus nororientalis posee mayor potencia muscarinica secretagoga global

que el de Rhopalurus laticauda.
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Tabla 8. Comparacion de frecuencia e intensidad de manifestaciones clinicas inducidas
por toxicidad aguda experimental con los venenos de Tityus nororientalis y Rhopalurus
laticauda en ratones C57BL/6.

Veneno Ensayado

Signo de Toxicidad - - - -
Tityus nororientalis Rhopalurus laticauda
Hiperactividad +++ +++
Disnea: taquipnea +++ +++
Piloereccion +++ +++
Alteracion de la marcha +++ (ataxia) +++
Disnea: RAF +++ ++
Fascies toxica +++ ++
Rascado de nariz/boca +++ ++
Hipoactividad +++ ++
Distensién abdominal +++ +
Sialorrea (inicio) +++ +++
Movimientos deglutorios +++ ++
Signo de Straub +++ ++
Defecacion pastosa +++ ++
Hipotonia tren posterior +++ ++
Sialorrea abundante +++ +
Convulsiones +++ +
Secrecion ocular +++ +
Contractura piel del dorso +++ -
Temblores generalizados ++ +
Exoftalmos ++ ++
Paralisis ++ (espastica) -
Disnea: bradipnea/apnea ++ ++
Deshidratacion + -
Defecacion liquida + +
Miccion + +
Relajacion de esfinteres + +
Hipotonia tren anterior + +

Lordosis - +++
RAF: Respiracion abdominal forzada Signo ausente: -; Intensidad del signo presente: + (leve), ++
(moderado), +++ (intenso); Frecuencia del signo presente: + (de 1 a 39% de los ratones), ++ (40 a 69%) y
+++ (70 a 100%)
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Tabla 9. Diferencias fundamentales en frecuencia e intensidad de las manifestaciones
clinicas inducidas por toxicidad aguda experimental inducidas por los venenos de Tityus
nororientalis y Rhopalurus laticauda en ratones C57BL/6.

Veneno Ensayado

Signo de Toxicidad - - - -
Tityus nororientalis Rhopalurus laticauda

Distension abdominal +++ +
Signo de Straub =+ ++
Sialorrea abundante +++ +
Convulsiones +++ +
Contractura piel del dorso +++ -
Temblores generalizados ++ +
Exoftalmos ++ +
Paralisis espastica ++ -
Bradipnea/apnea (disnea) ++ ++
Deshidratacion + -
Defecacion liquida + +
Hipotonia tren anterior + +
Lordosis - +

Potencia Muscarinica et n

Secretagoga Global
Signo ausente: -; Intensidad del signo presente: + (leve), ++ (moderado), +++ (intenso); Frecuencia del
signo presente: + (de 1 a 39% de los ratones), ++ (40 a 69%) y +++ (70 a 100%); Potencia secretagoga
muscarinica global: ++++ (muy alta), +++ (alta), ++ (mediana), + (baja), - (ausente)

El tiempo de aparicion de los signos inducidos por efecto de toxicidad aguda, del veneno
de ejemplares hembra de Tityus nororientalis, fue gradual en los animales de la corrida
valida (Figura 5). Los signos inmediatos de toxicidad aguda, en los primeros 10 minutos,
fueron hiperactividad, seguida de taquipnea, piloereccion, inicio de sialorrea, limpieza
nariz/boca y movimientos deglutorios. Posterior a estos, en el espectro medio de
toxicidad moderadamente grave, entre los 10 y 20 minutos, se instaldo distension
abdominal, inicio secrecion ocular, evacuacién pastosa, signo de Straub, disnea
(caracterizada por respiracion forzada abdominal), convulsiones y marcha ataxica.
Tardiamente como expresion de toxicidad grave, después de los 20 minutos, sialorrea
abundante (23,0 m), hipotonia del tren posterior (24,5 m), temblores generalizados (25,0

m), disnea caracterizada por periodos de bradipnea alternada con apnea (27,5 m) hasta
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finalmente la sobrevivencia de los animales. En algunos casos otro signo de toxicidad

severa fue la relajacion de esfinteres.

La sialorrea abundante y la disnea (caracterizada por respiracion forzada abdominal que
evolucioné a bradipnea-apnea), como signos de toxicidad grave, se expresaron
prematuramente en el grupo de ratones que murieron (sialorrea = 14,0 m; disnea = 18,0
m) cuando se compararon con los vivos (sialorrea = 22,0 m; disnea = 28,0 m) (p =
0,0001) (Figura 5). El exoftalmos bilateral (21,0 m) y la paralisis espastica (39,0 m), en
el espectro de toxicidad severa, surgen casi exclusivamente en este grupo. La paralisis

espatica precede a la muerte (40,0 m) de los animales.

Similarmente, con el veneno de Rhopalurus laticauda (Figura 6), el tiempo de aparicion
de los signos fue gradual; caracterizados por tres grupos de signos: (1) los inmediatos
(primeros 10 minutos), (2) los del espectro medio de toxicidad moderadamente grave
(entre los 10 y 20 minutos) y los de presentacion tardia como expresion de toxicidad
grave (después de los 20 minutos). Al igual que con el veneno de Tityus nororientalis,
los signos de inicio de sialorrea, limpieza facial y la disnea (caracterizada por
respiracion forzada abdominal que evolucion6 a bradipnea-apnea) se expresaron
prematuramente en el grupo de ratones que murieron (limpieza facial = 18 m, inicio de
sialorrea = 20,0 m y disnea = 20,0 m) cuando se compararon con los vivos (inicio de
sialorrea = 38,0 m, limpieza facial = 37,0 m y disnea = 35,0 m) (p = 0,0001) (Figura 6).
El exoftalmos bilateral (30,0 m), los temblores generalizados (32,5 m) y las
convulsiones (51,0 m), en el espectro de toxicidad severa, surgen casi exclusivamente en

el grupo de ratones que fallece.

Cuando se compararon los cursos de toxicidad de ambos venenos (Figura 7), los signos
inducidos con ¢l veneno de Rhopalurus laticauda aparecen tardiamente cuando se

contrastaron con los de Tityus nororientalis.
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Figura 5. Comparacion del curso temporal de toxicidad aguda experimental entre ratones
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fallecidos y sobrevivientes sometidos al veneno de Tityus nororientalis. El curso temporal
de color azul indica el tiempo de presentacion de los signos sin diferencias significativas cuando se

comparan las dos poblaciones de ratones C57BL/6.



60,00 ~

o 50,00 -+ -0-Muertos
g <~Vivos
= 40.00 - )
S --Poblacion
2
g, 30,00 -
31
2
% 20,00
ks
= 10.00 -
0,00 . . ‘

Hiperactividad
Lordosis
Piloereccion
Taquipnea
Movimientos. .
Exoftalmos
Temblores. .
Convulsiones
Muerte
Vivo

Signo de Straub

Evacuacion pastosa
Secrecion ocular..
Sialorrea (inicio)

Limpieza facial
Bradipnea/Apnea

Signos de Toxicidad

Figura 6. Comparacion del curso temporal de toxicidad aguda experimental entre ratones

fallecidos y sobrevivientes sometidos al veneno de Rhopalurus laticauda. El curso temporal
de color azul indica el tiempo de presentacion de los signos sin diferencias significativas cuando se
comparan las dos poblaciones de ratones C57BL/6.

27



60,00 - o

0 Rhopalurus laticanda
& . . . =]
§ 50,00 A ~o-Tityus nororientalis
g
S
2 40,00 -
2
bi= O
5 O
= D
-~ 'g i _.‘_’_‘._."
= 0,00 o O o T
o O
= O—
2 20,00 -
= O i
3 o
™ 10,00 | oo
O
g O
O‘OO 77[7‘\ T T T T T I T I T T T T T T T T T T T T T T 1
TE5ES5LTofSSS 5555825558 ¢
SE&E83cE55EEEPDEEEESEEEE ©
== a8 0 .2 8 = 2. - = & S o 52 8 8 a0 =7 = -
5 o = 5 '4A Qo = '3 = o o= R R e}
E3ERENEESEESAgZEE S TSR3
S-S 23 PEggES gz 285338
= 0 s m = a5 9 LR A= TE & 4
D -1 o — - o — > .= o -~ - ) (] - — m vl
- [=10S < @] - o
= A2 @ o =25 2 2 aH~ R =5 & o = =
= S€zgE2355 CEEEaT B
= 8 = 3 = 5 o= = & 5 un & =
S-S I - T e B S o= &
vl @ E = .5 B = E = 2 m [
S o5 8 .= - 7 =, S o
M EZ ZRHMA 5 © =
)RR = e
oo ) o =i
g2 = 5
< A =

Signos de Toxicidad
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C57BL/6 inyectados con el veneno de Tityus nororientalis y el de Rhopalurus laticauda.
Los signos inducidos con el veneno de Rhopalurus laticauda aparecen tardiamente cuando se comparan
con los de Tityus nororientalis

Algunos efectos de toxicidad aguda experimental se presentan en la figura 8: facies
toxica y piloereccion, signos de estimulacion muscarinica (sialorrea, secrecion ocular y
defecacion pastosa), signo de Straub e hipotonia muscular. Los signos antes de morir
fueron los periodos de bradipnea/apnea con cianosis peribucal. La paralisis espastica se
observd so6lo con el veneno de Tityus nororientalis. Este signo se evidencid
inmediatamente antes de la muerte de todos los ratones, en la que los animales
experimentales adoptaron una posicion parecida al opistotono con hiperextension del

tren posterior. Todos los ratones, antes del exitus letalis, presentaron apnea prolongada.
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Figura 8. Raton C57BL/6 sobreviviente inyectado, por vip, con el veneno de Tityus

nororientalis mostrando algunos signos de toxicidad aguda. (a) y (b) Secrecion ocular
evidente. En (a y b), nétese exoftalmos bilateral. (c) Distension abdominal y defecacion pastosa. (c) y (d)
Hipotonia del tren posterior. (f) Signo de Straub. a) (Tomado de De Sousa et al., 2010).
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DISCUSION

El envenenamiento escorpidonico experimental es un complejo sindromatico asociado,
fundamentalmente, a disfuncién en los sistemas cardiorrespiratorio y nervioso (central y
periférico) e inflamatorio (Sofer et al., 1996; Mazzei de Davila et al., 1997; Voronov et
al., 1999; Otero et al., 1998; Mazzei de Davila et al., 2002; Otero et al., 2004; Borges y
De Sousa, 2006; De Sousa et al., 2007a; Borges y De Sousa, 2009); produciendo los
signos y sintomas clasicos observados en el escorpionismo (humano, veterinario y
experimental). Por lo tanto, los signos clinicos observados con el veneno de Tityus
nororientalis son diversos y de cuatro tipos generales: (1) los colinérgicos
postganglionares, tanto muscarinicos como nicotinicos, producto de hiperestimulacion
del sistema nervioso parasimpatico; predominantes sobre los otros mecanismos, (2) las
adrenérgicas postganglionares por hiperestimulacion del simpatico, (3) los del sistema
motor y (4) los centrales, que incluyen las convulsiones tonico-clonicas con base en
transmision colinérgica. Estos mecanismos coinciden con lo observado en humanos,
envenenados por especies de escorpiones del género Tityus en diferentes regiones
endémicas de Venezuela y otros paises de América del Sur (Borges y De Sousa, 2006;
De Sousa et al., 2000). Por lo tanto, tal analogia valida el uso del modelo murido, cepa
C57BL/6, para la estimacion del efecto de venenos de escorpion procedentes de
diferentes areas endémicas en el pais, modelo propuesto previamente en otros trabajos
(Marcano y Mundaray, 2000; Marin y Rodriguez, 2000; Boadas y Marcano, 2004;
Turkali, 2004; De Sousa, 2006; Cornejo, 2008; Cova, 2008; Hurtado et al., 2008;
Bermudez et al., 2009; De Sousa y Borges, 2009; De Sousa et al., 2009; De Sousa-
Insana y Pino, 2009; Aguilera et al., 2010; Chadee, 2010; De Sousa et al., 2010; De
Sousa, 2011; Paz et al., 2011).

Los ratones inyectados con el veneno de Rhopalurus laticauda presentaron signos
similares al de Tityus nororientalis, aunque con diferencias importantes, tal como se ha
indicado previamente en otros trabajos (Boadas y Marcano, 2004; De Sousa et al., 2009;

De Sousa-Insana y Pino, 2009; Chadee, 2010; De Sousa, 2011). Con el veneno de
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Rhopalurus laticauda no se observaron los signos de contractura de la piel del dorso,
paralisis espastica o deshidratacion. De forma caracteristica, el 72,70% de los ratones
iniciaron sialorrea, catalogada de leve intensidad, sin evolucionar a la instalacién de
sialorrea abundante. Otra diferencia fundamental con el veneno de Tityus nororientalis
fue la ausencia de cuadros convulsivos (de tipo tonico-clonicos), paralisis espastica e
hipotonia del tren posterior. Similarmente, el signo de Straub (con base de origen en el
sistema nervioso central) y los temblores generalizados (de origen motor periférico), se
desarrollaron con mayor regularidad cuando los ratones C57BL/6 fueron inyectados con
el veneno de Tityus nororientalis. En el curso de toxicidad, el veneno de Tityus
nororientalis posee mayor potencia muscarinica secretagoga global que el de

Rhopalurus laticauda.

Sumado al patron de baja toxicidad y potencia del veneno de Rhopalurus laticauda,
previamente comentado, se anexa el hecho de su baja productividad (0,24 mg de
proteinas/escorpién; 0,12 mg.ul™) comparado con el resultado de Tityus nororientalis
(1,64 mg/escorpion; 0,28 mg.ul") obtenido en este trabajo. Previamente, De Sousa
(2011) mencioné que Rhopalurus laticauda es la especie que produce menos veneno de
todos los escorpiones evaluados (Bhutidae, Chactidae) en el Laboratorio de Toxinologia
del Grupo de Investigacion en Toxinologia Aplicada y Animales Venenosos de la
Escuela de Ciencias de la Salud, Universidad de Oriente. Al respecto, indico que el
chactido Neochactas cf. orinocensis (0,93 mg de proteinas/escorpion; 0,23 mg.ul™) y el
butido Tityus gonzalespongai (1,01 mg/escorpion; 0,26 mg.ul™) (el menos productivo de
todos los Tityus) originan mayor cantidad de veneno que Rhopalurus laticauda; pero
menor cantidad que las hembras de Tityus nororientalis capturadas en varias localidades

de la region nororiental de Venezuela.
La DLs del veneno de Tityus nororientalis, para una hora de experimentacion, fue de

7,94 (7,51-8,43) mg.kg" (Tabla 10). Su potencia no fue significativamente diferente de

la DLsy del veneno de una poblacion cercana de Tityus nororientalis ubicada en la
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localidad de Las Melenas (municipio Marifio, Peninsula de Paria); sin embargo, el

veneno de los ejemplares evaluados en este trabajo presenta uno de los titulos de DLs,

mas bajos calculados para esta especie del nororiente de Venezuela.

Tabla 10. Comparacion de las DLsy, por via intraperitoneal, de los venenos de varias
especies de Buthidae del nororiente venezolano en el modelo murido C57BL/6.

Corrida Venenos ensayados

Valida Tityus

R. laticauda

Dosis
Ensayadas
Anti-log 0,85 0,90 0,95 1,00 1,05 1,10 1,15

Dosis 7,08 7,94 8,91 10,00 11,22 12,59 14,13 "~

ngg' de
raton

1,95 2,00 2,05 2,10
89,13 100,00 112,20 125,89

T. nororientalis (a)

7,94
7,51-8,43
T. nororientalis (b)
8,43
DLs, 8,00-8,54
ngg' de T. nororientalis (c)
raton
(Limites 9.46
de 8,91-9,46
confianza) T. quirogae (d)
10,00
9,46-10,61
T. gonzalespongai (e)
11,91
11,22 -12,59

112,20
106,09-119,04

(a) Este trabajo: San Juan de Las Galdonas, (b) Las Melenas, estado Sucre, (¢) Catuaro (localidad tipo de
la especie), estado Sucre, (d) La Guanota, estado Monagas y (e) La Piedra, estado Anzoategui. La barra

de color gris significa las dosis ensayadas para cada veneno

Este trabajo corrobora que las poblaciones de Tityus nororientalis distribuidos en la

Peninsula de Paria poseen venenos de mayor potencia cuando se comparan con algunas

de Tityus nororientalis del oeste del estado Sucre o del estado Anzoategui; incluso
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cuando se contrasta con otros Tityus de la region (Tityus quirogae y Tityus
gonzalespongai) (Tabla 10). De los butidos venezolanos, al presente, Rhopalurus
laticauda posee el veneno menos toxico de esta familia. Sin embargo, ostenta mayor
potencia contrastado con el veneno del chactido Neochactas cf. orinocensis (De Sousa,
2011; Pazetal., 2011).

Romero (2010) y De Sousa (2011), demostraron cualitativamente diferencias en
toxicidad entre los venenos obtenidos de distintas poblaciones de Tityus nororientalis
(Las Melenas, Catuaro y Altos de Sucre) cuando fueron comparados sus indices letales
(DLsg). Estos hallazgos presentados por Romero (2010) y De Sousa (2011), y
relacionados con las evidencias presentadas en la tabla 11, indicarian por lo menos dos
grupos de toxicidad para el veneno de los ejemplares hembra de Tityus nororientalis: (a)
uno mas potente conformado por las poblaciones de escorpiones provenientes de las
localidades de San Juan de Las Galdonas, Las Melenas (Peninsula de Paria, Sucre) y
Sabana de Piedra (Subregion Turimiquire, Sucre) y (b) uno menos potente para Catuaro,
los Altos de Sucre (Subregion Turimiquire, Sucre) y Alto Llano (Subregion Turimiquire,
Anzoategui). En este contexto, el intervalo de confianza de la DLs, del veneno de los

ejemplares de Catuaro, se ubicaria entre los dos grupos de toxicidad.

De Sousa-Insana y Pino (2009), Chadee (2010) y De Sousa et al. (2010), aportaron
nuevos elementos a la complejidad del veneno de Tityus nororientalis, al demostrar que
el indice de letalidad en ratones C57BL/6 presenta diferencias intersexuales cuando se
evalua, por separado, el veneno proveniente de ejemplares hembras o machos de la
especie; adicionalmente los autores han sefialado diferencias funcionales (por técnica de
ELISA) y en composicion (por MALDI-TOFF) entre los venenos de machos y hembras
provenientes de una misma localidad. En consecuencia, los autores demostraron
mediante ensayo de ELISA, que el veneno de las hembras de Tityus nororientalis, en
comparacion con el de los machos, fue neutralizado con menor efectividad por los
anticuerpos anti-Tityus discrepans; sugiriendo diferencias en la superficie bioactiva de

las toxinas (De Sousa et al., 2010). Los autores concluyeron que los machos y las

33



hembras de Tityus nororientalis producen venenos con diferente composicion y

actividad que podria tener implicaciones epidemioldgicas y clinicas.

Tabla 11. Comparacion de las DLsy del veneno de ejemplares de Tityus nororientalis
provenientes de varias localidades del nororiente de Venezuela.

Poblacion de Tityus DLso
nororientalis mg kgl %g;lgzi ;1;: %i@ll;a;llg
Alto Llano, Anzoategui (*) Q9 =946 9,46 — 10,00
Altos de Sucre, Sucre (A) Q=946 8,91 —10,00
0,00; ns
Catuaro, Sucre (§) Q9 =946 8,91 -9.46
Catuaro, Sucre (A) Q9 =946 8,91 -9.46
6,11; p=0,03
Sabana de Piedra, Monagas § 99 =8,43 7,94 — 8,90
Las Melenas, Sucre A Q9 =28,43 7,99 — 8,54 0,00; ns
San Juan (:Slicl;zs¥Galdonas, 00 =794 7.51-8.43

* Turkali (2004); A Romero (2010); § De Sousa-Insana y Pino (2009), Chadee (2010), De Sousa et al.
(2010); I Marin y Rodriguez (2001); ¥ Este trabajo

Los hechos presentados en este trabajo, en combinacion con los aportes realizados por
otros autores indicarian la complejidad y alta diversidad farmacologica de los venenos
de los Tityus nororientalis. Por otro lado, contribuiria con la elaboracion del mapa de
letalidad de las especies de Tityus venezolanos propuesto por Borges (1996) y, mas
recientemente, para la demarcacion del pais en “Provincias Toxinoldgicas™ planteada
por Borges y De Sousa (2006), Borges y De Sousa (2009) y Borges et al. (2010a), en
conjunto con la incorporacion de datos epidemioldgicos, clinicos, moleculares e
inmunolégicos para una comprension integral del escorpionismo como problema de
salud colectiva en Venezuela; conjuntamente con el provocado por otros artropodos

venenosos (De Sousa et al., 2007b; Kiriakos et al., 2008; Borges y De Sousa, 2009).
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CONCLUSIONES

Existen diferencias en los parametros de produccion de veneno entre las dos especies de

butidos evaluados.

La DLsy del veneno de Tityus nororientalis, bajo las condiciones experimentales
establecidas, fue de 7,94 (7,51-8,43) pg.g”' de raton y para Rhopalurus laticauda de
112,20 (106,09—119,04) pg.g™* de raton.

El veneno de Tityus nororientalis fue significativamente mas potente, en términos del

indice letal, que el de Rhopalurus laticauda.

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

cuadro clinico agudo.

En el curso de toxicidad, el veneno de Tityus nororientalis posee mayor potencia

muscarinica secretagoga global que el de Rhopalurus laticauda.

Cuando se comparan las dos especies, el curso temporal de toxicidad aguda

experimental es de magnitud y cinética distinta.
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