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RESUMEN

ACTIVIDAD BIOLOGICA IN VITRO E IN VIVO DEL VENENO DE
Thalassophryne maculosa (PISCES, BATRACHOIDIDAE)

Gonzalez Romero, Carlos Andrés; Sulbaran Castillo, Xiomara del Valle y Surga
Tovar, Félix José. Asesores: Vasquez-Sudrez, Aleikar y De Sousa, Leonardo.
Laboratorio de Toxinologia, Grupo de Investigacion en Toxinologia Aplicada y
Animales Venenosos, Escuela de Ciencias de la Salud, Nucleo de Anzoategui,
Universidad de Oriente.

Ejemplares del pez sapo Thalassophryne maculosa fueron capturados en aguas
someras del Parque Nacional La Restinga, estado Nueva Esparta, Venezuela. El
veneno se obtuvo por ordefio manual de las espinas dorsales y operculares. La
actividad proteolitica se determiné por digestion de gelatinasa en placa radiografica,
la hemolitica en placas de agar sangre y la antibacteriana por el método de difusion en
discos, utilizando cepas Gram negativas y positivas, certificadas. La DLs, del veneno,
para una hora de experimentacion, fue determinada por el método secuencial de
Dixon y Mood. Se escogio al azar, cuatro ratones hembra de la cepa C57BL/6. Se
administré por via intraperitoneal una DLsy de veneno de Thalassophryne maculosa
equivalente a 70,8 pg.g”' de raton. Luego fueron evaluados durante sesenta minutos,
obteniendo una frecuencia de sobrevivencia de 50% (n = 2). El veneno de
Thalassophryne maculosa no presenta actividad antimicrobiana sobre 12 cepas de
bacterias tanto Gram negativas como positivas, pero si posee actividad hemolitica
expresada en la placa de agar sangre y proteolitica en la placa radiografica
evidenciada hasta una dilucion de 1:64. Luego de la administracion de una DLs, del
veneno, equivalente a 70,80 pg.g'de raton, se observaron ocho manifestaciones
clinicas inducidas por el veneno de Thalassophryne maculosa en ratones C57BL/6,
con aparicion gradual en el curso temporal de toxicidad aguda. Los signos inmediatos
de toxicidad aguda fueron hiperactividad seguida de taquipnea, entre 10 y 20 minutos
se evidenci6 hipoactividad, distension abdominal; posteriormente signos de toxicidad
grave caracterizados por bradipnea alternada con apnea hasta finalmente la muerte de
los animales. En el tejido cardiaco de los ratones C57BL/6 inyectados con una DLs
del veneno de Thalassophryne maculosa los cambios histologicos mas significativos
fueron infiltrado inflamatorio neutrofilico (agudo) intrepretado como miocarditis
hemorragica, degeneracion y acumulo de material hialino en el intersticio
intermiofibrilar y pericarditis fibrinosa. En tejido pulmonar los cambios histologicos
mas significativos fueron edema y hemorragia intraalveolar, intersticial con la
formacion de membrana hialina, que conlleva a sindrome de dificultad respiratoria
aguda, sacos alveolares distendidos con ruptura de tabiques alveolares y formacion de
enfisema pulmonar y areas de colapso alveolar (focos de atelectasia).
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INTRODUCCION

El envenenamiento causado por el pez sapo cano Thalassophryne maculosa,
produce manifestaciones clinicas fundamentalmente inflamatorias, con el desarrollo
de necrosis en el sitio de inyeccion del veneno, a través de las espinas dorsales y/u
operculares, de este pez de la familia Batrachoididae. A pesar de ello, mucho de los
componentes responsables de tales efectos no han sido estudiados ni identificados

con precision.

Por todo lo expuesto anteriormente, este trabajo se elabor6 de acuerdo con los

siguientes capitulos:

El capitulo I, denominado el problema, en el cual se plantea la pregunta de
investigacion, a raiz de ello surgen las interrogantes que dan paso a la formulacion del
objetivo general y los objetivos especificos. También contempla la justificacion e
importancia y los alcances de la investigacion. Seguidamente, en el capitulo II se
expone el marco tedrico, en el cual se presenta los antecedentes de la investigacion
relacionados con estudios previos que tienen relacion con el problema planteado.
Ademas, comprende las bases tedricas donde se citan distintos autores sobre los
conceptos y puntos relevantes del tema de estudio y los objetivos planteados. El
capitulo III, estd dirigido a describir e interpretar la naturaleza de la investigacion,
estableciendo el tipo, modelo y disefio de la misma. Luego, el capitulo IV referido al
analisis de la investigacion, consiste en interpretar cada uno de los objetivos para
obtener respuestas a las interrogantes surgidas en el planteamiento del problema. En

el capitulo V, se desarrollan las conclusiones obtenidas.



CAPITULO |
EL PROBLEMA

En las costas venezolanas especialmente las del oriente del pais, tanto
pescadores artesanales como turistas, son victimas frecuentes de accidentes por
diversos animales marinos (Boccalon y col., 2004). Sin embargo, la carencia de
estadisticas epidemiologicas no permite, al presente, conocer la verdadera magnitud
de la incidencia de estos casos y por ende, su relevancia (Boccalon y col., 2004;

Gutierrez y col., 2004; Loyo y col., 2008).

Debido a la falta de informacién sobre la actividad bioldgica, particularmente la
del veneno del pez Thalassophryne maculosa, surgiria la necesidad de dilucidar los
posibles efectos bioactivos de sus componentes, los cuales pudieran servir de base
molecular en la preparacion de nuevos farmacos; y al mismo tiempo, aportar
conocimientos que pudiesen servir de linea base en la elaboraciéon de un antiveneno

para ésta y otras especies del género.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar los efectos bioldgicos in vitro e in vivo del veneno del pez

Thalassophryne maculosa (Pisces, Batrachoididae) presente en costas venezolanas.

Objetivos especificos
Actividad in vitro:

1. Determinar el efecto del veneno T. maculosa sobre cepas bacterianas Gram
negativas y positivas.
2. Determinar la actividad bioldgica (proteolitica y hemolitica) in vitro del

veneno.

Actividad in vivo:

1. Designar una DLsj, como dosis controlada, del veneno de T. maculosa para la
cepa de raton C57BL/6.

2. Observar en la cepa de raton C57BL/6, los signos clinicos de toxicidad aguda
experimental y su curso temporal de aparicion, durante sesenta minutos,
inducidos como efecto toxico de la inyeccion intraperitoneal de una dosis
controlada de veneno de T. maculosa.

3. Determinar los cambios histologicos agudos como efecto de toxicidad aguda
experimental del veneno de T. maculosa en tejido cardiopulmonar de ratones

C57BL/6.



CAPITULO 11
MARCO TEORICO

En las grandes masas de agua que recubren el globo terrdqueo, existe una
amplia variedad de peces cartilaginosos y oOseos, marinos y dulceacuicolas,
potencialmente ponzofiosos y venenosos para el ser humano, que han sido
reconocidos como agentes causales de problemas de salud publica en algunas zonas
tropicales. Las personas que visitan esporadicamente o frecuentan el litoral marino
por motivos de esparcimiento, deportivos o profesionales estdn expuestas a la
toxicidad producida por algin tipo de contacto con diversas especies animales
peligrosas que habitan en lecho marino. Y el tipo de actividad puede determinar la
probabilidad y naturaleza de la exposicion humana a estos organismos que son

variados y por lo general de importancia local o regional.

Las costas venezolanas, por su ubicacion relativa en la zona tropical, presentan
gran variedad de invertebrados y vertebrados marinos y dulceacuicolas que pueden
ocasionar diferentes tipos de interaccion con el hombre, potencialmente negativas,
caracterizadas por dolor, envenenamiento, reacciones alérgicas, trastornos
psicologicos y hasta la muerte (Machado-Allinson y Rodriguez-Acosta, 1997;
Gutiérrez y col., 2004). El pez sapo cano, Thalassophryne maculosa Giinther, 1861,
perteneciente a la familia Batrachoididae, es una especie venenosa distribuida en la
costa norte Suramericana, en las islas de Aruba, Curazao, Trinidad y Tobago. En la
region insular venezolana, es comun a lo largo de las playas arenosas al suroeste de la

isla de Cubagua y en la costa sur de la isla de Margarita.
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De forma general, a los peces capaces de generar toxinas se les denominan
acantotoxicos, conociéndose en la actualidad mas de 1.500 especies, muchas de ellos
caracterizados por poseer espinas dorsales asociadas a una glandula productora de
veneno, en la que se generan toxinas que varian en composicion quimica y
farmacologica. Las toxinas producidas por peces son denominadas ictiotoxinas,
pueden ser moléculas no proteicas, de bajo peso molecular, termoestables, toxicas
luego de su ingestion, y las de grandes biomoléculas, cuyo peso molecular puede
variar entre 50.000 y 800.000 Dalton, por lo general de naturaleza proteica,

termolabiles y activas por via parenteral (Loyo y col., 2008).

Los animales marinos que causan, activa o pasivamente, lesiones debido a la
presencia de glandulas de veneno, en conjunto con un mecanismo estructural para la
inyeccion del mismo, se encuentran confinados a un reducido niumero de especies. En
este caso, el accidente humano causado por éstos se denomina ictismo y sus
mecanismos fisiopatologicos, pocos conocidos, representan un problema econémico
y social, agravado por la ausencia de tratamientos eficientes, desconocimiento
relativo sobre la composicion y naturaleza de sus venenos y los mecanismos de

accion de sus componentes (Lima y Ferreira, 2000).

Los venenos de peces son mezclas complejas de sustancias especificas,
farmacoldgicamente activas, que pueden causar una amplia gama de signos clinicos
en los humanos, los cuales pueden ser agrupados en siete categorias: locales,
autofarmacoldgicos, antihemostaticos, neuroldgicos, musculares, cardiacos y de
efectos renales. Muchos géneros de Uranoscopidos son benténicos y venenosos al
igual que los Batracoididos, dentro de los que se encuentra el género Thalassophryne.
Algunos de sus taxas estan provistos de dos espinas dorsales rodeadas en su parte
basal por tejido glandular que vacia su contenido hacia las espinas huecas, para

eyectar el veneno. Adicionalmente, los procesos espinosos de los opérculos también
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son utilizados como organos defensivos venenosos, pudiendo infligir, con tales

estructuras, punciones dolorosas (Junghanss y Bodio, 2006).

El envenenamiento causado por Thalassophryne maculosa inicia con intensa
inflamacion, eritema, edema y dolor local persistente, en algunos casos con necrosis
alrededor del area de penetracion de las espinas y en algunas ocasiones acompafiadas
con infecciones secundarias (Sosa-Rosales y col., 2005). El dolor, con poca respuesta
a farmacos antiinflamatorios y analgésicos, suele persistir hasta por 24 horas (Lima y
Ferreira, 2000) predominando posteriormente sintomas parestésicos en el miembro
afectado. Los sintomas dependen de la cantidad de veneno eyectado por el pez, asi
como por el tamafio, peso y la inmuno-reactividad de la victima. En algunos casos se
ha observado persistencia de la herida con alteraciones sensoriales durante meses
(Sosa-Rosales y col., 2005). Gran parte de los venenos producidos por estos
organismos, incluyendo el de Thalassophryne maculosa, causan lesiones severas;
aunque generalmente no letales. A pesar de ello, mucho de los componentes
responsables de tales efectos no han sido estudiados ni identificados con precision

(Hodgson, 1997).

Es conocida la naturaleza proteica de los venenos sintetizados por los peces
(Fry y col., 2009), sin embargo, algunas investigaciones han mencionado
contradicciones relativamente significativas con respecto a su actividad biolégica y a
sus propiedades bioquimicas. Tales discrepancias han sido atribuidas principalmente
a las condiciones fisioldgicas entre los especimenes, que podrian estar relacionadas
con la constitucion del veneno y adicionalmente, a su marcada inestabilidad quimica

(Goudey-Perriére y Perriére, 1998).



CAPITULO I11
MARCO METODOLOGICO

Obtencidn y purificacion parcial del veneno

Ejemplares del pez sapo Thalassophryne maculosa fueron capturados en aguas
someras del Parque Nacional La Restinga, estado Nueva Esparta, Venezuela. El
veneno se obtuvo por ordefio manual, mediante el descubrimiento de sus espinas
dorsales y operculares. Posterior a su eyeccion, éste fue recogido con ayuda de una
micropipeta y transferido a tubos Eppendorf de 1,5 mL. Las muestras se mantuvieron

a -20°C hasta el momento de su uso.

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

farmacologica.

Se realizaron diluciones del veneno, 1/5, 1/10 o 1/20, en agua bidestilada, como
paso previo a la cuantificacion de las proteinas contenidas en el mismo. Se determind
la concentracion de proteinas mediante lectura de absorbancia en un
espectrofotometro Jenway®™, modelo 6405 UV/vis, a una longitud de onda de 280 nm,
asumiendo que 1 wunidad de absorbancia (a esta longitud) representd una

concentracion de 5,46 mg/mL (De Sousa y col., 2009; 2010; De Sousa, 2011).
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Determinacion de la actividad proteolitica

Un volumen de 100 pL del veneno crudo, en conjunto con diluciones seriadas
del mismo, fueron centrifugadas a 2 500 rpm por 1 min. A partir de cada dilucién, se
obtuvo un volumen de 20 pL que fue colocado sobre una placa radiografica
humedecida con agua destilada. La placa radiografica, portadora de las muestras, se
incubd a 37°C por 4 horas. Posteriormente se lavd con agua destilada para eliminar el
veneno; se secO a temperatura ambiente y finalmente se evidencid la digestion de

gelatina (Huang y Pérez, 1980).

Con un scaner HP ScanJet ADF se obtuvo una imagen, en formato JPG del gel
radiografico, que fue procesado con el programa Imaje J 1.28x de National Institutes
of Health, para generar imagenes sometidas a filtros de color azul, rojo o verde;
eligiéndose finalmente la generada por el filtro verde. La copia originada se almaceno
en formato texto que contenia la localizacion de los diferentes pixeles de la imagen y
su intensidad en escala de grises (8 bits de resolucion) y luego se analizé en Mathcad
version 14.0 para componer en definitiva una imagen en falsos colores de 8 bits de

resolucion (256 colores) (Alcala y col., 2010).

Determinacién de la actividad hemolitica

Se determino en placas con agar sangre humana (preparado al 5% de sangre en
agar nutriente). Se hicieron pozos 8 mm de didmetro contentivos (50 puL) de veneno
crudo y diluciones (1:2; 1:3; 1:4). La actividad hemolitica se evidencid luego que las

placas permanecieron por 20 horas a 35°C.

Adicionalmente se colocé un pozo con solucion salina, el cual fue tomado

como control.
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Comprobacion de la actividad antibacteriana

El nivel de susceptibilidad antimicrobiana se realizd6 mediante el método de
difusion en discos (Bauer y Kirby, 1966), utilizando cepas Gram negativas y

positivas, certificadas.

Designacion de una DLsy como dosis controlada del veneno de Thalassophryne

maculosa

La DLs, del veneno de Thalassophryne maculosa, para una hora de
experimentacion, fue determinada (en trabajo previo) por el método secuencial de
Dixon y Mood (1948) modificado por Sevcik (1987) en ratones hembra C57BL/6
(Alcald y col., 2010) (Fig. 1).

100,00 -
50,00 -
80,00
70,00 -
60,00

50,00 4

Dosis {ug 4')

40,00
30,00
20,00

10,00

123465678 910111213 14151617
Nimero de ratén
Figura 1. Determinacion de la Dosis Letal Cincuenta (DLsg) del veneno de
Thalassophryne maculosa (Pisces, Batrachoididae) por vip en ratones hembra

C57BL/6.

La flecha indica el punto de inflexién e inicio de los datos validos para el calculo de la DLs,. El
resultado se presenta como la mediana y sus limites para un 95% de confianza (entre paréntesis):
DLy, vip, 60 minutos = 70,80 (66,95 — 75,12) ug.g'lde raton.
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Evaluacion de los signos de toxicidad aguda experimental y su curso temporal de

aparicion

Dos ratones hembra de la cepa C57BL/6, adquiridos en el Bioterio del Instituto
Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC) y disponibles en el area del
Laboratorio de Toxinologia, fueron inyectados por via intraperitoneal con una DLsg
del veneno de Thalassophryne maculosa, como dosis controlada, En tal sentido, a
cada uno de los 2 ratones C57BL/6 se les administré una dosis de veneno de 70,80

ng.g” de raton.

Los signos clinicos expresados como efecto de toxicidad aguda experimental
inducida por la inyeccion intraperitoneal de la dosis controlada del veneno de
Thalassophryne maculosa, fueron observados meticulosamente durante los 60
minutos de experimentaciéon y tabulados cronologicamente; adicionalmente se
registro el resultado final de sobrevivencia o muerte. Se utilizaron animales testigo a
los cuales se les administro solucion fisioldogica en volimenes similares a los del

grupo experimental (De Sousa y col., 2009, 2010; De Sousa, 2011).

Descripcion de los cambios histologicos agudos en tejido cardiopulmonar de
ratones C57BL/6, causados por la inyeccion intraperitoneal del veneno de

Thalassophryne maculosa

Una vez cumplido el tiempo de sesenta minutos de exposicion al tratamiento,
los animales que no sobrevivieron fueron elegidos para evaluar los cambios
histologicos agudos causados por el veneno de Thalassophryne maculosa; para ello,
se practico incision en la linea medio esternal y abdominal y se extrajeron las visceras
en bloque. Luego se fijaron mediante inmersion en formalina al 10% (v/v).

Similarmente se procedié con un ratdon control. Los drganos se fijaron, durante tres
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dias, y luego se procedido a la separacion en bloque del tejido cardiopulmonar
(envenenados y controles) para colocarlos individualmente en cajetillas de inclusion

para su posterior tratamiento.

Las piezas se lavaron con agua corriente, por quince minutos, para eliminar la
formalina. Posteriormente se deshidrataron con etanol, con concentraciones
crecientes (v/v), iniciando al 70%, 80%, 95% y finalmente 100%. Cada paso de
deshidratacion duré 30 minutos. Posteriormente, el tejido se proces6 con xilol
(solucion 50%-50% v/v de alcohol-xilol) por 15 minutos, seguido por dos periodos en
xilol de 15 minutos cada uno. Finalmente fueron incluidos en bloques de parafina
para realizar los cortes, con microtomo, con un espesor de 3 micras. Los cortes fueron
colocados en portaobjetos rotulados, previamente tratados con albumina de Mayer.
Posteriormente se realizd su secado, en estufa, entre 50 y 55°C durante 20 a 30
minutos, luego se dejaron a temperatura ambiente. Una vez enfriados se procedi6 a
fijar y colorear los cortes con Hematoxilina-Eosina (H-E). Finalmente observados en

microscopio de luz.



CAPITULO IV
ANALISIS DE LOS RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados

Actividad antimicrobiana del veneno de Thalassophryne maculosa

El método de difusion en disco (Bauer y Kirby, 1966) evidencié notable
resistencia bacteriana a las diferentes concentraciones del veneno probadas (fueron 1,
510y 15 mg.mL™") (Tabla 1). El veneno de Thalassophryne maculosa no fue capaz
de inhibir el crecimiento bacteriano comprado con los antibidticos (imipenen y

ciprofloxacina) como controles positivos.

Tabla.1 Resistencia o susceptibilidad antimicrobiana de diferentes cepas de bacterias

al veneno de Thalassophryne maculosa (Pisces, Batrachoididae)

Resistencia o susceptibilidad del
microorganismo a diferentes
concentraciones del veneno (mg.mL™)

Microorganismos Ne de cepas 1,5 10 15 Cip Imi
Cepas silvestres de g i i i N N
Aeromonas hydrophila
Cepa certificada de
Aeromonas hydrophila 1 : : : " +
ATCC 49140 CVCM
581
Cepa certificada de
Aeromonas sobria 1 - - - + +
EM-315k3CVCM 869
Cepas silvestres de ) : : : N +

Staphylococcus aureus




(-): Resistencia bacteriana, (+): Susceptibilidad bacteriana, Cip: ciprofloxacina, Imi: Imipenen
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Actividad hemolitica del veneno de Thalassophryne maculosa

En placas con agar sangre humana con pozos de 8 mm de diametro contentivos
(50 puL) de veneno crudo de T. maculosa se observo la formacion de halos de 4 mm
de didmetros, luego de 20 horas de incubacion a 35°C, indicativo de actividad
hemolitica indirecta del veneno. Este efecto no se observo en las diluciones 1:2, 1:3 o

1:4.
Actividad proteolitica del veneno de Thalassophryne maculosa
La actividad proteolitica del veneno de T. maculosa se estudié con diluciones

sucesivas, colocadas sobre gel radiografico para evidenciar la digestion de la gelatina.

El proceso digestivo ocurri6 hasta una dilucion 1/64 (Fig. 2).

Figura 2. Actividad proteolitica del veneno Thalassophryne maculosa sobre placa

radiografica.

Alcald y colaboradores (2010), obtuvieron actividad proteolitica similar al
observado en este trabajo. Las figuras 3 y 4, tomadas de los autores, representan el

procedimiento planteado por ellos, con el fin de demostrar la actividad enzimatica del
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veneno de Thalassophryne maculosa. La digestion de la placa radiografica (Fig. 3a)
se convirtid en una imagen en falsos colores de 8 bits de resolucion generada con
Mathcad version 14.0 (Fig. 3b y 3c); indicando actividad hasta 1/64 (Fig. 3b),
disminuyendo la potencia proteolitica con la progresion de la diluciones (Fig. 3c);
demostrado mediante analisis de regresion logaritmica o exponencial, con alto grado

de correlaciéon [R* = 0,97 (logaritmica) y R* = 0,98 (exponencial)] (Fig. 4).

Figura 3. Actividad proteolitica del veneno Thalassophryne maculosa, sobre placa

radiografica, obtenido por Alcala y colaboradores (2010).

(a) Imagen del gel radiografico obtenido con un scanner HP ScanJet ADF. (b) y (c) Imagen en falsos
colores de 8 bits de resolucion generada con Mathcad version 14.0 (a, vista inferior), (c, vista lateral).
La imagen obtenida del gel radiografico (Figura 2a) se procesé con el programa Imaje J 1.28x
(National Institute of Health). Con este programa se generaron imagenes con filtros de color azul, rojo
o verde; eligiendo la generada por el filtro verde. Esta se almaceno en formato texto y luego ser analizo
mediante Mathcad version 14.0 para componer una imagen en falsos colores de 8 bits de resolucion
(Figura 2b, vista inferior; Figura 2c, vista lateral) (tomado de Alcald y col., 2010).
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Figura 4. Regresion logaritmica y exponencial de la actividad proteolitica del veneno

Thalassophryne maculosa sobre placa radiografica (tomado de Alcala y col., 2010).



29

Curso temporal de toxicidad aguda experimental

Luego de la exposicion, durante sesenta minutos, al tratamiento conformado
por una DLsy, como dosis controlada, se obtuvo una frecuencia de 100% (n = 2) de
muerte. En la Figura 5 se presenta el curso temporal de aparicion de los signos de
toxicidad aguda experimental inducida por el veneno de Thalassophryne maculosa en

ratones, hembra, cepa C57BL/6.

La toxicidad se inicid con retracciéon abdominal, seguida por la presencia de
deambulacion erratica, taquipnea e hipoactividad. Luego de la hipoactividad se

evidenci6 bradipnea, convulsiones tonico-clonicas y finalmente la muerte.
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Figura 5. Curso temporal de aparicion de los signos de toxicidad aguda experimental
inducidos por el veneno de Thalassophryne maculosa administrado por vip en ratones
C57BL/6.
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Hallazgos histoldgicos

Fotografias de tejido cardiaco (Fig. 6a,b) y pulmonar (Fig. 7a,b) normal, de

ratones C57BL/6, caracterizada por la integridad de los tejidos.

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

miofibrillas (Fig. 6a,b).

Tejido pulmonar normal, de un ratéon control C57BL/6, caracterizado por la

integridad del tejido alveolar, intersticial y de los vasos sanguineos (Fig. 7a,b)
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Figura 6. Seccion de tejido cardiaco correspondiente a un raton control de la cepa
CS57BL/6.

(a). Corte de seccion longitudinal. Integridad de las fibras cardiacas que muestran su nucleo
central y sus correspondientes estriaciones. H-E, 40X. (b). Musculo cardiaco cortado
transversalmente. H-E, 40X.



Figura 7. Seccion de tejido pulmonar normal de raton C57BL/6.
(a). Corte de seccion longitudinal. H-E, 10X. (b). Bronquiolo. H-E, 40X.

32
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Descripcion histologica del tejido cardiopulmonar posterior a la inyeccion
de una DLsy de veneno de Thalassophryne maculosa en ratones de la cepa
C57/BL6

En el tejido cardiaco de los ratones C57BL/6 inyectados con una DLsy de

veneno T. maculosa, se observo:

1. Desorganizacion de miofibrillas (Fig. 8,9, 10y 11).

2. Pericarditis fibrinosa (Fig. 11).

3. Degeneracion y acumulo de material hialino en el intersticio intermiofibrilar

(Fig. 8,9y 10).
4. Hemorragia intermiofibrilar (Fig. 9 y 10).

5. Infiltrado inflamatorio neutrofilico (agudo) que se interpreta como miocarditis

hemorragica (Fig. 9 y 10).

6. Trombos intracavitarios (Fig. 10).

En tejido pulmonar de los ratones C57BL/6 inyectados con una DLsy de veneno

T. maculosa, se observo:

1. Sacos alveolares distendidos con ruptura de tabiques alveolares con la

formacion de enfisema pulmonar (Fig. 12, 15, 18, 20 y 21).

2. Hiperplasia de los neumocitos tipo II (Fig. 13 y 22)

3. Areas de colapso alveolar (focos de atelectasia) (Fig. 13, 18, 21 y 22).
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4. Edema y hemorragia intraalveolar, intersticial con la formacion de membrana
hialina que conlleva a sindrome de dificultad respiratoria aguda (falla

respiratoria aguda) (Fig. 14 y 17).

5. Luces vasculares con degeneracion hialina de la capa media y del endotelio

vascular. Trombosis venosa (Fig. 15, 19y 21).

6. Presencia de macrofagos cargados de hemosiderina (signo de insuficiencia

cardiaca — edema pulmonar) (Fig. 14).

7. Infiltrado inflamatorio en bronquiolos terminales (Fig. 16).

8. Pleuritis fibrinohematica (Fig. 12, 18 y 22).

A )

Figura 8. Corte longitudinal de tejido cardiaco de raton C57BL/6 inyectado con una

DLsy del veneno de Thalasophryne maculosa tefiido con hematoxilina-eosina a 10x.
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Figura 9. Corte longitudinal de tejido cardiaco de raton C57BL/6 inyectado con una

DLs del veneno de Thalasophryne maculosa tefiido con hematoxilina-eosina a 10x.

Figura 10. Corte longitudinal de tejido cardiaco de raton C57BL/6 inyectado con una

DLso del veneno de Thalasophryne maculosa tefiido con hematoxilina-eosina a 10x.
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Figura 11. Corte longitudinal de tejido cardiaco de raton C57/BL6 inyectado con una

DL50 del veneno de Thalasophryne maculosa tefiido con hematoxilina-cosina a 4x.

Figura 12. Corte transversal de tejido pulmonar de raton C57BL/6 inyectado con una

DLs del veneno de Thalasophryne maculosa tefiido con hematoxilina-cosina a 4x.
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Figura 13. Tejido pulmonar de raton C57BL/6 inyectado con una DLs, del veneno de

Thalasophryne maculosa tefiido con hematoxilina-eosina a 4x.

Figura 14. Tejido pulmonar de raton C57BL/6 inyectado con una DLs, del veneno de

Thalasophryne maculosa tefiido con hematoxilina-eosina a 10x.
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Figura 15. Corte longitudinal de tejido pulmonar de raton C57BL/6 inyectado con una

DLs del veneno de Thalasophryne maculosa tefiido con hematoxilina-cosina a 4x.

Figura 16. Corte transversal de tejido pulmonar de raton C57BL/6 inyectado con una

DLsy del veneno de Thalasophryne maculosa tefiido con hematoxilina-eosina a 10x.
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A

Figura 17. Tejido pulmonar de raton C57BL/6 inyectado con una DLs, del veneno de

Thalasophryne maculosa tefiido con hematoxilina-eosina a 10x.

Figura 18. Corte transversal de tejido pulmonar de raton C57BL/6 inyectado con una

DLs del veneno de Thalasophryne maculosa tefiido con hematoxilina-cosina a 4x.
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Figura 19. Corte transversal de tejido pulmonar de raton C57BL/6 inyectado con una

DLso del veneno de Thalasophryne maculosa tefiido con hematoxilina-eosina a 4x.

Figura 20. Corte longitudinal de tejido pulmonar de raton C57BL/6 inyectado con una

DLs del veneno de Thalasophryne maculosa tefiido con hematoxilina-cosina a 4x.
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Figura 21. Corte transversal de tejido pulmonar de raton C57BL/6 inyectado con una

DLs del veneno de Thalasophryne maculosa tefiido con hematoxilina-cosina a 4x.

Figura 22. Corte transversal de tejido pulmonar de raton C57BL/6 inyectado con una

DLs del veneno de Thalassophryne maculosa tefiido con hematoxilina-eosina a 10x.
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Discusion

Seglin Fonseca y Lopes-Ferreira (2000), las manos o los pies son las zonas mas
comunmente afectadas en las victimas cuando son traspasados por espinas conectadas
a glandulas venenosas del pez. Los sintomas de envenenamiento son muy evidentes,
incluyendo edema local, eritema y dolor severo seguido por una intensa necrosis y
una respuesta de curacion notablemente ineficiente. Este problema de la curacion
ineficiente es muy importante para la evolucion y el tratamiento del accidente,
tomando en cuenta que no existe un tratamiento especifico disponible para esta
afeccion (Lopes-Ferreira y col., 2000; Haddad Junior y col., 2003). De acuerdo con
esto, el avance de los sintomas, puede tomar semanas o incluso meses para una

recuperacion completa (Fonseca y Lopes- Ferreira 2000).

El modelo de raton utilizado en este trabajo fue la cepa C57BL/6, ya que posee
mayor sensibilidad a la accion del veneno de vertebrados e invertebrados (De Sousa y

col., 2009, 2010; De Sousa, 2011).

Se evidencia ausencia de actividad antimicrobiana in vitro del veneno de T.
maculosa; al igual que en los extractos acuosos obtenidos de otras especies marinas
como el invertebrado, pepino de mar, Brandothuria impatiens (Echinodermata,
Holothuroidea) (Herndndez y Farifias, 2005). En futuras investigaciones deberia
probarse la actividad del veneno o sus toxinas sobre otros microorganismos

patdgenos como hongos o protozoarios.

La actividad proteolitica observada en el veneno de T. maculosa, también se ha
evidenciado en otros peces como Notesthes robusta (Hahn y O’Connor, 2000),
Scorpaena plumieri (Carrijo y col., 2005), Pterios volitans (Balasubashini y col.,

2006) y en las rayas Potamotrygon cf. scobina y Potamotrygon gr. orbignyi. En todos
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estos vertebrados marinos tal actividad ha sido relativamente leve; sin embargo, se ha
demostrado que la interaccion del veneno con el mucus epidérmico, incrementa
significativamente la actividad necrosante, lo que pudiera indicar que las proteinas
presentes en el mucus, potencian el efecto toxico del veneno (Magalhdes y col.,

2006).

Al igual que otras especies del género Thalassophryne, como T. nattereri, se
puede evidenciar actividad hemolitica leve (Lopez y col., 1998). Otros organismos
marino que también poseen actividad hemolitica sus secreciones, como parte de su
mecanismo de defensa, son las esponjas Niphates erecta (Porifera, Demospongiae),
cuya actividad litica se debe a la presencia tanto de saponinas como de hemolisinas
(Lopez y col., 2011), quedando por dilucidar el agente responsable de dicha actividad

en el veneno de T. maculosa.

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

de los componentes celulares y en la arquitectura general del tejido.

Lopes-Ferreira y colaboradores (1998, 2001), observaron que el veneno de T.
nattereri induce dafio directo a la membrana plasmatica del muasculo esquelético con
trombosis y otras alteraciones en la microvasculatura de los ratones, sin inducir
hemorragia. Los andlisis del musculo cremaster mostraron que el veneno provoca una
alteracion peculiar de la microcirculacion con congestion vascular intensa, trombosis
en las vénulas y constricciones transitorias focales en las arteriolas. En contraste con
otros modelos de mionecrosis, en el que la microvasculatura no se ve afectada, la
fagocitosis de material necrotico estd muy avanzada a las 24 h, y no se observan
restos de células musculares necréticas después de 1 semana (Harris y col., 1975;

Gutiérrez y col., 1991; Morini y col., 1998)
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Lopes-Ferreira y colaboradores. (2001) realizaron el andlisis histoldgico de la
lesién causada por el veneno de T. nattereri. Demostraron la presencia de edema,
mionecrosis, hiperemia y congestion en las venas y vénulas, presencia de trombos,
ademas de poco infiltrado celular inflamatorio; también sefialaron alteraciones de la
membrana plasmdatica y prominente desorganizacion miofibrilar, incluyendo la

desaparicion de la linea Z en el musculo gastrocnemio.

Los cambios histologicos a nivel cardiovascular en ratones de la cepa
C57BL/6 se han estudiado con el veneno de otras especies de vertebrados e
invertebrados. Albornoz y colaboradores. (2008) demostraron en los ratones
C57BL/6, inyectados con una DLsy del veneno del escorpion Tityus nororientalis,
cambios en la estructura microscopica del miocardio, con amplias areas de tejido
cardiaco sustituidas por sincitio tisular con ausencia total de elementos histologicos
compatibles con la normalidad del mismo. Por su parte, Laucho y Lopez (2011), con
una DLs, del veneno de Tityus nororientalis, observaron alteraciones histologicas en
tejido pulmonar de ratones NMRI, BALBc y C57BL/6. Los ratones de la cepa NMRI
desarrollaron alteraciones histologicas del tejido pulmonar, que consistieron en
dilatacién vascular con leve infiltrado inflamatorio perivascular, leve congestion
bronquiolar, escaso infiltrado intraalveolar y ligero engrosamiento de la pared

alveolar.

Es importante resaltar que estos cambios histologicos son totalmente
diferentes a los evidenciados con el veneno de T. maculosa, indicando que este posee

en apariencia un mecanismo de accion tisular diferente a estos invertebrados.
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CONCLUSIONES

El veneno de Thalassophryne maculosa no presenta actividad antimicrobiana

sobre las 12 cepas de bacterias evaluadas (Gram negativas o positivas).

El veneno crudo de T. maculosa presento actividad hemolitica y proteolitica

expresada en la placa radioldgica hasta una dilucion de 1:64.

Se observaron ocho manifestaciones clinicas inducidas por el veneno de T.
maculosa en ratones C57BL/6; con aparicion gradual en el curso temporal de
toxicidad aguda. Los signos inmediatos de toxicidad aguda fueron hiperactividad
seguida de taquipnea, entre 10 y 20 minutos se evidencidé hipoactividad,
distension abdominal; posteriormente signos de toxicidad grave caracterizados

por bradipnea alternada con apnea hasta finalmente la muerte de los animales.

En el tejido cardiaco de los ratones C57BL/6 inyectados con una DLs, del
veneno de T. maculosa, los cambios histologicos mas significativos fueron
infiltrado inflamatorio neutrofilico (agudo) intrepretado como miocarditis
hemorragica. Degeneracion y acimulo de material hialino en el intersticio

intermiofibrilar y pericarditis fibrinosa

En tejido pulmonar de los ratones C57BL/6 inyectados con una DLs, de veneno
T. maculosa los cambios histologicos mas significativos fueron edema y
hemorragia intraalveolar, intersticial con la formacién de membrana hialina que
conlleva a sindrome de dificultad respiratoria aguda, sacos alveolares distendidos
con ruptura de tabiques alveolares y formacion de enfisema pulmonar y areas de

colapso alveolar (focos de atelectasia).
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