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RESUMEN

CAMBIOS HISTOLOGICOS CAUSADOS POR EL VENENO DEL PEZ
SAPO Thalassophryne maculosa (PISCES, BATRACHOIDIDAE) EN TEJIDO
AORTICO Y RENAL DE RATONES C57BL/6

Pereira Carbonara, Vito A. 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 ordenio manual de las espinas dorsales y operculares. 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 mortalidad de 50% (n = 2 El
tiempo de aparicion de las manifestaciones clinicas inducidas por el veneno fue
gradual presentando de forma inmediata hiperactividad y taquipnea, seguida de
hipoactividad y distension abdominal para suceder, alrededor de los 30 minutos del
curso temporal de toxicidad, periodos de bradipnea/apnea a la cual sobreviene la
muerte. Los ratones fallecidos se utilizaron para evaluar los cambios histologicos en
el tejido adrtico y renal causados por efecto toxico del veneno.

En el tejido adrtico de los ratones C57BL/6 inyectados con una DLs, de veneno
Thalassophryne maculosa, los cambios histologicos mas significativos fueron
degeneracion mixoide entre las fibras elasticas de la capa media, lesion del endotelio
vascular con presencia de material fibrinoide, ruptura de las fibras elastica con
pérdida de la arquitectura de la capa media, material fibrino-hematico adherido a la
luz de los vasos, macrofagos cargados de hemosiderina, edema interfibrilar de la capa
media, recanalizacion de trombos arteriales y oclusion de la luz vascular. En tejido
renal se observd parénquima cortical renal con presencia de glomérulos con cambios
degenerativos, necrosis hemorragica, area renal de transicion cortico-medular con
presencia de hemorragia en el intersticio, colapso de los capilares glomerulares con
necrosis fibrinoide, trombosis vascular, penacho glomerular congestivo, degeneracion
glucogénica de las células de los tubulos renales con presencia de material
eosinofilico amorfo en la luz de los tibulos renales y arteriolas eferentes congestiva.
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INTRODUCCION

En este trabajo se evaluaron los cambios histologicos observados en aorta y
rifiones de ratones C57BL/6 inducidos por efecto toxico del envenenamiento agudo
experimental causado por el veneno de Thalassophryne maculosa. Para tal fin, se
administr6 en ratones hembra C57BL/6, por via intraperitoneal y para 60 minutos de
experimentacion, una DLsy, como dosis controlada del veneno de Thalassophryne
maculosa [obtenida por el método secuencial de Dixon y Mood (1948) modificado
(Sevcik, 1987)],

Con base en 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, esta 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 y deportistas, son victimas frecuentes de
accidentes con diversos animales marinos (Boccalon y col., 2004). Sin embargo, la
carencia de datos epidemiologicos no permite, al presente, conocer la verdadera
magnitud de la incidencia de estos casos y por ende, su relevancia (Boccalon y col.,

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

El desarrollo de este trabajo se justifico con base en la inexistencia de
investigaciones experimentales previas sobre la evaluacion de alteraciones
histologicas agudas desarrolladas en tejido adrtico y renal de ratones C57BL/6, como
consecuencia del efecto tdxico del envenenamiento agudo experimental con el
veneno de Thalassophryne maculosa. Por este motivo fue de gran interés para el
Laboratorio de Toxinologia del Grupo de Investigacion en Toxinologia Aplicada y
Animales Venenosos (GITAAV) de la Universidad de Oriente, Nucleo de
Anzoategui, la realizacion del presente proyecto, ya que constituye la continuidad en
la adquisicion de informacion en el 4rea histopatoldgica, que permitiria comprender
de forma integral los accidentes causados por el pez sapo en la region costera

venezolana.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar los cambios histoldgicos agudos en tejido aortico y renal de ratones
hembra C57BL/6, causados como respuesta de toxicidad aguda experimental a una
dosis controlada del veneno del pez sapo Thalassophryne maculosa, inyectado por

via intraperitoneal.

Objetivos especificos

1. Designar la DLsp, como dosis controlada, del veneno de Thalassophryne

maculosa para la cepa de raton C57BL/6.

2. Establecer, 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 Thalassophryne maculosa.

3. Determinar los cambios histologicos agudos como efecto de toxicidad aguda
experimental del veneno de Thalassophryne maculosa en tejido aortico y
renal de ratones C57BL/6.



CAPITULO 11
MARCO TEORICO

Las costas venezolanas, por su ubicacion relativa en la zona tropical, presentan
gran variedad de especies de vertebrados o invertebrados, marinos o 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-Allison y Rodriguez-Acosta, 1997;
Boccalon y col., 2004; Gutiérrez y col., 2004; 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 numero de especies
definidas por Halstead (1978) como peces venenosos o acantotoxicos. En este caso, el
accidente humano causado por éstos se denomina ictismo y sus mecanismos
fisiopatologicos, poco conocidos, representan un problema econdémico 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; Haddad Junior, 2003; Haddad Junior y col.,
2003).

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,
autofarmacolégicos, antihemostaticos, neurologicos, musculares, cardiacos y de
efectos renales (Junghanss y Bodio, 2006). Muchos géneros de Uranoscopidos son

bentonicos y venenosos al igual que los Batracoididos, dentro de los que se encuentra
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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
espinas huecas, para eyectar el veneno. Adicionalmente, las espinosas operculares

también son utilizadas como 6rganos defensivos venenosos.

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 acompanadas
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, el 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, muchos de los componentes
responsables de tales efectos no han sido estudiados ni identificados con precision

(Hodgson, 1997).

Algunos estudios, realizados en ratones, han demostrado que el veneno de
Thalassophryne maculosa tiene efectos nefrotoxicos y hemostaticos mediados por la
liberacion de citoquinas. Sin embargo, los datos de algunas investigaciones son

contradictorios o insuficientes (Alcala y col., 2010).

Alcala y colaboradores (2010) determinaron por el método de Dixon y Mood
(1948) modificado (Sevcik, 1987) la DLsy del veneno de Thalassophryne maculosa,
administrado por via intraperitoneal, en ratones hembra C57BL/6, para una hora de

experimentacién. Bajo esas condiciones la DLsy fue de 70,80 (66,95-75,12) mg.kg™;
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con un indice de variabilidad de 7,02%. Los autores indicaron que los signos
inmediatos de toxicidad aguda, en los primeros cuatro minutos, causados por el
veneno de Thalassophryne maculosa, fueron hiperactividad, seguida de taquipnea.
Posterior a éstos, en el espectro medi6 de toxicidad moderadamente grave, entre los
10 y 20 minutos, se instalaron la hipoactividad y distensiéon abdominal. Tardiamente
como expresion de toxicidad grave, después de los 20 minutos, los ratones
presentaron disnea caracterizada por periodos de bradipnea alternada con apnea, con

cianosis peribucal, hasta finalmente la sobrevivencia o la muerte de los animales.

Adicionalmente, Alcald y colaboradores (2010) indicaron la naturaleza proteica

del veneno de Thalassophryne maculosa, indicando su actividad proteolitica.



CAPITULO I11
MARCO METODOLOGICO

Obtencion 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 obtendra 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 veneno. 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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Designacion de una DLsy como dosis controlada del veneno de Thalassophryne

maculosa

La DLsy 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
(Alcalay col., 2010) (Figura.l).

100,00
90,00 +
g0,00
70,00 4
60,00 +

50,00 +

Dosis g §')

40,00 +
30,00 4
20,00

1000 +———r—r"r—"r—"1—"TTTTT———
123 4 5 6 7 8 91011 1213 1415 16 17
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 inflexion 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): DLso, vip, 60 minutos = 70,80 (66,95-75,12) ug g de 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 dos ratones C57BL/6 se les administrd 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 experimentacion y tabulados cronologicamente; adicionalmente se
registro el resultado final de sobrevivencia o muerte. Se utilizaron animales testigo a
los cuales se les administrd solucién fisioldgica en volimenes similares a los del

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

Descripcion de los cambios histolégicos agudos en tejido aortico y renal 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 procedié a la separacion de la aorta abdominal y de los rifiones
(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 dur6 30 minutos. Posteriormente, el tejido se fijo 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, cén 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, y se dejaron a temperatura ambiente. Una vez enfriados, se procedio a fijar y
colorear los cortes con Hematoxilina-Eosina (H-E), 4cido peryodico de Shiff (PAS) y

acido tricromicro. Finalmente observados en microscopio de luz.



CAPITULO IV
ANALISIS DE LOS RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados

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 2 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 retraccion abdominal,
seguida por la presencia de deambulacion erratica, taquipnea e hipoactividad. Luego
de la hipoactividad se evidencio bradipnea, convulsiones tonico-clonicas y finalmente

la muerte.
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Figura 2. 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.

Hallazgos histolégicos normales

Las figuras 3 (a hasta d) y 4, muestran imagenes de tejido renal normal, de
ratones C57BL/6, caracterizados por la integridad de los corpusculos renales, tibulos,

vasos sanguineos y tejido intersticial.
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Figura 3. Tejido renal correspondiente a un raton control C57BL/6.

(a). Corteza renal, H-E, 10x. (b). Médula renal, H-E, 10x. (c). Notese tubulos renales
mostrando la integridad de su pared, obsérvese las caracteristicas nucleo-citoplasma y la
presencia del ribete en cepillo de los tabulos contorneados proximales; todos descansando
sobre una membrana basal continua PAS positiva, 40x. (d). Secciéon de médula renal,

mostrando la integridad de las asas de Henle. H-E, 40x.
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Figura 4. Seccion de corteza renal correspondiente a raton control C57BL/6.

Detallese las caracteristicas normales de los corpusculos y tiibulos renales. Obsérvese la
nitidez de las hojas parietal y visceral de la capsula de Bowman y la membrana basal,

claramente PAS positiva. Coloracion PAS 100x.
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Descripcion histoldgica del tejido aortico y renal posterior a la inyeccion de
una DLsy de veneno de Thalassophryne maculosa en ratones de la cepa
C57/BL6

En las figuras 5 hasta la 9, se observan los cambios histologicos observados en
el tejido aortico de los ratones C57/BL6 inyectados con una DLsy de veneno

Thalassophryne maculosa.

A A

Figura 5. Corte longitudinal de tejido adrtico de raton C57/BL6 inyectado con una
DLs del veneno de Thalassophryne maculosa tefiido con hematoxilina-eosina a 10x.
Se observa degeneracion mixoide entre las fibras elasticas de la capa media lesion del

endotelio vascular con presencia de material fibrinoide.
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Figura 6. Corte longitudinal de tejido adrtico de raton C57/BL6 inyectado con una
DLs, del veneno de Thalassophryne maculosa tefiido con hematoxilina-eosina a 40x.
Se observa ruptura de las fibras eldsticas con pérdida de la arquitectura de la capa

media. Lesion del endotelio vascular. Presencia de material mixoide.
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Figura 7. Corte tangencial de tejido adrtico de raton C57/BL6 inyectado con una
DLsg del veneno de Thalassophryne maculosa tefiido con hematoxilina-eosina a 4x.

Se observa material fibrino-hematico adherido a la luz de los vasos.
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Figura 8. Corte longitudinal de tejido adrtico de raton C57/BL6 inyectado con una
DLs del veneno de Thalassophryne maculosa tefiido con hematoxilina-eosina a 10x.
Se observa edema fibroelastico de la capa media, macréfagos cargados de

hemosiderina.
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Figura 9 Corte transversal de tejido aortico de raton C57/BL6 inyectado con una

DLs del veneno de Thalassophryne maculosa tefiido con hematoxilina-eosina a 10x.
Se observa desorganizacion y degeneracion de las fibras elésticas de la capa media y

edema interfibrilar de la capa media.
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En las figuras 10 hasta la 14 , se observan los cambios histologicos observados
en el tejido renal de los ratones C57/BL6 inyectados con una DLsy de veneno

Thalassophryne maculosa.

Figura 10. Corte longitudinal de tejido renal de raton C57BL/6 inyectado con una
DLsg del veneno de Thalassophryne maculosa tefiido con hematoxilina-eosina a 4x.
Se observa parénquima cortical renal con presencia de glomérulos con cambios

degenerativos y necrosis hemorragica.
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Figura 11. Corte longitudinal de tejido renal de raton C57BL/6 inyectado con una
DLs del veneno de Thalassophryne maculosa tefiido con hematoxilina-eosina a 40x.
Se observa colapso de los capilares glomerulares con necrosis fibrinoide y trombosis

vascular.
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Figura 12. Corte longitudinal de tejido renal de raton C57BL/6 inyectado con una

DLs del veneno de Thalassophryne maculosa tefiido con hematoxilina-eosina a 40x.
Se observa penacho glomerular congestivo, degeneracion glucogénica de las células
de los tibulos renales con presencia de material eosinofilico amorfo en la luz de los

tabulos renales.
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Figura 13.Corte longitudinal de tejido renal de raton C57BL/6 inyectado con una

DLs del veneno de Thalassophryne maculosa tefiido con hematoxilina-eosina a 40x.

Se observan glomérulos congestivos y arteriolas glomerulares congestivas.
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Figura 14. Corte longitudinal de tejido renal de raton C57BL/6 inyectado con una

DLsg del veneno de Thalassophryne maculosa tefiido con hematoxilina-eosina a 4x.
Se observa area renal de transicion cortico-medular, con presencia de hemorragia en

el intersticio.
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Discusion

El modelo de raton utilizado en este trabajo, fue la cepa homocigota C57BL/6.
Trabajos previos indican que esta cepa posee mayor sensibilidad a la accion del
veneno de vertebrados e invertebrados (De Sousa y col., 2009, 2010; De Sousa,

2011).

Una DLsy del veneno de Thalassophryne maculosa provocd cambios
histopatologicos en el tejido aortico y renal 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 (2002), observaron que Thalassophryne
natteri a nivel histologico induce dafio directo en las membranas plasmaticas del
musculo esquelético con trombosis y otras alteraciones en la microvasculatura de los
ratones, sin inducir hemorragia. Los andlisis del musculo cremaster mostraron que el
veneno provoco alteracion peculiar de la microcirculacion, con congestion vascular
intensa, trombosis en las vénulas y contraccion transitoria focal en las arteriolas. En
contraste con otros modelos de mionecrosis, en el que la microvasculatura no se ve

afectada, la fagocitosis de material necrdtico estd activa a las 24 horas.

Lopes-Ferreira y colaboradores (2002) con el veneno de Thalassophryne
natteri, demostraron presencia de edema, mionecrosis, hiperemia y congestion en las
venas y vénulas, presencia de trombos, ademas de poco infiltrado celular
inflamatorio; también observaron alteraciones de la membrana plasmatica y
prominente desorganizacion miofibrilar, incluyendo la desaparicion de la linea Z en
el musculo gastrocnemio. Carrijo y colaboradores (2005) evaluaron las propiedades

biologicas del veneno de Scorpaena plumieri.
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Los cambios histologicos a nivel cardiovascular en ratones de la cepa
C57BL/6 se ha estudiado en otras especies, principalmente con el veneno de
invertebrados como los escorpiones del género Tityus. Albornoz y colaboradores
(2008) con una DLsy del veneno de Tityus nororientalis, en los ratones C57BL/6,
evidenciaron grandes cambios en la estructura microscopica del miocardio, con
amplias areas de tejido cardiaco sustituidas por un sincitio tisular con ausencia total
de elementos histologicos compatibles con la normalidad del mismo. En los vasos
sanguineos de corazon los autores observaron degeneracion de sus diferentes capas,
con presencia de gran vacuolizacién que separa las fibras musculares entre si, asi

como la intima de la media.

Por su parte, Laucho y Lopez (2011), con ¢l veneno de Tityus nororientalis,
observaron alteraciones histologicas en tejido pulmonar de ratones NMRI, BALBc y
C57BL/6. Los ratones de la cepa C57BL/6 tratados con una DLs, del veneno de esta
especie se caracterizaron por presentar alteraciones histoldgicas del tejido pulmonar,
que consistieron en dilatacion vascular, con abundante infiltrado inflamatorio
perivascular, congestion bronquiolar, infiltrado intraalveolar y engrosamiento de la

pared alveolar.

Salomon (2009), con una DLs, del veneno de Tityus nororientalis, observo en
rifones de la cepa C57BL/6 cambios de la estructura normal del tejido renal,
consistentes en necrosis tubular aguda y congestion glomerular. Mientras que
Hurtado y colaboradores (2012), en el tejido renal de los ratones C57BL/6 inyectados
con una DLsy de veneno de Tityus zulianus, observaron glomeruloesclerosis
segmentaria y focal, congestion glomerular acentuada con cambios isquémicos
tubulointersticiales leves, dilatacion y ectasia vascular acentuada, fibrosis intersticial

leve y difusa, corticomedular con atrofia tubular.



36

Los cambios histologicos observados con el veneno de Thalassophryne
maculosa, indicarian que este veneno posiblemente posee un mecanismo de accion

fisiopatologico tisular diferente al de los escorpiones del género Tityus.



1.

CAPITULOV
CONCLUSIONES

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 evidencid
hipoactividad, distension abdominal; posteriormente se observaron signos de
toxicidad grave caracterizados por bradipnea alternada con apnea, hasta finalmente la

muerte de los animales.

. En el tejido aortico de los ratones C57BL/6 inyectados con una DLsy, de veneno

Thalassophryne maculosa, los cambios histologicos mas significativos fueron
degeneracion mixoide entre las fibras eldsticas de la capa media, lesion del endotelio
vascular con presencia de material fibrinoide, ruptura de las fibras elastica con
pérdida de la arquitectura de la capa media, material fibrino-hematico adherido a la
luz de los vasos, macrofagos cargados de hemosiderina, edema interfibrilar de la capa

media, recanalizacioén de trombos arteriales y oclusion de la luz vascular.

. En tejido renal se observo parénquima cortical renal con presencia de glomérulos con

cambios degenerativos, necrosis hemorrdgica, area renal de transicidon cortico-
medular con presencia de hemorragia en el intersticio, colapso de los capilares
glomerulares con necrosis fibrinoide, trombosis vascular, penacho glomerular
congestivo, degeneracion glucogénica de las células de los tubulos renales con
presencia de material eosinofilico amorfo en la luz de los tubulos renales y arteriolas

glomerulares congestivas.
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Resumen (abstract):

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 DLs
del veneno, para una hora de experimentacion, fue determinada por el método
secuencial de Dixon y Mood. Se escogi6 al azar, cuatro ratones hembra de la cepa
C57BL/6. Se administr6 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 mortalidad de 50% (n = 2 El
tiempo de aparicion de las manifestaciones clinicas inducidas por el veneno fue
gradual presentando de forma inmediata hiperactividad y taquipnea, seguida de
hipoactividad y distension abdominal para suceder, alrededor de los 30 minutos del
curso temporal de toxicidad, periodos de bradipnea/apnea a la cual sobreviene la
muerte. Los ratones fallecidos se utilizaron para evaluar los cambios histoldgicos en
el tejido adrtico y renal causados por efecto toxico del veneno.

En el tejido adrtico de los ratones C57BL/6 inyectados con una DLsy de veneno
Thalassophryne maculosa, los cambios histologicos mas significativos fueron
degeneracion mixoide entre las fibras eldsticas de la capa media, lesion del endotelio
vascular con presencia de material fibrinoide, ruptura de las fibras eldstica con
perdida de la arquitectura de la capa media, material fibrino-hematico adherido a la
luz de los vasos, macrofagos cargados de hemosiderina, edema interfibrilar de la capa
media, recanalizacion de trombos arteriales y oclusion de la luz vascular. En tejido
renal se observd parénquima cortical renal con presencia de glomérulos con cambios
degenerativos, necrosis hemorragica, area renal de transicion cortico-medular con
presencia de hemorragia en el intersticio, colapso de los capilares glomerulares con
necrosis fibrinoide, trombosis vascular, penacho glomerular congestivo, degeneracion
glucogénica de las células de los tubulos renales con presencia de material
eosinofilico amorfo en la luz de los tibulos renales y arteriolas eferentes congestiva.
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