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RESUMEN

El escorpion Tityus discrepans habita areas densamente pobladas de la region
norcentral de la Republica Bolivariana de Venezuela. Este produce un veneno altamente
toxico, el cual induce, al ser inyectado, una excesiva activacion de las funciones
autonémica e inmunoldgica, generando respuestas fisiopatologicas tales como pancreatitis
y desdrdenes gastrointestinales. Ya que los agonistas de receptores a,-adrenérgicos (az-AR)
pueden modular la actividad del sistema nervioso autondémico, produciendo una
disminucion abrupta de la secrecion pancreatica exocrina, se estudio el efecto de la
clonidina (agonista selectivo de o,-AR) sobre el nivel de a-amilasa sérica y otros
indicadores clinicos modificados por el efecto del veneno de T. discrepans. En
experimentos preliminares, ratones CD1 machos (20 £ 2 g; n = 2-5) fueron inyectados por
la via subcutanea (sc) con una dosis subletal de veneno (0,83 pg/g), 0,1 pg/g de clonidina o
solucion fisiologica (NaCl al 0,9 %). Se anestesiaron y se extrajeron muestras de sangre a
las 0, 3, 6, 12 y 24 h. Se realiz6 ensayo enzimatico colorimétrico en suero para determinar
la glicemia y las actividades a-amilasa y lactato deshidrogenasa (LDH). La clonidina indujo
marcada hiperglicemia 1 h postinyeccion, mientras que el veneno generé menor
hiperglicemia, con un nivel maximo a las 6 h. Dosis crecientes de veneno (0,83 ug/g hasta
2,54 pg/g) no indujeron ningin cambio significativo en los niveles de actividad a-amilasa
sérica 0 LDH. Sin embargo, una dosis superior (3,77 ng/g), inyectada por las vias sc o
intraperitoneal (ip), aumentd la actividad LDH, independientemente de la via de
administracion utilizada. La actividad a-amilasa sérica no mostr6 ningun cambio
significativo, a diferencia de la actividad a-amilasa urinaria. En un segundo grupo de
experimentos, ratones BALB/c machos (28 + 2 g; n = 5) pretratados con clonidina (0,1
ug/g, 1 h antes) fueron inyectados con una dosis de 1 ug/g de veneno. A las 6 h, los
animales fueron anestesiados y se tomaron muestras de sangre por puncion cardiaca y orina
por cistocentesis. Se evidencio el incremento significativo de la actividad LDH, de la a-
amilasa urinaria y el nitrégeno ureico sanguineo (NUS). No se observaron diferencias
significativas en la glicemia, en la actividad a-amilasa sérica, la creatinina sérica, o la
creatinina y la urea urinarias. Por otra parte, se observo neutrofilia y linfopenia. En un

tercer grupo de experimentos, ratones BALB/c machos (20 £ 2 g; n = 5-11) fueron
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inyectados via ip con una dosis de 1 pg/g de veneno y posteriormente tratados con
clonidina (0,1 pg/g, 30 min después) o solucion fisiologica. Las dosis de clonidina fueron
repetidas cada 2 h, tres veces. A las 6 h, los ratones envenenados no mostraron
hiperglicemia. La clonidina indujo una marcada hiperglicemia, y tuvo accién sinérgica con
el veneno. La actividad LDH aumenté en los ratones envenenados, efecto que no fue
modificado por la clonidina. La actividad a-amilasa sérica no aumenté significativamente
en los ratones envenenados, pero el tratamiento con clonidina redujo significativamente el
nivel de este indicador. Se observaron severas alteraciones histopatologicas en diversos
organos. El pancreas mostré vacuolizacion, infiltrado inflamatorio y hemorragia; los
pulmones: infiltrado inflamatorio, edema y hemorragia; y los rifiones: distension tubular,
hemorragia e infiltrado inflamatorio. El area bidimensional de la regién acidofila (granulos
de zimdgeno) de los acinos pancreaticos en los ratones envenenados disminuyo en relacion
con los controles, efecto reducido por la clonidina. La actividad a-amilasa urinaria no
aumento significativamente en los ratones tratados con veneno, en relacion con los
controles; la clonidina no tuvo efecto sobre este indicador en los animales envenenados. El
NUS mostré un incremento significativo en los animales tratados con el veneno, efecto
disminuido por la clonidina. La urea en orina no cambio, excepto al comparar el nivel
obtenido en los ratones tratados con clonidina versus el obtenido en ratones tratados con
veneno mas clonidina. La creatinina sérica aumentd significativamente en los ratones
envenenados, efecto reducido por la clonidina. El valor de creatinina urinaria disminuyo
significativamente en ratones tratados con clonidina, pero no hubo efecto del veneno. El
veneno indujo neutrofilia y linfopenia, efecto no revertido por la clonidina. En conclusion,
el veneno del escorpion Tityus discrepans generd pancreatitis, alteraciones pulmonares,
falla renal aguda, hiperglicemia en algunos casos, linfopenia y neutrofilia en ratones. El
veneno indujo aumento de la actividad LDH, pero no de la actividad a-amilasa sérica. La
clonidina redujo el nivel de actividad a-amilasa sérica tanto en animales envenenados como
en controles, tuvo efecto sinérgico hiperglicemiante con el veneno e impidié el aumento del
NUS y de la creatinina sérica. En conjunto, los resultados sugieren que los agonistas de los
az-AR podrian constituir una herramienta terapéutica en el tratamiento del escorpionismo,

por lo cual deben realizarse experimentos adicionales para explorar esa posibilidad.
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ABSTRACT

The scorpion Tityus discrepans inhabits densely populated areas of the northern-
central region of the Bolivarian Republic of Venezuela. It produces a highly toxic venom,
which induces, after injection, an excessive activation of the autonomic nervous system and
immunologic functions, leading to pathophysiologic responses such as pancreatitis and
gastro-enteric disorders. Since op-adrenoceptor (o,-AR) agonists modulate the autonomic
nervous system outflow, causing an abrupt interruption of exocrine pancreatic secretion, the
aim was to study the effect of clonidine (a selective a,-AR agonist) on serum a-amylase
activity and other clinical markers modified by the effect of T. discrepans venom. In a
series of pilot studies, CD1 male mice (20 = 2 g; n = 2-5) were subcutaneously (sc) injected
with a sublethal dose of venom (0.83 pg/g), clonidine (0.1 pg/g), or 0.9 % NaCl (saline).
These mice were anesthetized and blood samples were withdrawn at 0, 3, 6, 12, and 24 h.
Glycemia, as well as a-amylase and lactate dehydrogenase (LDH) activities, were measured
on serum samples by colorimetric-enzymatic methods. Clonidine caused marked
hyperglycemia after 1 h, while venom caused a lower hyperglycemia, reaching a maximum
level at 6 h. Increasing doses (0.83 ug/g to 2.54 pg/g) of venom did not modify serum a-
amylase and LDH activities. However, a higher dose (3.77 nug/g) using the intraperitoneal
(ip) and sc routes, significantly increased LDH activity, regardless of the administration
route. Unlike serum a-amylase, urinary a-amylase increased in venom-treated mice. In a
second set of experiments, 1 ug/g of venom was injected via ip in clonidine-pretreated (0.1
ug/g; 1 hour before) BALB/c male mice (28 £ 2 g; n = 5). After six hours, animals were
anesthetized and samples of blood and urine were withdrawn by cardiac puncture and
cystocentesis, respectively. Significant increases in LDH activity, urinary a-amylase and
blood urea nitrogen (BUN) were detected. Glycemia, serum a-amylase activity, serum
creatinine, and urine creatinine and urea were similar between venom-treated and control
mice. Moreover, neutrophilia and lymphopenia were evidenced. In a third group of
experiments, 1 ug/g of venom was injected via ip in BALB/c male mice (20 £ 2 g; n = 5-
11), followed by treatment with clonidine (0.1 pg/g; 30 min) or saline as control. Clonidine
doses were repeated every 2 h for three times. At 6 h, it was shown hyperglycemia in
clonidine-treated mice, but not in envenomed mice. Besides, clonidine synergized with the

venom, inducing a higher hyperglycemia than clonidine alone. The LDH activity increased
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significantly in venom-treated mice. Clonidine did not modify this effect. Serum a-amylase
activity did not rise significantly in venom-treated mice; however, clonidine reduced the
value of this marker. Histopathological analysis showed severe organ damage in venom-
treated mice. The pancreas evidenced vacuolization, inflammatory infiltrate and
hemorrhage; lungs: inflammatory infiltrate, edema and hemorrhage; and kidneys: tubular
distention, hemorrhage, and inflammatory infiltrate. Acidophilic (zymogen granules)
bidimensional area within pancreatic acini of venom-treated mice was significantly
reduced, compared to control animals. This effect was diminished by clonidine. Urine a-
amylase activity did not significantly increased compared to control; this effect was
clonidine-resistant. The BUN concentration increased in venom-treated mice against
control group, an effect diminished by clonidine. Urine urea concentration was lower in
clonidine-treated mice in comparison to clonidine-treated envenomed mice. Serum
creatinine significantly increased in venom-treated mice; an effect reduced by clonidine. In
clonidine-treated mice, urine creatinine value was significantly reduced, but venom did not
affect this marker. The venom produced neutrophilia and lymphopenia. This hematological
effect was clonidine-resistant at the evaluated dose. In summary, Tityus discrepans
scorpion venom caused pancreatitis, lung damage, acute renal failure, hyperglycemia
(depending on the experimental method), lymphopenia and neutrophilia in mice. Although
the venom raised LDH activity, it did not change serum a-amylase activity. Clonidine
lowered serum a-amylase activity both in control and venom-treated mice. Clonidine also
synergized with the venom inducing a higher hyperglycemia than clonidine alone, and
reduced the raise of BUN and serum creatinine. Overall, the results discussed herein
suggest that a,-AR agonists could be a potential therapeutic tool in the treatment of
scorpionism; therefore, further additional experiments should be conducted to explore this

possibility.
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INTRODUCCION

El escorpionismo constituye un problema de salud publica a nivel mundial, particularmente
en las regiones tropicales y subtropicales (Chippaux y Goyffon, 2008). En nuestro pais se
presentd, para el periodo comprendido entre los afios 1996 y 2000, una incidencia de 49 casos de
escorpionismo, con una mortalidad de 0,42 por millon de habitantes y una amplia variabilidad
geografica en términos taxondmicos y toxinoldgicos (Borges y De Sousa, 2006). El crecimiento
acelerado de la poblacién en los habitats del género Tityus constituye un factor determinante del
incremento del nimero de casos de escorpionismo (Borges, 1996), como ha sido evidenciado en
estudios retrospectivos Ilevados a cabo en algunas de las areas endémicas en nuestro pais (Borges
et al., 2002). La letalidad del veneno de los escorpiones en los vertebrados esta intimamente
relacionada con la presencia de toxinas de cadena larga, que son activas contra canales de sodio
en tejidos excitables (Chéavez-Olortegui y Kalapothakis, 1997). Estas inducen la liberacion
masiva de neurotransmisores como acetilcolina y norepinefrina, ocasionando una “tormenta
autonémica” (Freire-Maia et al., 1994; Freire-Maia, 1995). Las variaciones en la composicion del
veneno o en la cantidad inyectada segun la especie de escorpidn, pueden determinar cambios en
la presentacion clinica del escorpionismo. De hecho, el envenenamiento por la picadura del
escorpion Tityus zulianus con frecuencia produce arresto respiratorio y muerte por edema
pulmonar (Borges et al., 2002; Mazzei de Davila et al., 2002), mientras que el envenenamiento
por la picadura de Tityus discrepans principalmente causa desdrdenes gastrointestinales y

pancreaticos (Mota et al., 1994).

El desarrollo de pancreatitis aguda es prominente en casos de escorpionismo por el género
neotropical Tityus (Bartholomew, 1970; Fletcher et al., 1996; Borges et al., 2004). Al menos en
el caso de T. trinitatis, la pancreatitis aguda parece resultar de hiperestimulacion de los acinos
pancredaticos y constriccion del mecanismo ampular (Bartholomew et al., 1976). La actividad
secretora del acino pancreatico es modulada principalmente en dos niveles de integracién: uno en
el complejo vagal dorsal y el otro en los ganglios autondmicos pancreéaticos (Love et al., 2007).
No solo la naturaleza colinérgica de la estimulacion de la secrecion ha sido evidenciada (Solberg
y Brooks, 1969; Adler et al., 1983), sino también su inhibicion por la activacion de receptores a;-

adrenérgicos presinapticos (Love et al., 2007). En este sentido, la clonidina, un agonista o,-
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adrenérgico selectivo, suprime la secrecion de jugo pancreatico (Rozé et al., 1981). Se ha
sugerido que durante la pancreatitis, el proceso inflamatorio agudo impide el adecuado drenaje de
la secrecion exocrina del 6rgano, lo cual, aunado a la excesiva produccion y activacion temprana
de las enzimas, conlleva a la exacerbacion del dafio al acino pancreéatico (Lechin y van der Dijs,
2008a, 2008b). Por ello, la disminucién de la secrecién de jugo pancreatico, deberia constituir un
objetivo primordial del tratamiento de la pancreatitis aguda. Utilizando esta aproximacion
terapéutica, estos autores (Lechin y van der Dijs, 2008a, 2008b) han sido capaces de tratar con
éxito un numero considerable de pacientes que presentaban pancreatitis aguda de origenes
diversos. Por otro lado, aparentemente la clonidina no ha sido utilizada para tratar casos de
pancreatitis aguda inducida por el envenenamiento escorpidnico ni tampoco en modelos

experimentales de pancreatitis.

En funcién de lo expuesto en los parrafos anteriores, el objetivo general fue evaluar el
efecto de la clonidina sobre la pancreatitis aguda inducida por el veneno de Tityus discrepans.

Los objetivos especificos que se plantearon fueron:

e Determinar las condiciones experimentales adecuadas para la generacion de un cuadro de
escorpionismo subletal en ratones inducido por la inyeccion de veneno del escorpién
Tityus discrepans.

e Determinar los cambios en las actividades de la lactato deshidrogenasa sérica, a-amilasa
sérica, a-amilasa urinaria, glicemia, niveles séricos y urinarios de nitrdgeno ureico y
creatinina, asi como los cambios histopatoldgicos y hematoldgicos inducidos por el

veneno del escorpion Tityus discrepans.

e Determinar el efecto de la clonidina (agonista selectivo de receptores a,-adrenérgicos)
sobre los indicadores clinicos y cambios histopatoldgicos previamente mencionados, en

ratones inyectados con veneno de Tityus discrepans.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

1. ESCORPIONES Y ESCORPIONISMO
1.1. CONSIDERACIONES GENERALES

El escorpionismo, término que describe el accidente derivado del envenenamiento por
escorpiones (Borges, 1996), constituye un problema de salud publica a nivel mundial,
particularmente en las regiones tropicales y subtropicales, donde la incidencia puede superar las
100 victimas por cada 100.000 habitantes (Chippaux y Goyffon, 2008). Los escorpiones (clase
Arachnida, orden Scorpiones) se agrupan en 18 familias, de las cuales, la mas importante desde el
punto de vista médico es la familia Buthidae (Lourenco, 1994; Borges, 1996). En el neotrdpico,
la gran mayoria de los escorpiones causantes de accidentes por envenenamiento en humanos
pertenecen al género Tityus, el cual incluye alrededor de 180 especies distribuidas en diversos
habitats desde Costa Rica hasta el norte de Argentina (Fet y Lowe, 2000; Gonzalez-Sponga,
2002; Lourenco, 2002). Otro genero de importancia médica, especialmente en México y sur de

los Estados Unidos, es el género Centruroides (Dehesa-Davila y Possani, 1994).

1.2. SITUACION EN LA REPUBLICA BOLIVARIANA DE VENEZUELA

En nuestro pais se presentd, para el periodo comprendido entre los afios 1996 y 2000, una
incidencia de 49 casos de escorpionismo, con una mortalidad de 0,42 por millén de habitantes y
una amplia variabilidad geografica en términos taxonémicos y toxinol6gicos (Borges y De Sousa,
2006). El genero Tityus se encuentra ampliamente distribuido en el territorio nacional,
exceptuando los llanos centrales y los altos paramos de las montafias andinas, habitando
principalmente zonas montafiosas por encima de 600 metros sobre el nivel del mar (De Sousa et
al., 2000). El crecimiento acelerado de los asentamientos humanos que coinciden con los habitats
del género Tityus constituye un factor determinante para explicar el incremento de los casos de
escorpionismo (Borges, 1996), como ha sido evidenciado en estudios retrospectivos llevados a

cabo en algunas de las areas endémicas (Borges et al., 2002).
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De las 70 especies pertenecientes a este género descritas hasta ahora, han sido responsables
de accidentes severos y/o fatales las siguientes (Figura 1): T. zulianus (sur del lago de Maracaibo
y norte de los estados Mérida y Tachira), T. valerae (estado Trujillo), T. perijanensis (Sierra de
Perija al oeste del estado Zulia), T. falconensis (estados Falcon y Lara), T. pittieri, T. discrepans
y T. isabelceciliae (region nor-central), T. neospartanus (estado Nueva Esparta), T. quirogae, T.
caripitensis y T. nororientalis (estados Anzoategui, Sucre y Monagas), y T. breweri (noreste del
estado Bolivar) (Gonzalez-Sponga, 1997; De Sousa et al., 2000; Quiroga et al., 2000; Borges y
De Sousa, 2006; Borges y Rojas-Runjaic, 2007; Borges et al., 2010). Recientemente, Borges et
al. (2010), han propuesto dividir las areas endemicas de escorpionismo en tres grandes provincias
toxinoldgicas, basandose en las caracteristicas clinicas del envenenamiento, la reactividad
inmunoldgica cruzada entre antivenenos y venenos provenientes de diferentes regiones y la
afinidad filogenética entre las distintas especies de escorpiones, i.e., Provincia | (region
norcentral, region noreste, Macizo Guayanés y Trinidad), Provincia Il (region andina y centro-
occidental) y Provincia 3 (Sierra de Perija).
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Figura 1. Localizacion aproximada de las especies de escorpiones de mayor importancia médica en la Republica
Bolivariana de Venezuela

21



2. EL VENENO DE LOS ESCORPIONES

El veneno de los escorpiones constituye una secrecién apocrina producida por dos
glandulas ubicadas en el Gltimo segmento del metasoma del escorpién, llamado telson. Estas
glandulas, rodeadas de musculo esquelético, vacian su secrecion hacia dos agujeros ubicados
cerca del extremo afilado del telson, denominado aguijén. El veneno es una mezcla compleja de
sustancias, que incluye lipidos, nucleétidos, enzimas, aminas biogénicas, inhibidores de
proteasas, liberadores de histamina, y neurotoxinas peptidicas, éstas ultimas como principales
responsables de la toxicidad (Martin-Eauclaire y Couraud, 1995; Almeida et al., 2002; Batista et
al., 2006). La gran diversidad de los componentes del veneno le confieren al mismo una amplia
gama de actividades bioldgicas: microbicidas, hemoliticas, fungicidas, inmunomoduladoras y

hormonales, entre otras (Pimenta y De Lima, 2005; Zeng et al., 2005; Borges et al., 2006b).

3. TOXINAS RESPONSABLES DE LA LETALIDAD EN VERTEBRADOS

El veneno de los escorpiones pertenecientes a la familia Buthidae esta enriquecido (>50%
p/p) en componentes peptidicos de baja masa molecular, entre los cuales se encuentran: 1)
Péptidos de cadena corta (22-47 aa, 3-4 kDa), activos sobre canales de K™ dependientes de voltaje
y algunos canales de K* activados por Ca?* (Kyca), Y 2) Péptidos de cadena larga (59-76 aa, 6-8
kDa), activos sobre canales de Na* dependientes de voltaje. Estos Gltimos presentan un motivo
comun compuesto de tres hojas plegadas B antiparalelas, unidas a una hélice a por dos puentes
disulfuro y a un fragmento extendido mediante un tercer puente disulfuro, tal como se muestra en
la Figura 2 (Martin-Eauclaire y Couraud, 1995; Tytgat et al., 1999; Rodriguez de la Vega y
Possani, 2005). Otras toxinas descritas afectan canales de Ca®* (Chuang et al., 1998; Sidach y
Mintz, 2002), canales de CI" (DeBin y Strichartz, 1991), e incluso receptores de rianodina
(Valdivia et al., 1991).

Las neurotoxinas de cadena corta poseen numerosos blancos farmacoldgicos, sin embargo,
las toxinas mas letales son las activas sobre canales Na,. De hecho, su neutralizacion ha
permitido la supresion del efecto toxico de los venenos totales (Legros et al., 2002; Mendes et al.,

2004) o de fracciones cromatograficas del veneno (Machado de Avila et al., 2004).
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3.1. NEUROTOXINAS DE CADENA LARGA

Se han propuesto diversas nomenclaturas para clasificar las toxinas de cadena larga, sin
embargo, la aceptada de manera méas amplia se basa en el papel fisiologico de las toxinas como
moduladores de los mecanismos de cierre y apertura de los canales idnicos y en estudios de unién
y desplazamiento utilizando modelos de toxinas (Wheeler et al., 1983; Couraud y Jover, 1984).
En este sentido, las toxinas de cadena larga han sido clasificadas en dos familias, o y B, de
acuerdo con sus propiedades de enlace a los canales de Na* y sus efectos fisiologicos (Martin-
Eauclaire y Couraud, 1995; Gordon et al., 1998). Ambos tipos de toxinas producen
despolarizacion mantenida y liberacion masiva de neurotransmisores en terminales nerviosos

centrales y periféricos (Martin-Eauclaire y Couraud, 1995; Possani et al., 1999).

3.1.1. TOXINAS a

Como se muestra en la Figura 3, las toxinas o enlazan el sitio 3 del canal de Na* de manera
dependiente del voltaje, afectando principalmente el mecanismo de inactivacion, incrementando
la tendencia de la célula excitable a la despolarizacion mantenida (Catterall, 1986; Martin-
Eauclaire y Couraud, 1995). Distinciones especificas dentro de las toxinas a han sido propuestas,
tomando en cuenta el reconocimiento diferencial de epitopes por anticuerpos, y preferencias
fileticas (EI Ayeb et al., 1983; Gordon et al., 1998). Asi, existen toxinas o “clasicas” (las mas
activas en mamiferos) como Aah2 y Lqg5, “anti-insectos” como BjaIT y LghalT, y “similares a

toxinas a”” como BmKM1 y Bom4 (Rodriguez de la Vega y Possani, 2005).

Figura 2. Modelo estructural de la toxina oo AaH2 y la toxina f Cn2

Fuente: Rodriguez de la Vega y Possani (2005).
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3.1.2. TOXINAS B

Las toxinas B (Figura 3) enlazan el sitio 4 del canal de Na* de manera independiente del
voltaje, afectando el proceso de activacion (Catterall, 1986; Martin-Eauclaire y Couraud, 1995;
Cestéle et al., 1998). Estas toxinas desplazan el umbral de activacion de los canales de Na* en la
direccion hiperpolarizante, incrementando la tendencia de despolarizacion de la célula excitable a
potenciales mas negativos (Borges et al., 2004). Las toxinas B han sido clasificadas en tres grupos
principales: “clasicas”, “depresoras” y “excitatorias” (Gordon et al., 1998). Ejemplos de este tipo
de toxinas que afectan el proceso de activacion son BjxtrIT, Css4, Cn2, Tsly Tz1 (Borges et al.,
2004; Rodriguez de la Vega y Possani, 2005).

Estudios de mutagénesis llevados a cabo con las toxinas BjxtrIT y Css4 han revelado que la
superficie funcional que permite la union de las toxinas B al sitio 4 del receptor Na, con alta
afinidad, consta de dos dominios: un farmacoforo estructural conservado, formado por un residuo
Glu (Glu-30) en el centro de un “hot spot” en la hélice a, rodeado por residuos hidrofobicos (Tyr-
26 y Val-34), y otro dominio hidrofébico en la region C-terminal que parece determinar la
especificidad de la toxina por el canal de Na, (Cohen et al., 2004). Esta superficie funcional de
dos dominios ha sido también demostrada en toxinas a, las cuales se unen al sitio 3 del canal Na,

como ha sido comentado previamente (Karbat et al., 2004).
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Figura 3. Topologia de la subunidad o formadora de poros del canal Na, y sitios de unién de las neurotoxinas de
cadena larga.
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Fuente: Modificado de Cestele y Catterall (2009).
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3.2. NEUROTOXINAS DE CADENA CORTA

Las neurotoxinas de cadena corta son principalmente activas en canales de K* y tienen en
comun un motivo estructural o/f estabilizado por dos puentes disulfuro, los cuales unen
covalentemente un segmento de hélice a con una cadena de la hoja plegada g (Rodriguez de la
Vega y Possani, 2004) (Figura 4). Estas toxinas han sido clasificadas en las familias a, B, v, 6
(Tytgat et al., 1999) y « (Nirthanan et al., 2005). Ejemplos de toxinas de cadena corta son Lgh2,
TsTXKa, TsTXK y HsTx1 (Rodriguez de la Vega y Possani, 2004).

Figura 4. Modelo estructural de la toxina de cadena corta Charibdotoxina.

Fuente: Mouhat et al. (2004).

4. POLIMORFISMO ESTRUCTURAL DE LAS NEUROTOXINAS

Las neurotoxinas de cadena larga exhiben secuencias de aminoacidos diferentes en las asas
que unen los elementos de estructura secundaria, aunque comparten el motivo estructural hélice
a/hoja plegada P estabilizado por cisteinas, por lo cual se presenta un alto grado de polimorfismo
antigénico y carencia de reactividad cruzada aln entre toxinas pertenecientes al mismo veneno
(Granier et al., 1989; De Lima et al., 1993; Alvarenga et al., 2005; Gazarian et al., 2005). En la
Figura 5, podemos apreciar la secuencia de aminoacidos de algunas toxinas pertenecientes a
escorpiones del género Tityus, alineadas de acuerdo con los residuos de cisteina. Notese el grado
de conservacion de las secuencias en las regiones que contienen los elementos de estructura
secundaria y la variabilidad en las asas que conectan dichas regiones. Variaciones sutiles en los
residuos ubicados en la superficie bioactiva (i.e. que interactla con los canales Na,) de las toxinas

a, determinan cambios notables en la selectividad (Gordon y Gurevitz, 2003).
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Figura 5. Alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos de algunas toxinas de cadena larga y de la anatoxina
TsSNTxP, provenientes de escorpiones del género Tityus. A la izquierda de la figura se muestra el nombre de la
toxina: Tz2, proveniente de T. zulianus; Tf4, de T. fasciolatus; Ts1, TSNTxP, Ts2, Ts4, TsV y Ts3, de T. serrulatus;
Tb2, de T. bahiensis. En el extremo derecho de la secuencia aminoacidica de TSNTXP se muestran tres residuos
(gkk) que son potencialmente removidos durante la maduracion de la anatoxina. A la derecha de la figura se muestra
el porcentaje de homologia de las toxinas o de la anatoxina TSNTXP en relacion con Tz2. Debajo de las secuencias
aminoacidicas alineadas se muestra una secuencia consenso con el correspondiente aminoécido en mayusculas
cuando existe 100% de identidad, y en mindsculas cuando un residuo &cido (a), aromatico (r), o hidrofébico (h) esta
conservado en esa posicion. En la parte inferior de la figura se muestran los elementos de estructura secundaria y las

asas que las unen, identificados en la estructura tridimensional de Ts1 por Polikarpov et al. (1999).

Fuente: Modificado de Borges et al. (2006a).

Los epitopes antigénicos (regiones discretas de un antigeno reconocidas por los linfocitos o
por anticuerpos circulantes) pueden ser continuos, si estan formados por residuos contiguos en la
cadena polipeptidica, o discontinuos o conformacionales, si estan formados por residuos no
contiguos en la secuencia lineal de la cadena polipeptidica, pero espacialmente cercanos al
plegarse el antigeno en su conformacion nativa (Van Regenmortel, 2001). Se han descrito
epitopes conformacionales en toxinas del escorpion Androctonus australis Hector (Granier et al.,
1989; Yahi et al., 1992); sin embargo, la mayoria de los epitopes estudiados en escorpiones
pertenecientes al género Tityus, constituyen epitopes continuos. Estudios realizados con la
anatoxina TsSNTxP y las toxinas Tsll, TsIV y TsVII del escorpion T. serrulatus (Chéavez-
Olortegui et al., 1997; Chavez-Oldrtegui et al., 2002; Mendes et al., 2004; Maria et al., 2005)

mediante la utilizacion del método SPOT de péptidos sintéticos solapados (Frank, 1992; Molina
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et al., 1996), han revelado epitopes antigénicos continuos, i.e. la region N-terminal (residuos 1-
15), la region C-terminal (residuos 47-61) y la porcién central (29-43) en esas toxinas. Algunos
aminoacidos criticos estan conservados en los mencionados epitopes, v.g. Glu3 (N-terminal),

Tyr5, Asp8, Asp50, Trp55 y Lys61 (Gazarian et al., 2005), como se muestra en la Figura 6.

35 8 50 55 58 61
NTP GREGYPADSKGCKIT =-- PDSVKIWTSETNKCG
Ts II  -KEGYAMDHEGCKFS -- PDHEIKVWDYATNKC
Ts VII  -KEGYLMDHEGCKLS -- PNWVKVWDRATNKC
Ts IV KKDGYPVEYDNCAYI -- PDSEPTK--TNGKCKSGKK

Figura 6. Alineamiento de aminodacidos de un segmento de la anatoxina TSNTxP (NTP) y de las toxinas Tsll, TsVII

y TslV. Se muestran subrayados los residuos criticos para el reconocimiento por anticuerpos.

Fuente: Chavez-Oldrtegui et al. (2002).

Mediante el uso del anticuerpo monoclonal mAbTsl y la técnica de péptidos sintéticos
solapados (Alvarenga et al., 2005), ha sido posible identificar un epitope lineal neutralizable
sobre la estructura de la toxina TsVII (Tsl) (Figura 7), principal toxina § del veneno del
escorpion T. serrulatus. Este epitope se ubica espacialmente cercano al farmacoforo, por lo cual
es factible que los anticuerpos neutralizantes generen impedimento estérico de la unién de la
toxina a su blanco molecular (Alvarenga et al., 2005). Se muestra en la misma figura el residuo
Glu-26, que constituye el “hot spot” rodeado de residuos hidrofobicos (farmacoforo conservado),
en la toxina TsVII (Cohen et al., 2004). Los residuos cargados Lys-24 y Asp-28, presentes en la
a-hélice de las toxinas Tsll y TslV, son sumamente importantes para la interaccion de los
anticuerpos con la hélice a, y aparecen sustituidos por Gly-24 y Gly-28 en TsVII (Machado de
Avila et al., 2004). Como consecuencia de dicha sustitucién, la hélice a constituye un epitope

lineal en Tsll y TslV, pero no en TsVII.
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Figura 7. Representacion del epitope de mAbTsl y de los residuos del farmacoforo en la a-hélice de TsVII. El
epitope en la regidn C-terminal se muestra en rojo y los residuos del farmacoforo en amarillo.

Fuente: Alvarenga et al. (2005).

Se ha comentado antes que las variaciones en la secuencia de regiones polimorficas de
toxinas activas sobre canales Na, constituyen una importante limitacion en la preparacion de
antivenenos de méas amplia especificidad, debido a la carencia de reactividad cruzada (Chavez-
Olortegui et al., 2002; Gazarian et al., 2005). Experimentos llevados a cabo con la finalidad de
evaluar la reactividad cruzada entre anticuerpos policlonales anti-TstFGsy (Fraccion
cromatogréfica 1l en Sephadex®G-50 del veneno de T. serrulatus, conjugada a BSA con
glutaraldehido) con los venenos de los escorpiones T. serrulatus, T. bahiensis, T. stigmurus, T.
cambridgei, Centruroides sculpturatus, Androctonus Australis Hector y de las arafias Phoneutria
nigriventer y Loxosceles intermedia, han evidenciado una pobre reactividad cruzada, adn
utilizando venenos de escorpiones pertenecientes a regiones geograficas relativamente cercanas
(T. serrulatus y T. bahiensis del sureste de Brasil, y T. stigmurus del noreste de Brasil). Para los
casos venezolanos se han hecho experimentos similares, evidenciandose de igual manera una
reactividad cruzada bastante variable (Borges et al., 2008). Por otra parte, se ha observado una
baja reactividad cruzada incluso entre toxinas pertenecientes a un mismo veneno y los

anticuerpos generados contra una de ellas (De Lima et al., 1993).
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Figura 8. Reactividad cruzada del suero policlonal anti-TstFGs, con diferentes venenos de escorpiones y arafias. Se
ensay6 en ELISA indirecto una dilucién 1:100 de suero policlonal de ratones BALB/c inmunizados con TstFGso-
BSA. Las placas fueron adsorbidas con 10 pg de veneno de (izquierda a derecha): Tityus serrulatus, T. bahiensis, T.
stigmurus, T. cambridgei, Centruroides sculpturatus, Androctonus australis Hector, Phoneutria nigriventer y
Loxosceles intermedia. Las barras blancas constituyen la absorbancia del suero preinmune (control). Los valores

corresponden al promedio de duplicados.

Fuente: Modificado de Machado de Avila et al. (2004).

5. CLINICA DEL ESCORPIONISMO

La letalidad del veneno de escorpion en vertebrados estd intimamente relacionada con la
presencia de toxinas de cadena larga, activas contra canales de Na* en tejidos excitables (Chavez-
Olértequi y Kalapothakis, 1997). Estas inducen la liberacién masiva de neurotransmisores como
acetilcolina y norepinefrina, ocasionando una “tormenta autonomica” (Freire-Maia et al., 1994;
Freire-Maia, 1995). Las manifestaciones del envenenamiento escorpionico en general incluyen:
dolor en el sitio de la picadura, vomitos, sudoracion profusa, agitacion psicomotora o
intranquilidad, taquicardia o bradicardia sinusal, hiper o hipotensién arterial, arritmias cardiacas
no sinusales, falla cardiaca, choque, taquipnea, edema pulmonar y anormalidades de laboratorio

tales como leucocitosis, hiperglicemia y actividad de enzima amilasa plasmatica incrementada
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(Freire-Maia, 1995). Se ha evidenciado también el desarrollo de una reaccion inflamatoria aguda,
caracterizada por la liberacion de numerosos mediadores inflamatorios, como prostaglandinas,
citocinas y oxido nitrico, asi como activacion del complemento, los cuales contribuyen a las
reacciones locales y sistémicas (Magalhdes et al., 1999; De-Matos et al., 2001; Fukuhara et al.,
2003). Esta respuesta inflamatoria es responsable de cambios histopatoldgicos en el sitio de
inoculacion del veneno y en 6rganos alejados tales como pancreas, intestino, pulmones e higado
(D’Suze et al., 2004).

En nuestro pais se han observado diferencias significativas en relacion con la presentacion
clinica del escorpionismo segun la especie de escorpion involucrada (Borges et al., 2004). Asi, el
envenenamiento por T. zulianus con frecuencia produce arresto respiratorio y muerte por edema
pulmonar (Borges et al., 2002; Mazzei de Davila et al., 2002), mientras que el envenenamiento
por T. discrepans principalmente causa desérdenes gastrointestinales y pancreaticos (Mota et al.,
1994). Algunos hallazgos experimentales podrian explicar las diferencias clinicas mencionadas.
Se ha evidenciado que la neutralizacion in vivo del veneno de T. zulianus por parte del antiveneno
anti-T. discrepans (Tabla 1) requiere aproximadamente el doble de antiveneno en relacion con la
dosis necesaria para neutralizar el efecto del veneno de T. discrepans, a fin de obtener un nivel de
sobrevida similar en ratones (Borges et al., 2006a). Este hallazgo complementa los resultados
obtenidos en experimentos previos donde se ha demostrado, mediante la técnica del Western
blotting, que el antiveneno anti-T. discrepans es menos eficiente en el reconocimiento de los
péptidos de baja masa molecular (6-8 kDa, rango donde se ubican las neurotoxinas de cadena
larga) del veneno de T. zulianus, en comparacion con el veneno de T. discrepans (Borges et al.,
1999).

Por otra parte, se ha demostrado la ineficacia del suero anti-T. discrepans para neutralizar el
efecto toxico del veneno de T. perijanensis en ratones (Borges et al., 2005; Borges y Rojas-
Runjaic, 2007). Esta especie de escorpion produce el veneno de més alta toxicidad entre los
venenos estudiados en el pais (DLsg entre 0,91 y 0,94 mg/kg) e inyecta una cantidad de veneno
significativamente superior otros escorpiones venezolanos (Borges y Rojas-Runjaic, 2007;
Borges A., comunicacion personal). Ademas, T. perijanensis constituye una especie de amplia
distribucion geogréafica y gran plasticidad ecol6gica (Borges y Rojas-Runjaic, 2007). Finalmente,
se ha evidenciado que aunque existen componentes toxicos compartidos, el veneno de cada

escorpion es especie-especifico, conteniendo un repertorio de toxinas de cadena larga exclusivo.
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En este sentido, los venenos de T. discrepans y T. zulianus muestran espectros de masas
diferentes cuando son estudiados mediante espectrometria de masas MALDI-TOF
(Desorcion/ionizacion Laser Asistida por Matriz, por sus siglas en Inglés, Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization; detector Time of Flight) lo cual es confirmado adicionalmente por
diferencias a nivel del transcriptoma (Borges et al., 2006a). Por otra parte, los venenos de T.
discrepans, T. perijanensis y T. zulianus presentan un perfil de migracion diferente en AU-PAGE
(por sus siglas en Inglés, acid-urea polyacrylamide gel electrophoresis) (Borges et al., 2008), lo

cual indica diferencias importantes en la composicion de dichos venenos.

Veneno Suero inyectado ~ Ratones Porcentaje (%)

por raton (mg sobrevivientes

prot.)

T. discrepans 3,77 5/5 100
2,89 4/5 80
2,23 3/5 60
1,71 0/5 0
(Control) 0/5 0

T. zulianus 6,97 5/5 100
5,58 4/5 80
4,57 3/5 60
3,57 0/5 0
(Control) 0/5 0

Tabla 1. Neutralizacién in vivo de veneno de T. discrepans y T zulianus con antiveneno anti-T. discrepans. Los
ratones fueron inyectados via IV con 2DLs, de veneno de T. discrepans (100,4 pg) o T. zulianus (60,8 pg), en
presencia de cantidades variables de antiveneno anti-T. discrepans. Los controles fueron inyectados con 2DLs, de

veneno preincubado con NaCl 0,9%, bajo las mismas condiciones.

Fuente: Modificado de Borges et al. (2006a).
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En resumen, diversas evidencias clinicas y experimentales relacionadas con los venenos de
T. discrepans, T perijanensis y T. zulianus, los cuales pertenecen a regiones endémicas
diferentes, podrian indicar (Borges et al., 2008): 1) la existencia de diferencias regionales entre
los epitopes neutralizables de neurotoxinas activas contra canales de Na®, 2) presencia de
componentes compartidos en diferente abundancia, 3) presencia de componentes especie-
especificos de diferente actividad, y 4) diferencias en la biodisponibilidad de los componentes

activos.

6. ESCORPIONISMO Y PANCREATITIS
6.1. REGULACION DE LA ACTIVIDAD PANCREATICA EXOCRINA

El pancreas exocrino esta sometido a una compleja regulacion neurohumoral y produce dos
tipos de secreciones. La secrecion hidrolatica pancreatica -rica en HCO3 y H,O- proviene
fundamentalmente de células ductales y centroacinares, y se libera principalmente bajo el
estimulo de secretina y VIP (por sus siglas en Inglés Vasoactive Intestinal Peptide, Péptido
Intestinal VVasoactivo), mientras que bajo el efecto de la colecistoquinina (CCK) o la estimulacion
vagal se produce principalmente una secrecion echolica, rica en enzimas digestivas (Konturek et
al., 2003). Existen algunas diferencias importantes entre especies, en relacion con la sensibilidad
a cada uno de los mencionados estimulos (Holst et al., 1979). La CCK es producida en las células
enteroendocrinas | de la mucosa duodenal e ileal en respuesta a aminoacidos y lipidos en el
lumen intestinal, y actua sobre terminales nerviosos sensoriales para iniciar reflejos vagovagales

enteropancreaticos (Jaworek et al., 2010).

El componente neural de la actividad secretora enzimatica es modulado principalmente en
dos niveles de integracion: uno en el complejo vagal dorsal y el otro en los ganglios autonémicos
pancreaticos (Love et al., 2007). El primer centro de integracion neuronal, el complejo vagal
dorsal, recibe numerosas proyecciones de diversos nlcleos monoaminérgicos, como se muestra
simplificado en la Figura 9, y adicionalmente puede responder a estimulos humorales, como la
CCK (Was et al., 2007). Estas vias complejas han sido trazadas mediante marcaje transneuronal
por técnicas inmunohistoquimicas, evidenciandose que al inyectar virus de pseudorrabia en el
pancreas, éstos ascienden hasta los nucleos que se ilustran en la Figura 9 (Loewy et al., 1994).

Por otra parte, los ganglios pancreaticos representan los principales centros de integracion
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periférica, los cuales reciben numerosas proyecciones neuronales provenientes de los ganglios de
la raiz dorsal, plexo mientérico y otros ganglios (Figura 10). Es importante notar en esta Gltima
figura, la representacion de los receptores ap-adrenérgicos presinapticos sobre el boton terminal

de neuronas colinérgicas preganglionares provenientes del nicleo motor dorsal del vago.

Meuronaz DA
MNicleo
paraventricular

Mucleos candales rafe,
reticular gigantocelular,
pars alfa

Meuronaz Ad
C3
cz
ca

Meuronas WA
Area Postrema
A5

A2

a1

Figura 9. Principales ndcleos monoaminérgicos que se proyectan a motoneuronas pancredticas vagales. Las
principales proyecciones surgen del grupo neuronal C1 (Ad), ubicado en la region rostroventrolateral de la médula

oblonga.

Fuente: Loewy et al. (1994).

Como puede inferirse de lo previamente comentado, la regulacion de la actividad secretora
pancredtica es bastante compleja, e implica la participacién de factores humorales y control
nervioso autondémico simpatico y parasimpatico, los cuales actian de manera reciproca mas que

antagénica. Asi, por ejemplo, la secrecion proteica pancreatica aumenta notablemente por la
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estimulacion vagal, respuesta que puede ser blogueada por hexametonio, mientras que la
secrecion hidrolatica producida en respuesta a la estimulacion vagal es potenciada por la secretina
e inhibida por la estimulacion simpatica simultanea (Holst et al., 1978). Por otra parte, diversas
estructuras funcionales, que contribuyen de manera directa o indirecta a la secrecion exocrina
pancredtica, tales como los ductos pancreéaticos, los vasos sanguineos y los acinos, reciben
inervacion autonémica (Brooks, 1973; Love et al., 2007), como aparece representado en la Figura
10.

& modona

(50, CGRP

Plamo
risricn / paRCTEiGCR

IACH, VIR, AACH, VIF, SO0 e A ]
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Figura 10. Inervacién autonémica de los ganglios pancreéaticos. En el ganglio pancreatico se modula ampliamente la
actividad parasimpatica que alcanza los acinos, ductos, islotes y vasos sanguineos. DMV: Nucleo motor dorsal del

vago; GRD: Ganglio de la raiz dorsal.

Fuente: Love et al. (2007).

6.2. LAPANCREATITIS AGUDA ASOCIADA AL ESCORPIONISMO

El desarrollo de pancreatitis aguda es prominente en casos de envenenamiento por picadura
de escorpiones pertenecientes al género neotropical Tityus y otros géneros de importancia médica
(Bartholomew, 1970; Pantoja et al., 1983; Fletcher et al. 1996, Borges et al., 2004). Al menos en

el caso de T. trinitatis la pancreatitis aguda parece resultar de hiperestimulacion de los acinos
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pancreaticos y constriccion del mecanismo ampular (Bartholomew et al., 1976). De hecho, el
veneno de los escorpiones posee un potente efecto secretagogo -dependiente del Ca**
intracelular- sobre el pancreas exocrino (Fletcher et al., 1992, 1996) y es capaz de aumentar la
motilidad del esfinter de Oddi, disminuyendo el flujo trans-esfintérico (Cheng et al., 2004). Se ha
sugerido que el proceso inflamatorio agudo en el pancreas impide el adecuado drenaje de la
secrecion exocrina del érgano, lo cual, aunado a la excesiva produccion y activacion temprana de
enzimas, conlleva a la exacerbacién del dafio al acino pancreéatico (Lechin y van der Dijs, 20083,
2008b).

Diversos autores han evidenciado que el veneno de T. discrepans produce dafio pancreatico
(D’Suze et al., 1995; Blanco, et al., 1999; Borges et al., 2004), aunque el mecanismo mediante el
cual éste se produce ain no ha sido completamente aclarado. El veneno de los escorpiones, en
general, parece actuar a nivel de las neuronas postganglionares, ya que el bloqueo de la
transmision ganglionar mediante hexametonio no impide el efecto del veneno sobre la secrecion
de amilasa pancreatica (Sankaran et al., 1977), corazdn, presion arterial, intestino aislado o bazo
(Corrado et al., 1968; Diniz y Torres, 1968; Cunha-Melo et al., 1973); por lo cual, el veneno de
T. discrepans podria actuar mediante un mecanismo similar. Estos hallazgos, y el hecho que la
vagotomia no impide el aumento de la secrecion pancreatica inducido por la toxina TsTx de T.
serrulatus, sugieren que la pancreatitis es inducida, al menos en parte, por el efecto del veneno
sobre la neurona postganglionar parasimpatica (Novaes et al., 1982). Por otra parte, el efecto
secretagogo de las toxinas es abolido por el pretratamiento con atropina, lo cual corrobora la
naturaleza colinérgica de la estimulacion (Novaes et al., 1982). Sin embargo, D’Suze et al.
(1995) han descrito la existencia de una fraccion del veneno de T. discrepans capaz de producir
pancreatitis por mecanismos distintos a la estimulacion muscarinica, lo cual contrasta con los

resultados recién comentados.

La kalikreina constituye uno de los factores importantes en la génesis de la pancreatitis
(Griesbacher y Lembeck, 1992; Griesbacher et al., 2003), ya que es capaz de producir bradicinina
y kalidina, mediadores que inducen notables alteraciones de la permeabilidad vascular, y se ha
evidenciado el aumento de la actividad de la kalikreina a nivel pancreatico generado por
componentes del veneno de T. serrulatus (Novaes et al., 1982). Esto Gltimo, posiblemente sea el
resultado de la modulacion por parte del sistema nervioso autonémico, de una manera anéloga a

como ocurre en la glandula salival submandibular (Rabito et al., 1983). Adicionalmente, D’Suze
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et al. (2009), han sugerido la presencia de un péptido potenciador de bradicinina en el veneno de

T. discrepans.

7. TRATAMIENTO DEL ENVENENAMIENTO ESCORPIONICO
7.1. MANEJO FARMACOLOGICO

Diversos tratamientos han sido utilizados, con un éxito variable, para contrarrestar los
efectos devastadores que sobre el organismo es capaz de ejercer el veneno de los escorpiones. En
este sentido, el uso de vasodilatadores como la hidralazina, el prazosin, la nifedipina y el
captopril, drogas anticolinérgicas como la atropina, sedantes como el diazepam y la
clorpromazina o anestésicos como los barbituratos, drogas procinéticas-antieméticas como la
metoclopramida, drogas antipiréticas como el paracetamol, beta-bloqueantes como el propranolol
y glucocorticoides como la hidrocortisona, ha sido ampliamente documentado (Ismail et al.,
1992; Ismail, 1995). Sin embargo, a pesar de existir una amplia experiencia en el manejo
farmacoldgico del envenenamiento escorpionico, el uso de antivenenos especificos es
considerado el tratamiento idoneo para contrarrestar los efectos del veneno en los casos de
escorpionismo (De Rezende et al., 1995; Gutiérrez et al., 2003; Theakston et al., 2003; Boyer et
al., 2009).

7.2. ANTIVENENOS

La gran mayoria de los antivenenos producidos en diversos laboratorios a nivel mundial
se obtienen en caballos por inmunizaciébn con venenos crudos, purificacion de las
inmunoglobulinas y tratamiento con pepsina en pH 4cido para la obtencion de fragmentos F(ab’)
(Theakston et al., 2003; Chippaux y Goyffon, 2008; Espino-Solis et al., 2009). En relacion con
las especies inmunizadas para obtener los antivenenos, aparte del caballo se ha explorado la
posibilidad de utilizar camellos y ovejas. Las 1gG provenientes de camellos son menos
inmunogénicas que la mayoria de las IgG de mamiferos (Cortez-Retamozo et al., 2002; Herrera
et al., 2005), por lo cual la administracion intravenosa de antivenenos producidos en camellos
tiene menos probabilidad de generar reacciones adversas, que el uso de antivenenos producidos

en equinos u ovinos (Lalloo y Theakston, 2003). En contraste, el suero equino contiene grandes
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cantidades de IgGT glicosiladas, las cuales son altamente inmunogénicas (Theakston et al.,
2003). Los ovinos, por otra parte, presentan la ventaja de ser tolerantes al uso de adyuvantes,

ademas de ser faciles de manejar y mantener en grupos grandes (Theakston et al., 2003).

Uno de los inconvenientes de la inmunizacion con venenos crudos es la alta toxicidad de
los antigenos empleados. Se han utilizado diferentes alternativas para la obtencion de anticuerpos
neutralizantes: péptidos sintéticos, fracciones tdxicas conjugadas (obtenidas por técnicas
cromatograficas) y toxinas recombinantes fusionadas a la proteina de uniéon a maltosa (MBP)
como antigenos, para evitar la toxicidad de los venenos crudos en los animales que son sometidos
a protocolos de inmunizacién (Alvarenga et al., 2002; Legros et al., 2002; Machado de Avila et
al., 2004), demostrandose que constituyen alternativas viables en la obtencion de anticuerpos
neutralizantes contra los componentes mas tdxicos del veneno. Otras posibilidades exploradas en
la busqueda de mejores antivenenos ha sido el uso de anticuerpos monoclonales y preparacion de
anticuerpos recombinantes (Espino-Solis et al., 2009). El veneno constituye una mezcla compleja
de sustancias, con los péptidos de cadena larga en mayor abundancia (Martin-Eauclaire y
Couraud, 1995), por lo cual su rapida neutralizacién debe ser el objetivo primordial de los
antivenenos que se emplean en la terapia del envenenamiento. De alli la tendencia a preparar
anticuerpos dirigidos en contra de estos componentes. Por otra parte, la posibilidad de generacion
de reacciones adversas a los antivenenos parece depender de la pureza de la preparacion, la
reduccion de la cantidad total de proteinas presentes y la eliminacién de actividad
anticomplemento (Gutiérrez et al., 2003). En el caso de nuestro pais, el antiveneno disponible
(anti-T. discrepans) es producido en caballos mediante la metodologia tradicional de

inmunizacion con venenos crudos y posterior digestion de las inmunoglobulinas.

Otro inconveniente que se presenta en la preparacion de antivenenos es la dificultad de
contar con cantidades suficientes de veneno de escorpion, asociada con la escasa produccion de
las glandulas del veneno, la variabilidad en composicion del veneno a lo largo del afio y la
dificultad para obtener los escorpiones en el campo y mantenerlos en cautiverio (Borges, 1996).
Se ha sefialado que la cantidad de veneno obtenido de los escorpiones T. zulianus y T. discrepans
es 1,66 + 0,20 mg y 0,54 + 0,10 mg respectivamente (Borges et al., 2004). El uso de técnicas de
biologia molecular constituye una alternativa viable para obtener componentes del veneno
completamente funcionales y en cantidades suficientes para el desarrollo de anticuerpos (Legros

et al., 2002). Estudios basados en el analisis del transcriptoma y proteoma de las glandulas de
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veneno, tales como los realizados por Borges et al. (2006a) para las especies venezolanas y
Martin-Eauclaire et al. (1994) y Pimenta et al. (2003) para las especies brasilefias, han permitido
conocer las toxinas presentes en mayor abundancia, haciendo posible su expresion en sistemas

heter6logos, utilizando la tecnologia del ADN recombinante.

El Unico antiveneno antiescorpionico producido en el pais esta dirigido especificamente
contra el veneno de T. discrepans (Poggioli de Scannone, 1996), el cual ha demostrado ser
efectivo en los casos de escorpionismo por esta especie (Mota et al., 1994), asi como en casos de
escorpionismo en el oriente del pais (De Sousa et al., 2000). Sin embargo, como ha sido descrito
en la seccion 4, se ha documentado la necesidad de usar dosis dos veces mayores para los casos
de escorpionismo por T. zulianus (Mazzei de Davila et al., 2002) y tres veces mayores para casos
de escorpionismo por T. perijanensis (Borges et al., 2005), lo cual indica que hacia el occidente
del pais el antiveneno comercial disponible en el pais es menos eficiente que en el centro-oriente

del pais.

8. JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Se ha evidenciado la naturaleza colinérgica de la estimulacion de la actividad secretora
pancreatica (Lampel et al., 1977; Gallagher et al., 1981; Adler et al., 1983; Niebergall-Roth y
Singer, 2001), asi como la inhibicion de la misma por la activacion de receptores a,-adrenérgicos
presinépticos (Love et al., 2000). En este sentido, la clonidina, un agonista a,-adrenérgico
selectivo, suprime la secrecién de jugo pancreatico (Rozé et al., 1981). Aunque este farmaco
posee numerosos blancos moleculares a nivel central (Klupp et al., 1970; Bock y van Zwieten,
1971; Kobinger y Walland, 1972; Timmermans y van Zwieten, 1977; Koss y Christensen, 1979;
Mermet y Quintin, 1991), también se ha descrito un efecto notable sobre receptores a nivel
periférico, capaces de inhibir la transmision colinérgica y noradrenérgica en diversas estructuras
(Green et al., 1979; Gjorstrup, 1984; Nakamura et al., 1984; Loiacono y Story, 1986; Tsurusaki
et al., 1990).

Dentro de las estructuras cuya inervacion autonomica estd sujeta a modulacion por
receptores ap-adrenérgicos, debe hacerse especial mencion, por su relacion con este trabajo, del
esfinter de Oddi y las glandulas salivales. Coelho et al. (1986) han demostrado un efecto

inhibitorio de la clonidina sobre la actividad excitatoria autonémica del esfinter de Oddi, mientras
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que Green et al. (1979) han descrito la reduccion, por el mismo farmaco, de la salivacion
inducida por estimulacion eléctrica de la corda timpani. La clonidina, de hecho, suprime
paralelamente las secreciones salival y pancreatica (Rand et al., 1969; Lechin et al., 2008a). Es
interesante destacar que el veneno de T. discrepans produce alteraciones estructurales también en

las glandulas salivales (Rodriguez-Acosta et al., 2000).

Se ha descrito en las secciones anteriores que las toxinas de escorpiones pertenecientes
incluso a regiones geograficas relativamente cercanas muestran una gran variabilidad antigénica,
lo cual dificulta el desarrollo de antivenenos con amplio margen de reconocimiento. Esto indica
que no s6lo deben realizarse grandes esfuerzos en el desarrollo de antivenenos mas potentes y
con amplio margen de reconocimiento antigénico, sino que deben explorarse nuevas alternativas
terapéuticas para el manejo farmacoldgico del escorpionismo, lo cual podria ofrecer grandes

beneficios para las victimas del mismo.
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MATERIALES Y METODOS

1. VENENOS Y FARMACO

Se utilizaron escorpiones adultos colectados en San Antonio de Los Altos, Estado
Miranda, y trasladados a la Catedra de Fisiologia Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias,
UCV-Maracay. Todos los escorpiones fueron mantenidos en ambiente controlado (23°C + 2°C),
con agua ad libitum y un carton conico como refugio (Apéndice 1). Los escorpiones adultos,
identificados como T. discrepans de acuerdo con los criterios de Gonzélez-Sponga (2005), fueron
alimentados una vez por semana con larvas de Tenebrio molitor (Coleoptera, Tenebrionidae) y
adultos de Acheta domesticus (Orthoptera, Grillidae) (Apéndice 1). Por otra parte, los escorpiones
nacidos en el laboratorio fueron alimentados con larvas de Ulomoides (Palembus) dermestoides
(Coleoptera, Tenebrionidae) y microgrillos de Acheta domesticus (Orthoptera, Grillidae) dos
veces por semana, aproximadamente hasta la tercera ecdisis, momento en el cual se empezé a
suministrar la dieta de adultos. ElI veneno se obtuvo por estimulacion manual del telson de
escorpiones adultos (Apéndice 2) segun el protocolo descrito por Zlotkin y Shulov (1969) y fue
inmediatamente liofilizado a -50°C y 35 mBar de presion. El veneno colectado proveniente de
15-20 escorpiones fue resuspendido en NaCl 0,9% y centrifugado a 12.000 x g por 10 min a 4 °C
para eliminar el material insoluble. Se determin6 la concentracién de proteinas totales en el
sobrenadante de acuerdo con el método de Lowry et al. (1951) y se confirmd mediante el método
colorimétrico del acido bicinconinico (Smith et al., 1985). Se utilizé albumina sérica bovina
como estandar en las curvas de calibracién (Apéndice 3). La clonidina (Catapresan®) se obtuvo

de Boheringer-Ingelheim.

2. ANIMALES

Se utilizaron ratones CD1 y BALB/c (Céatedra de Fisiologia, Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad Central de Venezuela; ver Apéndice 1), con un peso comprendido
entre 18 y 30 g, segun el experimento. Dichos animales fueron mantenidos en ambiente
controlado (23 £ 2°C), con alimento y agua ad libitum, ciclo de luz de 12 horas y manejo de

acuerdo con las normas internacionales del cuidado de animales de laboratorio.
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3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL Y OBTENCION DE MUESTRAS

3.1. EXPERIMENTOS PRELIMINARES: EFECTO DEL VENENO DE Tityus discrepans
Y LA CLONIDINA SOBRE ALGUNOS INDICADORES DE QUIMICA CLINICA EN
RATONES CD1

En un primer experimento preliminar, y con la finalidad de determinar durante cuéanto
tiempo se dejaria desarrollar el cuadro de escorpionismo en los ratones, se inyectaron ratones (el
volumen total de inyeccion empleado en todos los experimentos fue de 0,1 mL) CD1 (n = 2) con
una dosis de 0,83 pg/g (grupo VTd, i.e., veneno de T. discrepans), con solucion de NaCl al 0,9 %
(grupo Control) o con 0,1 pg/g de clonidina (grupo Clonidina), y se realiz6 eutanasia bajo
anestesia con dietiléter por 3 min a grupos de 2 animales en los tiempos 0, 1, 3, 6 y 12 h. Se
realizaron ensayos enzimaticos colorimétricos (ver mas adelante) con muestras de suero. El suero
se obtuvo mediante centrifugacion (12.000 x g por 10 min) de la sangre colectada en viales sin
anticoagulante, dentro de los 30 min posteriores a la extraccion.

En resultados publicados por otros autores (Borges et al., 2004), se evidencia que 6 h
después de la inyeccion de veneno del escorpién T. discrepans y T. zulianus se ha establecido un
cuadro de pancreatitis aguda. Por esta razon, y por los resultados obtenidos en el experimento
mencionado previamente, se decidi6 emplear en este trabajo un protocolo similar, dejando
transcurrir ese mismo tiempo entre la inyeccion del veneno y la eutanasia de los ratones. Como
ha sido mencionado, la dosis minima de veneno empleada en los ratones CD1 fue de 0,83 pg/g,
lo cual corresponde a 1/3 de la DLsg via intravenosa (Borges et al., 2004). En otro experimento
preliminar, ratones CD1 (n = 3) fueron distribuidos al azar en grupos control (NaCl al 0,9 %) y
VTd. El veneno o la solucion fisioldgica fueron inyectados por la via intraperitoneal o
subcuténea; a las 6 horas los animales fueron anestesiados con dietiléter por 3 min y se les extrajo
rapidamente sangre por puncion cardiaca y orina por cistocentesis. Las muestras de suero y orina

fueron almacenadas a 4 °C y se procesaron dentro de las 48 h posteriores al experimento.

3.2. EFECTO DEL VENENO DE Tityus discrepans EN RATONES BALB/c
PRETRATADOS CON CLONIDINA

Se decidio utilizar la cepa BALB/c en lo sucesivo, al evidenciarse en los experimentos

preliminares una mayor susceptibilidad de esta cepa al veneno del escorpion T. discrepans. Los
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ratones (n = 5 a 7) fueron distribuidos segun el esquema presentado en la Figura 11 e inyectados
en todos los casos por la via intraperitoneal. Se utilizé una dosis de veneno de 1 pg/g, la cual es
capaz de generar un cuadro moderado de escorpionismo en esta cepa de ratones, caracterizado
por piloereccion, diarrea y alteraciones neuromusculares, segin se evidencié en resultados
preliminares. La dosis de clonidina, en todos los casos en los cuales se utilizo, fue de 0,1 pg/g, lo
cual corresponde a la DE;qo inhibitoria sobre la secrecion pancreética, de acuerdo con Rozé et al.
(1981). EI pretratamiento con clonidina una hora antes de la inyeccion de veneno se hizo con la
finalidad de alcanzar, antes de iniciarse el efecto del veneno sobre la secrecion pancreatica, el
méaximo nivel de inhibicion de la misma (Rozé et al., 1981). A las 6 horas, los animales fueron
anestesiados con dietiléter por 3 min y se les extrajo rapidamente sangre por puncién cardiaca y
orina por cistocentesis. Las muestras de suero y orina fueron almacenadas a 4 °C y se procesaron

dentro de las 48 h posteriores al experimento.

Oh 1h 2h 3h 4 h 5h 6h 7h
SF SF +
v V4
: | | | | : | :
Clo SF
v v +
: | ! ! ! | ! |
VTd
SF
\V/ v +
: | | | | | | |
Clo VTd N
v v
| | | | | | | |

Figura 11. Esquema del protocolo experimental 2: Efecto del veneno de Tityus discrepans en ratones BALB/c
pretratados con clonidina. Parte superior, tiempo en horas. SF, solucion fisiolégica NaCl 0,9 % (control). Clo,
clonidina; VTd, veneno de T. discrepans. Los triangulos representan los momentos de aplicacion del tratamiento

correspondiente. El signo “+” representa el momento de eutanasia.
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3.3. EFECTO DE LA CLONIDINA EN RATONES BALB/c PREVIAMENTE
INYECTADOS CON VENENO DE Tityus discrepans

En otros experimentos, los animales fueron tratados con clonidina luego de la inyeccién
del veneno, repitiéndose la dosis del farmaco cada 2 horas, con la finalidad de mantener el efecto
simpaticolitico de la clonidina por mas tiempo y probar si la misma era capaz de revertir el efecto
del veneno. El veneno se distribuye rapidamente en el organismo (Ismail, 1995) y posiblemente
es capaz de afectar la funcion pancreatica exocrina antes de los 30 min posteriores a la inyeccion.
Una evidencia que apoya esta afirmacion es el hecho que la tityustoxina (TsTx) del escorpién T.
serrulatus posee un potente efecto secretagogo sobre la funcién exocrina pancreética, que se hace
manifiesto a los 10 min post-inyeccion y muestra un nivel maximo de estimulacién a los 20 min
(Novaes et al., 1982). Por esta razon, se decidio inyectar el veneno y a los 30 min iniciar el

tratamiento con la clonidina, de la manera mostrada en la Figura 12.

Oh 05h 1h 2h 25h 3h 4h 45h 5h 6h
SF Sk SF Sk
vI v | | v | | v | -||-
[ [ I [ [ [
SF Clo Clo Clo +
V \V4 \Y4 \V4
I I I I I I I
VId Sk SF SF +
vI v | | v | | v | |
VTd Clo Clo Clo +
vl v | | v | | v | |

Figura 12. Esquema del protocolo experimental 3: Efecto de la clonidina en ratones BALB/c previamente inyectados
con veneno de T. discrepans. Parte superior, tiempo en horas. SF, solucion fisiologica NaCl 0,9 % (control). Clo,
clonidina; VTd, veneno de T. discrepans. Los tridngulos representan los momentos de aplicacién del tratamiento

correspondiente. El signo “+” representa el momento de eutanasia.
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Se utilizé la misma dosis de veneno (1 pg/g) y de clonidina (0,1 pg/g), asi como ratones
de la misma cepa, sexo y peso. Los ratones (n = 7 a 11) fueron distribuidos al azar e inyectados
en todos los casos por la via intraperitoneal. A las 6 horas, los animales fueron anestesiados con
dietiléter por 3 min y se les extrajo rapidamente sangre por puncion cardiaca y orina por
cistocentesis. Adicionalmente, se extrajeron muestras de tejido mediante necropsia y fueron
fijadas de manera inmediata en formalina buferada (2%, pH 7,4). Para la hematologia se utilizd
sangre colocada directamente en solucion de Turk (10 pL de sangre en 190 pL de solucion de

Turk), mientras que para los ensayos enzimaticos-colorimétricos se utilizé suero.

4. QUIMICA CLINICA

Las actividades de a-amilasa en suero y orina, lactato deshidrogenasa (LDH), asi como
nitrégeno ureico sanguineo (NUS), urea, creatinina y glicemia, fueron determinadas por ensayos
enzimaticos colorimétricos (Cromatest, Linear Chemicals). Se utiliz6 un equipo STATFAX, y la
exactitud de las determinaciones se comprobd mediante comparacion con estandares. Se describe

brevemente, a continuacion, el fundamento de estos ensayos:

4.1. GLICEMIA

El reactivo estd compuesto por la enzima glucosa oxidasa (al menos 10 KU/L), 4-
aminoantipirina (0,5 mmol/L), peroxidasa (al menos 2 KU/L) y fenol (5 mmol/L) en un medio
apropiado (tampon fosfato 1000 mmol/L pH 7,5). La glucosa de la muestra es oxidada a D-
gluconato por la glucosa oxidasa, formando también peréxido de hidrdgeno. Este perdxido de
hidrogeno condensa la aminoantipirina y el fenol, formando una quinonaimina roja cuya cantidad
es proporcional a la cantidad de glucosa de la muestra. La reaccion es medida a una longitud de
onda de 510 nm.

4.2. ALFA-AMILASA

El reactivo esta compuesto por el sustrato 2-cloro-p-nitrofenil-a-D-maltotriésido (CNP-
G3, 2,25 mmol/L) en un medio apropiado (tampén MES 50 mmol/L pH 6,0, acetato de calcio 5
mmol/L, NaCl 300 mmol/L, tiocianato sédico 450 mmol/L). La a-amilasa presente en suero u

orina cataliza la hidrélisis del sustrato CNP-G3 en 2-cloro-p-nitrofenol (CNP) y glucésidos libres.
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ElI CNP produce color de manera proporcional a la cantidad de a-amilasa en la muestra, lo cual

puede ser medido a una longitud de onda de 405 nm.

4.3. LACTATO DESHIDROGENASA

El reactivo estd compuesto por NADH (Nicotina Adenina Dinucledtido reducida, 1,55
mmol/L) como coenzima de la LDH maés el sustrato de esta enzima en un medio apropiado
(tampon TRIS 100 mmol/L pH 7,5; piruvato 2,75 mmol/L y NaCl 222 mmol/L). La enzima
presente en el suero cataliza la reduccion del piruvato a L-lactato con oxidacion concomitante de
NADH a NAD®. Esta oxidacion, proporcional a la actividad LDH en la muestra, se cuantifica

mediante la disminucién de la absorbancia a 340 nm.

4.4, NITROGENO UREICO SANGUINEO (NUS)/UREA

El reactivo estda compuesto por la enzima ureasa (al menos 140 U/mL), la enzima
glutamato deshidrogenasa (al menos 120 U/mL), el sustrato 2-cetoglutarato (10 mmol/L) y la
coenzima NADH en un medio apropiado (tampdn TRIS 125 mmol/L). La urea presente en la
muestra es hidrolizada por la ureasa en amoniaco y diéxido de carbono. Este amoniaco es
convertida en glutamato en presencia de NADH vy cetoglutarato, a la vez que la NADH es
oxidada. La oxidacion del NADH es cuantificada a 340 nm, siendo proporcional a la cantidad de

NUS/urea de la muestra.

4.5. CREATININA

El reactivo esta compuesto por &cido picrico (25 mmol/L) en un medio apropiado (tampon
fosfato 300 mmol/L pH 12,7, SDS 2 g/L). La creatinina de la muestra, en condiciones de
alcalinidad, reacciona con los iones picrato formando un compuesto de color rojizo (reaccién de
Jaffé). El aumento de la absorbancia a 510 nm es proporcional a la cantidad de creatinina de la

muestra.
5. HEMATOLOGIA COMPLETA

La hematologia completa fue realizada mediante procedimiento convencional de conteo

manual en cadmara de Newbauer, y conteo diferencial en frotis tefiidos con Hemacolor®.
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Brevemente, se realizd conteo en los cuatro cuadrantes externos de la camara, la cual fue llenada
con la sangre diluida en la solucién de Turk (1:20). EIl resultado del conteo se multiplico por

10.000 para obtener el valor de leucocitos totales.

6. ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Los tejidos, previamente fijados, fueron procesados mediante técnicas histotecnologicas
para su tincién con hematoxilina y eosina, de acuerdo con los métodos descritos por Prophet et
al. (1992). Las secciones de tejidos, adecuadamente tefiidas y montadas en ldminas portaobjetos,

fueron estudiadas mediante microscopia de luz.

7. ANALISIS ESTADISTICO

Se tomaron microfotografias de 10-15 campos al azar de pulmones, pancreas y rifiones en 7
ratones, con una cémara Panasonic LUMIX DMC LX-3 fijada de manera apropiada a un
microscopio OLYMPUS CX41. Las microfotografias de péncreas fueron adicionalmente
procesadas mediante el software ImageJ (dominio publico, National Institute of Health, EEUU),
segun lo descrito por D’Suze et al. (2004), con algunas modificaciones. Las imagenes, tomadas
inicialmente en color, fueron cambiadas a imagenes de 16 bits (Image — Type — 16-bit). Luego
se ajustdé el umbral invirtiendo el background (Image — Adjust — Threshold — Dark
background), con la finalidad que el programa s6lo considerara el area ocupada por la region
acidofila de los acinos. Para realizar el analisis se tom6 un cuadro con las mismas dimensiones
(72.000 pm?), el cual se utilizé en todas las imagenes, incluyendo de manera particular las areas
parenquimatosas. Finalmente se utiliz6 la aplicacion de anélisis (4nalyse — Measure) y se
obtuvo el porcentaje del area ocupada principalmente por la region acidéfila de los acinos. La
escala utilizada se fijé mediante el uso de una microfotografia de una camara de Neubauer,

tomada en idénticas condiciones a las microfotografias de las laminas histopatologicas.

Los datos fueron expresados como el promedio + error estdndar de la media aritmética
(EEM) y fueron comparados mediante prueba t de Student para datos no pareados 0 ANOVA
segun el caso, considerandose diferencia significativa para una p<0,05. Los niveles de
significacion estadistica considerados se indican con asteriscos (*p<0,05; **p<0,01 y

***p<0,001) y establecen diferencia en relacion con el control, o, cuando aparece indicado
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mediante corchetes, en relacion con otro grupo experimental. Se utiliz6 para el procesamiento de

los datos y realizacion de gréficos el software Graphpad Prism®.
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RESULTADOS

1. EXPERIMENTOS PRELIMINARES: EFECTO DEL VENENO DE Tityus discrepans Y
DE LA CLONIDINA SOBRE ALGUNOS INDICADORES DE QUIMICA CLINICA EN
RATONES CD1

Luego de la inyeccion de dosis subletales de veneno del escorpion T. discrepans en ratones,
se observaron claras manifestaciones de una clinica asociada con la disfuncion del sistema
nervioso autonémico, i.e., diarrea, piloereccion, taquipnea, taquicardia, priapismo, alteraciones

neuromusculares y sialorrea (Figura 13).

Figura 13. Manifestaciones clinicas post-inyeccién del veneno de Tityus discrepans en ratones CD1.

Las flechas indican, en el sentido de las agujas del reloj, piloereccidn, diarrea y priapismo.

Se puede observar, en la Figura 14, una marcada hiperglicemia inducida por la clonidina
en la primera hora del experimento (367,10 mg/dL vs. 108,30 mg/dL), mientras que el veneno
genera una hiperglicemia menos marcada, alcanzando un maximo a las 6 h del experimento
(244,50 mg/dL vs. 97,70 mg/dL).
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Figura 14. Efecto del veneno de Tityus discrepans y de la clonidina sobre la glicemia en ratones CD1. Ratones CD1
(20 £ 2 g, n = 2) fueron inyectados via subcutanea con una dosis de 0,84 pg/g de veneno de T. discrepans (VTd), 0,1
pg/g de clonidina o solucion de NaCl 0,9 %; en los tiempos indicados, los animales fueron anestesiados con dietiléter
y se obtuvo sangre por puncion cardiaca. Se determind la glicemia mediante ensayo enzimatico-colorimétrico con

muestras de suero.

Los resultados obtenidos al determinar los valores de actividad a-amilasa sérica y lactato
deshidrogenasa (LDH) en suero de animales inyectados con veneno de T. discrepans evidencian,
de manera similar, un aumento progresivo desde el tiempo 0 h hasta un maximo a las 6 h de
iniciado el experimento, mientras que el tratamiento con clonidina no produjo cambios en el
nivel de LDH y tendi6 a hacer disminuir el valor de amilasa sérica (datos no mostrados). En otro
experimento, se ensayaron dosis crecientes de veneno, desde 0,83 pg/g hasta 2,54 pg/g (DL13s Y
DLso, respectivamente, de acuerdo con Borges et al. (1990), con la finalidad de evidenciar si
existia un efecto concentracion-dependiente. No se observo ningin cambio estadisticamente
significativo (p>0,05) en los niveles de a-amilasa sérica ni de LDH en las condiciones

experimentales empleadas, en la cepa de ratones CD1, como se muestra en la Figura 15.
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Figura 15. Efecto de dosis crecientes del veneno de Tityus discrepans sobre las actividades séricas lactato
deshidrogenasa y a-amilasa en ratones CD1. Panel A, lactato deshidrogenasa (LDH). Panel B, a-amilasa sérica.
Ratones CD1 (20 + 2 g) fueron inyectados via subcutinea con dosis crecientes de veneno de T. discrepans (VTd);
los animales fueron anestesiados con dietiléter a las 6 h y se obtuvo sangre por puncion cardiaca. Se realizaron
ensayos enzimaticos-colorimétricos con muestras de suero. Las barras indican el promedio + EEM de tres animales
(n=3).

Se incrementd la dosis del veneno a 3,77 pg/g (DL7s) y no hubo ningdn cambio
estadisticamente significativo (p>0,05) en las actividades lactato deshidrogenasa y a-amilasa
sérica en comparacion con el control (Figura 16 A), aunque si se observo (Figura 16 C) un
incremento (p<0,05) en la actividad a-amilasa urinaria (1772,00 £ 537,80 UI/L vs. 394,90 +
45,95 UI/L). Por otra parte, nétese (Figura 16 A) el aumento (p<0,05) del nivel de actividad LDH
al utilizar una dosis superior de veneno (3,77 ng/g) y el hecho que la via de administracion del
mismo no tuvo efecto (1336,00 + 107,50 UI/L vs. 735,60 + 142,90 UI/L al usar la via subcutanea
y 1307,00 £ 94,90 UI/L vs. 746,30 £ 75,27 UI/L al usar la via intraperitoneal). Al utilizar una
dosis de 1 pg/g, se observo una actividad serica de LDH superior en ratones pertenecientes a la
cepa BALB/c, en comparacion con el resultado obtenido en ratones pertenecientes a la cepa CD1.

Por esta razon, en el resto de los experimentos se emplearon ratones BALB/c.
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Figura 16. Efecto de la via de administracién (intraperitoneal o subcutédnea) sobre las actividades lactato
deshidrogenasa sérica, a-amilasa sérica y a-amilasa urinaria en ratones CD1 inyectados con veneno de Tityus
discrepans. Panel A, LDH. Panel B, a-amilasa sérica. Panel C, a-amilasa urinaria. Ratones CD1 (20 + 2 g) fueron
inyectados via ip 0 sc con una dosis de 3,77 ug/g de veneno de T. discrepans (VTd). Las barras corresponden al
promedio + EEM de cinco (5) animales (n = 5). Diferencias significativas con respecto a controles (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001).

2.EFECTO DEL VENENO DE Tityus discrepans EN RATONES BALB/c
PRETRATADOS CON CLONIDINA

Como se muestra en la Figura 16, en los ratones envenenados que recibieron como
pretratamiento NaCl 0,9 % se evidenci6 un incremento significativo (p<0,05), en relacion con los
controles, de la actividad LDH (Figura 17 B: 1010,00 £ 121,40 mg/dL vs. 563,00 £ 83,06 mg/dL)
y la actividad a-amilasa urinaria (Figura 17 D: 5066,00 + 477,20 Ul/dL vs. 1238,00 + 68,50
uUl/dL), sin embargo, no hubo diferencia estadisticamente significativa (p>0,05) entre estos
valores y los obtenidos en los animales envenenados pretratados con clonidina (Figura 17 B y 17

D). Tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) en la glicemia ni
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en la actividad a-amilasa sérica, aunque pareciera haber una tendencia a la disminucién de esta

Gltima en los animales tratados Unicamente con el farmaco (Figura 17 C).
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Figura 17. Efecto de la inyeccion intraperitoneal del veneno de Tityus discrepans en ratones BALB/c pretratados con
clonidina sobre la glicemia y las actividades lactato deshidrogenasa sérica, a-amilasa sérica y a-amilasa urinaria.
Panel A, glicemia. Panel B, LDH. Panel C, a-amilasa sérica. Panel D, a-amilasa urinaria. Ratones BALB/c (2842 @)
fueron inyectados con clonidina (0,1 pug/g) y a los 60 min se les inyectd 1 pg/g de veneno de T. discrepans (VTd).

Las barras corresponden al promedio + EEM de cinco (5) animales (n=5). Diferencias significativas con respecto a
controles (*p<0,05; ***p<0,001).

La funcion renal fue evaluada mediante la medicion del NUS y la creatinina sérica,
conjuntamente con la medicion de los valores reciprocos, urea y creatinina urinaria. Puede
apreciarse, en la Figura 18 A, que el nivel de NUS aument6 de manera significativa (p<0,05) en

los animales en los cuales se aplicd veneno pero no fueron pretratados con clonidina (119,10 +
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12,70 mg/dL vs. 50,21 + 0,54 mg/dL). Sin embargo, de manera similar a lo mostrado en la Figura
17, no hubo diferencia significativa (p>0,05) entre el grupo control y el grupo inyectado con

clonidina.
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Figura 18. Efecto de la inyeccion intraperitoneal de veneno de Tityus discrepans en ratones BALB/c
pretratados con clonidina sobre el nitrégeno ureico sanguineo, urea urinaria, creatinina sérica y creatinina
urinaria. Ratones BALB/c (28+2 g) fueron inyectados con una dosis de 1 pg/g de veneno de T. discrepans (VTd).
Los puntos corresponden al promedio + EEM de cinco (5) animales (n=5). Diferencias significativas con respecto a

controles (**p<0,01).

En el recuento leucocitario, se observo neutrofilia y linfopenia en los animales pretratados
con clonidina y posteriormente inyectados con veneno de escorpién (% de polimorfonucleares
neutrdfilos: 58,20 + 3,20 vs. 33,80 * 4,08; % de linfocitos: 41,20 + 3,60 vs. 65,00 + 3,82), como
puede apreciarse en la Figura 19. EIl tratamiento Unicamente con clonidina o con veneno,
aparentemente produjo una tendencia similar (neutrofilia y linfopenia), aunque las diferencias no
fueron significativas (p>0,05).
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Figura 19. Efecto de la inyeccidn intraperitoneal del veneno de Tityus discrepans sobre el leucograma en ratones
BALB/c pretratados o no con clonidina. Ratones BALB/c (2812 g) fueron inyectados con una dosis de 1 pg/g de
veneno de T. discrepans (VTd); los animales fueron anestesiados con dietiléter a las 6 h y se obtuvo sangre por
puncion cardiaca. La sangre se coloco directamente en solucion de Turk y se hizo conteo manual de leucocitos en
camara de Neubauer. Las barras corresponden al promedio + EEM de cinco (5) animales (n = 5). Diferencias

significativas con respecto al control (*p<0,05; **p<0,01). PMN = polimorfonucleares neutréfilos.

3.EFECTO DE LA CLONIDINA EN RATONES BALB/c PREVIAMENTE
INYECTADOS CON VENENO DE Tityus discrepans

3.1. QUIMICA CLINICA Y LEUCOGRAMA

En otra serie de experimentos, se inyectd la clonidina 30 min después de la inyeccion del
veneno y se repitio la dosis cada 2 h, obteniéndose los resultados mostrados en la Figura 20. No
se observo aumento significativo (p>0,05) de la glicemia en los animales envenenados (Figura 20
A). La clonidina indujo una marcada hiperglicemia (p<0,05; Figura 20 A: 266,40 + 20,62 mg/dL
vs. 149,30 £ 19,35 mg/dL). La clonidina, por otra parte, tuvo un efecto sinérgico con el veneno
en comparacién con el efecto de la droga sola (p<0,05; Figura 20 A: 346,60 + 22,46 mg/dL vs.
192,50 + 15,83 mg/dL). La actividad lactato deshidrogenasa aumenté de manera significativa
(p<0,05) en los ratones envenenados (Figura 20 B: 1099,00 + 193,20 mg/L vs. 532,10 + 42,22
mg/L), efecto que fue reducido por la clonidina sin alcanzar significacion estadistica (p = 0,08).
La actividad a-amilasa sérica no aumentd de manera estadisticamente significativa (p>0,05) en

los ratones envenenenados, sin embargo, el tratamiento con clonidina redujo de manera
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significativa (p<0,05) el nivel de este indicador en relacion con el nivel obtenido en los ratones
envenenados (Figura 20 C: 968,60 + 49,74 Ul/dL vs. 1455,00 + 165,60 Ul/dL).

Es importante notar, en las figuras 20 C y 20 D, que tanto la actividad a-amilasa sérica,
como la actividad a-amilasa urinaria, tuvieron una tendencia a la disminucion en los animales
tratados con clonidina, en relacion con el control. La actividad a-amilasa urinaria aument6 de
manera significativa (p<0,05) en los animales envenenados cuando se compararon con los
animales tratados Unicamente con clonidina (Figura 20 D: 2008,00 + 556,20 Ul/dL wvs.
1307,00£136,90 Ul/dL). Este efecto no fue afectado por la clonidina (p>0,05).
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Figura 20. Efecto de la inyeccidn intraperitoneal de clonidina cada 2 h, sobre la glicemia y las actividades lactato
deshidrogenasa sérica, o-amilasa sérica y a-amilasa urinaria en ratones BALB/c previamente inyectados via
intraperitoneal con veneno de Tityus discrepans. Ratones BALB/c (20 + 2 g) fueron inyectados con una dosis de 1
pg/g de veneno de T. discrepans (VTd). Las barras corresponden al promedio = EEM de once animales (n = 11).
Diferencias significativas entre barras unidas por corchetes (*p<0,05; **p<0,01).
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Figura 21. Efecto de la inyeccion de clonidina cada 2 h en ratones BALB/c previamente inyectados con veneno de
Tityus discrepans, sobre el nitrégeno ureico sanguineo, urea urinaria, creatinina sérica y creatinina urinaria. Ratones
BALB/c (20 + 2 g) fueron inyectados via ip con una dosis de 1 ug/g de veneno de T. discrepans (VTd). Los puntos
corresponden al promedio + EEM de once animales (n = 11). Diferencias significativas entre barras unidas por

corchetes o en su defecto con respecto al control (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

EI NUS mostr6 un incremento significativo (p<0,05) en los animales envenenados (Figura
21 A: 142,00 + 21,85 mg/dL vs. 45,30 £ 3,66 mg/dL), efecto que fue revertido (p<0,05) por la
clonidina (Figura 21 A: 88,95 + 8,49 mg/dL vs. 142,00 + 21,85 mg/dL). La urea en orina no
mostré ningin cambio, excepto (p<0,05) al comparar el valor obtenido con la clonidina sola
(Figura 21 B: 2,92 £ 1,05 g/dL) y el obtenido en los ratones envenenados y tratados con clonidina
(Figura 21 B: 7,51 £ 0,94 g/dL). La creatinina sérica mostré un aumento significativo (p<0,05)en
los ratones envenenados (Figura 21 C: 0,63 £ 0,06 mg/dL vs. 0,36 + 0,025 mg/dL), efecto que fue
reducido (p<0,05) por la clonidina (Figura 21 C: 0,46 = 0,02 mg/dL vs. 0,36 = 0,03 mg/dL). Por
otra parte, el valor de creatinina urinaria mostré una disminucion significativa (p<0,05) en los
ratones tratados con clonidina (Figura 21 D: 22,21 + 5,76 mg/dL Vs.. 63,5 + 8,17 mg/dL), pero
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no hubo efecto del veneno (p>0,05). El veneno indujo neutrofilia y linfopenia (p<0,05), como
puede observarse en la Figura 22 (% de polimorfonucleares neutréfilos: 44,14 + 3,31 vs. 23,57 £
2,21; % de linfocitos: 55,71 + 3,32 vs. 74,71 = 1,97); la neutrofilia no fue revertida por la
clonidina a la dosis ensayada, ya que mostré un incremento significativo (p<0,05) en

comparacion con el control (% de polimorfonucleares neutrdfilos: 37,00 + 4,54 vs. 23,57 + 2,21).
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Figura 22. Efecto de la inyeccion intraperitoneal de clonidina sobre el leucograma en ratones BALB/c previamente
inyectados con veneno de Tityus discrepans. Ratones BALB/c (20 + 2 g) fueron inyectados con una dosis de 1 pg/g
de veneno de T. discrepans (VTd). Las barras corresponden al promedio + EEM de once animales (n = 11).
Diferencias significativas con respecto al control (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). PMN: Polimorfonucleares

neutréfilos.

3.2. ANALISIS HISTOPATOLOGICO

En la Figura 23 se muestran microfotografias donde se aprecian los cambios histopatoldgicos
inducidos por el veneno de T. discrepans sobre el pancreas (Figura 23 A), los rifiones (Figura 23 B)
y los pulmones (Figura 23 C). En la Figura 23 A, correspondiente a pancreas, se observa (panel
derecho) un vaso sanguineo que presenta hemorragia, mientras que en el inserto “a” puede
observarse la presencia de vacuolizacion en una region del pancreas de ratones envenenados. El
patron de zimdgeno en el control es normal, mostrando acinos pancreaticos con sus nucleos en la
periferia y un centro acidofilo granular correspondiente a zimédgeno. En el panel derecho de la
Figura 23 A, se observa un patron de zimogeno menos regular que en el control, con algunos

acinos aparentemente normales mientras que muchos otros parecen haber vaciado su contenido.
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En el rifibn se observaron también algunos cambios inflamatorios y focos de hemorragia
(Figura 23 B, panel derecho), asi como una gran distension tubular (flechas). A nivel pulmonar
(Figura 23 D), fue evidente la gran celularidad inducida por el veneno de escorpion (Figura 23 D,
panel derecho), correspondiente a un severo infiltrado inflamatorio que produjo un gran
engrosamiento septal, con areas hemorréagicas y edematosas. En vista de la ausencia de cambios
significativos en los niveles de amilasa sérica (animales envenenados en relacion con el control), se
decidio estudiar el patrén de zimdgeno en cada uno de los grupos experimentales con mas detalle,
en un intento de correlacionar la clinica y los indicadores séricos y urinarios con este patron. El

resultado puede observarse en las Figuras 24 y 25.

Figura 23. Cambios histopatologicos inducidos por la inyeccién intraperitoneal de veneno de Tityus discrepans en
ratones BALB/c. Los érganos fueron obtenidos mediante necropsia, fijados rapidamente en formalina buferada y
posteriormente procesados para ser tefiidos con hematoxilina y eosina. Los paneles de la izquierda corresponden a
controles inyectados con NaCl 0,9 %, mientras que los paneles de la derecha corresponden a animales inyectados
con veneno. A. Pancreas; a (inserto): Detalle de vacuolizacion pancredtica. B. Rifion; C. Pulmén; Leyenda: Ap:
Acino pancreético; Alv: Alvéolo pulmonar; E: Edema; G: Glomérulo renal; H: Hemorragia; Inf: Infiltrado

inflamatorio. Las flechas indican tdbulos contorneados dilatados. Aumento: X100.
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Se realiz6 analisis morfométrico de los pancreas procesados, para evidenciar cambios en el
patron de los granulos de zimdgeno. Para ello, se analizaron microfotografias como se describe
en Materiales y Métodos. Una muestra representativa de ellas, se muestra en la Figura 24.

Figura 24. Microfotografias de pancreas provenientes de ratones BALB/c inyectados con veneno de Tityus
discrepans o solucion fisioldgica por la via intraperitoneal, tratados o no con clonidina. Panel A: control; panel B:
VTd; panel C: clonidina; panel D: VTd + clonidina. Los tejidos fueron obtenidos mediante necropsia y fijados
rapidamente en formalina buferada (pH 7,4). Posteriormente fueron procesados para tincion con hematoxilina y
eosina. La flecha en A indica el centro acidofilo de un acino pancredtico, donde se encuentran almacenados los

granulos de zim6geno. Aumento: X400.

Como puede apreciarse en la Figura 24 A, los acinos pancreaticos muestran un patron de
tincion tipico, caracterizado por un centro acidofilo (rosado) correspondiente a granulos de
zimdgeno y una regién basal basofila (violeta) hacia la periferia. Se observé una pérdida marcada
de dicho patron en los pancreas de ratones envenenados (Figura 24 B). Por otra parte, el patron
observado en los pancreas de animales tratados con clonidina fue aparentemente normal (Figura
24 C). En los pancreas de los animales envenenados y tratados con el farmaco (Figura 24 D), se

apreciaron muchos acinos mostrando el patron normal y otros aparentemente vacios.
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Con la finalidad de comparar de manera objetiva las diferencias observadas en este
estudio histopatoldgico, se hizo el anélisis de las microfotografias mediante el programa ImageJ,
como aparece descrito en Materiales y Métodos. Los datos obtenidos se muestran en la Figura 25.
El analisis morfométrico de estas microfotografias mostré disminucion significativa (p<0,05) del
area acidofila ocupada por granulos de zimégeno en los pancreas de animales envenenados en
relacién con el control (Figura 25: 21869,00 + 916,80 um® vs. 33054,00 + 1021,00 um?), efecto
que fue reducido (p<0,05) por la clonidina (29306,00 + 1139,00 pm? vs. 21869 + 916,80 pum?).
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Figura 25. Efecto del tratamiento con clonidina en ratones previamente inyectados con veneno de Tityus discrepans
sobre el area en la region acidéfila (granulos de zimogeno) de los acinos pancredticos. El area fue determinada
mediante el uso del programa ImageJ a partir de microfotografias, como se describe en Materiales y Métodos. Las
barras corresponden al promedio + EEM del area correspondiente a granulos de zimogeno calculada en 10 a 15
microfotografias tomadas al azar en pancreas provenientes de siete animales (n = 7). Diferencias significativas entre

barras unidas por corchetes (***p<0,001). VTd: Veneno de T. discrepans.
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DISCUSION

1. EXPERIMENTOS PRELIMINARES: EFECTO DEL VENENO DE Tityus discrepans Y
LA CLONIDINA SOBRE ALGUNOS INDICADORES DE QUIMICA CLINICA EN
RATONES CD1

En el modelo experimental murino empleado en este trabajo, logramos reproducir
alteraciones clinicas descritas por otros autores, como mioclonos, diarrea, dacriorrea, priapismo y
piloereccion (D’Suze et al., 2004; Borges et al., 2004). Se evidencio, transcurridas seis horas de
la inyeccion del veneno, un nivel maximo de hiperglicemia. Ha sido ampliamente descrito el
desarrollo de hiperglicemia asociado a la accion del veneno de T. serrulatus, posiblemente debido
a la liberacién de adrenalina, cortisol y glucagon inducida por la accién de las toxinas sobre el
sistema autondmico, con la consecuente glicogendlisis hepatica y muscular (D’Suze et al., 2003;
Cusinato et al., 2010; Ribeiro et al., 2010). No obstante, otros mecanismos hiperglicemiantes no
relacionados con el sistema nervioso autonomico podrian también estar implicados, tales como la
induccién de gluconeogénesis de manera directa por la accion de componentes del veneno, como
ha sido evidenciado en estudios in vitro realizados con tiras de higado y musculo, sometidos a la
accion del veneno de escorpion (Mohamed et al., 2002). La clonidina indujo también una
marcada hiperglicemia, con un méaximo al cabo de 1 h post-inyeccion. Esta hiperglicemia podria
deberse a la induccion de hiperglucagonemia e hipoinsulinemia, efectos de la clonidina
ampliamente descritos (Skoglund et al., 1987; Oda et al., 1991).

Se observo la aparicién mas rapida y con mayor severidad de los signos de envenenamiento
en los ratones CD1 cuando se utilizé la via subcutanea, en comparacion con la via intraperitoneal.
Estudios de farmacocinética realizados con el veneno de Leiurus quinquestriatus, han sugerido
una rapida y significativa absorcion desde el sitio de inyeccion subcutanea, i.e., 70 % de la
concentracion maxima en sangre dentro de los 15 min post-inyeccion (Ismail, 1995). Sin
embargo, estudios similares donde se describa la absorcion del veneno de escorpién desde la
cavidad peritoneal, aparentemente no han sido realizados, quizas por no ser ésta la via natural de
inyeccion del veneno. Los ratones BALB/c parecen haber sido mas susceptibles que los ratones
CD1 al efecto hiperglicemiante del veneno de escorpién. Algunos factores genéticos podrian

estar relacionados con las diferentes sensibilidades observadas en las dos cepas de ratones

61



evaluadas en este trabajo, sin embargo se requiere realizar estudios adicionales para esclarecer el

patron de susceptibilidad ante el veneno entre las cepas de ratones utilizadas.

Se evidencid el aumento de la actividad lactato deshidrogenasa (LDH) de manera dosis-
dependiente en los ratones CD1 envenenados. Probablemente la mayor cantidad de LDH
provenga de tejidos tipicamente afectados por la accién del veneno, tales como corazén, rifién,
pulmon y pancreas (Adi-Bessalem et al., 2008). La enzima LDH es una enzima ubicua, de tal
manera que la destruccion de estos y otros tejidos libera gran cantidad de LDH a la sangre. La
destruccion tisular probablemente es debida a mecanismos inflamatorios, por ejemplo los
derivados de la activacion y exocitosis de enzimas por parte de los neutrofilos, ya que el veneno
de T. discrepans parece carecer de componentes proteoliticos (D’Suze et al, 2004). La liberacion
rpida de citoquinas, tales como IL-1B, IL-6 y el TNF-o que ocurre en ¢l envenenamiento
escorpionico (Fukuhara et al., 2003), es crucial para el desarrollo de la fase aguda de la respuesta
inflamatoria, donde la liberacion subsecuente de factores como las prostaglandinas, leucotrienos,
factor de activacion plaquetario y 6xido nitrico juega un papel esencial en el dafio a los 6rganos
(Adi-Bessalem et al., 2008). Los macrofagos y neutréfilos podrian participar también en la
destruccion tisular no sélo por el reclutamiento derivado de la liberacion de los factores
proinflamatorios mencionados, sino también por activacién directa inducida por algunos
componentes del veneno (Willems et al., 2002; Petricevich et al., 2007; Borges et al., 2011). Por
otra parte, el tréfico y activacion de estas células inflamatorias puede ser modulado de manera
directa por el sistema nervioso autonémico (Elenkov et al., 2000). La presencia de componentes
procoagulantes en el veneno de T. discrepans, capaces de inducir la formacion de microtrombos
y dafios microvasculares, constituye también un factor importante en la destruccion tisular
(D’Suze et al., 2004). El aumento de la actividad litica del complemento, es también capaz de
amplificar la respuesta inflamatoria, ocasionando alteraciones multiorganicas (Bertazzi et al.,
2003; Adi-Bessalem et al., 2008).

En este trabajo se evidencia que el nivel de amilasa sérica en los ratones envenenados no
sufre cambios significativos, al menos en las condiciones experimentales utilizadas, a diferencia
de la amilasa urinaria. Un resultado similar ha sido descrito en el envenenamiento por T.
pachyurus, donde no ocurre aumento de la amilasa sérica (Barona et al., 2004). La enzima a-
amilasa proviene fundamentalmente de dos fuentes: las glandulas salivales y el pancreas, siendo

la amilasa pancreatica excretada por el rifidn de manera preferencial a la salival, ya que estas dos
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enzimas, aunque de tamafio similar, poseen cargas diferentes (Wetzels et al., 1988). Por esta
razén, la amilasa urinaria ha sido sugerida como un marcador de dafio pancreatico mas confiable
que la amilasa sérica (Al-Bahrani et al., 2005). De esta manera, el aumento de la amilasa urinaria
evidenciado en este trabajo, podria deberse a un aumento de la secrecion pancreatica de amilasa,
la cual alcanzaria el torrente sanguineo proveniente de acinos y ductos pancreaticos en proceso de
destruccion, o posiblemente por via endocrina (Miyasaka y Rohtman, 1981). Sin embargo, el
hecho de que existan cambios estructurales en las glandulas salivales, inducidos por el veneno,
sugeriria que parte de esa amilasa urinaria podria ser de origen extrapancreatico, i.e., proveniente
de las glandulas salivales (Rodriguez-Acosta et al., 2000), aunque légicamente en menor cuantia,
segun las caracteristicas farmacocinéticas previamente mencionadas. Por otra parte, durante la
pancreatitis se ha demostrado un aumento del clearance (aclaramiento) de amilasa, posiblemente

debido a la disminucion de la reabsorcion tubular de la misma (Johnson et al., 1976).

2. EFECTO DEL VENENO DE Tityus discrepans EN RATONES BALB/c
PRETRATADOS CON CLONIDINA

No se observaron diferencias significativas en los niveles de glicemia, amilasa sérica,
amilasa urinaria, NUS, creatinina y LDH, al comparar animales envenenados con animales
envenenados pretratados con clonidina. Sin embargo, el nivel de amilasa sérica obtenido en los
animales tratados con clonidina, parece haber tenido una tendencia a la disminucion, lo cual
concuerda con los hallazgos descritos por Rozé et al. (1981) y Miyasaka y Rohtman (1981). En
conjunto, estos resultados sugieren que la clonidina posiblemente ejercié un efecto inhibitorio de
la funcién autondémica por un corto periodo en comparacion con la duracion del efecto del
veneno, especialmente cuando comparamos estos resultados con los obtenidos al tratar con
clonidina a los animales previamente envenenados. De hecho, el comportamiento
farmacocinético del veneno y de la clonidina es completamente diferente. Conway y Jarrot
(1980) han evidenciado una vida media de 40 a 80 min de la clonidina en diversos tejidos, con un
pico de concentracion tisular a los 2 min que se corresponde con la fase hipotensiva del farmaco.
Este hallazgo concuerda con los resultados preliminares previamente discutidos, donde se
observo que la clonidina genera un pico de hiperglicemia la primera hora, mientras que pasadas

dos horas la glicemia retorna a los niveles normales. Por otra parte, el efecto del pretratamiento
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con clonidina sobre el leucograma de ratones envenenados parece haber sido una potenciacion
del efecto neutrofilico y linfopénico, lo cual podria deberse a un rebote simpatico posterior al
efecto simpaticolitico del farmaco, de manera similar a como ha sido descrito en casos de retiro

de la clonidina luego de su aplicacién cronica (Augustine et al., 1982).

En relacién con la funcién renal, el incremento del nitrégeno ureico sanguineo (NUS)
descrito en este trabajo podria sugerir una alteracion funcional de tipo prerrenal, que usualmente
estd relacionada con alteraciones de la perfusion glomerular, producto de la deshidratacion y
alteraciones de la presion arterial como consecuencia del envenenamiento. El aumento del NUS y
la creatinina ha sido descrito en casos de escorpionismo experimental (Omran y Abdel-Rahman,
1992; More et al., 2004). La urea sintetizada en el higado y proveniente del metabolismo de
amino&cidos, se excreta fundamentalmente en el rifion, donde es reabsorbida un 40-50 % de la
misma en funcion inversamente proporcional a la velocidad de filtrado glomerular, por lo cual se
incrementa notablemente en fallas de tipo prerrenal (Gonzélez de Buitrago et al., 1998). La
creatinina por su parte, proviene fundamentalmente del musculo y es excretada exclusivamente
por via renal, donde no sufre reabsorcion pero si puede ser secretada en baja proporcion
(Gonzélez de Buitrago et al., 1998). El aumento del NUS vy la creatinina ocurren de manera

frecuente en casos de falla renal aguda o necrosis glomerular aguda (Kaplan y Pesce, 1989).

Aunque la creatinina también se incrementé de manera significativa, se observé un aumento
notable de la relacion urea:creatinina (datos no mostrados). La reabsorcion de nitrégeno ureico a
nivel tubular depende de la tasa de filtracion glomerular, y se ha demostrado la disminucion de la
tasa de filtracion glomerular como consecuencia de la accidén vasoconstrictora del veneno de T.
serrulatus sobre rifiones aislados y perfundidos (Alves et al., 2005). Aparte de una falla prerrenal,
una falla intrarrenal podria también ocasionar un incremento del NUS (Gonzalez de Buitrago et
al., 1998). Es importante mencionar que en estudios de distribucion de veneno de T. serrulatus en
ratones, los niveles mas altos se encontraron en primer lugar en los rifiones (Revelo et al., 1996),
lo cual sugeriria que las toxinas serian capaces de actuar directamente sobre este 6rgano. Por otra
parte el aumento del NUS podria deberse en parte al catabolismo proteico exacerbado por la
destruccion tisular que ocurre en el cuadro de escorpionismo. Al estudio con microscopia de luz,
se encontrd en los rifiones infiltracién leucocitaria, hemorragia y distensién tubular. Estos
hallazgos podrian explicarse no solo por el severo cuadro inflamatorio sistémico sino quizas por

la accion vasoconstrictora renal del veneno, que eventualmente podria conllevar a isquemia
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(Alves et al.,, 2005). El valor de creatinina fue utilizado para establecer la relacion
amilasa:creatinina, observandose una tendencia al aumento de la misma (datos no mostrados).
Este tipo de indicador, se ha sugerido, pudiera ser util en casos donde el aumento de amilasa
sérica es ligero y existen dudas sobre la existencia de pancreatitis (Marten et al., 1977), aunque
otros autores han cuestionado su uso por el hecho que su incremento no s6lo se ha observado en

casos de pancreatitis aguda sino también en otras condiciones clinicas (Levine et al., 1975).

El leucograma mostro un perfil neutrofilico y linfopénico, lo cual pudiera ser consecuencia
de la liberacion masiva de catecolaminas, las cuales tienen un efecto ampliamente descrito sobre
la activacion y circulacion de los leucocitos (para una revision extensa, ver Elenkov et al., 2000).
En este sentido, Benschop et al. (1996), han evidenciado una linfocitosis rapida (30 min) seguida
de una linfopenia y neutrofilia (2-4 h) como consecuencia de la administracion de catecolaminas
en humanos. Estos mismos autores sefialan el pool marginal y los pulmones como principal
fuente de neutrdfilos recién reclutados a la circulacion. En este trabajo, se evalud el recuento
leucocitario a las 6 horas post-inyeccion, lo cual sugeriria que la linfopenia y la neutrofilia
observadas podrian tener un origen similar al descrito por Benschop et al. (1996). Sin embargo,
en experimentos donde se ha evaluado el efecto neutrofilico del veneno de T. serrulatus, se ha
encontrado que la principal movilizacion de neutrdfilos ocurre desde la médula 6sea, por un

mecanismo dependiente del receptor de PAF (Platelet-Activating Factor; Borges et al., 2000).

3. EFECTO DE LA CLONIDINA EN RATONES BALB/c PREVIAMENTE
INYECTADOS CON VENENO DE Tityus discrepans

Cuando los animales se trataron con clonidina 30 min después de inyectar el veneno, se
evidencid un efecto sinérgico sobre la glicemia, posiblemente debido a hiperglucagonemia e
hipoinsulinemia, ambos descritos tanto para el veneno de escorpién como para la clonidina (Oda
et al., 1991; Cusinato et al., 2010; Ribeiro et al., 2010). Se observo, al igual que en el caso de los
experimentos donde se pretrataba con el farmaco, un aumento significativo de la actividad LDH
en los animales envenenados, efecto que no fue revertido significativamente por el tratamiento
con clonidina. Sin embargo, la actividad LDH mostrd una tendencia a la disminucién bajo los

efectos de la clonidina, lo cual indica que deberian realizarse estudios adicionales para aclarar
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este efecto, ya que la LDH constituye un indicador de dafio tisular generalizado, cuya modulacion

farmacoldgica seria de gran trascendencia.

El estudio histopatoldgico permitio observar cambios estructurales importantes en los
pancreas de animales envenenados, como fueron la hemorragia perivascular, el edema y la
pérdida del patron de zimdgeno, los cuales indican que un cuadro de pancreatitis aguda fue en
efecto generado por el veneno de escorpidon. La vacuolizacion pancredtica, una de Ilas
manifestaciones de cuadros de pancreatitis severos, fue un hallazgo inconstante, lo cual coincide
con resultados obtenidos por otros autores (Borges et al., 2004). Posiblemente, el veneno de T.
discrepans sea capaz de causar este tipo de vacuolizacion de una manera mas tardia, como ha
sido demostrado previamente (D’Suze et al., 2004). También se evidencié dafio pulmonar,
caracterizado por infiltracion leucocitaria, edema y hemorragia, los cuales podrian deberse al
sindrome de inflamacion sistémica y a las alteraciones en el sistema de coagulacion presentes en
los animales envenenados (D’Suze et al., 2004; Peres et al., 2009). Se ha sugerido que el veneno
de T. discrepans no ejerce un efecto directo sobre el pulmén (D’Suze et al., 1999) y el rol de los
mastocitos en la génesis del dafio pulmonar podria ser fundamental, ya que en animales
depletados de mastocitos se previene el edema agudo de pulmon inducido por el veneno de T.
serrulatus (De Matos et al., 2001). Adicionalmente, las alteraciones cardiovasculares complejas
que el veneno de escorpidn es capaz de producir, han sido sefialadas como un factor etiologico
muy importante en la génesis del edema pulmonar (Ismail, 1995). La extensa destruccion tisular
evidenciada a nivel pulmonar, podria sefialarse como una de las causas importantes del
incremento observado en los niveles de LDH séricos (Addi-Bessalem et al., 2008), tal como lo

observamos en los ensayos preliminares en ratones de la cepa CD1.

Aunque no se observé un efecto significativo del veneno sobre el nivel de amilasa sérica, si
se aprecid una disminucion significativa del valor de la amilasa sérica en los animales
envenenados Y tratados con clonidina, en relacion con los animales envenenados no tratados. Este
hallazgo podria interpretarse como el resultado del efecto modulador ejercido por la clonidina
sobre la funcion autonomica central y periférica (Klupp et al., 1970; Tsurusaki et al., 1990;
Lechin y van der Dijs, 2008b), que se traduciria posiblemente en la disminucion del efecto
secretagogo (Rozé et al., 1981) y constrictor del veneno (Coelho et al., 1986; Cheng et al., 2004).
Posiblemente, también se encuentre involucrado un efecto antiinflamatorio, ya que el guanabenz,

otro agonista de receptores ap-adrenérgicos, es capaz de suprimir las reacciones inflamatorias
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mediante inhibicion de las enzimas ciclooxigenasa y lipooxigenasa (Chang et al., 1987).
Evidencias claras del potente efecto supresor ejercido por la clonidina sobre la secrecidn exocrina
pancreatica fueron mostradas por Rozé et al. (1981). Estos autores demostraron, en ratas cuyos
conductos pancreaticos fueron canulados, la disminucion abrupta del flujo, el contenido proteico
y el contenido de bicarbonato de la secrecién pancreéatica exocrina, con un maximo de inhibicion
aproximadamente a los 60 min, al inyectar clonidina por via subcuténea o intracerebroventricular.
Este efecto fue antagonizado por la yohimbina, farmaco que por si solo fue capaz de estimular la

secrecion pancreatica.

Al realizar los analisis morfométricos de las microfotografias de pancreas, se observo una
importante coincidencia entre estos resultados y su interpretacion tedrica, ya que se evidencié una
disminucién significativa del area acinar ocupada por granulos de zimdgeno en los ratones
envenenados, efecto que es reducido por la clonidina. Este hallazgo sugiere un efecto anti-
secretor de la clonidina aun en presencia de un potente secretagogo, como lo es el veneno de
escorpion. Estos resultados también constituyen un motivo suficiente para extender los estudios a
otras areas del organismo tipicamente afectadas durante el escorpionismo, con la finalidad de
probar el efecto de la clonidina sobre los cambios fisiopatoldgicos en esas regiones.

Se observd un claro efecto deletéreo del veneno de escorpion sobre la funcion renal, de
manera similar a lo observado en la serie de experimentos anteriores, manifestdndose con
incremento del NUS vy la creatinina. Este incremento en ambos indicadores clinicos fue reducido
por la clonidina, sugiriendo un posible efecto nefroprotector. Debe mencionarse que tanto la
arteriola aferente como la eferente poseen abundantes receptores oj-adrenérgicos, con mayor
densidad de ellos en la arteriola aferente (Strasser et al., 1992), de tal manera, el efecto de la
norepinefrina sobre estos receptores podria estar sujeto a la modulacion de la liberacion de este
neurotransmisor por parte de la clonidina en el terminal presinaptico. La actividad simpatica
neural a este nivel podria ser la responsable de la disminucion de la tasa de filtracion glomerular
observada por el efecto del veneno de T. serrulatus sobre rifiones prefundidos (Alves et al.,
2005).

Por otra parte, el leucograma mostré un posible antagonismo entre el efecto del farmaco y
el efecto neutrofilico y linfopénico del veneno de escorpion, a juzgar por la tendencia observada,

aunque hacen falta estudios adicionales para afirmar este hecho. Como ha sido mencionado
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previamente, la neutrofilia y la linfopenia generadas por el veneno son similares a las observadas
cuando se inyectan catecolaminas (Benschop et al., 1996) y tanto a nivel central como periférico
la clonidina es capaz de modular la liberacion de éstas (Roze et al., 1981; Coelho et al., 1986;
Lechin y van der Dijs, 2008b).

4. CONCLUSION

Como ha sido descrito en este y otros trabajos, el veneno del escorpion venezolano T.
discrepans posee componentes altamente toxicos, capaces de generar dafio a multiples érganos.
La infiltracion masiva de leucocitos y pérdida de la estructura funcional constituyeron un
hallazgo comin en todos los érganos evaluados, lo cual refleja una exacerbada actividad
inflamatoria y posiblemente dafio tisular directo. Estas alteraciones estructurales aumentan
notablemente la actividad LDH sérica, aparentemente de manera dosis-dependiente, lo cual
sugeriria la posibilidad de hacer estudios de correlacion entre estos indicadores y la severidad del
cuadro de escorpionismo. Los niveles de o-amilasa sérica y urinaria no se incrementaron de
manera significativa. Sin embargo, por la tendencia al aumento de la a-amilasa urinaria y el
hecho que en la orina predomina la forma pancreética de la enzima, posiblemente este indicador
sea mas confiable que la a-amilasa sérica a nivel clinico, para el diagnostico de pancreatitis aguda
asociada al escorpionismo, ya que algunos autores han encontrado que la hiperamilasemia en los

pacientes envenenados es inconstante (D’Suze et al., 2003).

Los resultados sugieren un efecto antisecretor de la clonidina en el pancreas exocrino, lo
cual probablemente esté relacionado con la modulacion de la actividad autonémica, que también
explicaria el aparente efecto nefroprotector observado. Estos hallazgos merecen especial atencion
y deben servir de punto de partida para otros estudios, donde no sélo se utilice la clonidina y
otros farmacos similares en el modelo experimental planteado en este trabajo, sino también
algunos antagonistas especificos como la yohimbina y el piperoxan, con la finalidad de esclarecer
los mecanismos fisiopatoldgicos/farmacoldgicos involucrados. El efecto de estos farmacos sobre
las evidentes alteraciones observadas en d6rganos como los pulmones y el corazon debe ser

estudiado en préximos experimentos.

Las respuestas clinicas observadas en las dos cepas de ratones empleadas en este trabajo,

sugieren que entre las mismas existen diferencias en la susceptibilidad al envenenamiento
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escorpiénico (BALB/c > CD1), las cuales deben ser consideradas. El conocimiento en
profundidad de los mecanismos fisiopatologicos involucrados en el escorpionismo por T.
discrepans y otros escorpiones de interés médico en nuestro pais. y la puesta a prueba de
farmacos capaces de interferir con el desarrollo de los mismos, permitiran nuevas aproximaciones

terapéuticas para el tratamiento exitoso de las victimas del escorpionismo.
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Figura 1. Condiciones de mantenimiento de los animales de laboratorio. Panel A, escorpion Tityus discrepans (la
tapa del envase ha sido removida). Panel B, ratones. Panel C, tenebrios (Tenebrio molitor). Panel D, grillos (Acheta

domesticus).

Figura 2. Extraccion del veneno de los escorpiones. Panel A, escorpién aculeando lamina de Parafilm®. Panel B,

detalle de las gotas de veneno en la lamina de Parafilm® (flecha).
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Figura 3. Calibracion con albimina sérica bovina (BSA) para determinacion de proteinas por el método de Lowry
(1951).
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