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RESUMEN

En Colombia el escorpionismo es un problema de salud publica, reportado como el
segundo accidente provocado por animales venenosos después del ofidismo con
1.783 casos (2006 al 2010) de los cuales el 25% pertenecen a los escorpiones
(Rodriguez-Vargas et al., 2012). Dada la importancia clinica debido a la frecuencia
de accidentes y a sus habitos sinantrépicos en areas densamente pobladas, la
toxicidad de sus venenos, la dificultad su del manejo por los centros de salud y los
pocos estudios sobre su fisiopatologia vascular, nos llevé en esta investigacion a
determinar la accién del veneno total del escorpion Centruroides margaritatus
(VCCm) del valle geografico del Patia; mediante un sistema in vivo, se determiné de
la presion arterial usando un método no invasivo, ademas de la cuantificacion de los
niveles de electrolitos (Na*, K*, Ca?*) de ratas cepa Wistar, inoculadas con dosis sub-
letales del VCCm. Seguidamente, se realizaron experimentos ex vivo, usando la
técnica de bafio de 6rgano aislado para determinar el efecto directo del VCCm en
anillos aérticos de ratas. Se realizaron curvas acumulativas de concentracion del
VCCm (10 pug a 600 pg) con diferentes tratamientos (L-name, Indumetacina,
Seratrodast y Prazocina). Se encontré un incremento de la presion diastdlica, asi
como un aumento significativo de los niveles séricos de Ca?*. Los resultados ex vivo
permiten identificar una accion directa VCCm sobre el tono vascular
(vasoconstriccion) sobre los receptores alfa 1 adrenérgicos y parte de esta respuesta
ser inhibida por el endotelio. Se concluye que el efecto vasomotor del VCCm, puede
alterar de la presién arterial sistémica o de los niveles séricos de electrolitos. Este
trabajo ayuda a tener una mejor comprension del tratamiento clinico del

envenenamiento en el monitoreo de la presion arterial y afecciones cardiovasculares;



igualmente es un aporte adicional a patologias relacionadas a canales ionicos y

mejorar la comprension de los mecanismos.



1. INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera al escorpionismo un problema
de salud publica desatendido (OMS, 2018), siendo el segundo accidente mas
prevalente de animales ponzofiosos a nivel mundial, especialmente en paises
tropicales con cerca de 1,2 millones de picaduras al afio y mas de 3.250 muertes. Se
reporta un gran numero de casos de envenenamiento en América latina,
especialmente en México y Brasil con 200.000-250.000 y 8.000-21.000 casos por
ano respectivamente (Chippaux y Goyffon, 2008). En Colombia existen pocos
registros sobre el accidente escorpionico, sin embargo entre los afios 2006 a 2010 se
reportaron 441 casos de picaduras sin registro de muertes por este accidente
(Rodriguez-Vargas et al., 2012). A pesar de que la mortalidad por escorpionismo
puede parecer baja, los niflos menores de 15 afios representan el 32% de las
victimas fatales y los servicios de salud lo manejan con dificultad, sin embargo, en
una evaluaciéon global de epidemiologia, se precisa la gestion y el tratamiento frente
a la gravedad del envenenamiento principalmente en nifios, para establecer el

prondstico e instituir tratamientos adecuados (Chippaux y Goyffon, 2008).

Actualmente existen 21 familias de escorpiones descritas en el mundo. La familia
Buthidae una de las mas estudiadas debido a su importancia médica, constituida por
91 géneros y 1.139 especies (sp) de escorpiones extendidos en todo el mundo (Rein,
2012). En Colombia esta familia esta representada por 5 géneros: Ananteris,
Microtityus, Rhopalurus, Tityus y Centruroides, (Guerrero-vargas et al., 2013). Dentro
del género Centruroides encontramos las sp: C. grasilis, C.edwarsii, C. danieli y C.

margaritatus (Armas et al., 2012).

El envenenamiento ocasionado por escorpiones de la familia Buthidae es de gran
interés para la comunidad cientifica debido a que su veneno es una mezcla
bioquimica compleja, formada por proteinas neurotdoxicas de bajo peso molecular,
gue ejercen su accion sobre canales ionicos, ocasionando efectos nocivos en sus

victimas (Saldarriaga y Otero, 2000; Guerrero-vargas et al., 2013). Este veneno



también induce una respuesta inflamatoria de manera sistémica, lo que produce la
liberacion de neurotransmisores y catecolaminas, que adicionalmente liberan
hormonas peptidicas y vasoactivas como el neuropéptido-Y y la endotelina (D’'Suze
et al., 2003).

El cuadro clinico del envenenamiento depende de la predominancia de los efectos
colinérgicos y adrenérgicos o de la combinacién de ambos, clasificando los signos y
sintomas en categorias segun su gravedad; la primera, incluye eventos locales como
dolor severo y eritema; la segunda: ataxia, sudoracion, salivacion, nauseas y
vomitos; la tercera: priapismo, diarrea, incoordinacion, broncoespasmos; y en la
cuarta categoria, se observan manifestaciones cardiorrespiratorias, neurolégicas y
hemodindmicas mas graves (Cupo et al.,, 2007; Khattabi et al., 2011). Se ha
demostrado que el envenenamiento por escorpiones resulta en manifestaciones
cardiovasculares, como alteraciones de la presion arterial sistémica y alteraciones
del ritmo cardiaco, generalmente ocasionado por los géneros Centruroides, Tityus,

Leiurus, Androctonus y Buthus (Zlotkin et al., 1978).

La capacidad de las toxinas para activar el sistema cardiovascular juega un papel
importante en la morbilidad y letalidad del envenenamiento del escorpién C.
margaritatus. La mayoria de las acciones de las toxinas de diferentes especies de
escorpiones son indirectas, debido a la liberacién de neurotransmisores adrenérgicos
y colinérgicos, y por esto el tratamiento después del envenenamiento esta dirigido a

la inhibicion de estos receptores adrenérgicos y colinérgicos (Teixeira et al., 2001).

Estudios de efectos vasculares relacionados con el envenenamiento producidos por
el escorpion C. margaritatus, apuntan a demostrar la actividad del veneno de manera
indirecta sobre el tejido vascular (Bonilla, 2010; Galindez-Cerén, 2014), sin embargo,
hay carencia de estudios relacionados con la actividad directa del veneno en el tejido
vascular, por lo anterior es importante evidenciar ¢si existe 0 no una accion directa
del veneno completo de C. margaritatus en endotelio o musculo liso vascular (mlv)? y
de ser asi ¢,su efecto es vasoconstrictor o vasodilatador y si tiene alguna relacion con
la PA o los electrolitos séricos?, lo cual puede ser un punto de partida para contribuir

a mejorar el tratamiento clinico por envenenamiento escorpionico en Colombia.



2. JUSTIFICACION

En Colombia la picadura de escorpidn constituye un motivo frecuente de consulta en
algunas regiones del pais con altos niveles de incidencia, especialmente en areas
rurales, no obstante el pais cuenta con pocos registros que permitan definir con
certeza la magnitud del escorpionismo (Barona et al., 2004). Hasta la fecha ni el
Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA, 2018) ni el Instituto
Nacional de Salud de Colombia cuentan con un registro epidemioldgico obligatorio
para los accidentes escorpidnicos, y mucho menos se cuenta con una suficiente

produccion de antivenenos especificos (Gomez et al., 2002).

La especie C. margaritatus, objeto de esta investigacion se ubica geograficamente
en el Valle del Patia Departamento del Cauca, entre la cordillera central y occidental,
presentando una alta incidencia del accidente escorpionico en los habitantes de esta
zona (Marinkelle, 1965; Galindez, 2014) , sin embargo, el veneno de esta especie
posiblemente no es el mas agresivo en comparacion con otras especies y las tasas
de mortalidad son bajas, aunque se han reportado casos letales en nifios y en
ancianos (Borges et al., 2011). Las investigaciones previas realizadas para esta
especie se han basado en algunas actividades biol6gicas de los componentes del
veneno, fraccionamiento y caracterizacion de toxinas como la Margarotoxina (Garcia-
Calvo et al., 1993), manifestaciones clinicas del envenenamiento, como la dosis letal
50 (DLso) y caracterizacion protedmica incluyendo dos nuevas toxinas (Guerrero-
Vargas, 2008).

El veneno de C. margaritatus contiene entre otras moléculas, péptidos
correspondientes a toxinas son modeladoras de los canales Na* y otras que
bloquean los canales de K* que estimulan la actividad en la unién neuromuscular
reportando sintomas frecuentes como: aumento de T° corporal, nauseas, vomitos,
vision borrosa, cambios de la frecuencia respiratoria, ademas de presentar efectos
sistémicos como midriasis, ataxia, piloereccién, lo cual clasifica este veneno como
neurotéxico, sumando a esto los efectos cardiotéxicos y hemodinamicos (Marinkelle,
1965; Guerrero-Vargas, 2008; Duefias-Cuellar, 2014).



La mayoria de las toxinas del veneno tienen un efecto indirecto debido a la liberacion
de neurotransmisores adrenérgicos y colinérgicos, pero se ha evidenciado que la
accion del veneno no solo depende de la liberacion de neurotransmisores, sino
también de un efecto directo del veneno (Teixeira et al.,, 2001). Actualmente, los
estudios con 6rgano aislado, han permitido evaluar de forma directa las alteraciones
gque se pueden generar en un 6rgano de interés, de manera que la respuesta no se
ve afectada por otros sistemas (D’Suze et al., 2003; Ramirez et al., 2007). Teniendo
en cuenta lo anterior se puede hipotetizar sobre un efecto directo del veneno en el
musculo liso o en el endotelio, lo cual permite un conocimiento mas amplio sobre las
propiedades del veneno de esta especie, que sirvan como base de futuras

investigaciones en el campo de la farmacologia y la biotecnologia.



3. MARCO TEORICO

3.1. Los escorpiones

Son artrépodos muy antiguos (400 millones de afos), distribuidos en zonas
tropicales y subtropicales del mundo, viven en areas secas y templadas desde el
nivel del mar hasta altitudes de 2.800 msnm, son de habitos nocturnos generalmente
extradomiciliares (ocultos en grietas, bajo rocas, troncos, etc), o domiciliares
(paredes, techos y dentro de las habitaciones) (Puerta Garcia y Mora, 2014; Teruel y
Melic, 2015).

El cuerpo de un escorpion esta dividido en: prosoma, mesosoma y metasoma. Los
segmentos del prosoma estan cubiertos por una especie de caparazén, el
opistosoma es alargado, segmentado y dividido en mesosoma y metasoma de siete
y cinco segmentos, respectivamente, el telson es en forma de aguijon, con glandula

de veneno (Brusca & Brusca, 2003); figura 1.
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Figura 1. Morfologia externa del escorpion A vista dorsal. Fuente: modificado de Flérez
2007. B: Espécimen de C. margaritatus. Individuo colectado en el Valle del Patia (hembra
adulto). (Fotografia: Andrés Olaya 2018).



Los escorpiones de la familia Buthidae son reconocidos morfolégicamente por tener
pinzas en sus pedipalpos, esternon en forma triangular y espina debajo del aguijon,
por lo general son especies de coloraciones opacas; en contraste con otras familias
qgue viven en Colombia, que son de colores brillantes, tienen pinzas robustas y de
tamafio moderado y no tienen la espina debajo del aguijén, en cuanto al género
Centruroides posee entre 8 y 9 hileras oblicuas de denticulos que tienen en los
bordes internos de los dedos de las pinzas, ademas, tienen cuerpos mas delgados y
marrones, con patas de color marrén amarillento, figura 1. B. (Gébmez y Otero, 2007,

Guerrero-vargas et al., 2013)

C. margaritatus es de tamafo moderado a grande (65-90 mm de longitud total) figura
1. B, de color pardo oscuro casi uniforme, por lo general con la parte ventral y el
metasoma mas palidos, excepto las quillas por su coloracibn méas oscura, con
pedipalpos escasamente pilosos, sin cerdas notables sobre la pinza, peines con 24 a
28 dientes, metasoma: con cuatro pares de macrocerdas ventrolaterales; telson con
la vesicula globosa; tubérculo subaculear pequefio, ligeramente separado de la base

del aguijén (Armas et al., 2012).

3.2. Distribucion geogréafica en Colombia y clasificacion taxondmica de C.
margaritatus

Colombia tiene 5 géneros de escorpiones: Ananteris (13 sp.), Microtityus (2 sp.),
Rhopalurus (1 sp.), Tityus (30 sp.) y Centruroides (4 sp.), pertenecientes a la familia
Buthidae, la cual contiene los géneros que representan un riesgo para la salud
humana en Colombia como lo son: Centruroides con cuatro espécies (C. gracilis, C.
danieli, C. edwardsiie y C. margaritatus) que se distribuyen en la region del Caribe y
en los Bosques secos de los valles andinos de los rios Magdalena y Cauca (figura 2),
sin embargo, se considera que algunas especies tienen mayor importancia médica
debido a la frecuencia de accidentes y a sus habitos sinantrépicos en areas
densamente pobladas, en lugar de la toxicidad de sus venenos (Guerrero-vargas et
al., 2013; Barona et al., 2004). Para C. margaritatus restringieron la distribucion

geografica al noroeste de Sudamérica; noroeste de Perl, Ecuador y suroeste de



Colombia (Valle del Cauca, Cauca y Narifio), también introducida en Cuba y Jamaica
(Armas et al., 2012).
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Figura 2. Distribucién geografica y altitudinal de C. edwardsii, C. margaritatus (en rosado) y
T. pachyurus en Colombia. Tomado de Guerrero-Vargas et al., (2013).

Clasificacion Taxonémica

Reino: Animalia

Subphilum: Chelicerata

Filo: Arthropoda

Clase: Arachnida

Orden: Scorpiones

Familia: Buthidae

Género: Centruroides

Especie: Centruroides margaritatus

Tabla 1: Clasificacion taxonémica de C. margaritatus (Gervais, 1841)

3.3. Escorpionismo
El escorpionismo es un cuadro clinico causado por una picadura de escorpién. En
América Latina, el escorpionismo ocurre desde Norteamérica a Centroamérica con

un elevado numero de casos en paises como México, Panama y en Sudamérica



como Colombia, Venezuela, Argentina y Brasil (Roodt, 2015). Las especies del
género Centruroides presentan un alto grado de toxicidad en sus venenos,
plasticidad ecolbégica, gran capacidad reproductora y una amplia distribucion,
convertidas en especies oportunistas, potencialmente peligrosas para el hombre
(Goémez y Otero, 2007).

A partir de 2008 Colombia aparece en la lista global de paises afectados por el
escorpionismo severo (Chippaux y Goyffon, 2008). Barona et al. (2004), expone que
en Colombia algunas de las especies son de importancia médica y representan un
riesgo para la salud humana, entre ellas Centruroides y Tityus pertenecientes a la
familia Buthidae, distribuidos en Bosques secos de los valles andinos, en los rios
Magdalena, Cauca, y en la region Caribe, con una mayor frecuencia de accidentes

en areas densamente pobladas.

En un reconocimiento parcial de estadisticas nacionales acerca de la accidentalidad
por animales venenosos en Colombia entre 2006 y 2010, se reportd 1.783 casos de
los cuales el 25% pertenecen a los escorpiones, con mayor incidencia en Antioquia,
Valle del Cauca, Cundinamarca, Cauca, Tolima, entre otros; siendo el escorpionismo
el segundo accidente mas frecuente después de la mordedura de la serpiente en
Colombia (Rodriguez-Vargas et al.,, 2012), los casos de escorpionismo en estas
regiones muestran que la poblacion con mayor riesgo de envenenamiento sistémico
son los niflos menores de 10 afios reportando a Tityus y Centruroides como los

principales responsables de envenenamientos (Gomez et al., 2002; Bolivar, 2015).

Los diversos grados de riesgos causados en el accidente escorpionico dependen de
una serie de factores como: la especie, la agresividad (que puede conducir a una
serie de picaduras simultaneas), la capacidad de produccién de veneno en su
glandula, la edad, el peso, la respuesta individual de la victima, la cantidad y la
concentracion del veneno inyectado (Chippaux y Goyffon, 2008). Adicionalmente el

escorpionismo se clasifica en cuatro categorias segun su sintomatologia (tabla 2).



Manifestaciones
locales

Manifestaciones
sistémicas leves

Manifestaciones
sistémicas moderadas

Manifestaciones
sistémicas severas

Parestesias
Dolor localizado
Sudoracion

Cefalea
Nauseas
Palidez

Confusion
Ansiedad

Arritmias ventriculares
Hipotension
Bradicardia

Colapso cardiovascular

Equimosis local

Salivaciéon escasa

Incoordinacion

Insuficiencia respiratoria

Eritema Emensis aislada Diarrea Edema pulmonar
Hiperestesia Rinorrea Diastonias Ataxia

Mioclonias
Sensacion de Sudoracion Broncoespasmo Compromiso neuroldgico
quemadura Odinofagia Priapismo (coma)
Erupcion bulbosa  Fasciculaciones locales  Emesis recurrente Pancreatitis

Status convulsivo
Tabla 2. Clasificacion clinica del accidente escorpiénico en Colombia. Tomado de Guerrero-

Vargas et al., (2013).

3.4. Veneno de escorpiones

En paises de América como Brasil, México y Venezuela, ademas paises como
Arabia, Israel, Africa, entre paises europeos y del medio oriente, se han llevado a
cabo diferentes investigaciones relacionadas con efectos clinicos, vendémica y
protedmica de las especies escorpidnicas de mayor letalidad. El veneno escorpionico
es una mezcla compuesta por gran cantidad de péptidos basicos que contiene
diferentes tipos de neurotoxinas de bajo peso molecular, poseen niveles bajos de
actividad enzimatica y diferentes sustancias organicas como lipidos, carbohidratos,
nucledsidos, nucleotidos, aminoacidos libres e inorganicas como diversos iones
producidos para depredacion, digestion y la proteccién (Sitprija y Sitprija, 2012;
Gwee et al., 2002)

El veneno de los escorpiones de la familia Buthidae son excelentes modelos para los
estudios de la relacion de estructura y funcion de proteinas, que a la vez intervienen
en el funcionamiento de canales i6nicos dependientes de voltaje presentes en las
células de diferentes tejidos. Todas estas toxinas producen una perturbacion severa
de los procesos de excitacion y conduccion del impulso nervioso, ademas de alterar
los procesos neuroquimicos induciendo una liberacion desorganizada de
neurotransmisores como la acetilcolina, adrenalina y éxido nitrico (Saldarriaga y
Otero, 2000; Roodt, 2015; Guerrero-vargas et al., 2013). De manera general, el

veneno de la especie C. margaritatus del Valle del Patia, se ha catalogado como



neurotoxico, con la dosis letal 50 (DLso) de 42,83 mg/k, que permitié considerarlo un
veneno moderadamente toxico (Guerrero-vargas, 2002). ElI veneno de C.
margaritatus esta compuesto en un 54% de toxinas de cadena corta que son
bloqueadores de los canales de K*; 13% de toxinas de cadena larga, que son
modeladoras de los canales de Na* y un 33% péptidos mas pequefios raramente
descritos, ademas dos nuevos caracterizados quimicamente como: margatoxina 2

(MgTx2) y margatoxina 3 (MgTx3) (Guerrero-Vargas, 2008).

3.5 La presion arterial media

La presion arterial promedio durante un ciclo cardiaco se denomina presion arterial
media (PAM), representa la fuerza de conduccion del flujo sanguineo a través de la
cisterna cardiovascular, que es el punto méas elevado de la aorta, teniendo en cuenta
que la sangre viaja a través del sistema circulatorio. La presion sistélica aumenta y la
presion diastolica disminuye con una declinacion generando la PAM. En cuanto a la
importancia de la PAM esta reside en la aplicacion que tiene este dato, en la

interpretacion de un episodio de Hipotension arterial (Coranguez Reyes, 2010).

La presion arterial (PA) puede ser definida como la fuerza ejercida por la sangre
sobre la pared de las arterias, el valor maximo de esta, se alcanza durante el periodo
de expulsién sistolica y el minimo al final del periodo de diastélico. De ahi, que al
valor de P maxima se le denomine Presion sistolica (PS) y al valor minimo presion
diastolica (PD). La diferencia numérica entre los valores de la PS y PD constituye la
presién de pulso o presion diferencial, y la presion arterial media (PAM) es la media
aritmética de los valores de las presiones sistélica y diastolica. La presioén arterial
media funcional es mucho mas dificil de determinar debido a la diferente duracion de
los periodos de sistole y diastole. Esta presion determina el grado de irrigacion de los
tejidos y puede estimarse con una aproximacion aceptable por medio de la férmula:
PAM = Ps + 2/3 Pd (Rinaldi y De la Serna, 2015).

3.6 Electrolitos Ca**, Na*, K*
Los electrolitos son minerales necesarios para el desarrollo de determinadas

funciones de las células que contienen particulas con carga positiva 0 negativa
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(iones), cada electrolito estd distribuido de forma diferente en el cuerpo; en las

células (intracelulares) o en el flujo sanguineo (extracelulares) (Arronte, 2013).

El potasio (K*) se encuentra en el cuerpo humano dentro de las células (intracelular),
y solo una pequefia fraccion en el flujo sanguineo fuera de las células, el potasio es
importante para la funcion eléctrica de todas las células del cuerpo, y especialmente
para las células musculares y nerviosas, que dependen para su funcion de un valor
normal de potasio. En cuanto al sodio es uno de los minerales necesarios en el
cuerpo en grandes cantidades, su contenido en la sangre influye en la cantidad de
liquido en la circulacion sanguinea (Gimenéz, 2015). Los iones sodio (Na*) y potasio
(K*) junto con los de cloruros y el bicarbonato constituyentes de los liquidos
corporales juegan un papel muy significativo en el mantenimiento normal de la
distribucion del agua entre las células, el plasma y el liquido intersticial, otro papel
importante del Na y el K es permitir un ambiente favorable para la contraccion

muscular normal (Arronte, 2013).

El calcio desempefia un papel en la contraccion muscular, la coagulacion de la
sangre, la liberacibn de hormonas y el control de la actividad de las enzimas
(compuestos que regulan el metabolismo), también afecta la permeabilidad de las
paredes celulares, por lo que una deficiencia de este electrolito favorece los
calambres, mientras que un nivel mucho mayor de calcio causa sintomas graves
como alteraciones del ritmo cardiaco o puede afectar la actividad cerebral (Gimenéz,
2015).

3.5. Fisiologia de la contraccién del musculo liso

El tejido muscular liso o visceral esta formado por haces o fasciculos de fibras
musculares rodeadas por vainas de tejido conectivo, con inervacién a cargo del
sistema nervioso autbnomo (por lo que la contraccién es involuntaria), el cual
produce constriccion de los vasos sanguineos, de las vias respiratorias, tubo
digestivo y la vejiga. Los tipos de musculo liso son: el multiunitario que se ejerce
principalmente por sefiales nerviosas y el musculo liso unitario ejercido por estimulos

no nerviosos, donde el flujo i6nico simple sin potenciales de accion pueden viajar
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desde una fibra a otra y hacer que se contraigan simultaneamente (Whyton y Hall,
2006).

La contraccion del musculo liso es regulado por actina y miosina que interactdan
entre si en el proceso de contraccion del musculo liso por un aumento de los iones
de calcio en medio intracelular, el cual puede estar producido por la estimulacion
nerviosa de fibras de musculo liso, estimulacion hormonal, distencion de la fibra o
incluso cambios en el ambiente quimico de la fibra, sin embargo, el musculo liso no
contiene Troponina, por lo que la contraccion del musculo liso es activada por la
combinacion de los iones de calcio con la Calmodulina (Kierszenbaum, 2011) figura
3.

ECF

Reticulo
sarcoplasmlco

Inactivo
ccLm C

CtIVO
CLM D

0
a }@@

Inactivo miosina Activo ATPasa
miosina

Tensiéon muscular
aumenta

Figura 3. Esquema de contraccién en musculo liso: aumento de Ca** citosdlico es la
sefial para la contraccion: A aumento intracelular de Ca*™ y liberacién del reticulo
sarcoplasmico. B: Ca** se une a Calmodulina (CaM). C: Ca* mas calmodulina activan la
cinasa de cadenas ligeras (CCLM). D: CCLM fosforila las cadenas ligeras de las cabezas de
miosina y aumenta actividad de la miosina ATPasa. E: los puentes cruzados de miosina
activos se deslizan a lo largo de la actina generan tension muscular (Chicharro y Mojares,
2008).
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3.6. Receptores muscarinicos

Farmacologicamente, los receptores colinérgicos se subdividen en muscarinicos y
nicotinicos al obtener respuesta de ciertos agonistas y antagonistas colinérgicos,
anatdmicamente los receptores muscarinicos se encuentran en los efectores
autondmicos con inervacion parasimpatica como: musculo liso, corazén y glandulas
(Rothlin, 2003). Los receptores muscarinicos se encuentran acoplados con proteinas
G, que pueden ejercer gran variedad de acciones intracelulares, segun el tipo de
proteina G a la que se encuentren acoplados. Estos receptores incluyen respuestas
rapidas o lentas, con activacion/inhibicion de diversas vias de mensajeros
intracelulares 0 segundos mensajeros, donde las cuatro vias principales estan
mediadas por AMP ciclico, GMP ciclico, iones Ca** y por productos de la hidrolisis de

fosfato de fosfatidilinositol (Flores y Segura, 2005).

3.7 Endotelio

Es la capa celular de los vasos sanguineos y el corazon entre la sangre y el resto de
los tejidos, producen y liberan sustancias activas que actian como mensajeros,
responde a estimulos de sustancias quimicas, estimulos mecéanicos como los
cambios de la presion arterial y distension de las paredes, controla el paso de los
solutos y algunas células sanguineas, regulando el tono vascular liberando
sustancias tanto vasodilatadoras como vasoconstrictoras que mantienen un
permanente equilibrio del tono vascular y un flujo normal en los vasos (Coloccini,
2003; Duboscq, 2017).

3.7.1. Fisiologia del Endotelio

En el tono vascular, el endotelio detecta los cambios tanto de presion como de
tensiéon de la pared del vaso asi como también estimulos que provocan las
sustancias vasoactivas circulantes liberadas por las plaquetas y leucocitos y el shear
stress respondiendo con la sintesis y liberacion de sustancias vasoactivas (tabla 3)
(Coloccini, 2003; Duboscq, 2017).

Vasodilatadoras Vasoconstrictoras
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Oxido Nitrico (ON) Angiotensina Il (A Il) de accién
constrictora directa e indirecta a
Bradicinina través del estimulo para la liberacion
de la Endotelina (ET-1)

Prostaciclina .
Tromboxano A2 que es un metabolito

Factor Hiperpolarizante derivado del del &cido araquidénico
Endotelio (EDHF) a través de cambios en _
la polarizacién de la membrana Prostaglandina H2

Tabla 3: Principales sustancias vasodilatadoras y vasoconstrictoras del endotelio.

3.7.2 Seratrodast e Indometacina

Son agentes antiinflamatorios no esteroideos, que ademas de las acciones
antiinflamatorias, tienen acciones analgésicas, antipiréticas e inhibidoras de
plaguetas. Actian bloqueando la sintesis de prostaglandinas mediante la inhibicion
de ciclooxigenasa, que convierte el acido araquidénico en endoperoxidos ciclicos,
precursores de las prostaglandina (Rojas, 2005). La inhibicion de la sintesis de
prostaglandinas explica sus acciones analgésicas, antipiréticas e inhibidoras de
plaquetas, otros mecanismos pueden contribuir a sus efectos antiinflamatorios.
Seratrodast es un antagonista del receptor de tromboxano A2 (TXA2) y el
mecanismo de accion de la indometacina es como un inhibidor de la ciclooxigenasa
(bloquea COX 1y COX 2) (Base de datos PubChem).

3.7.3. L-name

Enzima Inhibidora de compuestos 0 agentes que se combinan con una enzima de tal
manera que impiden la combinacion sustrato-enzima normal y la reaccion catalitica.
El éster metilico de Nomega-Nitro-L-arginina (L-name) es un inhibidor no selectivo

del oxido nitrico sintasa. (Base de datos PubChem).

3.7.4. Prazosina

Es un antagonista adrenérgico alfa-1 selectivo utilizado en el tratamiento de la
insuficiencia cardiaca; hipertension; enfermedad de raynaud; hipertrofia prostatica; y
retencion urinaria. (Base de datos PubChem). La prazosina no activa la liberacion de
norepinefrina, causa vasodilatacion periférica debido a la inhibicion selectiva y
competitiva de los receptores adrenérgicos alfa 1 postsinapticos vasculares,
reduciendo asi la resistencia y la presion arterial vascular periférica (Administracion

Nacional de Medicamentos, 2015)
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4. ANTECEDENTES

Se consultaron bases de datos como Science Direct, Scopus, EBSCO, Google
Academic, biblioteca y hemeroteca de la Universidad del Cauca. De los documentos
encontrados referentes a venenos de escorpiones, se eligieron los que se asocian a
efectos hemodinamicos, vasculares y cardiotoxicos, a partir de estos se presentan

los més relacionados a esta investigacion.

Estudios que involucran otras especies del género Centruroides, han investigado en
el desarrollo de posibles tratamientos anticancerigenos como antimicrobianos, a
partir de algunos de los compuestos activos del veneno (Garcia et al.,, 2003).
Ademas se ha caracterizado toxinas como la margaratoxina (Mtx) que tiene un efecto
bloqueador de los canales de kv.1 3 de potasio que estan implicados por ejemplo, en
la proliferacion inducida por VEGF (factor de crecimiento endotelial) donde el efecto
hiperpolarizante de este, es reducido significativamente por Mtx al bloquear los
canales de K* demostrando gran afinidad de esta toxina con el VEGF (Erdogan et al.,
2005). También tiene efecto bloqueador de los canales de K* en la relajacion
inducida por Epicatequina quien actia en vaso sanguineo (efecto independiente de
endotelio) donde la Mtx bloquea la accién de la epicatequina que pueden estar

implicados los canales kv1.3 (Marinko et al., 2018).

Los trabajos de investigacion realizados con el escorpion C. margaritatus se han
enfocado en estudiar la composicién de su veneno y el grado de toxicidad en
diferentes lineas celulares, actualmente se llevan a cabo un gran numero de
investigaciones con canales ionicos dependiente de voltaje. Marinkelle CJ. (1965),
realizd uno de los primeros trabajos de escorpionismo con el veneno de la especie C.
margaritatus de la ciudad Cali en el suroeste colombiano en esta investigacion se
encontraron que los sintomas mas comunes e importantes en 31 pacientes
envenenados fueron dolor, edema local y fiebre, 1-20 horas después de la picadura
hubo hiperventilacion intensa y salivacibn moderada, ademas determinaron la DLso
del veneno la cual fue de 59,9 mg / kg. Una de las primeras investigaciones
realizadas con este veneno fue llevada a cabo por Garcia-Calvo et al., (1993), con la

purificacion, caracterizacion y la biosintesis de la margatoxina (MgTx), un péptido de
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39 residuos de aminoacidos, que inhibe selectivamente canales de potasio

dependientes de voltaje.

Aflos mas tarde Guerrero-Vargas (2002), con la especie C. margaritatus del Valle del
Patia aportd6 conocimientos importantes en el aislamiento, purificacion y evaluacion
de neurotoxinas de esta especie (con 52 toxinas diferentes) y en la determinacion de
la DLso (42,83 mg/kg). Con efectos neurotoxicos, que permiten considerarlo como un

veneno moderadamente toxico.

Este mismo autor en el afio 2006, encontré que la especie C. margaritatus es capaz
de producir accidentes moderados y graves complicaciones en los seres humanos,
reitera que los venenos de escorpion son una mezcla compleja de péptidos que
ejercen su accion a través de la modulacion de canales i6nicos en membranas
biolégicas. Luego en el 2008, llevd a cabo la caracterizacion proteGmica del veneno
de C. margaritatus donde se muestra que el 54% son toxinas de cadena corta (2,5 a
6,0 kDa) son blogueadores de los canales de K*; 13% de toxinas de cadena larga
(6,5 a 8,0 kDa), que son moduladoras voltaje dependientes de sodio y el 33% de los
componentes presentes en veneno son péptidos mas pequefios (2,0 kDa) raramente
descritos. De los 91 componentes de masa molecular distintas, fueron aislados y
caracterizados dos nuevos péptidos, la margatoxina 2 (MgTx2) y margatoxina 3
(MgTx3) (Guerrero-Vargas, 2008).

Duefias (2009), evalta el efecto toxico, citotéxico y genotoéxico del VCCm in-vivo,
identificando el efecto neurotéxico y cambios en los canales i6nicos dependientes de

calcio, asi como la induccion de rupturas en el ADN.

En el Perd, se aisl6 y -caracteriz6 parcialmente un péptido con actividad
antibacteriana del veneno del escorpion de C. margaritatus, que mostro ser el
péptido que representa aproximadamente el 3% (con un peso molecular de 7,3 kDa)
composicién proteica total del veneno (Rivera et al., 2010). Ademas, en otro estudio
se evalug el efecto renal, generado por el veneno del escorpion C. margaritatus en
rinon aislado de ratas y la citotoxicidad en células MDCK (Galindez-Cerén, 2014).
También se ha realizado el aislamiento y caracterizacion de componentes citotéxicos

(fracciones F24, F30 e F31), citoliticos sobre la bacteria patogénica Gram-negativa
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K. pneumoniae y Gram-positiva S. aureus con efecto inhibitorio aunque es nula la
actividad citolitica en los eritrocitos humanos y neurotoxicos presentes en el veneno
de C. margaritatus (Duefias-Cuellar, 2014)

Hasta el momento no se han llevado estudios que permitan evaluar el efecto
vascular generado por el veneno del escorpion C. margaritatus. Sin embargo, se han
realizado investigaciones con el veneno de escorpiones del género Tityus, donde
encontraron que el veneno de Tityus serrulatus, tiene efectos vasculares como
incremento de la presion arterial y de la resistencia vascular periférica con una
accion vasoconstrictora directa que afecta el flujo renal (De Sousa et al., 2005).
Casos clinicos muestran el aumento de la excrecion de catecolaminas, de
metabolitos (noradrenalina o norepinefrina) y renina plasméatica elevada, siendo
ademas considerable los efectos estimulantes del veneno en el sistema nervioso

autonomo (Gueron y Sofer, 1994).

Para otras especies de la familia Buthidae se han descrito efectos cardiotoxicos,
demostrando que la mayoria de las toxinas tienen un efecto indirecto debido a la
liberacibn de neurotransmisores adrenérgicos y colinérgicos, pero Teixeira y
colaboradores en 2001, evidenciaron una accion directa de T. serrulatus en corazon
aislado de rata, encontraron un aumento en la fuerza contractil inducido por el
veneno debido a que el efecto era directo sobre cardiomiositos. Para el veneno
escorpion con Androctonus bicolor con una aplicacion directa en el corazon, presenta
una caida de la frecuencia cardiaca posiblemente por un efecto directo del veneno

independiente de neutoransmisores (Abdel-Rahman et al., 2015).

A nivel vascular se ha encontrado que el efecto del veneno de Androctonus
crassicauda sobre aorta toracica aislada de conejo, el veneno aumenta la relajacion
inducida a bajas concentraciones de acetilcolina (ACh) pero en contaste a altas
concentraciones de ACh mas el veneno, causa vasoconstriccion que aumentan en el
tejido sin endotelio, lo que indica posiblemente una accion indirecta del veneno sobre
el muasculo liso al liberar el neurotransmisor de las terminaciones nerviosas

adrenérgicas (Tuncer y Onur, 1996)
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Efectos del veneno de C. margaritatus del Valle del Patia a nivel cardiotoxico y
hemodinamico, se han llevado a cabo estudios revisados en la hemeroteca de la
Universidad del Cauca, donde se determinan alteraciones provocadas por el veneno
total del escorpion C. margaritatus en dosis subletales en ratas cepa Wistar, a través
de evaluaciones electrocardiogréficas, utilizando diferentes dosis, y teniendo como
referentes grupo control positivo y negativo (Arenas Belalcazar, 2010). También se
ha evaluado la respuesta hemodinamica en rata del veneno total de C. margaritatus,

en dosis subletales encontrando un efecto hipotensor (Bonilla, 2010).

Finalmente, las propiedades biolégicas de las toxinas y sus acciones que aun se
desconocen, invitan a desarrollar investigaciones para entender las caracteristicas
filol6gicas, cardiotoxicas, vasculares y toxinolégicas que pueden presentar los
venenos de escorpion, haciendo valiosos aportes para diagnéstico, al tratamiento de
sus accidentes y el desarrollo de farmacos a partir de toxinas con potencial

terapéutico.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general
Evaluar el efecto vasomotor del veneno total de C. margaritatus y su relacién con la

presion arterial sistémica o los niveles séricos de electrolitos.

5.2. Objetivos especificos
e Determinar las alteraciones de la Presion Arterial Sistemica causadas por el
veneno completo de C.margaritatus.
o Evaluar alteraciones en los niveles de electrolitos Sodio, Potasio y Calcio, por
el veneno completo de C. margaritatus.

e Caracterizar el efecto directo del veneno completo de C. margaritatus sobre el
tono vascular en anillo adrtico de ratas Wistar.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio experimental con ensayos in vivo y ex vivo en ratas cepa
Wistar. En el sistema in vivo se realizaron pruebas séricas cuantificando los niveles
de electrolitos Na*, K*, Ca?*) de ratas cepa Wistar, inoculadas por via intraperitoneal
(Via IP) con dosis sub-letales del veneno completo del escorpién C. margaritatus
(VCCm) observando el efecto sistémico y la determinacion de la presion arterial
media (PAM) mediante un método no invasivo. Para los experimentos ex vivo, se uso
la técnica de bafio de 6rgano aislado para determinar el efecto del VCCm en anillos

aorticos.

6.2. Sitio de colecta de individuos y mantenimiento en cautiverio.

Se realizaron 3 colectas en el valle del Patia, vereda guadualitos en el municipio del
Patia, Departamento del Cauca, a una altitud de 550 m.s.n.m. Se realizé colecta libre
entre las 14:00 y las 18:00 horas (permiso de colecta R 0152 de 02/15/2015 de
ANLA, Colombia). Los escorpiones se mantuvieron en terrarios de plastico en el
Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad del Cauca (CIBUC),
alimentados con grillos y cucarachas cada 15 dias y con agua ad libitum, con un

tiempo maximo de cautiverio de 7 a 8 meses.

6.3. Obtencion del veneno.

El veneno se obtuvo de 80 escorpiones adultos a los cuales se les realizo una
extraccion cada 25 dias durante los meses que permanecieron en cautiverio, el
veneno fue extraido por estimulacion eléctrica del telson, utilizando un generador de
impulsos eléctricos DC Square Wave Stimulator 1999 (824151IS Lafayette
instrument company), la técnica fue estandarizada por Guerrero (2002), la cual
consiste en introducir el telson del escorpion en un tubo eppendorf, posteriormente,
se aplica un impulso eléctrico en el cuarto segmento del abdomen, y de esta manera
se recoge gota a gota el veneno (figura. 4) con aspecto lechoso; se limpia el veneno
centrifugando a 15.000 rpm a 4°C durante 15 minutos; se liofilizé el sobrenadante en

tubos eppendorf de 1,5 ml y se almacen¢ a -20°C hasta el momento de su uso.
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Figura 4. Extraccién de veneno de C. margaritatus en tubos eppendorf. A: electrodos + y —

causando el estimulo B: gota de veneno. (Fotografia: Mary Bueno, 2018).

6.4. Modelos experimentales

Se utilizaron ratas Rattus norvegicus cepa Wistar, machos, de 300 + 50g de peso.
Criados bajo las siguientes condiciones: en cajas de polipropileno a una temperatura
de 22 + 2 °C, con alimento especial rodent diet y agua ad libitum en Biotério de la
Universidad del Cauca-CIBUC. El uso de los individuos experimentales se realizo
siguiendo las normas y requerimientos bioéticos del Ministerio de Salud Nacional
como lo estipula la resolucion 008430 de 1993. Aprobado el aval por el Comité de
Etica en Investigaciones de la Universidad del Cauca, mediante el acta N° 9 del dia
14/12/2016 (ID 4681).

6.5. Medicion de la presion arterial (PA)

Se selecciond al azar un grupo de 5 ratas macho, normotensas, de 3 meses de
edad. Cada individuo fue anestesiado con Pentobarbital Sodico (Penthal, Invet, S.A.)
dosis 60mg/kg (via I.P). Una vez comprobada la sedacion, se procedio a colocar en
la cola del animal un tensiémetro acoplado al transductor piezoeléctrico, conectado a
un amplificador de pulsos y un escaner. Los datos del amplificador se enviarén a un
equipo de adquisicién de datos (MP100 data adquisition System-BIOPAC, figura 5) y
analizados con el software Acknowledge 4.1 BIOPAC. Este Software arrojo los datos

de presion sistdlica y diastolica para hallar la PAM. Los registros se realizaron con la
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ayuda de un equipo de tension arterial no invasivo (IITC six chanel NIBP). Para cada
modelo experimental, se le realizaron 7 registros en diferentes tiempos durante 90
minutos; el primer registro fue el control interno (primeros 30’), posteriormente se
inoculd el veneno (80% de la DLso) y se realizaron los siguientes 6 registros (t1=10’,
t2=20’, t3=30’, t=40’, t=50’, t=60’) cada 10’ en los 60 minutos restantes.

Figura 5. Equipo para medicion de presién arterial no invasiva. A: Tensiometro de cola. B:
Computador. C: Amplificador. D: Transductor Piezoeléctrico. (Fotografia: Margarita Romero
2018).

6.6. Niveles de electrolitos (Na*, K*, Ca*™)

Las ratas fueron distribuidas al azar en 5 grupos experimentales (n=4), para cinco
repeticiones. Un individuo del grupo fue inyectado, via IP, con solucién salina 0.9%
como control y los otros tres (via IP) con dosis de veneno DLio =20%, DL2o =40%,
DL4o =80% de la DLso respectivamente. Las dosis se establecieron a partir de la DLso

(42,83 mg/k) determinada previamente por Guerrero-Vargas (2002).

Una hora posterior a la inoculacion del veneno, cada rata fue sedada con
pentobarbital sédico (Penthal, Invet, S.A) en dosis de 60mg/kg via IP. verificada la
sedaciéon (el animal pierde la conciencia y no hay movimientos), se realiz6 incisién

tordxica longitudinal media hasta ubicar la vena cava ascendente, de la cual se
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extrajo sangre usando un Jelco calibre 20G, la sangre fue almacenada en un tubos
Microtainer tapa amarilla con gel separador (microtainer IMPROMINI, tapa amarilla
Gel and clot activator 0,5 ml) se dejo reposar por 15 minutos, luego se centrifugd por
15 minutos a 3500 rpm con una temperatura de 15 °C para separar el suero y el

contenido celular.

El analisis de los niveles de sodio y potasio a través del método electrodo ion
selectivo (indirecto) y calcio mediante el método colorimetro (quimica liquida), estos
datos fueron obtenidos mediante un analizador de analitos ARCHITECT ci 8200 en el

Laboratorio Dinamica.

6.7. Obtencién del anillo adrtico

Se seleccionaron al azar un grupo experimental (n=11) de ratas macho Wistar, de
donde se extrajeron los anillos aorticos. Se preparé la solucion de Krebs-Henseleit
(pH 7,4) con la siguiente composicion (mM): NaCl 118,0, KCI 4,7, MgS0O4 1,2, CaCl2
2,5, KH2PO4 1,2, NaHCO3 25.0, glucosa 11,1 a 37 °C con 95% de Oz2y 5% de CO..
Luego los individuos fueron anestesiados con Tiopental (30 mg/kg, por via
IP.)(Gomez De Segura, 2012), y eutanasiados por contusion cervical, rapidamente
se realiz6 una incision preesternal en la cavidad torécica, se aisl6 la aorta toracica y
se sumergio en la solucion de Krebs-Henseleit a temperatura ambiente, se eliminé la
tunica adventicia que es la capa de tejido conectivo periadrtico de los vasos
sanguineos. Posteriormente se seccionaron las aortas en anillos de 3 a 4 mm de
longitud; de cada aorta se obtuvieron 5 a 7 anillos, a cada fragmento cortado se le
colocaron 2 piezas de alambre de acero triangulares para suspender en la cAmara

de bafio de 6rganos con 10 ml de solucién de Krebs-Henseleit (figura 7).
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Figura 7. Aorta montada en el bafio de 6rganos. A: Cadmara de o6rganos (modificado de
Batista-Lima); 1 Circulacién de agua destilada (37°C); 2 Hilo; 3 Transductor de fuerza; 4
entrada de oxigeno; 5 Descarte. Fuente: Modificado de Batista-Lima. B: Anillo de aorta en

alambres de acero triangulares. (Fotografia: Margarita Romero 2018).

6.8. Anillo adrtico

Se realizaron curvas de concentracion, usando 6 anillos como minimo pertenecientes
a tres ratas distintas para cada una de las curvas de los diferentes tratamientos
vasoactivos. En el primer tratamiento se realizaron curvas de concentracion -
respuesta con Veneno de C. margaritatus en; contraccion. En el segundo tratamiento
se realizaron curvas del VCCm mas los factores vasoactivos dependientes de
endotelio con lo son los reactivos: L-name e indometacina, Seratrodast, Prazocina
(en contraccion); donde los anillos fueron incubados previamente por 20 minutos con
los reactivos antes de realizar la curva de veneno. Por ultimo en el tercer tratamiento
se realizaron curvas en: contraccion con Cloruro de potasio (KCI), agonista del
receptor de tromboxano A, (U-46619), Fenilefrina (Fe) y relajacion con Carbacol
(Cch); donde los anillos fueron incubados previamente con VCCm para evaluar

efecto bloqueante del veneno C. margaritatus.

6.8.1 Bafio de 6rgano aislado
Para determinar la actividad vasoactiva directa del VCCm se utilizé el sistema de

bafio de érganos Panlab asociados a AD Instruments que trabajan con los sistemas
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de software Powerlab y LABChart y que brindan opciones avanzadas de informes de
datos (Panlab / Harvard Apparatus) (figura 6), obteniendo registros de las
alteraciones en el diametro de la luz vascular que promueven contraccion
(estrechamiento de la luz vascular) o relajamiento (aumento da luz vascular) del

anillo adrtico.

Figura 6. Partes del equipo de bafio de érgano aislado. A: Computador B: 95% 02, 5% CO2
C: Transductor, amplificador, termostato (37°C) D: Bafio de érganos y camara de 6rganos.
(Fotografia: Margarita Romero 2018).

Los anillos fueron sometidos a una tension basal de 2 g, esta tension se registro
usando un transductor de fuerza isométrica (ML870B60/CV, AD Instruments)
conectado a un sistema de adquisicion de datos digital (PowerLab ™ 8/30, AD
Instruments) (figura 6). Después de un periodo de acondicionamiento de los anillos
de al menos 60 minutos, se indujeron contracciones control con Cloruro de Potasio
(KCI) (40 mM), si el anillo supera los 0,5 g de incremento de tension, se considera
apto para el experimento. Después de lavar el sistema y adicionar nuevamente
solucién de Krebs-Henseleit se agrega Felinefrina (Fe) (30ul []3e’M) y transcurridos
10 minutos se agrega Carbacol (Cch) (100ul [][1e3M), para evidenciar que el tejido
endotelial, responde a la estimulacion vasoconstrictora y vasodilatadora
respectivamente; comprobando el estado funcional de cada anillo (figura 8. A) y se

repite el procedimiento al trabajar con un nuevo anillo, para posteriormente realizar
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cada uno de los diferentes tratamientos con el veneno de C. margaritatus (figura 8.
B).
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Figura 8. Registro de datos del tratamiento y respuesta del fragmento de aorta en una
camara de 6rganos. A: Proceso de acondicionamiento del anillo para el experimento B:
Curva de veneno en anillos adrticos previamente incubados por 20 minutos con L-name e

Indometacina.

Para determinar el efecto del veneno sobre del tono vascular en aorta de rata, se
realizaron curvas de concentracion del VCCm exponiendo el anillo adrtico a dosis
acumulativas desde 10ug, 50 pg, 100 pg, 200 pg, 300 pg, 400 ug, hasta completar
600ug de veneno en la camara de 6rganos, cada dosis se dejé en exposicion por un
intervalo de 10 minutos antes de adicionar la siguiente dosis. Las curvas de veneno
se realizaron en anillos adrticos integros (con endotelio), anillos lesionados de
endotelio (sin endotelio) y anillos expuestos a los reactivos L-name e Indumetacina
con el fin de saturar las vias de vasodilatacion el endotelio, estos ultimos fueron
incubados por 20 minutos antes de realizar la curva de veneno y tomar su registro
(figura 8. B).

Para precisar si el efecto del veneno sobre el tono vascular en aorta de rata es

dependiente o independiente de endotelio, se bloguearon las vias endoteliales
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incubando los anillos durante 20°con los reactivos: L-name e Indumetacina +
Seratrodast para un tratamiento y L-name e Indumetacina + Prazocina para el otro
tratamiento, posteriormente realizo la curva de veneno después de la incubacion y se

toma el registro del efecto del veneno en el musculo liso vascular.

Por dltimo se incubaron los anillos con veneno a una concentracion de 500ug
durante 20’, luego se realizaron curvas acumulativas de concentracion de los
siguientes reactivos: KCl, U-46 619 y Fe para encontrar un efecto del veneno a una

respuesta vascular a agonistas contractiles y vasorelajantes con Carbacol (Cch).

6.9. Analisis estadistico

Para las pruebas in vivo y ex vivo se realizo un disefio aleatorio, se uso la prueba de
Shapiro-Wilk para determinar normalidad y el test de Levene para homogeneidad de
varianzas; los contrastes de hipoétesis se realizaron utilizando ANOVA de una via con
comparacion multiple de Tukey. El nivel de significancia se estableci6 como P<0,05.
Todos los datos fueron analizados con el programa estadistico GraphPad Prism
5.0®.
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7. RESULTADOS

7.1.0. Sintomas presentados en los modelos experimentales.

Los sintomas frecuentes durante el proceso experimental de los individuos en este
estudio, demostr6 que el veneno de C. margaritatus proyecta su toxicidad
principalmente efectos sistémicos como midriasis, exoftalmos, priapismo, ataxia,

piloereccion, sialorrea y deposiciones liquidas (ver en anexol).

7.1. Presion arterial (PA)

Los resultados obtenidos de los valores de la PS, PD y PAM se muestran en la tabla
4 expresados como la Media + Error estandar, p<0.05, de los valores obtenidos de
todos los animales experimentales inoculados con la dosis 80% de la DLso del VCCm

el registro se realiz6 cada 10 minutos (t1 a t6) post inoculacion.

Tabla 4. A. PS, PD, PAM (mmHg) y grupo control, tratados con VCCm en los

diferentes tiempos de observacion (n=5) a una concentracion del 80% de la DL50.

Control T1 T2 T3 T4 T5 T6 D

(miig) 1037+15 1118495 104.6:7.1 99.8+65 1052+86 108463 1028:81 <0,94
PD 79+10 768:7.6 672+62 76+9 1052486 72,8466 692466 <0,013*

(mmHg)

(;ﬁh"g) 872411 861474 672462 7862  857+88 84562 804+66 <034

ANOVA * Estadisticamente significativo. Media + Error estandar.

En los resultados de la PS, no se encontré diferencia estadisticamente significativa
entre el control y los registros tomados en los tiempos t1- t6, no obstante, en t1 se
observa un leve incremento de la PS con un valor de 118 mmHg, luego desciende
manteniéndose estable en t2 a t6 (figura 9. A). En cuanto a la PD, al hacer el analisis
de comparacion multiple de Tukey's, se encontré diferencias estadisticamente
significativas entre el tiempo t4 (105,2 mm Hg) en comparacion con t2 (67,2 mm Hg),
t5 (72,8 mm Hg) y t6 (69,2 mm Hg). Sin embargo, no presenta diferencias con
respecto al control interno (79 mm Hg). Donde t4 es el mayor aumento de PD que se
registra y los tres ultimos tiempos disminuyen presentando una oscilacion de la PD
(figura 9. B).
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Figura 9. Evaluacion de la presion arterial: (A) PS, (B) PD y (C) PAM, del grupo control y

cada uno de los grupos tratado con VCCm en los diferentes tiempos de observacion (cada

10 min durante 1 hora) (n=5) a una concentracion del 80% de la DLso, *P<0,05 **p<0.01

La PAM se calculé ((2PD+PS)/3), los resultados reportan que estadisticamente no
hay diferencias significativas entre el control y los tiempos tl1 a t6, sin embargo se
observa una leve oscilacion de la PAM, inicialmente disminuye en t2, luego aumenta

en t4 y luego tiende a estabilizarse (figura 9. C).

PA presenta un comportamiento oscilacilatorio (figura 10) aunque estadisticamente

no es significativa a excepcion de la PD.
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Figura 10. Comportamiento de los valores de las medias de (™) PS, (A) PD Y (Y) PAM
cada 10 minutos durante una hora post inoculacion del veneno de C. margaritatus (n=>5).

7.2. Niveles séricos de electrolitos

Los valores obtenidos de los electrolitos: Na* k™ y Ca*™ se muestran en la tabla 5,
expresados como la Media + Error estandar, p<0.05, de los individuos inoculados
con la dosis 20, 40 y 80% de la DLso del VCCm tras una hora de exposicion post

inoculacion.

Tabla 5. Electrolitos de Na* k* y Ca** (mmol/L) del grupo control y cada uno de los
grupos (n=>5) tratado con VCCm a diferentes concentraciones del 20, 40 y 80% de la
DLso.

Control 20% 40% 80% p
Na* (mmolll)  139.5+2  140.7+1.48 138.9+1.78 1306';‘ <0,84
K* (mmol/L) 51+09 50424077 57+122 62+133 <086
Ca”(mmol/l) 874+0.13 874+014 9+015  96+03  <0,017*

ANOVA * Estadisticamente significativo. Media + Error estandar

El analisis estadistico de los resultados al aplicar Anova de una via se observa que
tanto para los niveles séricos de Na* como de K* no se observan diferencias
estadisticamente significativas en de los tres tratamientos de veneno con respecto al
control (figura 11. A, B), sin embargo, K* tiende a aumentar al incrementar las dosis
de veneno (figura 11. B); esto sugiere aumentar el tiempo de exposicion de las dosis

evaluadas para asegurar que no se genera alteracion, de igual manera para Na*. En
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cuanto al Andlisis de comparacién mdultiple de Tukey's para los electrolitos de Ca**,

se observa diferencia estadisticamente significativa entre la dosis del
respecto al control y a las dosis del 20% del VCCm. (figura 11. C).
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Figura 11. Niveles séricos en suero sanguineo de Na* K* y Ca** (mmol/L) del grupo control y

cada uno de los grupos (n=20) expuestos a tres dosis sub-letales del 20, 40 y 80% de la

DLso del VCCm, durante una hora post inoculacion.*p< 0,05.

7.3. Prueba anillo adrtico

7.3.1. Efecto del veneno sobre el tono vascular.

Las contracciones inducidas por el VCCm sobre el tono basal de la aorta de rata

figura 12. En la tabla 6, podemos encontrar cuanto es el porcentaje de contraccion

del anillo (Emax) y cuanto necesito de veneno (ug) para generar una contraccion
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efectiva (EC50). En el andlisis de comparacion multiple de Tukey's los anillos con
lesion endotelial y los incubados con L-name e Indometacina presentan diferencia
estadisticamente significativa con respecto a los anillos intactos de endotelio. El
veneno causa vasoconstriccion apartir de los 100 pg hasta los 600 pg, y a partir de

aqui al aumentar la dosis no hay efecto de contraccion adicional.

Tabla 6. Valores de contraccion (% con KCI) de los anillos aérticos sanos, incubados con L-

name e Indometacina y con lesién endotelial, tratados con VCCm.

Sano Lesion endotelial L-name e Significancia
Indometacina
Emax (%okcl) 6,7£16 43+25 35,41 +£3,5 0,0001***
EC50 (ug) 328+51 262,5+11,39 258,3 + 30,38 0,0123 **

ANOVA, Media + Error estandar, **p<0.01 ***p<0.001

60

Contraccioén

%

100 1000
Dosis VCm (ug)

N= Anillos, Individuos
-®- Integro N=9,5

- Lesion endotelial N=6, 5

=+ Incubado con L-name e Indometacina N=7, 4

Figura 12. Efecto del VCCm en las curvas acumulativas de concentracién-respuesta en
anillos aodrticos de rata (®) en preparaciones con endotelio presente, (M) con endotelio
eliminado y (A) con endotelio mas L-name e Indometacina.***p<0.001. N= Nmero de piezas

de anillos, nimero animales experimentales. (n>4).
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7.3.2. Efecto del veneno independiente de endotelio sobre el tono vascular

En la tabla 7 se presentan los bloqueantes de los factores vasoactivos dependientes
de endotelio. Las contracciones inducidas por el VCCm en la aorta de rata son
independientes de endotelio como se muestran en la figura 13. En la tabla 8,
podemos encontrar cuanto es el porcentaje de contraccion del anillo (Emax) y cuanto
necesito de veneno (ug) para generar una contraccion efectiva (EC50). Al realizar el
analisis de varianza ANOVA de una via y la comparacién multiple de Tukey's se
encontrd que los anillos incubados con L-name e Indometacina y Seratrodast
presentan diferencia estadisticamente significativa con respecto a los anillos a los
anillos incubados con Prazocina. La respuesta contractil inducida por el veneno fue

inhibida por Prazocina.

Tabla 7. Funcién especifica de los factores vasoactivos usados.

REACTIVO ACTIDAD BLOQUEANTE
L-name eNOS (enzima que produce Oxido Nitrico)
COX1y COX2 (prostaglandina-endoperoxido
Indometacina sintasa)
Prazocina Receptores ALFA 1
Seratrodast Receptores de Tromboxano A2 (TxA2)

Tabla 8.A. Valores de contraccion (% con KCI) de anillos aérticos incubados con L-name e

Indometacina, Seratrodast y Prazocina, tratados con VCCm.

L-name e Indometacina Prazocina Seratrodast Significancia

Emax (%kcl) 35,4+35 9,1+£35 49,69 £ 4,7 < 0,0001 ***
EC50 (ug) 271,4 + 28,8 430,5+26,4 348,4+43,75 < 0,013*

ANOVA, Media + Error estandar, **p<0.01 ***p<0.001
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Figura 13. Efecto del VCCm en curvas de concentracion-respuesta en anillos aérticos de

rata (A) en preparaciones con endotelio, L-name e Indometacina, (® ) con endotelio, L-name
e Indometacina mas Seratrodast y (@) con endotelio con L-name e Indometacina mas
Prazocina. ***p<0.001. N= Numero de piezas de anillos, nimero animales experimentales.
(n>4).

7.3.3. Efecto VCCm a agonistas contractiles y vasorelajantes.

Las curvas de contraccion de KCI, U46 619, Fe y de relajacion con Cch en anillos
incubados previamente con veneno (500ug). En la tabla 9 encontramos cuanto es el
% de contraccion del anillo (Emax) y cuanto necesito de veneno (ug) para generar
una contraccion o relajacion efectiva (EC50). Al realizar el anadlisis de varianza
ANOVA de una via, no se encontro diferencias significativas, por lo que el VCCm no
tiene efecto sobre la contraccion inducida por Kcl, U46 619, Fe figura 14. A, B, C, y
en la relajacion inducida por Cch dependiente de endotelio figura 14. D. La respuesta
contractil inducida por el veneno no fue inhibida por a agonistas contractiles y

vasorelajantes.

Tabla 9. Valores de contraccion (%) de los anillos adrticos en curvas de contraccion;
A: KCI B: U46 619 C: Fenilefrina y de relajacion D: Carbacol (Cch) incubados con
VCCm.
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Fig. Reactivos E. max Slgglflntizr;aa ECS0 Significancia EC50
KCI 1,96 £ 0,28 52e-8t1,e-8
A KCF 2,2 +0,2 (%kel) <0,5 1,538 e-8 + 3,75e-9 (MM) <0,1
U46 619 156,4 £ 11 518e-8+£1,3e-8
B U46619% 1295 + 18,8 (%kcl) <0,3 2,538 e-8 + 5,75e-9 (Log M) <0,1
Fenilefrina 1238+ 7,9 26e-8+8e-9
C Fenilefrina® 112,7 + 11,5 (%kcl) <0,45 8,5e-8+29e-8 (Log M) <0,1
Carbacol 60,7 +1,8 5,067e-7+ 7,6 e-8
D Carbacol* 53 + 8,4 (%Fe) <0,39 1,06 e-6 £ 3,6 e-7 (Log M) <0,17

#Anillos incubados 20 minutos antes con 500ug VCCm. Media + Error estandar.
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Figura 14. El efecto VCCm en anillos aorticos de rata incubados con 500ug de veneno

(durante 20min) en las curvas de concentracion-respuesta en contraccion; (A) Fenilefrina, (B)
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U46 619, (C) KCl y en relajacién con (D) Carbacol (Cch), (M) en preparaciones sin veneno, (
®) con veneno. p<0,01. N= NGmero de piezas de anillos, nimero de individuos

experimentales. (n>3)

8. DISCUSION

La presente investigacion determiné las alteraciones causadas por el veneno de C
margaritatus (VVCm) en la presion arterial, asi como también la variacién de los
niveles de electrolitos como Na*, K*y Ca*™ presentes en sangre; ademas, se evaluo
el efecto directo del veneno sobre el tono vascular en aorta de rata mediante el
sistema de 6rgano aislado.

En la presion arterial in vivo se observaron alteraciones en la PD (figura 9.B), y por
otro lado, la PS y PAM no presentan diferencias estadisticamente significativas,
aungue se evidencia una tendencia oscilatoria al igual que la PD. El veneno en su
dosis maxima (80 %) causo una alteracion estadisticamente significativa en el nivel
sérico de Ca** (figura 11. B). Los otros dos niveles de electrolitos séricos: Na*y K* no
tuvieron diferencias significativas.En las pruebas ex vivo, el veneno tuvo un efecto
directo sobre el tono vascular de la arteria, causando vasoconstriccion del musculo
liso independiente de endotelio, sin embargo, la contraccion es mayor en ausencia
de este. No se encontré un efecto bloqueante del veneno sobre la respuesta vascular

a agonistas contractiles (KCI, U 46619, Fe) ni vaso-relajantes (Cch).

Se podria inferir que el incremento de la presion arterial diastélica puede deberse a
una estimulaciéon generada por las toxinas del veneno sobre el tono vascular de las
arterias coronarias causando una vasoconstriccion, lo cual disminuye el aporte de
oxigeno y nutrientes al tejido cardiaco, que sumado al aumento de los niveles séricos
de calcio y liberacién de catecolaminas generan problemas en la distension y retardo
en la relajacion de las paredes del corazén lo que representa un llenado mas lento
de las cavidades cardiacas y una presion arterial diastélica mas alta (Carrillo-Esper y
Contreras C, 2008; De la Serna, 2009).
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Se ha encontrado que las alteraciones hemodinamicas causadas por el veneno de
escorpion se asocia directamente con el un aumento significativo de las
concentraciones plasmaticas del neuropéptido Y (NPY), ET-1 y la liberacién elevada
de catecolaminas de los nervios simpéticos lo que produce un aumento del tono
vascular y la posterior insuficiencia hemodinamica (D’Suze et al., 2003; Gueron y
Sofer, 1994). Adicionalmente, el veneno del escorpidon Androctonus australis hector
reporta una correlacion entre la presion arterial y las catecolaminas, asociado a un
aumento de la presion sanguinea (124 + 25 mmHg a 214 + 34 mmHg) (Nouira et al.,
2005). Particularmente el C. margaritatus presentan algunas proteinas que causan
disfuncion en los canales ionicos celulares (Guerrero-Vargas, 2008) que podrian

estar afectando la presion arterial.

En esta investigacién el comportamiento de los parametros de la presion arterial es
oscilatorio (Figura 10), donde inicialmente tiende a bajar (t2 a t3), luego a subir (t4) y
a descender nuevamente (t5 y t6). Tal efecto se ha descrito para otras especies de
escorpiones, de las cuales, el veneno provoca un comportamiento oscilatorio de la
presion arterial, donde la inoculacion del veneno causa hipertension, hipotension o
ambas (Zayerzadeh et al., 2009; Elatrous et al., 2015). Como sucede con el veneno
del escorpion Maurus palmatus; que provoca un efecto bifasico, expresando primero
una rapida y transitoria respuesta hipotensora, que duré 10 minutos seguida de una
respuesta hipertensiva (120 mmHg) que durd hasta una hora (Ettinger et al., 2013),
de igual manera el veneno de la especie Centruroides infamatus después de los 10
minutos, presenta episodios de elevada presion arterial y frecuencia cardiaca (420
latidos por minuto); posteriormente disminuye la frecuencia cardiaca y la presion
arterial (Ledesma, 2013).

Teniendo en cuenta que el veneno de los escorpiones del género Centruroides esta
formado por proteinas de bajo peso molecular (7000 Da), llamadas escorpaminas las
cuales llegan rapidamente a la circulacion general y presentan una elevada toxicidad,
que puede estar asociado con el efecto mencionado anteriormente, ya que estas

proteinas tienen una afinidad selectiva por el sistema nervioso central y periférico
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(Montoya-Cabrera, 1996). Ademas que el veneno de los escorpiones pueden liberar
mediadores que afectan a los procesos inflamatorios, la activacion de plaquetas, el
aumento de permeabilidad, 6xido nitrico y citoquinas; esto es causado por las toxinas
del veneno y sus funciones en la células excitables, que se refleja en el cierre de los
canales ionicos que regulan la unién o los cambios en el gradiente de tension,
responsable de la excitacion del nervio y el musculo, la secrecion hormonal, el
control de equilibrio de las sales, el agua y la regulacion de la presion arterial, etc.
(Petricevich, 2010).

Por lo tanto los cambios oscilatorios anteriores son causados por las escorpaminas
actuando a nivel de los canales idnicos de la membrana celular, incrementando la
liberacién de acetilcolina (células parasimpaticas) y catecolaminas a nivel simpatico.
Las catecolaminas actian en las células produciendo la acumulacion de Ca++ y un
aumento en el requerimiento de O2, ademas se ha reportado que las catecolaminas
actian durante 2-3 minutos (Ismail, 1995; Peaston, 2004), por lo que los primeros
efectos de hipertension causados se atribuyen en gran parte a ellas. A su vez, la
acetilcolina produce vasodilatacion contrarrestando el efecto anterior, fenémeno que
se incrementa bajo condiciones de estrés por hiperproduccion y potenciacion en la

accion de este neurotransmisor (Ledesma, 2013).

Sin embargo las diferencias no fueron estadisticamente significativas para PAM y
PS, no obstante es relevante tener en cuenta que el incremento en la PD en relacion
con la presion arterial sistélica (PAS), es un marcador determinante de la presion
arterial (PA) central, puesto que no esta distorsionada por la amplificacién de la
presion. Po lo cual la PD baja puede ser un marcador temprano en el aumento del
gasto cardiaco, volumen sistélico y/o rigidez arterial en los adultos jovenes y un
marcador tardio de rigidez ventricular y arterial en los ancianos. Ademas, una PD
elevada es, a cualquier edad, un marcador del aumento de resistencia vascular
periférica (tipico de la hipertensién arterial en adolescentes y adultos jovenes) y
cuando esta gravemente elevada sugiere causas secundarias de hipertension y

urgencia/crisis hipertensiva, especialmente en ancianos. La hipertensién diastolica
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muy grave debe considerarse una sefial de alarma, tanto para realizar un diagnostico
rapido como para aplicar un tratamiento antihipertensivo agresivo y eficaz. (Franklin,
2007).

En cuanto a la presién arterial esta regulada ademas por la funcion y estructura del
corazén (funcion inotrépica en la contraccion y lusitropica en relajacion), el rifidn
(secrecion de renina, retencion de liquidos y sodio), los pulmones (secrecién de
angiotensina 1), sistemas vasculares (aterosclerosis, angiotensina, Oxido nitrico,
etc.), baroreceptores, centros cardiovasculares de la médula cerebral y bioquimica
sanguinea (niveles de electrolitos, vasoactivos, etc) (Tresguerres, 2001; Whyton y
Hall, 2006).

No obstante, ademas de catecolaminas, se ha planteado la hipotesis que la toxina
del escorpidon podria desencadenar la liberacién de otros mediadores implicados en
la modulacién de la funcion circulatoria (D’Suze et al., 2003). Por lo tanto, para
precisar los posibles mecanismos por los cuales el veneno C.margaritatus y sus
toxinas derivadas estan perturbando la presion arterial. Por lo cual es muy importante
estudiar primero sus efectos sobre estos diferentes sistemas fisiol6gicos, que permita
conocer el comportamiento que tiene este veneno sobre la presion arterial y su

mecanismo fisiopatologico.

Ademas, el efecto del veneno sobre la concentracion de electrolitos muestran que las
concentraciones séricas de sodio y de potasio no son estadisticamente significativas,
la tendencia a aumentar de los niveles de K* seria significativo si el tiempo de
exposicion superara los 60 minutos, como se reporta en otros estudios; tal es el caso
del escorpion Androctonus bicolor, donde se evidencia una aumento de los niveles
séricos a las 4 horas para Na*, alas 2 horas para K*y para Ca* a partir de la media
hora de exposicion al veneno (Al-Asmari et al., 2015). No obstante en los reportes
cientificos, evidencian que una exposicion mas prolongada del veneno, causa
alteraciones de electrolitos (Nasr Ben et al., 2009; Al-Asmari et al., 2015). Lo cual no
fue posible visualizar en este estudio, debido al corto tiempo de exposicién del
VCCm.
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Por otra parte, transcurridos 60 minutos desde la inoculacién del VCCm (80%), se
generd un aumento en los niveles séricos de Ca** (mediante la técnica colorimétrica
quimica, la cual mide el Ca** sérico libre o ionizado que es cerca del 50% del calcio
total sanguineo), los cuales podrian deberse a una disociacion del calcio unido a
proteinas y aniones de la sangre, puesto que el calcio sérico juega un papel
importante en la funcion contractil, o sea la fuerza de contraccion del corazon
(inotropia) aumentando asi la presién de eyeccién ventricular; ademas de esto, el
calcio juega un papel fundamental en la contraccion vascular cuando esta es
pertinente, por ejemplo, en cuadros de hipovolemia, hipotension o redistribucion de
volumen efectivo corporal en situaciones de huida a cargo del sistema simpatico.
(Kasper, 2017).

Estudios muestran una variacion en los niveles de albumina sanguinea con la
administracion del veneno de T. serrulatus (Cusinato et al., 2010) lo que podria llegar
a alterar la concentracion de calcio sérico (Claudia y Gémez, 2010). A su vez,
diferentes estudios abordan alteraciones de los electrolitos a los 60 minutos de
exposicion después de la inoculacion de veneno escorpionico, igualmente, a nivel
sérico se reporta en la especie Androctonus bicolor, que al inocular su veneno se
presenta un aumento en los niveles séricos del calcio (10.3 a 13.44 mg/dl) desde los
30’ hasta cumplir la hora de exposicion al veneno (Al-Asmari et al., 2015), Lo que
concuerda con los resultados obtenidos en este estudio; sin embargo, el veneno de
Palamneus gravimanus reporta una disminucion de los niveles séricos de calcio
(10.6 inicial a 8.25 después) (More et al., 2004). Por lo tanto las alteraciones de los
niveles de calcio varian de una especie a otra, sin embargo dichas alteraciones

pueden ser causadas por agentes externos.

En las pruebas ex vivo se evidencio que si existe un efecto directo del veneno sobre
la aorta de rata con un efecto vasoconstrictor sobre el tono vascular, encontrando
ademas una contraccion mas pronunciada en anillos aorticos con lesion endotelial y
con bloqueo L-name (bloquea la via del NO) e Indometacina (bloguea las vias de los

prostanoides) con respecto a los anillos con endotelio integro (figura 12). El efecto
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directo del veneno se respalda con lo que se ha evidenciado en otras especies como
T. serrulatus y A. bicolor, donde el veneno estimula directamente el sistema
cardiovascular (Teixeira et al., 2001; Tuncer y Onur, 1996)

El musculo liso vascular puede tener una vasoconstriccion o vasodilatacion con
asistencia directa del endotelio y sistema autonomo que por medio de moléculas
paracrinas y endocrinas (Catecolaminas, endotelina, 6xido nitrico, prostaciclina,
acetilcolina) estimulan su contraccion o relajacién (Rojas, 2005). En cuanto a las
catecolaminas, estas estimulan receptores especificos como los receptores
adrenérgicos alfa y beta (Alfa 1, Alfa 2, Beta 1, etc) del sistema simpético, que
desencadenan una amplia gama de reacciones en los diferentes tejidos
(Tresguerres, 2001; Lymperopoulos, 2013).

La acetilcolina (Ach), un neurotransmisor presente en abundancia en el sistema
nervioso central y como protagonista en el sistema nervioso autbnomo parasimpatico
cumple diferentes funciones sobre sus receptores tipo Muscarinicos presentes no
solo en el cerebro y médula, sino también en vasos sanguineos, corazon, intestinos y

otros cumpliendo diversas funciones.(Rothlin, 2003; Whyton y Hall, 2006).

Esta investigacion se encontré que la respuesta vasoconstrictora del veneno sobre el
tono vascular aumenta en anillos sin endotelio, ya que la respuesta fue incluso mas
prominente que en anillos aorticos con endotelio intacto, demostrando que endotelio
contrarresta el efecto del veneno y el masculo liso vascular contrarrestando el efecto
del veneno, tal como se muestra en una esta investigacion donde el veneno del
escorpion A. crassicauda junto con altas concentraciones de Ach genera una
vasoconstriccion en anillos aérticos de rata, la cual parece ser independiente de
endotelio, ya que en anillos sin endotelio la respuesta fue mayor que en los anillos
con endotelio, y a bajas concentraciones la Ach mas veneno potencian relajacion en
anillos con el endotelio intacto, posiblemente por la sensibilizacion aumentada de los
receptores muscarinicos M3 o por la secrecion paralela de sustancias relajantes que

adicionan efecto vasodilatador (Tuncer y Onur, 1996).
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En la figura 12 se puede ver como el endotelio integro de alguna manera contrarresta
el efecto directo del veneno sobre el musculo liso vascular lo que no sucede en
anillos sin endotelio o bloqueado (L-name e Indometacina) lo cual podria deberse a
un efecto directo sobre el musculo liso vascular, o efecto puente en tejido no
endotelial como la MEC (Matriz Extracelular) (Dominguez, 2015) o terminaciones
nerviosas simpaticas (Tuncer y Onur, 1996). En los segmentos adrticos, el L-name e
Indometacina mas seratrodast no se mostraron afectadas las respuestas contractiles
inducidas por el veneno al aumentar su concentracion en comparacion con L-name e
Indometacina, mientras que la respuesta contractil fue inhibida por la Prazocina
(bloquea los receptores alfa 1-adrenérgicos) figura 13, lo que indica una posible
contribucién del receptor Alfa 1 adrenérgico que antagoniza la vasoconstriccion

inducida por el veneno sobre el mdsculo liso vascular.

Los receptores Alfa 1 se encuentra en sitios postsinaptico principalmente en el
musculo liso vascular y su accion es la constriccidon, excepto a nivel gastrointestinal
donde producen relajacion; su mecanismo de accion es similar a los receptores
muscarinicos m1 y m3, en el cual la unién del ligando activa la fosfolipasa C que
lleva a la formacion del ip3 y el DGA y el aumento de calcio intracelular (Orallo, 1996;
Ciencias Fisiologicas, 2003; Berridge, 2009). Paralelamente con el veneno de otro
escorpion se evidencia un mecanismo de acciéon del veneno via adrenérgica, pero
esta vez posiblemente por un efecto indirecto o puente al activar las terminaciones
nerviosas adrenérgicas liberando neurotransmisores directamente sobre el musculo

liso vascular (Tuncer y Onur, 1996)

En lechos vasculares especialmente a nivel coronario, parte de la vasodilatacion
mediada por el endotelio puede ser atribuido a un mecanismo del 6xido nitrico o un
prostanoide, aunque existe un tercer tipo de factor relajante dependiente de
endotelio, que se asocia con un aumento de la conductancia de potasio y con
hiperpolarizacién secundaria del musculo subyacente, mediante un efecto final que
consiste en la disminucion del calcio intracelular (Rojas, 2005). En contraste al

bloquear los canales de potasio tal como pasa en las células betas pancreaticos, en
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este caso al ser bloqueados por el veneno, este bloqueo produce una
despolarizaciéon de la membrana y la apertura de los canales de calcio con una
entrada masiva de este a la célula. Este aumento de calcio intracelular podria
condicionar a dos situaciones a nivel vascular: por un lado se podria producir una
contraccion de la célula muscular lisa por la via calcio-calmodulina; que para esta
investigacion es la via efectiva de vasoconstriccion del veneno ya que este presenta
toxinas que generan inhibicion de los canales de K*. Por otro lado se podria generar
la precipitacion vesicular a nivel de las terminaciones nerviosas simpaticas que
rodean los vasos sanguineos con una consecuente liberacion de agentes
adrenérgicos sobre el musculo liso vascular (Berridge, 2009; Martin, 2012) lo cual se
podria evaluar en un estudio posterior para tener certeza de la accion de las

terminaciones nerviosas.

Teniendo en cuenta lo anterior y que el veneno de C. margaritatus se caracteriza por
presentar una margatoxina conocida como MgTx2, donde el 50% de estas toxinas
tienen actividad sobre canales de potasio de la familia de las a-KTx (toxina del canal
de potasio alpha-KTx 2.2) (Guerrero-Vargas, 2008; Duefas-Cuellar, 2014) y es
homologa con toxinas descritas en otros venenos escorpidnicos, como la
Margatoxina (MgTx) que es un péptido con 39 residuos de aminoacidos (masa
molecular de 4178 Da) que generan inhibicibn en los canales de K+ voltaje
dependiente. Se puede inferir que las toxinas del veneno como la MgTx al ser un
inhibidor de los canales de K, participan en la regulacion y mantenimiento del
potencial de membrana en las células del musculo liso, ya que podrian estar
condicionando el aumento de calcio intracelular como se mencioné anteriormente y
por ende causar alteraciones en el musculo liso como se evidencia en este trabajo,
desencadenando la contraccion vascular. Asociado a los canales de K* sensibles a

la MgTx localizados en el musculo liso vascular (Novakovic et al., 2006).
Estos resultados son aspectos importantes a tener cuenta en el proceso de toxicidad

vascular mediado por el VCCm ya que pueden aportar al desarrollo de estudios en la

linea de la toxinologia, con el fin de esclarecer el mecanismo de accion y la
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especificidad de estas toxinas escorpionicas, asi como el posible desarrollo de
nuevos sueros antiescorpidnicos que neutralicen eficazmente las toxinas de especies
locales y contribuir al mejoramiento del tratamiento clinico causado por el accidente
escorpionico. Asi mismo en cuanto a sintomatologia, este trabajo contribuye al
mejoramiento del monitoreo de la presién arterial y afecciones cardiovasculares;

igualmente es un aporte adicional a patologias relacionadas a canales ionicos.

9. CONCLUSIONES

e La Evaluacién del efecto vasomotor del veneno total de C. margaritatus esta
relacionada con la presion arterial sistémica y con uno de los niveles sericos
de electrolitos (Ca++).

e Las alteraciones de la Presion Arterial Sistemica causadas por el veneno
completo de C.margaritatus, afectdé principalmente la PD, puesto que el
incremento de la presion arterial diastolica puede deberse a una estimulacion
generada por las toxinas del veneno del escorpion que podrian desencadenar
la liberacion de otros mediadores implicados en la modulacion de la funcién
circulatoria.

e La evaluacion de las alteraciones en los niveles de electrolitos Sodio, Potasio
y Calcio, por el VCCm, gener6 aumento de los niveles séricos del i6n Ca++.
Mientras que los valores de los iones de Na*y K* no fueron significativamente
afectados. ElI aumento en los niveles séricos de Ca** que podrian deberse a
una disociacion del calcio unido a proteinas y aniones de la sangre.

e Cuando se caracterizd el efecto directo del veneno completo de C.
margaritatus sobre el tono vascular en anillo aértico de ratas Wistar, se
evidencio el efecto directo del VCCm sobre el tejido vascular, causando una
vasoconstriccidbn y parte de esa respuesta contractil es inhibida por el
endotelio.
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La Prazocina tiene un efecto antagonista en la vasoconstriccion inducida por
el veneno sobre el musculo liso vascular, indicando una contribucién de los

receptores Alfa 1 adrenérgico en esta respuesta contractil.

10.RECOMENDACIONES

Se recomienda complementar con estudios en sistemas in-vivo con el fin de
mejorar la compresién de los efectos sobre la presion arterial y los niveles
séricos de electrolitos, permitiendo relacionar la sintomatologia con las

variables sistémicas en respuesta a esas alteraciones.

Con base a los datos obtenidos en el estudio y a las diferentes
investigaciones, seria importante investigar mas cuidadosamente las
respuestas fisioldgicas in vitro o in vivo del veneno fraccionado, y hacer un

estudio exhaustivo de su selectividad con métodos electrofisiolégicos.

Se recomienda la utilizacion de L-name e Indumetacina saturan algunas vias
endoteliales y permiten evidenciar el efecto del veneno directamente sobre el
musculo, a su vez, Setratrodast y Prazocina indican la posible via de accién

del veneno.
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11.LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS

El emplear sustancias bloqueadoras, y dilatadoras sobre el musculo liso que
permitira esclarecer los mecanismos de accién de los efectos generados con
el veneno sobre el tono vascular en aorta de rata como acetilcolina y

epicantequina que actua sobre el musculo liso.

Incrementar el tiempo de exposicion del VCCm al evaluar alteraciones en los
niveles séricos de Na*, K* para asegurar que el veneno no genera alteracion
en estos.

Aumentar el tamafio de muestra para estudios posteriores para darle robustez

a los datos obtenidos.

Hacer una re-lectura de los niveles séricos de electrolitos, para evitar falsos

positivos y datos extremos.

El veneno de escorpion contiene compuestos con propiedades terapéuticas
aun inexploradas, asi que el desarrollo de estudios en esta linea de
investigacion, como este trabajo, permitan esclarecer los mecanismos
relacionados con ciertas fisiopatologias y contribuir al desarrollo de
tratamientos o monitoreos de la presion arterial, alteraciones vasculares y
cardiacas. y ser el punto de partida para una investigacion que permita
detectar posibles moléculas que serviran en aplicaciones farmacoldgicas y
biotecnoldgicas para que en un futuro los organismos de salud implementen

un mejor manejo del accidente escorpidnico.
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ANEXO 2

Protocolo de diseccién y transporte de arterias

Materiales

Bisturi

Tijeras para diseccion

Pinza para diseccion con garra
Pinza para diseccion sin garra
Caja de Petri

Tubo falcon de 15 ml

Tubos Eppendorf

Soluciones

1.

Solucién de Krebs (anexo 4)

Procedimiento

1.
2.

o

Recibir el tejido recién extraido de la rata

Con ayuda de las tijeras de diseccion, retirar el mayor nimero de ramas
arteriales posibles o tejido adventicio.

Cortar el tejido aprox. 5 cm de vaso sanguineo sumergido en solucion de
Krebs a 4°C para 6rgano aislado.

Llevar el tejido colectado hasta el microscopio del laboratorio.

Retirar cuidadosamente el tejido graso de todo el material colectado

Tomar el tejido almacenado en el tubo Falcon y conservarlo a 4 °C en
solucion de KREBS para el trabajo en érgano aislado (maximo 12 horas de
conservacion)

Anexo 3

Montaje en el equipo

Cortar el segmento colectado en anillos de 3-4 mm

Con precaucion el gancho de acero inoxidable fijo a la base y pasarlo por la
luz del anillo

Tomar el gancho con el hilo y pasarlo por la luz del anillo en sentido contrario
al anterior

Tensar levemente el hilo contra el extremo distal de la base del gancho fijo

Y montar en el bafio de 6rganos, procurando no aumentar la cambiar la
tension en el anillo
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e Enrollar el hilo en el transductor

e Iniciar con el proceso de acondicionamiento del anillo arterial para el
experimento.

Antes de iniciar el experimento se debe verificar:

e Temperatura: 37°C
e Oxigenacion del medio
e pH7,4+0,05

Anexo 4
Preparacion de la solucion de Krebs-Henseleit

2. Preparacion de solucion salina concentrada 20X (solucién stock)

Sustancia Cantidad | Unidades
Agua destilada 1 I
NaCl 137.4 g
KCI 8 g
MgSO4*7H20 2,8 g
NaH2PO4 2,8 g
Almacenar a 4 °C maximo por dos meses

Se requiere para la solucion de trabajo tan solo 1X de la solucién stock (50 ml de
solucién stock en 1 litro de solucion; debe prepararse diariamente)

3. Preparacion de la solucion de trabajo

Sustancia Cantidad | Unidades
Solucién stock 50 mi
Agua destilada 900 ml
CaCl. 0,28 g
NaHCOs 2,1 g
Glucosa monohidratada 2 g
Aforar a 1 litro y conservar a 4 °C hasta su uso

Antes de su uso, burbujear vigorosamente con gas carbdégeno por aprox. 30 minutos
hasta obtener un pH de 7,4.

El contenido ionico final en la solucion (en mili equivalentes/litro) es: Na*, 143,5; K*,
5,4; Ca?*, 5,1; Mg?*, 2,4; CI, 128; H2PO4, 1,2; HCOz', 24,9; SO4?%, 2,4; glucosa, 10.

Anexo 5
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A partir de la solucién madre del agonista (50 mM)/sustancia de trabajo, preparar las
diluciones (en relacion 1:10 preferiblemente).tomar la alicuota correspondiente de la
solucion de trabajo de acuerdo a la concentracion final esperada en un bafio de 6rg

Trabajo (Log M) |Alicuota (ul) |Final baiio (Log M)

1,00E-07 100 1,00E-09({1 nM
1,00E-06 40 5,00E-09(5 nM
1,00E-06 50 1,00E-08|10 nM
1,00E-05 40 5,00E-08/50 nM
1,00E-05 50 1,00E-07|100 nM
1,00E-04 40 5,00E-07|{500 nM
1,00E-04 50 1,00E-06|1 uM
1,00E-03 40 5,00E-06|5 uM
1,00E-03 50 1,00E-05(10 uM
1,00E-02 40 5,00E-05|50 uM
1,00E-02 50 1,00E-04|100 uM
1,00E-01 40 5,00E-04|500 uM
1,00E-01 50 1,00E-03|1 mM

anos de 10 ml.
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