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INTRODUCCION

En el reino animal, uno de los grupos de invertebrados mas interesantes, desde el
punto de vista clinico, son los escorpiones, estos se caracterizan por la
produccion de veneno altamente toxico para el humano, ocasionando alteraciones

sistémicas que pueden ser mortales particularmente en nifios.

Los escorpiones estan distribuidos en regiones tropicales y subtropicales del
mundo, excepto en los polos y nieves perpetuas, algunas especies presentan
hébitos extradomiciliarios encontrdndose con frecuencia escondidos en grietas,
bajo piedras, troncos, hojarasca y corteza de los arboles, y otras presentan habitos
intradomiciliarios, hallandose bajo ladrillos sueltos, en paredes, techos y dentro de
las habitaciones. (Gémez, 2002)

Se reporta que en el mundo existen cerca de 1.500 especies de escorpiones
ubicadas en 21 familias; los géneros de interés médico pertenecen a la familia
Buthidae y en América se encuentran representantes de los géneros Rophalurus,
Anantheris, Centruroides, y Tityus, este ultimo con aproximadamente 130 especies
(Flérez, 2001). En nuestro pais tenemos dos géneros de interés meédico
Centruroides, con dos especies C. gracilis y C. margaritatus, siendo esta ultima la
especie mas comun y con mas altas densidades de poblacion y Tityus, con 29
especies, donde se encuentra T. pachyurus aportando una gran importancia
médica por ser el mas venenoso y al que le atribuyen picaduras mortales. (Barona
et al. 2004; Flérez, 2001; Guerrero, 2002).

El veneno de los escorpiones esta compuesto por péptidos basicos de bajo peso
molecular que se caracterizan por ser neurotoxicos, y actuar en membranas
excitables del tejido nervioso, glandular y muscular, sobre canales ionicos
dependientes del voltaje (Na*, Ca™, K" y CI), modificando su permeabilidad
ibnica, despolarizandolas y produciendo liberacion de neurotransmisores en las

terminaciones postganglionares simpaticas y parasimpaticas, causando efectos
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nicotinicos como sialorrea, paro respiratorio y cardiaco. (Barona et al. 2004; Loret
et al., 2001; Xian-Chun et al., 2004; Rodriguez de la Vega et al., 2005)

Por lo anterior se realiza esta investigacion, con el objetivo de determinar
mediante bioensayo, en modelos animales in — vivo, si el veneno total del
escorpion Centruroides margaritatus en dosis subletales, produce alteraciones
cardiacas evaluables utilizando el registro electrocardiografico de ratas, Rattus
norvegicus de la cepa WISTAR, tratadas con diferentes dosis del veneno, teniendo

como referentes grupos control positivo y negativo.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En nuestro pais existe un desconocimiento general acerca del accidente
escorpionico y de su cuadro clinico; cominmente se eligen tratamientos
inadecuados, como la automedicacién o la medicina tradicional que incluye bafios
locales con orina, compresas con plantas medicinales o con el alacran macerado,
sin tener en cuenta los posibles sintomas sistémicos y complicaciones de tipo
neuroldgico, cardiovascular o digestivo que puede presentar el paciente (Pineda et
al.,, 1998; Gomez et al.,, 2002; Rodriguez, 2008 ). En medicina humana y
veterinaria no existen suficientes investigaciones en cuanto al envenenamiento por
escorpion, por lo tanto, el conocimiento de la actividad biolégica de estas toxinas
es limitado, especialmente en nuestro pais, trayendo como consecuencia
tratamientos médicos inespecificos para el accidente escorpionico que pueden

poner en riesgo la vida humana.

En ratones experimentales, tratados con veneno de escorpion, se han encontrado
signos de envenenamiento como sialorrea, piloereccion, sudoracion generalizada,
somnolencia, convulsiones, pérdida del control de esfinteres y trastornos
cardiovasculares, que llegan a ocasionarles incluso la muerte. (Duefias, 2009).

Estos hechos hacen pertinente un estudio donde se evallen, las alteraciones que
puede causar el veneno de escorpiones, en funciones fisiologicas como la

actividad cardiaca.

Revisiones bibliograficas en diferentes bases de datos como Medline, Science
Direct, Medscape, ProQuest, JSTOR, relacionadas con el escorpionismo en
Colombia, demuestran la no existencia de reportes en concordancia con el tema
alteraciones electrocardiograficas causadas por el veneno del escorpidn
Centruroides margaritatus, lo que indica que en nuestro pais no hay registros que
permitan definir con certeza la magnitud del escorpionismo y resalta la importancia

de realizar estudios que clarifiquen esta problematica.
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A partir de lo anterior, surge la siguiente pregunta:

¢Puede el veneno total del escorpién C. margaritatus, en dosis subletales,
producir alteraciones cardiacas posibles de identificar en registros
electrocardiograficos obtenidos en ratas R. norvegicus cepa WISTAR expuestas

por via intraperitoneal?
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2. JUSTIFICACION

Los escasos estudios con escorpiones encontrados en Colombia traen como
consecuencia un conocimiento limitado sobre el veneno, su accién, y hasta su
posible uso biotecnoldgico. (Guerrero, 2008). Es importante resaltar que las
alteraciones electrocardiogréficas relacionadas con el envenenamiento por
escorpiones presentes en Colombia hasta el momento no han sido objeto de

estudio, por consiguiente, las publicaciones acerca de este tema no existen.

La nocion de caracteristicas epidemiol6gicas de envenenamiento, resaltan la
necesidad de generar nuevas investigaciones que amplien el conocimiento en el
campo del escorpionismo de la especie C. margaritatus; es de vital importancia
entonces, incluir estudios de evaluacion cardiotoxica, realizados a partir de
electrocardiogramas, que permitan observar las posibles alteraciones de las
corrientes eléctricas emanadas del masculo cardiaco de la rata Rattus norvegicus
cuando ha sido inoculada via intraperitoneal con dosis subletales de veneno . Esta
investigacion, nos ayudara a entender que tan toxico puede ser, en musculo
cardiaco, el veneno total del escorpion C. margaritatus. Por otra parte, las
manifestaciones de signos y sintomas a causa del envenenamiento, permitiran
obtener una mayor informacion, con el objetivo de extrapolar los resultados a la
poblacibn humana y de esta forma contribuir con la implementacion de un

tratamiento clinico adecuado para el escorpionismo en Colombia.

De encontrar alteraciones en los registros electrocardiograficos, se motiva y
justifica la realizacion de futuras investigaciones que busquen determinar si el
veneno total de C. margaritatus es cardiotéxico directo o indirecto y purificar la
toxina responsable de dicho efecto, ademas se dara pié a investigaciones que
permitan conocer la composicién del veneno y separar por fraccionamiento las
secuencias carditoxicas y sus efectos a nivel de las membranas de las células
excitables del mudsculo cardiaco, con miras a aplicaciones biomédicas,

farmacoldgicas y /o biotecnoldgicas.
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3. MARCO TEORICO

3.1. Generalidades de los Escorpiones

Los escorpiones o alacranes son artropodos pertenecientes al Phylum Arthropoda,
Subphylum Chelicerata, clase Arachnida, Orden Scorpionida y desde el punto de
vista evolutivo se consideran como fésiles terrestres vivientes que hicieron su
aparicion en el periodo silarico; tienen cuerpo plano y estrecho dotado de dos
pinzas similares a las de las langostas, ocho patas y una cola abdominal
segmentada, que suele curvarse sobre el dorso del animal, normalmente termina

en un aguijon alimentado por un par de glandulas venenosas. (Flérez, 2007).

El cuerpo de un escorpidén se divide en dos regiones principales: el cefalotérax
(prosoma), que lleva los ojos medios y los laterales, constituido por la cabezay el
térax que forman una sola unidad, cubierto en su regién dorsal por un caparazon
quitinoso; y el abdomen (opistosoma), que se subdivide en mesosoma en
posicion anterior conformada por siete segmentos y una posterior metasoma,
delgado a manera de cola y que lleva en su extremo terminal el telson con una
vesicula que alberga un par de glandulas de veneno y un aguijon mediante el cual

lo inocula. (Figura 1).

Fresoma

HMesesema

Hetasema

ula subaculear
1-1 3 ¥lI-1. Segmentos tergales
I-¢ 3 ¥=¢. Soqmentas caudales

Figura 1: Morfologia Externa de un Escorpién, tomado de Flérez, 2007.
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A diferencia del veneno de ciertas serpientes (Bothrops) y algunas arafas, los
polipéptidos del veneno escorpidnico carecen completamente de actividad
necroética. Por ello, y por lo agudo del aguijén, el emponzofiamiento escorpiénico
no produce ninguna lesion local visible. Los polipéptidos constituyentes de los
venenos de escorpiones son poderosos neurotdxicos y entre sus efectos estan la
liberacion masiva de acetilcolina y adrenalina. Esta accion de las toxinas
escorpionicas produce hipertension, hiperglicemia y paro cardio-respiratorio.
(Flérez, 2007)

Los escorpiones no son agresivos y los accidentes se producen sélo cuando son
aplastados. Viven en zonas oscuras, bajo cortezas, troncos, etc. e invaden las
viviendas sélo cuando estas se construyen en su habitat.

Dentro del orden de los escorpiones la familia Buthidae es la mas diversificada,
con mayor distribucion geografica sobre el planeta y con las especies
potencialmente mas peligrosas. Incluye 73 géneros, 165 especies y 5
subespecies. Esta familia se caracteriza por presentar en el Prosoma esternén
triangular o subtriangular, asi como una espina subacular (por debajo del aguijon)
(Flérez, 1990). Aunque la mayor cantidad de géneros pertenecientes a la familia
Buthidae existen en el viejo mundo, en América se encuentra el género Tityus, que
cuenta con 130 especies de distribucion cosmopolita, siendo considerado el mas
diverso entre los géneros de esta familia. En Colombia este género cuenta con 29

especies del total de especies de escorpiones descritas para el pais.

3.2. Descripcién General del Escorpion Centruroides margaritatus.

La especie C. margaritatus es una de las mas complejas del Nuevo Mundo y esta
ampliamente distribuida en Norte América, las Antillas, América Central y Sur
América.

Esta especie se caracteriza por presentar una coloracién café-amarillenta oscura
en su caparazén, extremidades amarillas oscuras, pedipalpos, fémur y tibia café-

amarillento oscuro. Su tamafo oscila entre los 60 y 110 mm de longitud y es de
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hébitos intra y extra domiciliarios. Esta especie se encuentra distribuida entre los

600msnmy los 900msnm en el departamento del Cauca (Valle del Patia).

' p - : N. Y 5 o o
Figura 2: Escorpiones Centruroides margaritatus. Cauca - Colombia

3.3.Toxinas Escorpidnicas

La composicion quimica del veneno de estos aracnidos consta de sustancias
biologicamente activas que incluyen mucina, neurotransmisores como la
serotonina, enzimas como hialuronidasa, mediadores inflamatorios como la
histamina, fosfolipasas, inhibidores de proteasas y otras sustancias relacionadas
con la capacidad de penetracion del veneno, ademas de diversas neurotoxinas de
tipo peptidico responsables de su actividad biolégica (Murthy et al., 2000),
agrupados en tres grandes grupos de polipéptidos:

Polipéptidos de Cadena Corta con actividad bloqueadora especifica sobre canales

de KT

Polipéptidos de cadena mediana, cuya accién se enfoca principalmente sobre los

.
canales de Na .

++

Polipéptidos de cadena larga cuya accion se centra sobre los canales de Ca en

las membranas y su comportamiento intracelular.
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3.4.Signos y Sintomas de Envenenamiento

En general el cuadro de envenenamiento escorpidénico se caracteriza por la
aparicion de diferentes signos y sintomas asociados con la picadura del animal,
que incluyen desde el dolor local, hasta la presentacion de sintomas neurol6gicos
y cardiovasculares severos que pueden comprometer seriamente la vida del
paciente (Motta et al., 1999).

Los signos mas frecuentes de envenenamiento presentados en ratas inyectadas
por via intraperitoneal son: sialorrea, piloereccion, midriasis, hipoactividad, y
lagrimeo, que aparecen desde los 10 — 15 minutos posteriores a la inoculacién del
veneno y ataxia, disnea, tremores, convulsiones e incoordinacion entre los 20 — 30
minutos. (Motta et al., 1999; Barona et al. 2004; Gomez et al 2002; Gordillo 2000;
Otero et al 2004; Tamassone et al, 2003; Duefias 2009).

3.5. Electrocardiograma

La produccion y conduccién de estimulos o impulsos eléctricos que preceden a la
contraccion cardiaca origina corrientes eléctricas de muy pequefio voltaje que se
distribuyen casi en forma homogénea por todo el cuerpo del animal y que pueden
ser recogidas en la superficie y registradas en forma grafica; estas corrientes
constituyen el electrocardiograma. El electrocardiograma (ECG/EKG, del aleman
Elektrokardiogramm) es el grafico que se obtiene con el electrocardidgrafo para
medir la actividad eléctrica del corazén en forma de cinta grafica continua, a partir
de electrodos colocados en la piel. Es el instrumento principal de la
electrofisiologia cardiaca y tiene una funcion relevante en el cribado y diagndstico
de las enfermedades cardiovasculares, alteraciones metabdlicas y la
predisposicién a una muerte subita cardiaca. EI nombre electrocardiograma esta
compuesto por electro que implica la actividad eléctrica, cardio del griego corazon

y grama, también del griego, que significa escritura. (Giraldo et al., 2000)
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El electrocardiograma nos brinda la siguiente informacion:
Frecuencia Cardiaca, Ritmo cardiaco, Conduccion intracardiaca, Indicios de
agrandamiento de las distintas camaras cardiacas. (Belerenian et al., 2001)

3.5.1. Sistema de Conducciéon en Mamiferos

Segun Belerenian et al., 2001; El sistema de conduccién cardiaco en mamiferos
esta conformado por un conjunto de células musculares modificadas, para
optimizar la conductividad eléctrica y que se encuentran agrupadas en las

siguientes estructuras anatomicas:

Nodo Sinoauricular: se encuentra ubicado en la auricula derecha en relacion a la

desembocadura de las venas cavas.

Nodo Auriculoventricular: situado en la union auriculoventricular derecha en

relacion a la base del tabique interventricular.

Haz de His: es un cordon que rapidamente se divide en dos ramas, izquierda y
derecha; discurre por el tabique interventricular y luego da origen por
ramificaciones posteriores a las fibras de Purkinje, las cuales se distribuyen en el

miocardio ventricular.

3.5.2. Ondas Cardiacas Normales

Onda P: Deflexion positiva con amplitud baja, es la despolarizacion de las
auriculas, o sistole auricular.

Intervalo P-R: Se trata del tiempo que transcurre desde la salida del impulso en el
nodulo sinusal, hasta alcanzar el nddulo auriculoventricular.

Complejo QRS: Deflexidén positiva de alta amplitud, indica la despolarizacion del

miocardio ventricular o sistole ventricular.
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Onda T: Deflexion positiva con amplitud baja, indica la repolarizacion ventricular o

didstole ventricular (Belerenian et al., 2001)

3.5.3. Derivaciones Electrocardiogréficas

En la actualidad el EKG clinico corriente consiste en 12 derivaciones (3
derivaciones bipolares de las extremidades, 3 derivaciones unipolares de las
extremidades y 6 derivaciones unipolares precordiales corrientes) que forman el
electrocardiograma escalar. (Giraldo et al., 2000), para este trabajo utilizaremos
solamente las derivaciones bipolares de las extremidades ya que teniendo en
cuenta que la rata es un animal muy pequefio comparado con el ser humano, se

hace compleja la adecuada colocacion de los electrodos.

3.5.4. Derivaciones Bipolares de las Extremidades

Registran la diferencia de potencial entre dos polos. Se las conoce comunmente
como DI (de miembro anterior derecho a miembro anterior izquierdo), DIl (de
miembro anterior derecho a miembro posterior izquierdo) y DIl (de miembro
anterior izquierdo a miembro posterior izquierdo); estudian las corrientes en el
plano frontal. (Leib, et al., 1997).

Todos los electrocardiografos tienen, también un electrodo para la pierna derecha
(RF); ella'y el electrodo funcionan como polo a tierra y no intervienen en la génesis
del EKG. Estas derivaciones bipolares representan la diferencia de potencial

eléctrico entre dos sitios. (Giraldo, et al., 2000)
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Derivacioén |

Diferencia de potencial entre brazo izquierdo y brazo derecho (LA-RA)

RA Q LA
« Ny

() DI (+)

Figura 3: Derivacion I. Tomado de Giraldo et al., 2000

Figura 4: Derivacion |. Diferencia de potencial entre pata delantera izquierda y pata
delantera derecha (LA-RA). Tomado de Belerenian et al., 2001
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Derivacion Il

Diferencia de potencial entre la pierna izquierda y brazo derecho (LF-RA)

RA Q LA
o

LF

) Dli (+)

Figura 5: Derivacion Il. Tomado de Giraldo et al, 2000

Figura 6: Derivacién Il. Diferencia de potencial entre pata trasera izquierda y pata

delantera derecha (LF-RA). Tomado de Belerenian et al., 2001
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Derivacion lll

Diferencia de potencial entre la pierna izquierda y brazo izquierdo (LF-LA)

RA @ LA
Nt

) Dill (+)

Figura 7: Derivacion lll. Tomado de Giraldo et al., 2000

Figura 8: Derivacion lll. Diferencia de potencial entre pata trasera izquierda y pata

delantera izquierda (LF-LA). Tomado de Belerenian et al., 2001
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3.5.5. Componentes del EKG Normal

Para (Giraldo, et al., 2000) en un ciclo cardiaco normal la actividad auricular se
inscribe antes que la ventricular. La despolarizacion auricular se representa por la
onda P y la repolarizacion por la onda T, pero habitualmente ésta no se inscribe
porque esté oculta en el complejo ventricular o es de muy baja amplitud. Luego se
inscribe el segmento PR en el que no se detecta actividad eléctrica y se define
como linea isoeléctrica. El intervalo desde el inicio de la onda P al complejo QRS
(PR) representa el tiempo desde el inicio de la activacion auricular a la activacion
ventricular. La despolarizacion ventricular es representada por el complejo
QRS, que es el componente de mayor amplitud en el EKG. El término del
complejo QRS se denomina” punto J" y da inicio al segmento ST (periodo en
gue los ventriculos aun estan despolarizados), que separa el complejo QRS con la
onda T; esta ultima corresponde a la repolarizacién ventricular. Posterior a la
onda T suele inscribirse una pequefia onda de origen aun no definido, denominada
onda U. El intervalo desde el inicio de la activacion ventricular al término de la

repolarizacion se denomina intervalo QT. Finalmente hay otra linea isoeléctrica

entre el final de laonda T o U y la onda P.
R
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' |
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- I
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: I

. I
I

I

1 I

| I

— b e
P-R segment; | S-Tsegment

!
’ | QRS interval
P-R interval i -T interval
>

|: 1 le- — — o |
Figura 9: Componentes del EKG. Tomado de Giraldo et al., 2000
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3.5.6. Interpretacion del Electrocardiograma

Una vez se realice el EKG, enfocamos nuestra atencion en la derivacion Il (Dll), en

el cual se deben verificar:

- Ciclo Cardiaco: se puede definir con una secuencia completa de contraccion
(sistole) y relajacion (diastole) del corazén. (Belerenian, et al., 2001) (Figura 12)

- Frecuencia Cardiaca (FC): se relaciona con la superficie corporal, indice
metabdlico y el balance autondémico propio de la especie, raza e individuo.
(Belerenian, et al., 2001) Para ratas los valores normales de FC son de 300-
400/latidos por minuto. (Texteira, 2001) (Tabla 8)

- Presencia de la Onda P: indica la existencia de un ritmo sinusal normal, originado

en el nodo sinoauricular. (Figura 13)

- lgualdad entre todos los intervalos P-R: La valoracion de este intervalo es
extremadamente importante para la evaluacion del ciclo cardiaco, siempre se
debe buscar igualdad y uniformidad en todos los intervalos, para descartar la
presencia de bloqueos a nivel auriculoventricular. (Belerenian, et al., 2001; Leib, et
al., 1997). (Figuras 14,15y 16).

- Correspondencia de un complejo QRS para cada Onda P: Una onda P con su
respectivo QRS representa un latido cardiaco, y el tiempo que transcurre entre
latido y latido (intervalo R-R), puede ser constante o no; en caso de no serlo,

estamos en presencia de un ritmo irregular. (Belerenian, et al., 2001) (Figura 17)

- Complejo QRS ancho o estrecho: Un incremento en los valores normales de un
complejo QRS, indican alargamiento del ventriculo izquierdo, ya sea por dilataciéon
o hipertréfia. La prolongaciéon en el ancho del complejo QRS se puede dar por un

retraso en la conduccién de los estimulos en el ventriculo izquierdo (bloqueo de
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rama izquierda, o bloqueo fascicular izquierdo) y por retraso en la conduccion de
los estimulos en el ventriculo derecho (bloqueo de rama derecha) (Belerenian, et
al., 2001) (Figuras 20 y 21)

- Equivalencia entre todos los intervalos R-R: Evaluar el intervalo comprendido
entre dos ondas R consecutivas es muy importante, ya que gracias a este dato
podemos darnos cuenta si el animal tiene ritmo cardiaco sinusal o no sinusal y

por ende saber su frecuencia cardiaca. (Giraldo et al., 2000) (Figura 22y 23)

3.5.7. Alteraciones Electrocardiograficas

El corazén humano late entre 60 y 100 veces por minuto y en ratas entre 300 y
400 veces por minuto. Estos latidos son provocados por impulsos eléctricos que
se originan en el marcapasos natural del corazon, el nédulo sinusal o sinoauricular
(nédulo SA). El nédulo SA es un grupo de células ubicadas en la parte superior de
la cavidad superior derecha del corazén (la auricula derecha). (Fleckenstein, et al.,
1984).

Noédulo
sinoauricular
(SA)

Nodulo -
auriculoventricular
(AV)

AD = Auricula derecha
VD = Ventriculo derecho
Al = Auricula izquierda

VI = Ventriculo izquierdo

Figura 10: Anatomia del corazén. Tomado de Sproul, 1966
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3.5.7.1. Arritmia

Alteracion no solo en el RITMO, sino también en la FRECUENCIA, ONDAS
INTERVALOS o lugar de produccién de los estimulos, alejandolos de ese modo de
la definicion etimologica de arritmia como toda alteracion en el ritmo, que es un

concepto que queda incompleto en la clinica practica. (Leib; et al., 1997).

Arritmia_Sinusal: es un ritmo cardiaco de origen sinusal y de frecuencia

habitualmente dentro de los limites normales, que se caracteriza porque el tiempo
entre dos ondas “R” consecutivas no es exactamente igual en todos los intervalos
R-R del EKG vy esté relacionada en la mayoria de ocasiones en forma directa con
la respiracion, de manera que cuando se produce la inspiracion hay un estimulo
simpatico y una inhibicion vagal por lo cual se acelera el ritmo cardiaco y hay
espacios R-R mas cortos. Cuando se produce la espiracion se genera un aumento
del tono vagal y una inhibicién simpatica por lo cual se genera una frecuencia
cardiaca menor, lo que aporta espacios R-R mayores. (Belerenian, et al., 2001,
Leib, et al., 1997).

3.5.7.2. Alteraciones en la Formacion del Impulso Sinusal

Bradicardia Sinusal: es un ritmo cardiaco de origen sinusal y con frecuencia por
debajo de los limites marcados como normales para la especie, raza, sexo, edad y

condicion fisica del paciente estudiado. (Leib; et al., 1997). (Figura 24)

Taquicardia Sinusal: se trata de un ritmo cardiaco frecuente en ocasiones

valorable como normal, regular, de origen sinusal y de frecuencia superior a los
valores clasificados como normales en funcion de especie, raza y edad.
(Belerenian et al., 2001) (Figura 25)

Arresto Sinusal: ciclos cardiacos con un ritmo sinusal normal el cual se interrumpe

por una pausa ocasional, alterandolo, la frecuencia cardiaca varia y usualmente
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esta relacionada con una bradicardia con ritmo cardiaco regularmente irregular
debido a las pausas o con una bradiarritmia espontanea, con ritmo regular, hay
presencia de onda P normal, positiva y uniforme, que siempre acompaia el
complejo QRS, e intervalo P-R constante, excepto durante la pausa. (Leib; et al.,
1997). (Figura 26)

3.5.7.3. Alteraciones en la Formacion del Impulso Supraventricular

Complejos Prematuros Auriculares: cualquier foco que sea capaz de generar un

estimulo eléctrico que desencadena una contraccién cardiaca y que no sea el
nodulo sinusal, se denomina foco ectopico. Estos focos ectdpicos pueden
aparecer situados en las auriculas, pero fuera del nédulo sinusal, en el nodulo
auriculoventricular, en el haz de His o en cualquier otro punto de los ventriculos.

Los complejos prematuros o extrasistoles son contracciones cardiacas que se
presentan como un fendmeno eléctrico prematuro en el trazado
electrocardiografico y que suelen ir seguidos de una pausa compensatoria, mas o

menos marcada en funcion de la frecuencia. (Belerenian et al., 2001) (Figura 27)

Fibrilacion Auricular: esta considerada como una de las mas graves arritmias

auriculares y es muy frecuente en la clinica de los pequefios animales. En el EKG
se presenta como un ritmo irregular con disociacion entre las frecuencias auricular
y ventricular, las ondas P sinusales estan sustituidas por unas ondas “f’ que
suelen aparecer en forma de 3, 4 o 5 ondas “f’ seguidas y finalmente un complejo
QRS ventricular. Estas ondas “f° estan representadas por ondulaciones
irregulares y pequefas de la linea isoeléctrica. (Leib; et al., 1997; Belerenian et al.,
2001). (Figura 28)

3.5.7.4 Alteraciones en la Formacién del Impulso Ventricular

Se denominan complejos prematuros ventriculares, complejos prematuros

idioventriculares o extrasistoles ventriculares. (Belerenian et al., 2001).
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Complejos Prematuros Ventriculares: se presentan cuando un foco ectdpico,

localizado por debajo del nédulo auriculoventricular, en los propios ventriculos se
excita formando un estimulo de origen ectépico ventricular antes de que se forme
el estimulo sinusal normal. (Leib; et al., 1997).

Esta excitacién del foco ventricular genera una respuesta cardiaca en forma de
complejo prematuro de morfologia anémala. Dado el origen del estimulo y que las
vias de conduccién son retrégradas y anormales, en muy escasas ocasiones el
estimulo eléctrico es capaz de llegar a las auriculas y generar una onda auricular,
de modo que tan sélo se aprecia un complejo ventricular, facilmente reconocible
por su anchura exagerada y morfologia anémala claramente diferente de los
restantes complejos del EKG. El aumento en duracién de los intervalos P-R y R-R
entre el complejo prematuro ventricular y el siguiente ciclo cardiaco se trata de un
mecanismo de defensa ventricular denominado pausa compensatoria, es una
parada en la que no se presenta ninguna onda, y posteriormente vuelve a arrancar

un ciclo sinusal. (Belerenian et al., 2001; Leib; et al., 1997) (Figura 29)

Taquicardia Ventricular: se define como la sucesion de tres o mas extrasistoles

ventriculares seguidas (Belerenian et al., 2001) (Figura 30)

Fibrilacion ventricular: Ritmo cadtico, inestable y que supone la muerte del

paciente a corto plazo. La presencia de fibrilacion ventricular durante 5 minutos es
uno de los parametros de definicion de “muerte clinica”. (Leib; et al., 1997). (Figura
31)

3.5.7.5 Alteraciones en la Conduccién de los Estimulos

Bloqueo Auriculoventricular_de Primer_Grado: Se interpreta como una discreta

alteracion del nédulo auriculoventricular que retrasa algo mas de lo normal el paso
del impulso eléctrico a través suyo, pero sin impedir el paso de ningun impulso

eléctrico. (Belerenian, et al., 2001) (Figura 32)
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Bloqueos de Rama: Se trata de alteraciones de la conduccién a nivel del haz de

His, en su tramo inicial, en sus ramas derecha o izquierda o en los fasciculos

anterior y posterior. (Belerenian et al., 2001) (Figura 33)

3.5.7.6 Alternancia _Eléctrica: La alternancia eléctrica es un patron

electrocardiogréafico en el cual se alternan complejos QRS de tamafio normal con
complejos QRS de menor amplitud, indicando la presencia de derrame o colecta
pericardica. Esto se debe a la fluctuacién del liquido dentro del saco pericardico en
cada ciclo cardiaco. (Belerenia, et al., 2001) (Figura 34)

4. Clorhidrato de Adrenalina

Farmaco que produce un aumento de la Frecuencia Cardiaca y del Gasto
Cardiaco. Tiene efecto estimulante, Alfa y Beta receptor. La accion alfa es mas
importante porque aumenta la resistencia vascular sistémica y aumenta la presion
sistélica y diastdlica durante la compresion cardiaca, esto lleva a una mejoria del
flujo sanguineo miocardico y cerebral. (Gonzalez, 1991)

La accion beta no es tan importante durante la compresion cardiaca, pero puede
llegar a ser ventajosa, una vez empiece la contraccion cardiaca espontanea.

Los efectos cardiacos son mediados por los receptores 3 adrenérgicos. Acorta la
sistole mas que la diastole porque aumenta la conduccion a través del nodo AV y
sist Purkinge. Estimula el nddulo sinusal, aumenta las demandas de oxigeno
miocéardico. Predispone arritmias porque disminuye el periodo refractario del
musculo ventricular. (Gonzélez, 1991)

Las infusiones a bajas dosis (0.02 — 0.04 mcg/kg/min) estimulan principalmente los
receptores B y produce ampliacién de la presion de pulsos, disminucion de la
resistencia vascular sistémica y pulmonar, aumenta el volumen sistélico y gasto
cardiaco.

Las infusiones mayores (0.05 — 0.1 mcg/kg/min) estimulan los receptores Alfa,
observandose aumento de la resistencia vascular sistémica y elevacion de la

presién sanguinea.
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Para el estimulo B también produce broncodilatacion, lo que lo hace util en crisis
asmatica.

Produce potente vasoconstriccion renal a infusiones tan bajas como 0.035
mcg/kg/min llevando a la reduccion del flujo sanguineo renal y gasto urinario.

De eleccion en reanimacion cardiopulmonar.
Efectos adversos

Cefalea, taquicardia, taquicardia ventricular y fibrilacion ventricular, severa HTA,
con hemorragia cerebral secundaria y angina. (Gonzalez, 1991)
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5. ANTECEDENTES

El primero en hacer una descripcion de dafio a miocardio y de las manifestaciones
cardiovasculares ocasionadas por la intoxicacion por picadura de escorpion fue
Gueron et al., 1992, en un grupo de 82 pacientes hospitalizados por picadura de
escorpion entre los afios 1960 y 1068, 11 presentaron datos de falla cardiaca o
edema agudo pulmonar y un sindrome de shock similar en 14, todos ellos con
evidencia de dafio a miocardio determinado a través de electrocardiograma y
datos de laboratorio. EI 11% falleci6 a causas atribuibles a complicaciones
cardiacas. Se reportaron anormalidades en el electrocardiograma como:
bradicardia en un 24% de los casos, inversion de la onda T en 68%, cambios en el
segmento ST en 39%, alargamiento del QTc en 53% y un bloqueo completo
auriculo-ventricular (A-V) en el 2,5% de los casos, asi como también otras

alteraciones eléctricas en el 13%.

Corréa et al., 1997, reporta un estudio en el que se inyectaron ratas por via
intravenosa con dosis subletales del veneno de Tityus serrulatus, causando
después de 30-180 min alteraciones bioquimicas e histopatolégicas que incluyen,
aumento estadisticamente significativo en los niveles de suero, de aspartato
aminotransferasa, amilasa, creatinin kinasa y lactato deshidrogenasa, asi como
también hiperglicemia aumento de los acidos grasos en el plasma y bajos valores

de glicégeno en el higado.

Diaz, 1998, determin6é que el escorpion de Colima Centruroides limpidus
tecumanus produce trastornos cardiovasculares evaluables a través del
electrocardiograma en nifios, analizando 113 pacientes picados por escorpion, en
edades comprendidas entre los cinco y los catorce afios. El 39.8% (n=45) de los
casos presentd alteraciones electrocardiograficas siendo de estas los trastornos
del ritmo cardiaco las mas frecuentes con un 71% de los casos, concluyendo asi
gue el escorpidon del estado de Colima es cardiotoxico, produciendo alteraciones

en el electrocardiograma.
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Otero et al., 1998, publicaron dos casos de envenenamiento escorpionico grave en
nifios de diez y cuatro afios de edad, atribuibles a T. asthenes. Se presentaron
complicaciones graves como pancreatitis hemorragica, alteraciones cardio-

vasculares y edema pulmonar.

Fatani et al., 1998, investigaron la participacién de las kininas en los efectos
cardiovasculares causados por el veneno del escorpidén Leiurus quinquestriatus
evaluando las alteraciones cardiacas y presion sanguinea, mediante
electrocardiogramas (ECG) en conejos anestesiados. El veneno del escorpiéon
Leiurus quinquestriatus causaba alteraciones en la presidén sanguinea, bradicardia,
dafo miocardico, arritmias, alteraciones en la respiracion y edema pulmonar entre

otras.

Lira-da-Silva et al., 2000, realizaron un estudio descriptivo sobre los aspectos
clinicos causados por la picadura del escorpion Tityus stigmurus en el estado de
Bahia en Brasil; fueron 237 casos confirmados por el Centro de Investigaciones
Antiveneno de Bahia (CIAVE) que presentaron manifestaciones locales, tales

como: dolor, edema y eritema, y generales como: cefalea, vomito y sudoracion.

Gueron et al., 2000, realizaron una revision donde se evaluaron las alteraciones
cardiovasculares causadas por la picadura de varios artropodos como: arafas,
escorpiones, abejas y avispas, para proveer un mejor entendimiento de los
mecanismos de toxicidad y promover la seguridad y tratamientos adecuados para
estas manifestaciones. Ellos manifestaron que después del envenenamiento por
picadura de escorpidon los pacientes presentaron dolor local en el sitio de la
picadura y signos de intoxicacion general, la incidencia de edema pulmonar estuvo
en el rango de 7% a 46% y arresto cardiaco de 7%. Los signos clinicos que
involucran sistema cardiovascular fueron taquicardia sinusal en la mayoria de los
registros, sin embargo una bradicardia sinusal estuvo presente en el 24% de las
victimas, se presenta una onda Q estrecha, onda T bifasica, elevacion o depresion

del segmento ST y anormalidades en la onda T, alteraciones en el ritmo cardiaco,
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presencia de fibrilaciones auriculares y ventriculares, complejos prematuros

auriculares o ventriculares y taquicardia ventricular.

Teixeira et al., 2001, evalian la accién directa que tiene el veneno del escorpién
Tityus serrulatus en muasculo cardiaco de ratas Holtzman, presentandose
liberacion de neurotransmisores adrenérgicos y colinérgicos que afectan el

miocardio, induciendo a taquicardias y bradicardias.

Gwee et al., 2002, en su articulo reportan que el envenenamiento escorpionico
esta atribuido principalmente a la sobreactividad del sistema nervioso autébnomo
sobre los canales de Na*y/o de K* dando como resultado la liberacién masiva de
neurotransmisores autondmicos (descrito como “una tormenta autonémica”). Los
sintomas tipicos observados en individuos picados por escorpion de la familia
Buthidae incluyen efectos del sistema Simpatico (taquicardia, hipertension,
arritmias cardiacas, midriasis) y del sistema Parasimpatico (salivacion excesiva,
lacrimacion, bradicardia, hipotensién). Sin embargo la mayor causa de muerte ha
sido atribuida principalmente a la toxicidad cardiovascular a causa de la liberacion
masiva de catecolaminas desde las terminaciones nerviosas adrenérgicas y

noradrenérgicas.

Gwee et al., 2002, también reportan otro articulo en el que hablan de los efectos
causados por los venenos de M. tamulus y L. quinquestriatus sobre la transmision
noradrenérgica y nitrérgica en musculo aislado anococcygeus de rata, y revelan
gue ambos venenos activan los canales de sodio dependientes del voltaje, con la
consecuente liberacibn de neurotransmisores, produciendo una respuesta en
diferentes 6rganos, similares a los efectos ocasionados por otros escorpiones.

Dos nuevas toxinas del veneno del escorpién B. martensi Karsch, Makatoxin | y
Bukatoxin, fueron purificadas para homogenizarlas. La determinacién completa de
la secuencia de aminoacidos confirma que ambas toxinas pertenecen a a - toxinas

escorpidnicas. Los efectos de estas toxinas sobre la transmisién noradrenérgica y
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nitrérgica del musculo anococcygeus en rata, evidencian su accion farmacolégica
sobre los canales de sodio neuronales dependientes del voltaje.

Se encontr6 que los venenos de H. longimanus y H. spinifer contenian altas
concentraciones de acetilcolina y noradrenalina, indicando su directo potencial

colinérgico y noradrenérgico en el musculo anococcygeus de rata.

Cupo et al., 2002, realizaron una investigacion con ocho nifios en edades entre 2 y
9 aflos que fueron victimas de envenenamiento escorpidnico causados por la
especie Tityus serrulatus. Todos los pacientes mostraron manifestaciones de
disfuncién cardiaca presentandose como alteraciones en el EKG, en el que se
encontraron extrasistoles ventriculares, taquicardia sinusal, bradicardia sinusal,
cambios en la onda T, y depresion y elevacion del segmento ST; asi como
también hubo alteraciones en los registros ecocardiograficos evaluados. Cinco de
los nifios desarrollaron edema pulmonar. Al analizar los niveles de Troponina | se
dieron cuenta que fueron normales en mayoria de los pacientes, excepto en dos
de ellos en los cuales aumentaron los valores, los cuales se observaron en un

periodo de 24 — 36 horas después del envenenamiento.

Cupo et al., 2003, abordaron en este estudio aspectos de la fisiologia clinica e
terapéutica del envenenamiento humano, causado por escorpiones del género T.
serrulatus, T. bahiensis, T. stigmurus y arafias de los géneros Phoneutria y
Loxosceles, que fueron llevados al Centro de Control de Intoxicaciones (CCI) de la
U.E.-HCFMRPUSP, en el que se explican las diferentes manifestaciones clinicas
gue causa el envenenamiento escorpionico, clasificacion de los accidentes en
leves, moderados y graves y sugieren ademas examenes complementarios que
serian de gran ayuda para la aclarar el grado del envenenamiento, entre ellos el
electrocardiograma donde dicen, pueden presentarse taquicardias o bradicardias,
extrasistoles ventriculares, disturbios de repolarizacién ventricular con inversion de
la onda T, presencia de onda U en algunas derivaciones, ondas Q prominentes y
depresion o alargamiento del segmento ST, finalizan el articulo con tratamientos

sugeridos en caso de envenenamiento escorpionico.
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Escobar et al., 2003, analizaron las proteinas del veneno del escorpion
Centruroides margaritatus, y las separaron mediante cromatografia de intercambio
cationico en CM-Sephadex C-25 con buffer acetato de amonio 0,05M a pH 7, a
partir de 28,3 mg de veneno obtenidos de 52 ejemplares adultos capturados en la
provincia de Zarumilla, Tumbes, norte del Peru. El perfil cromatogréafico mostré la
presencia de 9 picos de proteina y los ensayos de toxicidad han permitido
identificar tres tipos de toxinas, cada una especifica para crustaceos, insectos y
roedores, respectivamente. Tanto en el veneno crudo como en las fracciones
colectadas, no se encontré actividad de fosfolipasa ni actividad proteolitica. La
PAGE-SDS del veneno crudo, muestra la presencia de una banda bastante notoria
de aproximadamente 14 KDa, y otras dos muy tenues, de aproximadamente
45KDa, lo cual significa que la mayoria de proteinas de este veneno son de peso
molecular igual o menor a 14KDa.

Guinand et al., 2004, demostraron que Tityus falconensis, induce un aumento
significativo en los niveles plasmaticos de la fraccion MB de la creatinfosfokinasa 2
(CPK-MB), (isoenzima de origen cardiaco), produce elevaciones plasmaticas de
interleuquina-6 (IL-6), factor de necrosis tumoral (TNF-a) y 6xido nitrico (NO), en
pacientes con emponzofiamiento sistémico moderado, en apenas 2 horas luego
del accidente. Se estudiaron 15 pacientes, con edades comprendidas entre 5y 52
afos. El aumento de la CPK-MB durante las dos primeras horas del accidente
sugiere una presencia importante de toxinas cardiotoxicas en el veneno de T.

falconensis.

Cordeiro et al., 2006, reportan que los efectos de envenenamiento de Tityus
serrulatus en perros experimentales presentaron alteraciones en el sistema
cardiopulmonar, dolor local, agitacion, taquicardia y bradicardia sinusal, arritmias
cardiacas, desordenes respiratorios, hipertension o hipotensién, sialorrea, vomito,

diarrea, estornudo y debilidad.
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Nencioni et al, 2009, evaluaron los efectos en el sistema nervioso central de ratas
WISTAR macho, después de inyectarlas intraperitonealmente con veneno de
escorpiones Tytius serrulatus y Tytius bahiensis, examinando la concentracion de
neurotransmisores y metabolitos en el hipocampo, a partir de registros
electroencefalogréficos. Ambos venenos presentaron alteraciones
electroencefalograficas y comportamentales, aunque el veneno de Tytius
bahiensis presenté una afeccién electroencefalografica menos fuerte que Tytius

serrulatus.

De Roodt et al., 2009, en su articulo reporta que durante el periodo comprendido
entre 2003 — 2006 cuatro nifios en Argentina murieron por picadura de escorpion,
de los cuales uno fue ocasionado por T. trivittatus y los otros tres se sospecha que
pudo haber sido por el escorpion T. confluens que causoé el accidente. También
reportaron que en el afio 2006 en la provincia de Tucuma’n, una nifla murié por
picadura escorpionica, y el escorpion responsable de la muerte fue T. confluens
encontrado en su zapato. Entonces estudiaron la toxicidad del veneno de T.
confluens, inyectandolo a ratones, obteniendo resultados como: en el minuto 1
después de inyectado el veneno el raton presentoé intranquilidad, minuto 2 redujo
Sus movimientos y presentd taquipnea, minuto 3 mostro piloereccion, minuto 4
presentd una alta excitacion, minuto 10 se observé salivacion y lacrimacion,
minuto 12 se observo dificultad al caminar, minuto 20 presentd disnea profunda y
contracciones musculares, A los 25-40 minutos el ratbn muere con disnea
marcada, Se observé ademas lesiones en el musculo cardiaco, representadas por
cambios isquémicos, mostrando lesiones en las fibras musculares, ademas de

dafo ventricular izquierdo causado por hipertensién y taquicardia sinusal.

Pinto et al., 2010, reporta en su articulo los efectos causados por el veneno del
escorpion Tityus serrulatus sobre el sistema cardiorespiratorio en ratas macho de
la cepa WISTAR. Ellos utilizaron 15 animales, los cuales se distribuyeron en tres
grupos (n=5), el grupo A fue el grupo control, el cual recibié 400uL de agua via
subcutanea y dos grupos experimentales B y C que fueron inyectados con el

veneno del escorpion T. serrulatus (100 y 450 uL respectivamente en 400 L de
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agua). Los registros electrocardiograficos obtenidos mostraron alteraciones tales
como: incremento de la onda T, presencia de una onda RS, presencia de
complejos prematuros ventriculares, taquicardias, bradicardias, hipercalemia,
bloqueo auriculoventricular de tercer grado, escape del ritmo y arritmias sinusales,

entre otros.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

Determinar las alteraciones electrocardiograficas causadas por la aplicacion
intraperitoneal del veneno total del escorpion Centruroides margaritatus, en ratas,
Rattus norvergicus cepa WISTAR.

6.2 Objetivos Especificos

e Describir los signos y sintomas de envenenamiento en ratas R. norvegicus
cepa WISTAR, expuestas por via intraperitoneal al veneno de C.

margaritatus.

e Estandarizar la obtencion de registros electrocardiograficos en ratas R.
norvegicus cepa WISTAR, mediante derivaciones bipolares de plano frontal

[, I, 1ll, y derivaciones unipolares aVR, aVL, y aVF.
e |dentificar las alteraciones electrocardiograficas producidas por el veneno

de escorpiones C. margaritatus, en ratas, R. norvegicus cepa WISTAR,

expuestas por via intraperitoneal, mediante electrocardiogramas.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Descripcion del Area de Estudio

Los escorpiones fueron colectados en el municipio del Patia, departamento del
Cauca, entre los pueblos de Patia y El Estrecho, localizados aproximadamente a
120 km al sur de la ciudad de Popayan y a una altitud de 600 msnm.

Los bioensayos se llevaron a cabo en el laboratorio del Centro de Investigaciones
biomédicas de la Universidad del Cauca (CIBUC), localizado en la Sede de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias, sector Las Guacas, Municipio de Popayan,
Cauca, Colombia.

7.2. Colecta de Escorpiones

Se realizd una salida de campo para la colecta de escorpiones, en la que se
obtuvieron 120 animales. La busqueda se hizo entre la corteza de arboles secos y
bajo piedras, entre las 8:00 am y las 3:00 pm empleando pinzas quirurgicas, y se

depositaron en recipientes plasticos con algodén humedo.

7.3. Tipo de Estudio

Es un estudio experimental in - vivo en el que se emplearon ratas R. norvegicus
cepa WISTAR, a las cuales se les aplicé via intraperitoneal una dosis subletal de

veneno del escorpion Centruroides margaritatus, con observacion constante de

los signos y sintomas que se presenten a causa del envenenamiento.
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7.4. Método Experimental

Para este estudio se planteé el siguiente disefio:

Mantenimiento de Captura 'y Extraccion de
Ratas Mantenimientode | — veneno
Escorpiones

— — Medicion de Conservacion y
Administracion del Concentracion Limpieza del Pool
Veneno <“—— | En mg de proteina
B|oe.nsa}yo y Lectura y andlisis de
Disefio — Electrocardiogramas
Experimental

7.4.1. Mantenimiento de las Ratas

Las ratas R. norvegicus fueron criadas y mantenidas en cajas de policarbonato
debidamente rotuladas, en condiciones controladas de variables ambientales ad
libitum de alimentacion y agua, en el Bioterio del Centro de Investigaciones
Biomédicas de la Universidad del Cauca (CIBUC).

7.4.2. Mantenimiento de los Escorpiones

Los escorpiones C. margaritatus se mantuvieron en recipientes plasticos,

garantizandoles unas condiciones de microambiente necesarias para su viabilidad,
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y alimentacién semanal ad libitum con cucarachas y grillos en el escorpionario del

Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad del Cauca (CIBUC).

7.4.3. Extracciéon del Veneno

Para la extraccion de veneno de la especie C. margaritatus se empled el método
de estimulacion eléctrica del telson (Guerrero, 2008), debido a la disminucién en
sufrimiento del animal, comparado con el método de la trituracion del mismo,
utilizando un estimulador de impulsos eléctricos Square Wave Stimulator 1999
(82415IS Lafayette instrument company). Se coloc6 cada escorpion en un
inmovilizador dejando libre Unicamente la zona metasomal, con una pinza de
diseccion se sostuvo el tercer segmento introduciendo el telson en un tubo
eppendorf, con los electrodos del generador se aplicaron 35 voltios (DC) con el fin
de contraer los muasculos de la glandula venenosa haciendo que el animal liberara
el veneno. A cada escorpion se le aplicaron cinco impulsos, para obtener una
adecuada extraccion y garantizar el bienestar de los escorpiones. (Guerrero,
2008). El proceso de extraccion fue realizado a los mismos especimenes cada 15

dias durante 3 meses.

7.4.4. Conservacion y Limpieza del Pool de Veneno

Después de cada extraccion el veneno se centrifugd a 15000 rpm 15 minutos, se
recupero el sobrenadante y deseché el precipitado, posteriormente se liofilizé por

12 horas, y se conservé a -80°C.

7.4.5. Medicion de Concentracion en mg de Proteina

Se tomaron los tubos eppendorf (Gibco 1c1010) y se aforaron a 1200 pl con agua
estéril paulatinamente, luego se llevaron al vortex (Fisher) hasta que el veneno se
disolvi6 completamente; se centrifugaron (Labne mod. Z233MK-2) a 15000 rpm,

por 15 minutos a 15°C. Se retiré el sobrenadante con micropipeta y se depositd en
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un eppendorf limpio. La cuantificacion de proteinas del veneno se hizo por el
método de Biuret 1967, con modificaciones. Se utilizaron tubos de 15 ml (Fisher
14-959-49a) para preparar la mezcla. Inicialmente se adicion6 como patron de
calibracién albumina bobina (BSA), agregando (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90 100 pl) a cada tubo; luego agua estéril (1500, 1490, 1480, 1470, 1460, 1450,
1440, 1430, 1420, 1410 y 1400 pl respectivamente) y por ultimo el reactivo de
Biuret 1500 pl a cada tubo. De igual manera en dos tubos de 15 ml se adicion6 50
pl de veneno a cada uno, luego 1450 pl de agua estéril y por dltimo 1500 pl de
Biuret, para obtener un volumen final de 3000 ul en cada tubo. Se le dio vértex y
se dejé por 30 minutos a temperatura ambiente. Se ley6 en el espectrofotometro
(Thermo mod. Genesys 10 UV) a 540nm. Con los datos obtenidos se hizo una
curva de calibracion (PEARSON) y se tomo la ecuacion de la curva (Y= mx + b)
despejando la variable, y obteniendo asi los datos de concentracion de proteinas

del veneno.

7.4.6. Administracion del Veneno

Se administraron dosis subletales del veneno del escorpiéon C. margaritatus a
partir de la DL50 obtenida por Guerrero 2002 que equivale a 42.83 pg/g en la rata
via intraperitoneal, usando una jeringa de 1 mL y un volumen a inyectar de 250 pL

para cada una de ellas.

7.4.7. Disefio Experimental

Se empled un disefio experimental de bloques aleatorizados, en el cual se
utilizaron 30 ratas R. norvegicus cepa WISTAR homogéneas en cepa, edad, peso
y sexo, las cuales fueron distribuidas en 5 grupos de 6 individuos cada uno, 3 de
experimentacion para aplicacion de las dosis 10, 30 y 50% de la DL50, escogiendo
una dosis alta, media y baja para observar si existia o no diferencia significativa

con las distintas concentraciones de veneno utilizadas en el experimento, y 2 de

47



control; para el control positivo se empled clorhidrato de adrenalina y para el

control negativo, solucion salina.

De estas, 6 ratas fueron inoculadas con el 10% de la DL50 hallada previamente,
(Guerrero 2002), las siguientes 6 con 30% de la DL50, y las 6 restantes con 50%
de la DL50 total.

Para este experimento se planteé una variable independiente que es la
Concentracion del veneno y como variables dependientes, el ciclo cardiaco, la
variacién de frecuencia cardiaca (Taquicardias y Bradicardias), la longitud de los
segmentos de las ondas (arritmias y bloqueos) y la amplitud de las ondas.
Teniendo en cuenta la informacién generada, se aplicé una prueba estadistica
denominada Chi Cuadrado X? para la concentracion del veneno, ciclo cardiaco, y
longitud de los segmentos, y Prueba estadistica no paramétrica Kruscal Wallis,
complementada con comparaciones multiples U de Mann Whitney para la
frecuencia cardiaca, para asi contrastar los diferentes tratamientos (control
negativo, control positivo, 50, 30, 10%DL50).
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TABLA 1. Tabla de Variables

VARIABLES TIPO DE NATURALEZA NIVEL DE ANAITISIS
VARIABLE MEDICION ESTADISTICO
Chi
Concentracion De | Independiente  Cuantitativo Razon Cuadrado
Veneno
Ciclo cardiaco Dependiente Cualitativo Razon Chi
(Ondas Cuadrado

electrocardiograficas
e intervalos)

Variacion de la Kruscal Wallis
Frecuencia Cardiaca | Dependiente Cuantitativo Razodn y U de Mann
(Taquicardias, Whitney

Bradicardias)

Longitud de los Chi
Segmentos Dependiente Cualitativo Razodn Cuadrado
(Arritmias,

Bloqueos)

7.4.8. Interpretacion del Electrocardiograma

Una vez se ha realizado el electrocardiograma es necesario efectuar la
interpretacion de los registros; para esto escogimos diferentes ciclos cardiacos e
hicimos la evaluacién respectiva observando si existia 0 no presencia de todas las
ondas electrocardiograficas y si los registros eran normales o mostraban alguna
alteracion.

Cada registro electrocardiografico completo se dividi6 en ocho blogues para
realizar una observacién mas detallada de los mismos, debido a que un solo EKG
completo no presentaba la misma alteracién en todo el recorrido de la actividad

eléctrica cardiaca, sino, que aparecian varias alteraciones.
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7.4.9. Método para latoma de Registros Electrocardiogréficos.

Para la toma en condiciones normales de un registro electrocardiogréafico tuvimos
en cuenta: el voltaje, las derivaciones estandar secuenciales, y la velocidad a la

cual se toma el trazado. (Giraldo et al., 2000).

Para tomar correctamente los electrocardiogramas seguimos los siguientes pasos:

1. Calibramos el Poligrafo digital Power Lab asi:
Velocidad para la toma del registro = 50mm/s
Rango = 5V
Paso bajo: 200Hz
Filtro digital
Tipo de filtro: paso alto
Frecuencia de corte = 10Hz
2. El animal (rata) debia estar comodo, tranquilo y presentar quietud
absoluta, para esto se sedo con éter etilico (15 - 20 min).
3. Limpiamos cuidadosamente sus patas con alcohol para eliminar todo lo
gue este habia tocado.
4. Untamos los electrodos con gel conductor
Instalamos los electrodos en las patas del animal de la siguiente

manera.

Blanco: pata derecha delantera
Negro: pata izquierda delantera
Verde: pata derecha trasera
Rojo: pata izquierda trasera

Café: cola
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Figura 11: Adecuada colocacion de los electrodos en la rata

6. Tomamos el registro electrocardiografico
7. Revisamos periddicamente la calibracion del equipo,

8. Estandarizamos la amplitud del voltaje

7.4.10. Método parala Lectura de Registros Electrocardiograficos.

La lectura e interpretacion de los electrocardiogramas (EKG) se llevo a cabo al
obtener los registros respectivos de cada animal mediante el Poligrafo digital,
Power lab, analizados con el software Chart 5 que permite medir deflexiones AV
en microvoltios y duracion de eventos en segundos At.

La lectura de cada uno de los registros electrocardiograficos se realiz6 en la
derivacion DIl porque en ella se pueden apreciar mejor las ondas
electrocardiograficas y evaluar si existe 0 no un ritmo sinusal.

De esta forma, se obtuvo la variacion de la frecuencia cardiaca para detectar
Taquicardias y/o Bradicardias, la longitud de los segmentos de ondas registrados y

amplitud de ondas.
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Ciclo Cardiaco: Para evaluar el ciclo cardiaco en el registro electrocardiografico

observamos si cada una de las ondas electrocardiograficas aparecian en un ciclo
cardiaco asi: onda P que constituye la primera onda o deflexién
electrocardiogréfica, seguida por el intervalo o segmento P-R, complejo QRS y
finalmente la onda T, evaluando asi los diferentes estados de despolarizacion y
repolarizaciéon del miocardio. Si todas las ondas estaban presentes en el ciclo
cardiaco deciamos que habia un ritmo sinusal normal, de lo contrario deciamos

que el ritmo cardiaco no era sinusal. (Figura 12)

Onda P: Observamos en cada ciclo cardiaco la presencia de la onda P, y si esta
fue positiva o negativa. (Figura 13)

Intervalo P-R: Para la evaluacion del intervalo P-R se tomaron diferentes ciclos

cardiacos y se midi6 desde el inicio de la onda P hasta el inicio del complejo QRS,
en segundos teniendo en cuenta la medida normal del mismo reportada en la
literatura (0.06 a 0.13seg) (Edwards, 1987), era primordial observar si existian 0 no
variaciones en estas medidas, evaluadas en las tres dosis experimentales y

comparadas con los grupos control. (Figuras 14,15y 16)

Onda P_Sequida del Complejo QRS: Es importante evaluar si hay o no

correspondencia de un complejo QRS para cada onda P, para esto tomamos cada
uno de los registros electrocardiograficos y observamos si cada complejo estaba
precedido por la primera onda electrocardiografica (onda P). Cuando el ritmo
cardiaco fue sinusal la onda P siempre acomparié el complejo QRS, pero cuando
el ritmo cardiaco no fue sinusal esta no lo acompario, indicando que el estimulo no
atravesO el nodo auriculoventricular y por tanto no se dio la despolarizaciéon

normal del miocardio ventricular. (Figura 17)

Complejo QRS Ancho o Estrecho: ElI ancho del complejo QRS se mide desde el

inicio hasta el final de la despolarizacion ventricular, es decir desde el inicio de la
onda Q hasta el final de la onda S. Los valores normales del complejo QRS para

mamiferos son: 0,06 - 0,10 segundos, un complejo QRS ancho es mayor a 0,10
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segundos y un complejo QRS estrecho es menor a 0,05 segundos (Figuras 20 y
21)

Ondas R-R: Para obtener el valor de las ondas R-R en un registro con ritmo
cardiaco ritmico se tienen en cuenta los segundos que hay entre una onda Ry la
siguiente, luego se divide 60 entre el numero de segundos encontrados en el
intervalo, y asi obtenemos el valor de la frecuencia cardiaca. (Giraldo, et al., 2000)
Por ejemplo:

RR= 0.2 segundos

Entonces: 60/0.2 = 300 de frecuencia cardiaca

Si el ritmo no es arritmico, se toman varios intervalos y se promedian, aplicando la

misma formula que en el caso anterior. (Figuras 22 y 23)

Frecuencia Cardiaca: Es importante saber a qué velocidad fue tomado el registro

electrocardiografico, para valorar la frecuencia cardiaca; existen tres métodos: dos
gue se evallan en papel, cuando se ha utilizado un electrocardiografo de papel y
uno que arroja el equipo, cuando se ha trabajado con electrocardiégrafo digital.

Para este trabajo utilizamos un electrocardidégrafo digital. En cada registro
seleccionamos ciclos de 6 segundos y el equipo nos arrojé el valor de la
frecuencia cardiaca, lo multiplicamos por 10 para saber cudal era la frecuencia

cardiaca de latidos en un minuto. (FC normal 300-400 Ipm)

Se promediaron las frecuencias cardiacas obtenidas de cada animal y
posteriormente se promediaron los promedios de esas medias y se les aplicé un
analisis estadistico para comparar los diferentes tratamientos (control negativo,
control positivo, 50%DL50, 30%DL50, 10%DL50) mediante prueba no paramétrica
Kruscal Wallis, complementada con comparaciones multiples U de Mann Whitney.
(Tabla 8)

Bradicardia: Si al realizar la evaluaciéon de la frecuencia cardiaca, esta disminuia

(<300Ipm) se estaba presentando una bradicardia (Figura 24)
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Taquicardia: Si al realizar la evaluacion de la frecuencia cardiaca, esta aumentaba

(>400Ipm) se estaba presentando una taquicardia (Figura 25)

Arresto o Paro Sinusal: Analizamos si los registros electrocardiograficos iniciaban

con un ciclo cardiaco sinusal y posteriormente aparecia una pausa en la que
desaparecia intempestivamente la onda P, el complejo QRS y el intervalo R-R y
unos segundos después continuaba el ciclo cardiaco sinusal. (Figura 26)

Complejos Prematuros Auriculares: Es muy importante centrar nuestra atencién en

la identificacion de complejos prematuros auriculares, ya que son los precursores
de una taquicardia auricular y una fibrilacion auricular. (Belerenian, et al., 2001)
(Figura 26)

Fibrilacion Auricular: Evaluamos si los registros electrocardiogréaficos presentaban:

ausencia de onda P, intervalo P-R no determinable, presencia del complejo QRS y

onda T e intervalo R-R variable. (Belerenian, et al., 2001) (Figura 27)

Complejos Prematuros Ventriculares: Es muy importante centrar nuestra atencion

en la identificacion de complejos prematuros ventriculares, ya que son los
precursores de una taquicardia ventricular y una fibrilacion ventricular. (Belerenian,
et al., 2001) (Figura 28)

Taquicardia _Ventricular: Evaluamos si los registros electrocardiogréaficos

presentaban mas de tres complejos prematuros ventriculares (Figura 29)

Fibrilacién _Ventricular: Observamos si los registros electrocardiograficos

presentaban un ritmo desordenado en el que no se podia identificar ninguna onda

cardiaca. (Figura 30)

Bloqueo Auriculoventricular de Primer Grado: Electrocardiograficamente es facil el

diagnostico ya que se observa un trazado electrocardiografico normal salvo
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porque el intervalo P-R supera los valores considerados normales (0,06 — 0,10

segundos) (Figura 32)

Bloqueos de Rama: Observamos que los registros electrocardiograficos

presentaran complejos QRS ensanchados en los ciclos cardiacos (Figura 33)

Alternancia Eléctrica: No es considerado realmente como una arritmia. Esta se

presenta cuando la onda P, el complejo QRS o la onda T, alternan su amplitud
dentro del mismo pulso cardiaco en un electrocardiograma, se puede apreciar
mejor en la amplitud de la onda R (Edwards, 1987) (Figura 35)

7.5. VARIABLES A ESTUDIO

7.5.1. Variables de Exposicion

- Expuesto: Ratas R. norvegicus cepa WISTAR con pesos entre los 200 y 220g

- Lugar de la inoculacion: Intraperitoneal.

- Tiempo de exposicion: Se refiere al tiempo transcurrido desde el momento de la
inoculacién hasta la aparicion de sintomas clinicos. Se utiliz6 un tiempo de
observacion de 20 minutos por rata después de haber inoculado el veneno,
tomando atenta nota de los sintomas presentes, para posteriormente sedar al
animal con éter durante 15 a 20 minutos y proceder a tomar el registro
electrocardiografico (EKG) que duré aproximadamente 15 minutos por animal,
continuando con la observacién de la sintomatologia durante 2 horas.

- Concentracion de veneno: Se refiere a la cantidad en mg de proteinas, presente

en el veneno.

7.5.2. Variables Clinicas
- Piloereccion: Ereccidn generalizada del pelo
- Sialorrea: Produccidn excesiva de saliva

- Lagrimeo: Liberacién excesiva de lagrimas
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- Hipoactividad: Disminucion de los movimientos normales del animal

- Incoordinacién: Perdida de la sincronizacion motora

- Ataxia: Marcha tambaleante acompafiada de desequilibrio postural
-Convulsiones: Contracciones musculares desordenadas, bruscas, violentas y
generalizadas.

- Disnea: Dificultad respiratoria o falta de aire.

- Tremor: temblor

- Midriasis: Dilatacion anormal de la pupila con inmovilidad del iris.

7.5.3. Variables Electrocardiograficas

Corresponden a todas aquellas alteraciones a nivel cardiaco evaluadas a partir de

la toma de registros electrocardiograficos.

7.6. TOMA DE DATOS

La recoleccion y tabulacion de los datos fue realizada en tablas generales, una
donde se muestran las evaluaciones del ciclo cardiaco y ondas
electrocardiograficas de ratas WISTAR expuestas al veneno de C. margaritatus
para cada uno de los tratamientos (control negativo, control positivo, 50%, 30% y
10%DL50), otra donde se muestran los promedios de frecuencia cardiaca en
latidos por minuto con sus respectivas medidas de variabilidad y n repeticiones,
una mas donde se muestran las diferentes alteraciones electrocardiograficas del
experimento y una ultima donde se presentan los signos y sintomas causados por

el envenenamiento de cada animal.
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7.6.1. ANALISIS DE DATOS

El andlisis estadistico de los registros electrocardiograficos se realizé usando el
paquete estadistico SPSS versién 15.0 (Statistical Package for the Social
Sciences).

A los resultados obtenidos durante la lectura electrocardiogréfica ciclo cardiaco,
ondas electrocardiograficas y longitud de los segmentos se les aplico la prueba x2
(Chi Cuadrado) y para la frecuencia cardiaca, prueba estadistica no paramétrica
Kruscal Wallis, complementada con comparaciones multiples U de Mann Whitney,
para examinar la independencia o dependencia de las dosis estudiadas y de igual
forma comparar los resultados de las tres concentraciones de veneno (10, 30,

50%DL50) con los grupos control.

Para este fin se desarrollaron las siguientes hipoétesis de analisis:

- Hipdtesis nula (HO): Indica que la severidad de la alteracion es independiente de
la dosis (10, 30 0 50%DL50) de veneno inoculado.

- Hipotesis alterna (H1) Indica que hay dependencia entre dosis y severidad de la
alteracion.

Las pruebas obtienen los valores de p que permiten rechazar o aceptar la
hipotesis HO. En este caso, si p < 0.05 se rechaza HO y entonces se dice que la

severidad depende de la dosis.

7.7. ASPECTOS BIOETICOS

Para la realizacion de este proyecto fueron seguidos los principios éticos sobre
investigacion en animales promulgados por:

- Ley 7451 Capitulo I: “Del Bienestar De Los Animales”

- Guia Para El Manejo de Animales de Laboratorio establecido por el CICUA

(Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Los Animales) de la Universidad de

57



Costa Rica y la Asociacion Centroamericana, del Caribe y Mexicana de la Ciencia
de Animales de Laboratorio (ACCMAL)

- Cumplir el Principio de las tres R en animales de experimentacion (reemplazo,
reduccién y refinamiento) promovidos por Russell y Burch en 1957.

- Seguir la Normatividad promulgada por el Centro de Investigaciones Biomédicas
de la Universidad del Cauca (CIBUC) para el manejo de animales experimentales.

Para este efecto la estudiante, aspirante para el titulo de Bibdloga recibid
entrenamiento en manejo adecuado de animales de experimentacion en el
Laboratorio de Ensayos Bioldgicos de la Universidad de Costa Rica, en el Centro
de Investigaciones Biomeédicas de la Universidad del Cauca desarrollando
actividades de monitoria con animales experimentales y una pasantia corta en el
Centro de Especialidades Veterinarias en Bogota.

Adicionalmente se realiz0 un entrenamiento con animales venenosos
(escorpiones), donde se aprendieron diferentes procedimientos y precauciones,
este se realizé en el Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad del
Cauca (CIBUC), con el Grupo de Investigaciones Herpetologicas y Toxinoldgicas
de la Universidad del Cauca (GIHT)
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Cuantificacién de la Concentracion de Veneno en mg de Proteina

Se tomaron 120 escorpiones de ambos sexos de la especie C. margaritatus para
calcular la produccién de veneno en mg de proteina, los cuales se estimularon
eléctricamente, con intervalos de 15 dias cada uno y produjeron un pool de

veneno de 47mg.

8.2. Caracteristicas Clinicas

El cuadro clinico fue evaluado en ratas expuestas a dosis de veneno de 10, 30,
50%DL50, y comparada frente a dos grupos control (positivo y negativo), estas
fueron valoradas 30 minutos antes de tomar el electrocardiograma debido a que
se observo que el veneno del escorpion C. margaritatus actuaba después de este
tiempo.

Se presentaron diferentes signos y sintomas que se muestran en la siguiente

tabla:
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TABLA 2. Presencia de Signos y Sintomas en Ratas Cepa WISTAR por grupos de

6 individuos, posterior a la administracion i.p del veneno.

Sintoma Control (+) Control (-) 10% DL 50 30% DL 50 50% DL 50
Piloereccion 0/6 0/6 6/6 6/6 6/6
Hipoactividad 0/6 0/6 3/6 5/6 6/6
Disnea 0/6 0/6 3/6 5/6 6/6
Sialorrea 0/6 0/6 6/6 6/6 6/6
Lagrimeo 0/6 0/6 0/6 3/6 4/6
Tremor 0/6 0/6 4/6 5/6 6/6
Ataxia 0/6 0/6 6/6 6/6 6/6
Convulsiones 0/6 0/6 5/6 6/6 6/6
Incoordinacion 0/6 0/6 6/6 6/6 6/6
Midriasis 0/6 0/6 6/6 6/6 6/6

n=30

La sintomatologia clinica observada en las ratas expuestas a las diferentes dosis
de veneno de la especie C. margaritatus durante el proceso experimental,
coinciden con los reportes arrojados en la literatura (Teixeira, 2001; Goémez et al.,
2002; Bush et al., 2003; Cupo et al., 2003; Barona et al., 2004) cuando mencionan
gue las toxinas escorpidnicas actlan en sitios especificos de los canales de sodio
neuronales, produciendo despolarizacion de las terminaciones nerviosas pos-
ganglionares de los sistemas simpatico y parasimpatico siendo relacionados con
procesos de neurotoxicidad, caracterizados por hiperactividad y despolarizacion
intensa y persistente de las fibras autondmicas con la consecuente liberacion
masiva de neurotransmisores, como acetilcolina y noradrenalina actuando en
diferentes sitios del organismo, siendo los responsables de la mayor parte de los
signos y sintomas clinicos observados en los animales. EIl cuadro clinico va a

depender de la predominancia de los efectos colinérgicos y adrenérgicos.
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8.3. Registros Electrocardiogréficos

8.3.1. Ciclo Cardiaco

Todos los animales (100%) que conformaron los grupos control negativo y positivo
presentaron un ritmo cardiaco sinusal; de los evaluados con el 50%DL50 el 12,5%
tuvieron ritmo cardiaco sinusal y el otro 87,5% no sinusal, para el 30%DL50 el
43,8% de los animales presentd ritmo cardiaco sinusal y el 56,3% no sinusal y
para el 10%DL50 el 66,7% fue sinusal y el 33,3% no sinusal. De esta forma
podemos decir que el ritmo cardiaco depende de las dosis de veneno que se le
inyecté a cada animal (p: 0,000).

Estas diferencias significativas nos indican que el impulso eléctrico no se estaba
formando en el nodo sinoatrial por lo tanto el veneno del escorpion C. margaritatus
causaba estas alteraciones, lo cual también reportan Diaz, 1998; Gueron et al.,
2000, cuando mencionan que los trastornos cardiovasculares mas comunes en
sus resultados fueron las alteraciones del ciclo cardiaco a causa del

envenenamiento escorpionico.

QRS
Onda P Onda T

0,5 l

0,0

Canal 1 (V)

-0,5

Intervalo P-R

18,5 18,6 18,7 18,8 18,9 19 19,1 19,2 19,3 19,4 19,5 19,6 19,7 19,8 19,9 20

Figura 12. Ondas Electrocardiograficas Normales en un Ciclo Cardiaco
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8.3.2. Onda P Positiva o Negativa

Para este experimento la onda P fue analizada en cada registro, y se observé que
tanto en los grupos control (positivo y negativo), como en los grupos
experimentales (50, 30, 10%DL50) la onda P fue positiva cuando el ritmo cardiaco
fue sinusal, originandose el impulso cardiaco en el nodo sinoauricular, de lo
contrario la onda P no aparecia; esto quiere decir que la presencia de la onda P en
nuestros registros dependia de las dosis de veneno inyectadas a los animales. (p:
0,000), ademas de representar la actividad del corazén.

Control negativo: 100% onda P positiva

50% DL50: 12,5% onda P positiva y 87,5% no aparecio onda P

30% DL 50: 37,5% onda P positiva 62,5% no aparecio onda P

10% DL50: 68,8% onda P positiva 31,3% no aparecié onda P

Ondas P positivas

Canal 1 (V)

18,5 18,6 18,7 18,8 18,9 19 19,1 19,2 19,3 19,4 19,5 19,6 19,7 19,8 19,9 20

Figura 13. Registro Electrocardiografico con Onda P Positiva

8.3.3. Intervalo P-R

Los intervalos P-R de los ciclos no presentaron las mismas medidas para las tres
dosis experimentales (50, 30, 10%DL50), es decir no hubo equivalencia en los
intervalos analizados, dependiendo de las dosis tratadas, observando entonces
gue si hay alteraciones del ritmo cardiaco, en algunos casos con aumento de la
frecuencia cardiaca (taquicardias) y en otros con disminucion de la frecuencia
cardiaca (bradicardias).
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Para los grupos control (positivo y negativo) los intervalos P-R fueron normales en
el 100% de los registros (P-R entre 0,06 — 0,10 segundos); el grupo evaluado con
el 50%DL50 presentd variaciones en el tamafio del intervalo P-R, asi: intervalo
P-R corto: 12,5% (<0,06 segundos), intervalo P-R que no aparecio: 87,5%. El
tamafo del intervalo P-R en el grupo evaluado con el 30%DL50 fue: 14,6%
normal, 25,0% corto, 60,4% no aparecio.

Para el 10%DL50 se present6 un P-R 0% normal, 87,5% corto, 12,5% no
aparecio.

Estos resultados varian con la frecuencia cardiaca y tamafio del corazon del
animal. A mayor frecuencia cardiaca y tamafio cardiaco, el intervalo P-R es mas
prolongado (Corday, 1961), estos resultados indican que hay una relacion de
dependencia entre el tamafio del intervalo P-R y la dosis de exposicion,
rechazando la hipotesis de independencia dosis-efecto (p: 0,000). Un intervalo
P-R no uniforme en un registro electrocardiogréafico conlleva a un ritmo cardiaco
ectopico es decir que se presenten disturbios en la conduccion normal del ciclo.
(Belerenian et al., 2001)

10 Intervalo P-R normal

1

Canal 1 (V)
°
S

-0,5

18,5 18,6 18,7 18,8 18,9 19 19,1 192 19,3 194 195 196 19,7 19,8 19,9 20

Figura 14. Registro Electrocardiografico con Intervalo P-R Normal
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21,2 21,3 21,4 21,5 21,6 21,7 21,8 21,9 22 22,1 22,2 22,3 224 22,5 22,6

Figura 15. Registro Electrocardiogréafico con Intervalo P-R Corto

8.3.4. Onda P Seguida del Complejo QRS

En el 100% los registros electrocardiograficos obtenidos para los grupos control
(positivo y negativo) las ondas P acompafaron los complejos QRS

50%DL50: en el 12,5% de los registros la onda P acompafa el complejo QRS y
en el otro 87,5% de los registros la onda P no acompana el complejo QRS.

Para el 30%DL50: 39,6% de los registros mostré acompafiamiento de la onda P
para cada complejo QRS, en el 60,4% de los registros la onda P no acompafio el
complejo QRS.

Para el 10%DL50: en el 66,7% de los EKG el complejo QRS estuvo precedido por
una onda Py en el 33,3% de los EKG el complejo QRS no estuvo precedido por la
onda P.

Estos resultados revelan que hubo relacion de dependencia entre la dosis de
veneno administrada y la caracteristica evaluada (p: 0,000). La correspondencia
de un complejo QRS para cada Onda P, indica que el estimulo atravesé el nodo

Auriculoventricular y despolarizé el miocardio ventricular. (Belerenian, et al., 2001)
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Figura 16. Registro Electrocardiografico en el que la Onda P acompafia el QRS

QRS QRS QRS
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Figura 17. Registro Electrocardiografico en el que la Onda P no acompafa el QRS

El EKG muestra un Fibrilo-flutter con respuesta ventricular fija.

8.3.5. Complejo QRS Ancho o Estrecho

Analizamos el tamafio de cada complejo QRS en los diferentes ciclos cardiacos,
notando variacion en el ancho del complejo QRS dependiendo de las dosis
inyectadas de veneno al compararlas con los grupos control (positivo, negativo).

Para los grupos control el 100% de los complejos QRS fueron normales, midiendo
alrededor de 0,04 — 0,06 segundos, Yy para las dosis experimentales se observo
una notable variacion en las medidas, asi, 58,3% de los registros presentaron
complejos QRS anchos >0,06 segundos, el 10,4%, complejos QRS estrechos
<0,04 segundos y el otro 31,3% de los registros no marcé complejos QRS para el
50%DL50. En el 30%DL50 se mostré que el 62,5% de los EKG present6 un
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complejo QRS estrecho, el 22,9% ancho y en el 14,6% de los registros no
aparecieron. Para el 10% DL50 el 35,4% de los registros tuvo complejos QRS
estrechos y el 64,6% de los registros tuvo complejos anchos.

Estos resultados mostraron una relacién de dependencia de las dosis inyectadas
de veneno con la determinacion del tamafio del complejo QRS (p: 0,000). En
algunos articulos reportan la modificacion del complejo QRS, coincidiendo con
nuestros resultados, por ejemplo en el articulo de Gueron et al, 2000 afirma que se
presentan complejos QRS estrechos en los registros electrocardiograficos y Cupo
et al., 2003 afirma que se presentan complejos QRS anchos y prominentes, es
decir que cualquier prolongacién del complejo QRS nos indica que esta ocurriendo
una conduccion anormal de los estimulos. (Edwards, 1987) conllevando a la

presencia de bloqueos de rama.

V=50mm/seg

1,0

QRS

0,5

Canal 1 (V)

0,5

-1,0

18,5 18,6 18,7 18,8 18,9 19 19,1 19,2 19,3 19,4 19,5 19,6 19,7 19,8 19,9 20

Figura 18. Registro Electrocardiografico que muestra un QRS Normal
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V=50mm/seg

QRS anchos
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Figura 19. Registro Electrocardiografico que muestra un QRS Ancho

V=50mm/seg
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Canal 1 (V)
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Figura 20. Registro Electrocardiografico que muestra un QRS Estrecho

8.3.6. Ondas R-R

El control negativo presentd en el 100% de los registros un R-R ritmico con
frecuencias que oscilaron entre los 300 y 400 latidos por minuto

El 50%DL50 presentdé un R-R arritmico en el 72,9% de los registros, y en el
27,1% no aparecid; para el 30%DL50 el 91,7% de los registros tuvo un R-R
arritmico y en el 8,3% no aparecid; para el 10%DL50 el 81,3% tuvo un R-R
arritmico y el 18,8% un R-R ritmico y para el control positivo, el 100% de los

registros presentd un R-R arritmico, con frecuencias por encima de 400 lpm.
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La variacion en las medidas de las ondas R-R mostr6 una relacion de
dependencia significativa con respecto a la dosis de veneno a la cual fueron
expuestos nuestros animales. (p: 0,000).

Haciendo el analisis de cada R-R en los diferentes ciclos cardiacos, notamos que
el tiempo que transcurre entre una onda R y la siguiente, no es constante para las
dosis experimentales y el control positivo, teniendo como referencia el control
negativo, por lo tanto podemos decir que los registros que llevaron dosis
experimentales llevan un R-R arritmico, coincidiendo con resultados de autores
gue afirman que las diferencias en segundos entre ondas R-R conllevan a una
alteracion en el ritmo cardiaco. (Gueron et al., 1992; Diaz, 1998; Gueron et al.,
2000; Cupo et al., 2003; Pinto et al., 2010)
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0,0

Canal 1 (V)

-0,5

1:40,4 1:40,6 1:40,8 1:41 1:41,2 1:41,4 1:41,6 1:41,8 1:42

Figura 21. Registro Electrocardiografico con Intervalo R-R Ritmico
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Figura 22. Registro Electrocardiografico con Intervalo R-R Arritmico
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TABLA 3: Resumen de la Evaluacion del Ciclo Cardiaco y Ondas
Electrocardiogréficas en las Ratas. (CONTROL NEGATIVO)

Rata Tto Ciclo Onda P Intervalo P-QRS Complejo Intervalo
Control cardiaco (+6-) P-R QRS R-R
1 negativo sinusal positiva normal si normal Ritmico
2 negativo sinusal positiva normal si normal Ritmico
3 negativo sinusal positiva normal Si normal Ritmico
4 negativo sinusal positiva normal Si normal Ritmico
5 negativo sinusal positiva normal si normal Ritmico
6 negativo sinusal positiva normal Si normal Ritmico

TABLA 4: Resumen de la Evaluacion del Ciclo Cardiaco y Ondas
Electrocardiograficas en las Ratas. (50%DL50)

Rata Tto Ciclo Onda P Intervalo P-QRS Complejo QRS Intervalo
cardiaco (+6-) P-R R-R
1 50%DL50 No sinusal No No No Ancho Arritmico
aparece aparece
2 50%DL50 No sinusal No No No Ancho al final  Arritmico
aparece aparece al final
3 50%DL50 No sinusal No No No Ancho Arritmico
aparece aparece temporalmente
3 50%DL50 Sinusal Positiva Corto Si Estrecho Arritmico
50%DL50 No sinusal No No No Ancho Arritmico
aparece aparece
5 50%DL50 No sinusal No No No No aparece Arritmico
aparece aparece
5 50%DL50 Sinusal Positiva Corto Si Ancho Arritmico
50%DL50 Sinusal Positiva Corto Si Ancho Arritmico
6 50%DL50 No sinusal No No No Ancho o no Arritmico
aparece aparece aparece ono
aparece
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TABLA 5:
Electrocardiogréficas en las Ratas. (30%DL50)

Resumen de

la Evaluacién del

Ciclo Cardiaco y Ondas

Rata Tto Ciclo Onda P Intervalo P-QRS Complejo Intervalo
cardiaco (+6-) P-R QRS R-R
1 | 30%DL50 No sinusal No No No Estrecho  Arritmico
aparece aparece
2 30%DL50 No sinusal No No No Estrecho  Arritmico
aparece aparece
3 30%DL50 Sinusal Positiva Corto Si Estrecho  Arritmico
temporal
3 30%DL50 No sinusal No No No no Arritmico
Al final aparece aparece aparece
4 | 30%DL50 Sinusal Positiva Corto Si Ancho Arritmico
temporal temporal  temporal
5 30%DL50 No Sinusal No No No No No
aparece aparece aparece aparece
5 30%DL50 Sinusal Positiva Corto Si Estrecho  Arritmico
6 | 30%DL50 Sinusal Positiva Corto Si Estrecho  Arritmico
6 | 30%DL50 No Sinusal No No No No Arritmico
aparece aparece aparece
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TABLA 6: Resumen de la Evaluacion del Ciclo Cardiaco y Ondas
Electrocardiogréficas en las Ratas. (10%DL50)

Rata Tto Ciclo Onda P Intervalo P-QRS Complejo Intervalo
cardiaco (+6-) P-R QRS R-R
1 10%DL50 No sinusal No aparece  No aparece No Estrecho Arritmico
temporal
2 10%DL50 NoSinusal Noaparece  No aparece No Estrecho Arritmico
temporal
3 10%DL50 No Sinusal no aparece Corto o no Sio Estrecho Arritmico
aparece no
3 10%DL50 Sinusal Positiva Corto o no Sio Estrecho, Arritmico
aparece no ancho o
no
aparece
4 10%DL50 No Sinusal no aparece Corto Si Ancho Arritmico
4 10%DL50 Sinusal Positiva Cortono Sio Anchoo Arritmico
aparece no no
aparece
5 10%DL50 Sinusal Positiva Corto o no Sio Ancho, Arritmico
aparece No estrecho o o No
no aparece
aparece
5 10%DL50 No Sinusal No aparece  No aparece No No No
aparece aparece
6 10%DL50 Sinusal Positiva Corto Si Estrecho Arritmico
6 10%DL50 No Sinusal no aparece Corto o no Sio Ancho o Arritmico
aparece no no
aparece
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TABLA 7: Resumen de la Evaluacion del Ciclo Cardiaco y Ondas
Electrocardiogréficas en las Ratas. (CONTROL POSITIVO)

Rata Tto Ciclo Onda P Intervalo P-QRS Complejo Intervalo
Control cardiaco (+6-) P-R QRS R-R
1 Positivo Sinusal positiva Normal Si Normal Arritmico
2 Positivo Sinusal positiva Normal Si Normal Arritmico
3 Positivo Sinusal positiva Normal Si Normal Arritmico
4 Positivo Sinusal positiva Normal Si Normal Arritmico
5 Positivo Sinusal positiva Normal Si Normal Arritmico
6 Positivo Sinusal positiva Normal Si Normal Arritmico

8.3.7. Frecuencia Cardiaca

Encontramos variacion en los valores de la frecuencia cardiaca, dependiendo de
las dosis inyectadas de veneno. En el grupo del control negativo hubo una
frecuencia cardiaca normal que oscilé entre: 300 y 400 Ipm, en el grupo control
positivo la frecuencia cardiaca fue >400 Ipm y en los grupos experimentales tuvo
variaciones dependiendo de las dosis tratadas.

Inicialmente todos los animales experimentales presentaron un aumento discreto
de la frecuencia cardiaca >400 Ipm, la cual fue causada por el dolor local que se
presentd a causa del envenenamiento y la liberacibn de adrenalina,
posteriormente aparecieron registros electrocardiograficos con frecuencias
cardiacas <300 Ipm causado por el incremento del tono vagal resultante de una
liberacidn colinérgica; nuestros resultados coinciden con los reportados por Pinto
et al.,, 2010 en los que afirma que aparece inicialmente un incremento en la
frecuencia cardiaca (460 — 480 Ipm) (efecto cronotrépico positivo), y a los 25
minutos después de administrado el veneno escorpidnico se acentla una
bradicardia con frecuencias cardiacas de 200 — 240 Ipm.

Estudios previos a nuestra investigacion muestran que estos efectos son
explicados en gran parte por la habilidad que tienen los venenos de liberar

neurotransmisores como acetilcolina y adrenalina de las terminaciones nerviosas
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modificando la frecuencia cardiaca. (Freire- Maia et al., 1987; Gueron et al., 2000;
Texteira, 2001; Gwee et al., 2002; Kanoo et al., 2009). De acuerdo con las
afirmaciones anteriores, en esta investigacion se reporta que el veneno total del
escorpion C. margaritatus altera el corazon de las ratas modificando su frecuencia

cardiaca.

TABLA 8: Promedios de Frecuencia cardiaca en latidos por minuto con sus
respectivas medidas de variabilidad y n repeticiones, obtenidos para cada uno de

los tratamientos experimentales del veneno de C. margaritatus

Tratamiento X + error tipico (n) Desviacion Estandar
Control negativo 348,33 + 3,52@) 8, 64
10%DL50 379,73 £+ 29,23(6)** 71,61
30%DL50 455,43 + 28,21(6)* 69,10
50%DL50 486,84 + 39,02(6)* 95,59
Control positivo 642,36 + 30,90(6)* 75,71
p=0,000 ***

n: tamafio de muestra

*Tratamiento que difiere del control negativo

**Tratamiento que no difiere del control negativo

*** Nivel de significancia (p<0,05) para comparar los tratamientos calculados
mediante prueba no paramétrica Kruscal Wallis, complementada con

comparaciones multiples U de Mann Whitney

El 50% DL50 presenta diferencia significativa con p= 0,004 al compararla con el
control negativo
El 30% DL50 presenta diferencia significativa con p= 0,004 al compararla con el

control negativo
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El 10% DL50 no presenta diferencia significativa con p= 1,000 al compararla con el
control negativo
El control positivo presenta diferencia significativa con p= 0,004 al compararla con

el control negativo

Podemos observar que el veneno del escorpién C. margaritatus esta alterando la
frecuencia cardiaca de las ratas, en las diferentes concentraciones experimentales
evaluadas al compararlas con el control negativo, aumentandola o disminuyéndola

dependiendo de las dosis tratadas.

El control negativo presenta diferencia significativa con p= 0,004 al compararla con
el control positivo

El 50% DL50 presenta diferencia significativa con p= 0,016 al compararla con el
control positivo

El 30% DL50 presenta diferencia significativa con p= 0,004 al compararla con el
control positivo

El 10% DL50 no presenta diferencia significativa con p= 0,004 al compararla con el
control positivo

Para este caso también notamos que el veneno del escorpion C. margaritatus esta
alterando la frecuencia cardiaca de las ratas, en las diferentes concentraciones

experimentales evaluadas al compararlas con el control positivo.

El 50%DL50 no presenta diferencia significativa con p=0,470 al compararla con el
30%DL50, es decir que el veneno del escorpion C. margaritatus a estas dos
concentraciones altera la frecuencia cardiaca de las ratas, mas sin embargo
vemos que para posteriores investigaciones no seria necesario tomar la
concentracion del 50%DL50 como alta pues con la del 30%DL50 ya vemos un
efecto, por lo tanto ahorrariamos veneno.

El 50%DL50 no presenta diferencia significativa con p=0,055 al compararla con el
10%DL50, para este caso también notamos que el veneno del escorpion C.

margaritatus tiene un efecto en la concentracion 10%DL50 pero que no es tan
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fuerte como en el caso anterior, de igual forma se da una alteracion de la

frecuencia cardiaca con esta dosis de veneno.

El 30%DL50 no presenta diferencia significativa con p=0,055 al compararla con el
10%DL50, notamos que se hay una alteracion de la frecuencia cardiaca con el
veneno del escorpion C. margaritatus, pero que no tan severa como en el primer

caso.

8.4. ARRITMIAS CARDIACAS

8.4.1. Arritmia sinusal

Al realizar la lectura de los registros, encontramos diferencias detectables entre las
distintas ondas R-R, indicando que hay una variacion en el ritmo cardiaco de
nuestros animales tratados con las dosis experimentales (50, 30, 10%DL50), estos
estuvieron representados por periodos donde se alternaban ritmos rapidos y lentos
usualmente relacionados con la respiracion; el ritmo cardiaco aumentaba con la
inspiracion y disminuia con la expiracion, estos resultados estan soportados en
estudios anteriores en los que reportan la presencia de arritmias sinusales en
perros a causa del envenenamiento escorpionico con T. serrulatus (Cordeiro,
2006); en conejos anestesiados con el escorpidon Leiurus quinquestriatus (Fatani et
al., 1998) y en pacientes entre 5 y 14 afios de edad con el escorpidén Centruroides
limpidus tecumanus (Diaz, 1998). Al comparar estos resultados con nuestros
electrocardiogramas nos damos cuenta que el escorpiéon C. margaritatus también
produce estas alteraciones en las ratas, en la mayoria de los casos cuando se

aplica la dosis experimental mas alta (50%DL50).
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8.4.2. Alteraciones en la Formacién del Impulso Sinusal

Bradicardia Sinusal

Al analizar cada uno de los registros, nos dimos cuenta que no encontramos como
tal bradicardias (arritmia ritmica), pero si bradiarritmias espontaneas, es decir
arritmias sin ritmo, (FC: < 300 Ipm) con ondas P positivas y uniformes, ausencia de
un ciclo entero P, QRS, T, intervalos P-R constantes excepto durante la pausa,
ritmos irregulares y frecuencias variables.

Los grupos control (positivo y negativo y 50%DL50) presentaron ausencia en el
100% de los registros de bradicardia sinusal.

El 12,5% de los EKG evaluados para la dosis experimental del 30%DL50 presento
bradicardia sinusal y el 87,5% no presento.

Estuvo presente la bradicardia sinusal en el 4,2% de los registros para la dosis
experimental del 10%DL50, y estuvo ausente en el 95,8% de los registros.

Para estos resultados se observé una importante relacion de dependencia entre la
dosis de veneno inoculada y la severidad de la alteracion (p:0,01), estos
resultados indican que el veneno del escorpion C. margaritatus tiene un efecto
leve en la disminucion de la frecuencia cardiaca en las ratas; afirmacion que
comparten varios autores como Gueron et al., 1992; Gueron et al., 2000; Texteira,
2001; Gwee et al, 2002; Kanoo et al., 2009, involucrando mecanismos
colinérgicos en el que se liberan neurotransmisores que estimulan el sistema

nervioso Parasimpatico y disminuyen la frecuencia cardiaca.
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Figura 23. Registro Electrocardiografico que muestra Bradicardia
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Taquicardia Sinusal

Al evaluar nuestros registros, encontramos que el control negativo tuvo ausencia
total de taquicardia en el 100% de los registros, para los grupos experimentales a
los cuales se le inyectaron dosis del 50%DL50 el 79,2% presentaba ritmos
sinusales de frecuencia superior a los valores calificados como normales, con
frecuencias cardiacas que oscilaban entre 500 y 600 latidos por minuto, notando
una aceleracién del nodo sinoauricular y registrando ciclos cardiacos (P, QRS, T)
mas seguidos; el ritmo era normal, con intervalos P-R constantes y variaciones en
los intervalos R-R y el 20,8% de los registros no la presento; al evaluar la dosis
experimental del 30%DL50 el 81,3% la presentd y en el 18,8% no; en el 10%DL50
hubo ausencia completa (100%) de taquicardia sinusal en los registros, mas sin
embargo en el control positivo se presentdo en el 100% de ellos la alteracion,
notando asi que esta variable también depende de la dosis de veneno
administrada y la severidad de la alteracion (p:0,000).

El aumento de la frecuencia cardiaca en las ratas (taquicardia) causadas por el
veneno del escorpion C. margaritatus coincide con varios de los reportes que
hacen diferentes autores como Gueron et al., 2000; Texteira, 2001; Gwee et al.,
2002, De Roodt et al., 2009 en los que afirman que la causa de la taquicardia es
la sobreactividad del SNA sobre los canales de Na' y/o de K' dando como
resultado la liberacion masiva de neurotransmisores autondmicos (descrito como
‘una tormenta autondémica”). Ante un aumento de la estimulacién del sistema
nervioso simpatico, la frecuencia cardiaca aumenta. Siempre que existe una
taquicardia, el aumento de frecuencia es en general en base a una disminucion de
los periodos diastdlicos. Esto significa que los periodos sistélicos se mantienen
practicamente constantes, pero en cada ciclo cardiaco dejamos menos tiempo
para el llenado ventricular; por tanto incluso con contracciones frecuentes,
podemos tener un gasto cardiaco disminuido. (Belerenian, et al., 2001), esta
declaracion esta soportada en receptores muscarinicos que cambian
completamente la bradicardia inducida por el veneno por un aumento en la

frecuencia cardiaca (Freire- Maia et al., 1987; Gwee, 2002; Teixeira, 2001).
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Canal 1 (V)

3 V=50mm/s
FC:520 Ipm

24 24,5 25 25,5 26 26,5 27 27,5 28 28,5 29 29,5

Figura 24. Registro Electrocardiografico que muestra Taquicardia nodal

Arresto o Paro Sinusal

En la mayoria de nuestros registros los arrestos sinusales estuvieron ausentes,

empezando por los grupos control (positivo y negativo), asi como también para el

grupo del 50%DL50, para el grupo del 30%DL50 en el que 91,7% no presento la

alteracion y el 8,3% si la presento, finalmente para el grupo del 10%DL50 el 97,9%

no la presento y solo el 2,1% si.

En esta variable se observd una relacion de dependencia significativa entre las

dosis de exposicion y la presencia de la alteracion (p: 0,16), coincidiendo con los

resultados de Gueron et al., 2000 en los que se presentd la alteracion en el 7% de

sus registros electrocardiograficos.

Canal 1 (V)

12,5 13 13,5 14 14,5 15

Figura 25. Registro Electrocardiografico que muestra Arresto o paro sinusal
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8.4.3. Alteraciones en la Formacion del Impulso Supraventricular

Complejos Prematuros Auriculares

En este estudio se encontraron extrasistoles auriculares con pausa compensatoria
en diferentes ciclos cardiacos evaluados experimentalmente con el 50, 30 y el
10%DL50, lo cual indica que el impulso eléctrico se formé en otro lugar distinto al
nodo sinusal, el ritmo cardiaco fue irregular, muchas veces aparecia una onda P
ectopica que alteraba el ritmo normal del ciclo, con forma diferente comparada con
una onda P sinusal, notamos también un alargamiento en el intervalo P-R,
complejo QRS normal y una pequefia pausa que aparecia después de cada
complejo prematuro auricular.

Para los grupos control (positivo y negativo) hubo ausencia del 100% de la
alteracion en los registros electrocardiograficos, para el 50%DL50 estuvo presente
en el 12,5% de los registros y ausente en el 87,5%, para el 30%DL50 mostro
presencia de la alteracion en un 27,1% de los EKG y ausencia en el 72,9%, y
finalmente para el 10%DL50 hubo ausencia en el 100% de los datos para esta
alteracion.

En este caso rechazamos nuestra hipotesis de independencia en la que se indica
gue “la severidad de la alteracién es independiente de la dosis”, pues por el
contrario nos damos cuenta que hay relacion fuerte de dependencia entre la dosis
de exposicion de veneno y la severidad de este cambio (p: 0,000), nuestros
resultados coinciden con algunos reportados por Gueron et al.,, 2000 en los que
también se presenta esta alteracion al no generarse el impulso eléctrico en el sitio

exacto, sino en un foco ectopico.
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Canal 1 (V)

Figura 26. Registro Electrocardiografico que muestra un Complejos Prematuros

Auriculares

Fibrilacion Auricular

Al realizar el andlisis de los EKG, notamos que esta alteracion estuvo presente en
los registros electrocardiograficos tratados con las dosis (50, 30 y 10%DL 50).
Encontramos registros en los que las ondas P sinusales se habian sustituido por
ondas “f’ las cuales aparecieron en forma de 3, 4 o 5 seguidas y finalmente un
complejo ventricular, el intervalo P-R no aparecia.

El ritmo cardiaco fue totalmente rapido e irregular en el que no se presentaban
todas las ondas electrocardiograficas, los complejos QRS tuvieron una
configuracion a veces normal y a veces un poco anchos, a causa de la presencia
de un bloqueo de rama.

Al realizar la evaluacibn respectiva a cada uno de los registros
electrocardiograficos notamos que los grupos control (positivo y negativo) no
presentaron la alteracion.

El 60,4% de los animales tratados experimentalmente con la dosis del 50%DL50
presentaron la alteracion y el 39,6% no la presentd, lo contrario, sucedioé con las
dosis del 30%DL50 y 10%DL 50, la alteracion estuvo mas ausente que presente:
43,8% presente y 56,3% ausente para el 30%DL50 y para el 10%DL 50 en el

33,3% estuvo presente y en el 66,7% ausente.
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Con relacibn a esta variable podemos decir que existe una relacion de
dependencia fuerte y significativa entre la alteracion presentada y las dosis
experimentales evaluadas (p: 0,000).

Nuestros resultados concuerdan con los de Gueron et al, 2000 en los que también
se presenta esta alteracibn causada por envenenamiento escorpionico,
visualizdndose como una sucesién de ondas desordenadas en el registro

electrocardiografico.
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Figura 27. Registro Electrocardiografico que muestra Fibrilacion Auricular.

8.4.4. Alteraciones en la Formacion del Impulso Ventricular

Complejos Prematuros Ventriculares

Se presentaron extrasistoles ventriculares con pausa compensatoria en diferentes
ciclos cardiacos evaluados experimentalmente con el 50%, y 30%DL50.

El ritmo cardiaco fue irregular ya que los complejos prematuros ventriculares
rompen el ritmo; no vimos onda P y los complejos QRS estuvieron anchos,
anormales y deformes.

Es importante destacar que la mayoria de veces tras un complejo prematuro
ventricular, el ciclo cardiaco siguiente fue sinusal, el cual se caracterizé porque el
intervalo P-R y R-R estaban un poco aumentados en cuanto a su duracion.

Al analizar el grupo experimental del 50%DL50 observamos que en el 20,8% de

los registros estuvo presente la alteracion, mas sin embargo en el 79,2% no, algo
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similar ocurri6 en el grupo experimental del 30%DL50, hubo presencia de
extrasistoles ventriculares en el 12,5% de los registros y en el 87,5% hubo
ausencia, mas sin embargo para los grupos del 10%DL50 y los grupos control
(positivo y negativo) la ausencia de la alteracion fue del 100%.

Entonces notamos que para estos resultados existe una relaciéon de dependencia
entre las diferentes dosis experimentales aplicadas a los animales y la presencia
de la alteracion (p: 0,000), la presencia de estos resultados a causa del
envenenamiento por el escorpién C. margaritaus concuerda con resultados
similares que han reportado otros autores como Gueron et al., 2000; Cupo et al.,
2003 y Pinto et al., 2010. En este ultimo se afirma que los complejos prematuros
ventriculares son impulsos que se generan en los ventriculos del corazén a causa
de una automaticidad anormal de los miocitos y puede causar efectos directos
sobre el sistema cardiovascular o efectos secundarios como perfusion tisular.
Otros autores dicen que los complejos prematuros ventriculares estan asociados
con anormalidades miocardicas causadas por la liberacion de catecolaminas y
citokininas posterior a un envenenamiento escorpionico. (Texteira et al., 2001;
Ismail, 1995)

-

Canal 1 (V)

29 29,2 29,4 29,6 29,8 30 30,2 30,4

Figura 28. Registro Electrocardiografico que muestra Complejos Prematuros

Ventriculares.
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Taquicardia Ventricular

Hallamos entre dos y mas complejos prematuros ventriculares o extrasistoles en
algunos de nuestros registros, evaluados con el 50% y 30%DL50, que indican que
el estimulo se origino en un punto ectopico del ventriculo.

Los complejos QRS fueron anchos y notamos que no existid una relacion definida
entre las ondas P y los complejos QRS; estas podian preceder al complejo, estar
después de él, o simplemente no aparecer.

Los grupos control (positivo y negativo) y el grupo experimental del 10% de |laDL50
tuvieron ausencia total (100%) de la alteracion.

El 20,8% de los registros electrocardiograficos para el 50%DL50 presento
taquicardia ventricular y el 79,2% no la presento.

En el 30%DL50 presento la alteracion un 12,5% y un 87,5% no la presento,
notando entonces que esta variable también depende de la dosis de veneno
administrada y la severidad de la alteracion (p: 0,000); nuestros resultados
concuerdan con lo reportado por Gueron et al., 1992; Diaz, 1998; Gueron et al.,

2000 quienes encontraron la misma alteracion en sus resultados.
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Figura 29. Registro electrocardiografico que muestra taquicardia ventricular.
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Fibrilacién Ventricular

Esta alteracion estuvo presente en registros electrocardiograficos en los que se
inyectd el 50% y 30%DL 50 y se observé una ondulacién muy marcada de ondas
grandes sin complejos QRS ni ondas P, con un porcentaje de 27,1% presente y
72,9% ausente para el 50%DL50, y 16,7% presente y 83,3% ausente para el
30%DL50, para el 10%DL50 y los grupos control (positivo y negativo) hubo
ausencia completa (100%) de la alteracion. Estos resultados revelan que hubo
relacion de dependencia entre la dosis de veneno administrada y la alteracién
evaluada (p: 0,000). Los resultados obtenidos a causa del envenenamiento
escorpionico con C. margaritaus coinciden con los logrados por Gueron et al.,
2000 en los que se presentan registros electrocardiograficos con ritmo cadtico,
desordenado e inestable en los que no se identificO ninguna onda

electrocardiografica.
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Figura 30. Registro Electrocardiografico que muestra Fibrilacion Ventricular.

8.4.5. Alteraciones en la Conduccién de los Estimulos

Blogueos de Rama

Al evaluar los grupos control (positivo y negativo) notamos que hubo ausencia

completa (100%) de la alteracién en los registros electrocardiogréficos.
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El grupo evaluado con el 50%DL50 presentd la alteracion en el 8,3% de los
registros, y en el 91,7% no se presentd, mas sin embargo en el grupo del
30%DL50 estuvo mas ausente que presente asi: el 6,3% presente y el 93,8%
ausente, algo similar a lo que sucedio con el grupo del 10%DL50 en el que solo en
el 31,3% hubo presencia y en el 68,8% ausencia.

Para este caso se observé una relacion fuerte de dependencia entre la dosis de
exposicion del veneno y la alteracion electrocardiografica presentada. Podemos
decir que rechazamos la hipétesis de independencia dosis-efecto. (p: 0,000), estas
afirmaciones coinciden con algunos resultados presentados en articulos de
Gueron et al., 1992; Pinto et al., 2010, en los que se presentaron bloqueos de
rama caracterizados por presentar ritmos cardiacos irregulares con complejos
QRS anchos.

V=50mm/s
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Canal 1 (V)
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23,4 235 236 23,7 23,8 23,9 24 24,1 24,2 24,3 24,4

Figura 31. Registro Electrocardiografico que muestra Bloqueo de Rama.

8.4.6. Alternancia Eléctrica

En nuestros registros, se encontraron ondas P que precedieron cada complejo
QRS, los intervalos P-R fueron constantes y se observaron cambios alternados en
la amplitud del complejo. Ocasionalmente esto ocurrié con las ondas Py T.

Los grupos control analizados no presentaron alternancia eléctrica en los registros,
es decir, hubo ausencia del 100%, por el contrario los grupos del 50 y 10%DL50 la
presentaron en un 100%, y el grupo del 30%DL50 la presentd en un 91,7% y no la

presenté en un 8,3%.
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En cuanto a esta variable también fue posible observar una muy importante
relacion de dependencia entre la dosis de veneno administrada y la variable
analizada (p: 0,000).

Cuando hubo presencia de alteraciones electrocardiograficas en nuestros registros
se dio la alternancia eléctrica, debido a que el veneno del escorpion
C.margaritatus estaba alterando el ritmo cardiaco de las ratas, con aumento y
disminucion de la frecuencia cardiaca y modificando las ondas
electrocardiogréaficas, mas sin embargo cuando no se presentaron las alteraciones

la alternancia eléctrica no aparecio.
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Figura 32. Registro Electrocardiografico Normal, sin Alternancia Eléctrica
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Figura 33. Registro Electrocardiografico con Alternancia Eléctrica.
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En resumen, podemos decir que todos nuestros resultados estan soportados en
reportes de autores quienes han encontrado las mismas alteraciones y en general
se puede afirmar que la patogénesis de estas lesiones esta atribuido
principalmente a efectos adrenérgicos que son disparados por el veneno
escorpionico (Freire-Maia et al., 1987; Cupo et al., 2002; Gwee et al. 2002), esto
es para decir que hay un aumento en el consumo de oxigeno por el efecto positivo
inotrépico de liberacion de catecolaminas liberado por el veneno llevando a una
hipoxia miocardica. Las catecolaminas juegan un papel muy importante en las
lesiones del miocardio, sin embargo las lesiones isquémias del mismo pueden no
ser causadas solamente por estas, sino por citoquininas y/o el péptido natriurético
auricular, neuropéptido Y, liberado en el envenenamiento por su accidon
constrictora de vasos coronarios y los altos niveles de glucosa que ocurren en este
envenenamiento, resultado de la estimulacion continua del sistema nervioso
simpatico (Cupo et al., 2002; Gwee et al. 2002; Teixeira, 2001).

Nuestros datos sugieren que en adicion a los importantes efectos adrenérgicos del
veneno, un efecto directo sobre las fibras cardiacas juegan un papel primordial en

el desarrollo de alteraciones cardiacas con el veneno de C. margaritatus.
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TABLA 9: Resumen de las Alteraciones Electrocardiograficas (CONTROL NEGATIVO)

Rata Tto bradicardia taquicardia Extrasistoles Fibrilacion Extrasistoles Taquicardia Fibrilacion Arresto Bloqueos Alternancia

Control auriculares  auricular ventriculares ventricular ventricular sinusal derama eléctrica
1 negativo Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente  Ausente Ausente Ausente
2 negativo Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente  Ausente Ausente Ausente
3 negativo Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente  Ausente Ausente Ausente
4 negativo Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente  Ausente Ausente Ausente
5 negativo Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente  Ausente Ausente Ausente
6 negativo Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente  Ausente Ausente Ausente




TABLA 10: Resumen de las Alteraciones Electrocardiogréaficas (50%DL50)

Tto bradicardia taquicardia Extrasistoles Fibrilacion Extrasistoles Taquicardia Arresto Bloqueos Alternancia
auriculares  auricular ventriculares ventricular ventricular sinusal derama eléctrica

50%DL50 Presente Ausente Presente Ausente Ausente Ausente Presente

Presente Ausente Ausente Presente Ausente Ausente Presente
50%DL50 temporal temporal temporal

Presente Ausente Presente Ausente Ausente Ausente Presente
50%DL50 o ausente o ausente

Presencia Ausente Presente Ausente Ausente Ausente Presente
50%DL50 temporal temporal

Presente Ausente Ausente Presente Ausente Ausente Presente
50%DL50 temporal temporal

Presente Ausente Presente Ausente Ausente Presente Presente
50%DL50 temporal temporal




TABLA 11: Resumen de las Alteraciones Electrocardiogréaficas (30%DL50)

Rata Tto Bradicardia Taquicardia Extrasistoles Fibrilacion Extrasistoles Taquicardia Fibrilacion Arresto  Bloqueos Alternancia
auriculares auricular  ventriculares ventricular  ventricular sinusal derama eléctrica

Ausente Presente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente  Ausente Presente
1 30%DL50 temporal temporal temporal temporal temporal temporal

Ausente Presente Presente Presente Ausente Ausente Ausente Ausente  Ausente Presente
2 30%DL50 temporal

Ausente Presente Presente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente  Ausente Presente
3 30%DL50 temporal temporal temporal temporal

Ausente Presente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente  Ausente Presente
4 | 30%DL50 temporal temporal  temporal

Ausente Presente Ausente Presente Ausente Ausente Presente Ausente  Ausente Presente
5 30%DL50 temporal temporal temporal temporal temporal temporal temporal

Presente Presente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente  Ausente Presente
6 | 30%DL50 temporal temporal temporal temporal temporal temporal temporal temporal




TABLA 12: Resumen de las Alteraciones Electrocardiogréaficas (10%DL50)

Rata Tto bradicardia taquicardia Extrasistoles Fibrilacion Extrasistoles Taquicardia Fibrilacion Arresto  Bloqueos Alternancia
auriculares auricular  ventriculares ventricular  ventricular sinusal derama eléctrica

Ausente Ausente Ausente Presente Ausente Ausente Ausente Ausente Presente Presente

1 10%DL50 temporal temporal
10%DL50 Ausente Ausente Ausente Presente Ausente Ausente Ausente Ausente  Ausente Presente

2 temporal temporal
10%DL50 Ausente Ausente Ausente Presente Ausente Ausente Ausente Ausente  Ausente Presente

3 temporal temporal
10%DL50 Ausente Ausente Ausente Presente Ausente Ausente Ausente Ausente  Ausente Presente

4 temporal temporal
10%DL50 Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Presente Presente

5 temporal temporal temporal
10%DL50 Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Presente Presente

6 temporal temporal temporal temporal
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TABLA 13: Resumen de las Alteraciones Electrocardiograficas (CONTROL POSITIVO)

Rata Tto bradicardia taquicardia Extrasistoles Fibrilacion Extrasistoles Taquicardia Fibrilacion Arresto Bloqueos Alternancia
Control auriculares auricular  ventriculares ventricular  ventricular sinusal derama eléctrica
1 Positivo Ausente Presente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
2 Positivo Ausente Presente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
3 Positivo Ausente Presente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
4 Positivo Ausente Presente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
5 Positivo Ausente Presente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
6 Positivo Ausente Presente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
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9. CONCLUSIONES

El veneno del escorpién C. margatitatus es un poderoso neurotoxico que genera
un cuadro de envenenamiento con diferentes signos y sintomas neuroldgicos y

alteraciones electrocardiogréficas observados en este estudio.

Las alteraciones electrocardiograficas halladas concuerdan con las reportadas en
la literatura, siendo para este estudio los trastornos del ritmo cardiaco las

alteraciones mas frecuentemente encontradas.

La utilizacion de un protocolo de analisis electrocardiografico, nos permite evaluar
de forma integral, el potencial de lesion cardiaca generado por los venenos de
origen animal. Esta es una herramienta util dentro del conjunto de pruebas que
permiten evaluar la actividad biologica de los diferentes venenos animales y sus

fracciones.

Con los resultados de esta investigacion contribuimos al conocimiento, prevencion
y manejo del accidente escorpionico, el cual puede tener consecuencias fatales
particularmente en poblaciones vulnerables como son nifios de zonas rurales que

favorecen el habitat de esta especie de escorpion.
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10. RECOMENDACIONES

Este estudio permitié6 conocer que el veneno total de C. margaritatus tiene efectos
cardiotoxicos. Se recomienda por tanto llevar a cabo estudios que permitan
conocer que fracciones del veneno causan este efecto y que caracteristicas
moleculares tienen esas fracciones, asi como sus efectos a nivel de canales

idbnicos de membrana.

Es importante impulsar el estudio de los aspectos bioldgicos, quimicos,
toxicoldgicos, toxinoldgicos y fisiopatolégicos del envenenamiento escorpiénico en
nuestro pais, con el fin de mejorar nuestras acciones en prevencion, promocion de
la salud y asistencia adecuada a las poblaciones en riesgo de sufrir este tipo de
accidente.

Contribuir al desarrollo de la investigacion en animales experimentales mediante el

perfeccionamiento de técnicas, como la electrocardiografia.

Desarrollar estudios complementarios en las areas de proteGmica de venenos, y

taxonomia.

Gracias a la realizacion de este trabajo, fue posible enviar un proyecto titulado
DETERMINACION DEL EFECTO CARDIOTOXICO DEL VENENO DE
ESCORPIONES Centruroides margaritatus, Tityus pachyurus, y Crotalus durissus
cumanensis EN RATAS CEPA WISTAR, para participar en la convocatoria de la
Vicerrectoria de Investigaciones de la Universidad del Cauca (VRI), en marzo de
2010, el cual fue aprobado vy financiado. En este momento se encuentra en su

fase inicial: revision bibliografica, colecta de animales y extraccion de veneno.
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12. ANEXOS

ANEXO 1: TABLA DE RECOLECCION INDIVIDUAL DE DATOS

Alteracion/ 123456789101112131415161718192021222324252627 282930
No rata

Piloereccién
Hipoactividad
Disnea
Sialorrea
Lagrimeo
Tremor

Ataxia
Convulsiones
Incoordinacién

Midriasis
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ANEXO 2: FOTOGRAFIAS DE LA SINTOMATOLOGIA OBSERVADA EN LAS
RATAS A CAUSA DEL VENENO DEL ESCORPION Centruroides margaritatus

Figura 34: Convulsion de la rata expuesta al veneno de C. margaritatus

Figura 36: Midriasis en la rata expuesta al veneno de C. margaritatus
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Figura 37: Rigidez de las patas traseras (Hipoactividad) en la rata expuesta al
veneno de C. margaritatus

Figura 38: Piloereccion en la rata expuesta al veneno de C. margaritatus

109



