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RESUMEN

El escorpionismo es frecuente en Colombia y en el municipio de Popayan,
Cauca es causado por Tityus sp. del cual se desconocen los efectos. En el
presente trabajo se determind el efecto del veneno de Tityus sp. sobre la
contraccion muscular en la preparacion de musculo gastrocnemio del anfibio
Rhinella marina después de aplicar 3 concentraciones (25%, 50% y 75% de
DL50 Tityus pachyurus) y la actividad antimicrobiana evaluando 8
concentraciones sobre 3 cepas bacterianas y 3 cepas fungicas. Se utilizaron
los parametros estadisticos Kruskal-Wallis y U de Mann Whitney. El efecto
del veneno fue significativo sobre la contraccion muscular asistida CMA vy el
tiempo de contraccion muscular TCM (p=0,000), mostrando mayor efecto la
concentracion 50% (0.288mg/kg) (p=0,000) e indicando una dependencia
dosis efecto (p=0,000). Con relacion a la actividad antimicrobiana el efecto
del veneno sobre Pseudomonas aeruginosa se ve en todas las
concentraciones (p<0,015) siendo la de 1 mg/mL la mas efectiva (p=0,000),
para Staphylococcus aureus se presenta en todas las concentraciones
(p<0,005) siendo la de 0,5 mg/mL la mas efectiva (p=0,001), para Candida
albicans a partir de la concentracion 0.016 mg/mL hasta 1 mg/mL (p<0,007)
siendo la de 1 mg/mL la mas efectiva (p=0,001), para Candida krusei a partir
de la concentracion 0.016 mg/mL hasta 1 mg/mL (p<0,012) siendo la de 1
mg/mL la mas efectiva (p=0,001), mientras que tanto para E. coli como para
Cryptococcus. neoformans ninguna de las diferentes concentraciones de
veneno causo un efecto notorio sobre el crecimiento in vitro (p=0,024) y no se
muestra significancia entre tratamientos (p=0,047). Finalmente, se concluye
que el veneno del escorpion Tityus sp. presenté componentes nocivos sobre
la contraccion muscular, asi como otros con posible aplicacion biotecnoldgica
antimicrobiana.
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INTRODUCCION

El escorpionismo es un problema de salud que puede causar la muerte en
seres humanos, en muchos paises del mundo (Gomez et al., 2002; Barona et
al., 2004; Barona et al., 2006; Zhu y Gao, 2006; Gomez y Otero, 2007,
Andrade et al., 2007; Batista et al., 2007; Guidine et al., 2008; Borja-Oliveira
et al., 2008; Cruttenden et al., 2008; Chippaux, 2008; Cologna et al., 2009;
Adiguzel, 2010; Fatani, 2010), de los cuales algunos como Brasil y Méjico
han tomado medidas al respecto, pero otros tantos se encuentran en proceso
de conocimiento acerca del tema. Colombia entre los ultimos forja su camino
con el aporte de diversos estudios. Por lo tanto, la realizacion del presente
proyecto contribuye con el aporte de una nueva informacién para el
conocimiento global del género Tityus de la familia Buthidee.

En éste trabajo se determinaron los efectos del veneno total mediante prueba
de efecto neuromuscular empleando dosis subletales con el objetivo de ver
su neurotoxicidad, también se determiné la actividad antibacteriana y
antifingica a diferentes concentraciones (Karalliedde, 1995; Guerrero 2002;
Jalali et al., 2007; Borja-Oliveira et al., 2008; Cologna et al. 2009; Fatani,
2010) revelando asi una aplicacion biotecnoldgica (Zhijian et al., 2006; Zhu y
Gao, 2006; Batista et al., 2007; Rates et al., 2008; Guerrero et al., 2008).

La prueba antibacteriana se llevo a cabo con cepas GRAM positivas y GRAM
negativas siguiendo las normas M100-S8 de la NCCLS denominadas ahora
CLSI, con la cual se obtuvo la concentracion minima inhibitoria (MIC) (Lequin
et al., 2006). La prueba antifingica se evalu6 por antifungigrama para
levaduras, siguiendo el método EUCAST-AFST 2003 segun norma M27-A de
la CLSI. Por otra parte la actividad neurotéxica se llevé a cabo con la prueba
del efecto neuromuscular sobre el musculo gastrocnemio del anfibio R.
marina (Guerrero, 2002).
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1. JUSTIFICACION

En Colombia, a pesar de los pocos reportes, se presentan casos de
escorpionismo de leves a graves resultando frecuentes (Otero et al., 2004) y
mortales especialmente en nifios (Gomez et al., 2002). Los Departamentos
mas afectados por esta situacion son Antioquia y Tolima (Gémez et al., 2002;
Otero et al., 2004; Gomez y Otero, 2007), en los que se ha realizado mas
esfuerzo por solucionar el problema mencionado. Para el Departamento del
Cauca como en otros Departamentos del territorio Colombiano, los casos de
escorpionismo son ajenos al conocimiento local, nacional y por ende
internacional.

Con excepcion del aporte realizado por Guerrero (2002) y el andlisis
proteémico con la caracterizacion del componente proteico del veneno de T.
pachyurus en el trabajo de Barona et al. (2006), en Colombia, el aislamiento
y la caracterizacién de los venenos de los escorpiones se encuentra nulo
(Flérez, 2007). Por lo anterior se hace prioritario realizar investigaciones que
contribuyan con el conocimiento de la actividad biologica del veneno
escorpionico (Omran, 2003;) aun no investigadas en Colombia, que puedan
ser utiles para futuras aplicaciones biotecnoldgicas, farmacoldgicas
(Karalliedde, 1995; Zhu y Gao, 2006; Tan et al., 2006; Zhijian et al., 2006;
Jalali et al., 2007; Batista et al., 2007; Guerrero et al., 2008; Rates et al.,
2008; Verano-Braga et al., 2008; Nencioni et al., 2009; Paneque-Peres et al.,
2009; Cologna et al. 2009; Adiguzel, 2010; Fatani, 2010) y sobre todo, para
la salubridad de los residentes (Andrade et al., 2007; De Roodt et al., 2009).
Ademas del aporte que se proporcione en conocimiento sobre el veneno de
Tityus sp.
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2. MARCO TEORICO

Los escorpiones son invertebrados pertenecientes al Phylum Artrhopoda,
Subphylum Chelicerata, Clase Arachnida y Orden Scorpionida (Gomez y
Otero, 2007). Estos ejemplares se distinguen de los demas aracnidos por
presentar pedipalpos desarrollados con una division distinta (opistosoma), la
cual termina en el telson que contiene el par de glandulas venenosas y un
aguijon inoculador de su veneno (Gémez y Otero, 2007; Flérez, 2007,
Chippaux, 2008) ya sea para defensa o para capturar el alimento. Son de
actividad nocturna, carnivoros y durante el dia se encuentran ocultos. Son de
habitos extra-domiciliarios o intra-domiciliarios (Gémez et al., 2002; Barona et
al., 2004; Otero et al., 2004; Flérez, 2007).

La distribucion geografica de estos aracnidos es amplia (Omran, 2003) hasta
las latitudes de 50 grados norte y sur (Gémez y Otero, 2007). Se encuentran
agrupados en veintidés familias con 1500 especies conocidas
aproximadamente (Otero et al., 2004; Zhijian, et al., 2006; Barona et al.,
2006; Jalali et al., 2007, Gomez y Otero, 2007; Flérez, 2007; Batista et al.,
2007; Nencioni et al., 2009; Cologna et al., 2009; Adiguzel, 2010; Fatani,
2010). La familia de mayor interés toxinologico debido al efecto potente de su
veneno (Flérez, 2007) y gran distribucién, es Buthidee estimada en 48
géneros y 500 especies. Dicha familia es de especial cuidado médico
(Goémez et al., 2002; Barona et al., 2006) por los accidentes causados a nivel
mundial (Omran, 2003; Otero et al., 2004; Andrade et al., 2007; Gémez y
Otero, 2007; Guidine et al., 2008; Chippaux, 2008; Adiguzel, 2010; Fatani,
2010). Sus géneros mas destacados por la acciéon del veneno son
Androctonus y Buthus (Norte de Africa), Buthotus (Oriente), Leiurus (Medio
Oriente), Centruroides (Norteamérica, Centroamérica y Norte de Surameérica)
y el género de nuestro interés Tityus (Suramérica) (Otero et al., 2004; Gomez
y Otero, 2007; Borja-Oliveira et al., 2008) que se representa en 29 especies
para Colombia (Gémez 2002; Otero et al., 2004; Barona et al., 2006) de las
cuales, las de mayor importancia medica son T. asthenes, T, pachyurus, T
fuhrmanni (Gomez y Otero, 2007).

El veneno de los escorpiones es una mezcla de componentes proteicos y no
proteicos que contiene enzimas, nucledétidos, lipidos, aminas biogénicas y
péptidos que causan actividad neurotoxica (Gémez et al., 2002; Otero et al.,
2004; Zhu y Gao, 2006; Jalali et al., 2007; Gomez y Otero, 2007; Guerrero et
al., 2008; Cruttenden et al., 2008; Rates et al., 2008 De Roodt et al., 2009;
Cologna et al. 2009; Adiguzel, 2010; Fatani, 2010). Estos ultimos de mayor
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interés por su efecto, se conforman en 4 familias que los representa segun
los canales i6nicos celulares que afecten: Potasioescorpiotoxinas KScTX,
Sodioescorpiotoxinas NaScTx, Cloroescorpiotoxinas CIScTx y
Calcioescorpiotoxinas CaScTx (Karalliedde, 1995; Gémez et al., 2002; Otero
et al., 2004; Zhu y Gao, 2006; Zhijian et al., 2006; Barona et al., 2006), y se
distribuyen en 2 grupos. Un grupo contiene péptidos de cadena corta (con
31-39 aminoacidos), y el otro, los de cadena larga (con 61-70 aminoéacidos).
Por lo que el veneno de estos ejemplares puede producir algunos sintomas y
signos como taquicardia, vomito, diaforesis, dolor abdominal, taquipnea,
sialorrea, cianosis, hipertension bradicardia, entre otros (Gémez et al., 2002;
Batista et al., 2002; Omran, 2003; Otero et al., 2004; Barona et al., 2004,
Gbomez y Otero, 2007; Cruttenden et al.,, 2008; Guidine et al., 2008;
Rodriguez, 2008; Chippaux, 2008; De Roodt et al., 2009; Cologna et al.
2009; Adiguzel, 2010; Fatani, 2010).

Por otra parte, los microorganismos se representan entre los grandes grupos:
Virus, Bacterias, Fungi, Algee, y Protozoos. Sin embargo, de estos solo se
estudiaron representantes de Bacterias y Fungi como agentes patdégenos. La
mayoria de bacterias y hongos poseen rigidas paredes celulares lo que les
permite ser hipertdnicos al habitat. Los hongos generalmente tienen pared
celular de quitina (polisacaridos con nitrégeno y residuos de N-
acetilglucosamina), los que no, la tienen compuesta de celulosa. Las
bacterias presentan diferentes caracteristicas morfolégicas: mientras unas
especies tienen una gruesa pared de peptidoglycano por encima de su
membrana celular (Gram+), otras cuentan con dos membranas guardando en
su interior una delgada capa de peptidoglycano (Gram-). (Prescott, 2002)

Varias cepas se han convertido en importantes patdgenos para el hombre, S.
aureus puede producir meningitis e intoxicaciones alimentarias, E. coli puede
producir problemas digestivos como diarreas, incluso la muerte y P.
aeruginosa produce infecciones respiratorias. Los hongos patdgenos como
C. albicans y C. krusei pueden producir candidiasis, dermatitis en cavidad
oral gastrointestinal o vaginal, debido a que se encuentran en dichas
cavidades y las respiratorias (Buitron Garcia et al., 2007). C. neoformans
afecta el sistema nervioso central y puede producir linfadenitis y meningitis.
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3. ANTECEDENTES

El veneno de los escorpiones pertenecientes al genero Tityus contienen las
familias proteicas ya mencionadas. Prueba de ello lo ofrecen Arantes y
colaboradores, (1994) que aislaron y determinaron una nueva neurotoxina
del escorpion T. serrulatus, TsTX-V con un peso molecular de 7230 Daltons,
capaz de inducir la inactivacion de los canales de [Na']. Posteriormente, al
realizar la purificacién de la neurotoxina TsTX-VI del mismo escorpion, se
observd que ésta toxina es extremadamente homologa con la neurotoxina
TsTX-l, la mas letal presente en el veneno de T. serrulatus, ésto sin contar
que la Tityustoxina TsTX-IV, causa una excesiva liberacion de
neurotransmisores (Sampaio et al., 1996), como lo pueden hacer toxinas
homologas de especies de la familia Buthidae (Massensini et al., 2003; Zhu y
Gao, 2006; Jalali, et al. 2007; Chippaux, 2008; De Roodt et al., 2009;
Nencioni et al., 2009; Paneque-Peres et al., 2009; Cologna et al. 2009;
Adiguzel, 2010; Fatani, 2010), produce lo que se conoce como efecto
inotrépico positivo sobre musculo estriado (Borja-Oliveira et al., 2008) .

Especialmente para Colombia, un primer aporte en el campo del
fraccionamiento del veneno y su aplicacién toxinoldgica, es el trabajo de
Guerrero (2002) con escorpiones Centruroides margaritatus colectados en el
sector del Valle del Patia, Cauca. El veneno fue fraccionado mediante HPLC,
obteniéndose 9 fracciones con 52 proteinas diferentes. Se emplearon las
fracciones I, 1, IV y V para realizar ensayos fisioldégicos pues fueron las de
mayor concentracion y se estudié su efecto en el musculo gastrocnemio de
R. marina. Las fracciones mas relevantes en el procedimiento fueron Il y V
que eliminaron las contracciones musculares generadas por un umbral de
0.02 Voltios, mientras la fraccién IV en un principio aumenté la amplitud de la
contraccion muscular y posteriormente la elimind. Ademas, se estimé la DLsg
en 42.83 mg/kg en ratones cepa ICR; otro trabajo es el de Batista et al (2002)
que mediante aplicacion de cromatografia liquida (HPLC) separa el veneno
total del escorpion Amazonico Tityus cambridgei fraccionandolo en 50
diferentes componentes, de los cuales cuatro péptidos se concibieron letales,
identificAndose el efecto sobre la permeabilidad de los canales de Sodio.
Usando las técnicas ya mencionadas, Barona et al (2006) separa 57
fracciones con 104 componentes de diferentes masas moleculares del
veneno de la especie T. pachyurus de Colombia, de los cuales tres fueron
secuenciados encontrandose la accion de éstos sobre los canales de Sodio y
Potasio. Dicha accién neurotéxica también es causada por el veneno de
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diferentes especies del género Tityus, donde se ha encontrado hasta un 84%
de similitud en la secuencia de los péptidos analizados (Batista et al. 2002).

Por otro lado, el veneno de los escorpiones ademas de alterar las
membranas excitables, también actlian como antimicrobianos (Zhu y Gao,
2006; Rates et al., 2008). Yount et al. (2006), manifiestan que existen
diversas moléculas aisladas de un sinnimero de organismos que cumplen
con esta importante funcién, sugiriendo que dichos péptidos han tenido
alguna relacion filogenética entre los organismos y sus agentes patdgenos;
estos péptidos poseen caracteristicas biofisicas en comin como tamafos
pequefios, carga positiva y caracteristica anfipatica. Los péptidos en mencion
actuan sobre las membranas plasmaticas y las paredes celulares de hongos
y bacterias ademas de actuar sobre posibles objetivos intracelulares de estos
y otros microorganismos. De igual manera, Jenssen et al. (2006) informa la
presencia de innumerables moléculas antimicrobianas producidas desde los
mismos microorganismos pasando por plantas, hasta organismos superiores
incluyendo el hombre. Las caracteristicas de estos péptidos de carga positiva
y eventualmente anfipaticos, sirven al sistema inmune de los hospederos
ante cualquier agente patégeno (bacterias, virus, hongos y otros parésitos).
La actividad de dichas moléculas depende ademas, de las caracteristicas
estructurales como ser de cadenas cortas y catidnicas, estimulando la
creacion de promisorios agentes terapéuticos. Un ejemplo de la funcién de
estos péptidos es el Dermaseptin, una molécula antimicrobiana aislada de la
secrecion cutdnea de anfibios que cumple con las cualidades funcionales y
estructurales ya mencionadas.

Particularmente en el veneno de los escorpiones, se encuentran péptidos
con dichas caracteristicas. Zhijian et al. (2006), informa que ademas de la
presencia de moléculas que actian sobre canales i6nicos como Sodio,
Potasio y Calcio, existen otros tipos de péptidos que cumplen entre otras
funciones, la antimicrobiana y fortalece la idea que existe alguna relacion
entre estas proteinas con un Gen ancestro en comun que se ha diversificado
debido a los variados procesos genéticos. Barona et al. (2006), comunica la
actividad antibacteriana de algunos péptidos escorpidnicos: Hadrurin vy
Escorpina. Ademas de estos, otros péptidos como Parabutoporin vy
Opistoporin son reportados en la publicacion de Guerrero et al. (2008). Por
su parte, Rates et al. (2008) con la separacion proteica, analisis y
secuenciamiento de péptidos mediante cromatografia liquida vy
espectrometria de masa MALDI-TOF-TOF, en T. serrulatus determina la
presencia de Hypotensin (péptido que disminuye los niveles de presion)
sumado a otra cantidad de péptidos de cadena corta y que pueden tener
caracteristicas antimicrobianas. Con el avance de la tecnologia, se han
creado herramientas como bases de datos (Tan et al., 2006) en los cuales se
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incorporan las caracteristicas de todas las proteinas hasta el momento
aisladas y analizadas con el fin de agilizar futuros estudios de otras proteinas
por identificar.

Vistas las cualidades biofisicas, bioquimicas y estructurales de los
componentes que poseen los venenos de los escorpiones, es de tener en
cuenta que son un tema de interés medico, pues estos aracnidos por lo
general estan en contacto con la poblacion humana (Rodriguez, 2008), por lo
que se presenta escorpionismo (De Roodt et al., 2009; Adiguzel, 2010;
Fatani, 2010). Los accidentes de este tipo siempre se han presentado, pero
los pocos reportes contienen cifras considerables. En 1995 Karalliedde
informa en su articulo “toxinas animales”, la epidemiologia, toxinologia y
tratamiento de los venenos de origen animal a nivel global, entre los que
menciona el accidente escorpionico de Méjico, Brasil, Israel, Trinidad,
Argelia, India y Jordania. También reporta cifras de accidentes de esta
naturaleza como los 38068 casos por picadura de escorpion en la ciudad de
Ledn, Méjico en un lapso de 5 afios con un rango de 1000 a 2000 muertes en
el mismo pais. Chippaux (2008), informa que 2.3 billones de personas de la
poblacion mundial estan en riesgo de accidente de las cuales 1.2 billones
sufren escorpionismo, de las que 3250 mueren y la poblacion de mayor
riesgo es la infantil (De Roodt et al., 2009). Ademas de estos, otros casos de
escorpionismo grave a nivel mundial son reportados por muchos autores
(Gomez et al., 2002; Omran, 2003; Barona et al., 2004; Barona et al., 2006;
GOmez y Otero, 2007; Andrade et al., 2007; Batista et al., 2007; Guidine et
al., 2008; Borja-Oliveira et al., 2008; Cruttenden et al., 2008; Cologna et al.
2009; Adiguzel, 2010).

En Colombia existe informacién de casos graves de envenenamiento por
escorpiones en el Valle del Alto Magdalena y en el Departamento de
Antioquia. La poblacion con mas riesgo de envenenamiento sistémico, con
complicacion y muerte son los nifios menores de 10 afios (Otero et al., 1988).
Por su parte, Gomez et al. (2002) realizan un estudio del ejemplar T.
fuhrmanni que reside en un barrio de la ciudad de Medellin determinando las
caracteristicas toxinologicas, clinicas y epidemioldgicas producidas por el
envenenamiento. Los resultados indican wuna elevada presencia
intradomiciliaria de estos ejemplares y por ende una considerable
accidentalidad sobre todo en menores de 11 afos. Sin embargo, ninguno de
los pacientes presentd complicaciones por picadura de escorpion.

Barona et al. (2004) realiza un estudio de tres antivenenos producidos en
Venezuela, México y Brasil para evaluar la capacidad inmunoquimica sobre
el veneno de T. pachyurus en Colombia. Los resultados permiten concluir
que el veneno de este escorpion es neutralizado eficientemente por los
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antivenenos contra picaduras de escorpiones producidos en México y Brasil.
Simultaneamente Otero et al. (2004), realizan un estudio a nivel de dos
Departamentos de Colombia: Antioquia y Tolima, zonas sobre las cuales se
encuentran varias especies del género Tityus y que por investigaciones
anteriores han sido las mas referenciadas del pais en lo que refiere al tema.
Este estudio muestra los resultados por escorpionismo de 10 sitios diferentes
de Antioquia y 5 sitios de Tolima en los cuales el 70.5% de los accidentes
ocurrié en las residencias y una considerable cantidad ocurrié en menores de
edad. Aunque algunos de los pacientes presentaron complicaciones por
picadura de escorpion, no se reportan muertes.

Si bien es cierto que hay trabajos referentes a la toxinologia del veneno
escorpionico y la epidemiologia de escorpionismo en Colombia, aun faltan
muchos estudios sobre el tema para saber cuél es el verdadero impacto
meédico y epidemioldgico a nivel nacional. Gomez y Otero (2007) y Rodriguez
(2008) corroboran esta afirmacion y expresan que los escorpiones presentan
una alta adaptabilidad al medio artificial generado por el hombre, debido a su
plasticidad ecoldgica, biologia y amplia distribucion.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad neurotéxica y antimicrobiana del veneno total del
escorpion Tityus sp. para aportar al conocimiento en el campo biologico,
biotecnoldgico, farmacéutico y medicinal.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar la actividad neurotdxica del veneno total del escorpion
Tityus sp. a tres concentraciones subletales DLso de T. pachyurus en
una preparaciéon del musculo gastrocnemio del anfibio R. marina.

e Evaluar la actividad antibacteriana del veneno total del escorpidn
Tityus sp. frente a bacterias grampositivas (S. aureus) vy
gramnegativas (E. coliy P.s aeruginosa).

e Evaluar la actividad antifungica del veneno total del escorpion Tityus
sp. frente a las especies C. albicans, C. krusei y la especie C.
neoformans
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. COLECTA DE EJEMPLARES

La colecta de los escorpiones se realizé en la zona central del Municipio de
Popayan, concretamente en el Puente del Humilladero. Debido a los habitos
nocturnos de estos artropodos, dicha labor se llevo a cabo entre las 7:00 y
las 11:00 de la noche con ayuda de una lampara de luz negra que permitié
observarlos rapidamente en la oscuridad. Para su captura se emplearon
pinzas con el fin de evitar accidentes, y posteriormente fueron aislados de su
medio en cajas individuales de plastico para luego desplazarlos a las
instalaciones del Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad del
Cauca CIBUC. La colecta total correspondié a 25 individuos en un lapso de
45 dias (14 de agosto a 28 de septiembre de 2009). La escasa presencia de
éstos animales, posiblemente es debido a su habitat, el Puente del
Humilladero, una estructura en la que se presenta espacios grandes donde
se brinda facil oferta alimentaria sin necesidad de que el escorpién tenga que
salir a cazar sus presas.

La colecta de los anfibios R. marina se realizd en la salida sur del Municipio
de Timbio-Cauca en un humedal cercano La captura de los ejemplares fue
entre las 7:00 y las 10:00 de la noche debido a sus habitos nocturnos. La
busqueda se efectué con ayuda de lamparas de luz blanca, ademas de
seguir el canto efectuado por los machos, una vez colectados se depositaron
en bolsas de tela humedecidas para transportarlos al Centro de
Investigaciones Biomédicas de la Universidad del Cauca (CIBUC). Todos los
individuos en la experimentacién fueron machos que pesaron entre los 110-
120g.

5.2. MANTENIMIENTO DE LOS ESCORPIONES

Los escorpiones colectados se mantuvieron en cautiverio (Figura 1) en las
instalaciones del CIBUC ubicado en la Facultad de Ciencias Agropecuarias
de la Universidad del Cauca. Fueron mantenidos en terrarios de plastico
donde se simulo un microhabitat similar al natural. Se suministro agua fresca
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cada cuatro dias en algodon humedecido y se alimentaron cada semana con
otros aracnidos e insectos vivos. Las condiciones de humedad y temperatura
se registraron para su adecuacion durante este tiempo de cautiverio.

Figura 1. Cautiverio de escorpiones en cajas plasticas aireadas y con
algodones humedecidos.

Fotografia: Edwin Coral. Cortesia CIBUC.

5.3. OBTENCION DEL VENENO

El veneno se obtuvo de una poblacion de veinticinco (25) escorpiones
realizando estimulacién periddica dejando minimamente un mes de reposo
entre extraccion y extraccion de veneno Se aplico estimulacién eléctrica con
corriente directa sobre el telson del escorpion, empleando un generador de
impulsos eléctricos Lafayette Instruments Company 824151S. Cada
escorpion se inmovilizé del térax y parte del opistosoma con una cinta de tela
adherida a una base de madera que proporciona rigidez, mientras se sujeto
con ayuda de pinzas los ultimos segmentos del metasoma (Figura 2), se
procedié a estimular por cinco veces y el veneno obtenido del aguijon se
deposito en tubos Eppendorf de 1.5mL. Repetido el procedimiento se reunié
un pool o cantidad necesaria de veneno para cuantificar y liofilizar. EI veneno
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se almacen6 a —20 °C y obtenida la cantidad necesaria y conocida, se
purifico aforando con agua destilada estéril hasta un volumen conocido.
Posteriormente se centrifugd, luego se traslado el sobrenadante (veneno
puro) del tubo centrifugado a otro tubo estéril y se contindo con el proceso de
cuantificacion de proteinas.

Figura 2. Extraccion de veneno de los escorpiones.

0°716:20°0

Fotografia: Jeniffer Tovar. Cortesia CIBUC.

5.4. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La cuantificacién de proteinas se realizo segun el método de Biuret 1967,
con modificacion. Del tubo con veneno purificado se tomd6 un volumen
conocido, se interpoldé entre las concentraciones patrén y se calculd la
concentracion de la solucién con veneno en un espectrofotdmetro (Genesys
espectro). Se realizaron los calculos y se separ6 en diferentes alicuotas para
posteriormente liofilizar (liofilizador Freezed). Este procedimiento permitié
tener en reserva el veneno que se utilizé en las diversas pruebas bajo una
temperatura de —20 °C.

22



5.5. PRUEBA ANTIBACTERIANA POR MICRODILUCION

Esta practica se realizé en los laboratorios de microbiologia de la Facultad de
Ciencias de la Salud de la Universidad del Cauca y el método evalud
crecimiento bacteriano in vitro. La experimentacién por microdilucion permitio
la maxima reduccion en el requerimiento de reactivos y veneno Esto redujo
un impacto ambiental desde la utilizacion de los animales experimentales
hasta la minimizacion en la generacion de residuos o agentes de riesgo
bioldgico.

En esta préctica a partir de la norma internacional establecida (M100-S8 y las
actualizaciones del M7 de la National Committee for Medical Laboratory
Standars NCCLS) actualmente Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), se adapto la prueba para trabajar con el veneno sobre una serie de
placas de ELISA en las que se incluyé medio de cultivo estéril para: la celda
sin in6culo en la que no hubo crecimiento bacteriano (control de esterilidad),
la celda de crecimiento bacteriano (control de crecimiento), la celda con un
antibiotico conocido (control positivo) y diluyendo a diferentes
concentraciones el veneno completo (muestra problema), los cuales se
inocularon con una suspensidon de agentes bacterianos (tres cepas) en Caldo
Mueller Hinton al grado de turbidez 0.5 en la escala MacFarland diluidos a
razon 1:20 en agua destilada para evaluar el crecimiento in vitro.

5.5.1. Agente antibacteriano

El agente antibacteriano utilizado fue una antibiético conocido que inhibi6 el
crecimiento bacteriano y la prueba problema fue el veneno del escorpion
Tityus sp. a ocho diferentes concentraciones, apoyados en la norma M100-
S8 de la Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI):

Como control positivo para la cepa P. aeruginosa se utilizd cloranfenicol a
una concentracion de 2mg/mL. Para las cepas E. coli y S. aureus se utilizd
Trimethoprim Sulfamethoxazole a una concentracion de 2mg/mL.
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5.5.2. Preparacion del veneno a evaluar

El veneno liofilizado se reconstituyd en agua desionizada estéril hasta
obtener una concentracion de 2mg/mL. Esta preparacion se realizd con poco
tiempo de anticipacion a la practica de microdilucion, pues las caracteristicas
bioquimicas del veneno comienzan a perderse a temperaturas inadecuadas y
en solucion.

5.5.3. Turbidez adecuada del in6culo

Para realizar la prueba de crecimiento bacteriano in vitro, fue necesario que
la suspension de cada cepa bacteriana (S. aureus, E. coli y P. aeruginosa) a
estudiar tuviera una concentracion definida. Inicialmente de las colonias de
un cultivo puro de cada cepa en caja de Petri se inocul6 con un asa a una
solucion de caldo Mueller Hinton. La comparacion de turbidez se realizé en
un espectrofotometro llamado turbidimetro buscando un patron de BaSO,
equivalente al control de 0.5 MacFarland, las cuales contuvieron
aproximadamente de 1 a 2 x 102 UFC/mL (Unidades Formadoras de Colonias
por cada mililitro de solucién). Posteriormente de ésta suspension bacteriana
se diluydé una cantidad a razén 1:20 en solucién de agua destilada estéril, por
lo que la concentracién bacteriana disminuyé hasta 5 x 10°> UFC/mL. El
tiempo limite luego de la preparacion del in6culo para cultivo en la placa de
ELISA para evaluacion de la prueba fue de 15 a 20 minutos, pues las cepas
se encontraban en una solucion hipoténica lo que podia producir su muerte
(actualizacion norma M7 CLSI).

5.5.4. Método de microdilucién

En una campana de flujo laminar Labconco bajo todas las condiciones de
esterilidad y con la indumentaria necesaria se realizé la prueba.
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Sobre los pozos de cada Placas de ELISA esterilizadas se depositaron
100puL del medio de cultivo (infusion cerebro corazéon BHI) estéril
previamente preparado dejando para cada placa tres pozos sin medio. Este
procedimiento permiti6 comparar la absorbancia de pozos vacios con los
ocupados en la lectura del equipo. Con el medio distribuido en los pozos se
incluyeron los tratamientos antibacterianos (farmaco) en un volumen de
100puL homogenizando con micropipeta y extrayendo de nuevo el volumen
inoculado (figura 3), es decir, se realizé la dilucibn homogeneizada de
veneno partiendo desde 2mg/mL hasta la octava concentracion mas diluida
correspondiente a 0.008mg/mL. Al final, se descart6 el mismo volumen
(100uL) inoculado de cada tratamiento posterior a la homogeneizacion.

Finalmente, en los pozos, la concentracion de todos los tratamientos
disminuye a la mitad de la inoculada, debido a que se realiza una dilucién de
una solucion inicial de 100 pL (2mg/mL) del tratamiento, en 100 pL del medio
de cultivo mas 10 pL de la cepa a estudiar.

Figura 3. Representacion de una placa de ELISA cultivada con agentes
patégenos y sus tratamientos. Para las cepas con tratamiento de veneno se
comienza a una concentracion de 1mg/mL desde el pozo A4 hasta el pozo
A1,, disminuye su concentracidon en los pozos Hs a Hi, hasta 0.0078mg/mL
aproximadamente después de homogeneizar y extraer los dltimos 100 pL de
tratamiento a medida que se desciende por la placa de ELISA.
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Teniendo en cuenta solo la concentracion del veneno o tratamiento
problema, la solucién se muestra de la siguiente manera al inocular la placa
de ELISA: Se depositan 100 pL de veneno a una concentracion de 2mg/mL
en el primer pozo, mas los 100 pL de medio BHI previamente depositado en
el pozo donde se diluyd a una concentracion de 1mg/mL, continua el
siguiente pozo a 0.5 mg/mL, y sucesivamente a 0.25mg/mL, 0.125mg/mL,
0.0625mg/mL, 0.03125mg/mL, 0.015625mg/mL y 0.0078125mg/mL.

Realizada la mezcla de las respectivas cepas con las diversas
concentraciones de veneno, la droga inhibitoria y el control de crecimiento sin
farmaco, mas el pozo de control de esterilidad en las diferentes placas, se
procedi6 a incubar por un intervalo de 16 a 20 horas a 35°C. Las placas con
las muestras no se apilaron y se cubrieron con papel Parafilm buscando
uniformidad de temperatura y aislamiento. Posterior a la incubacion se tomé
la absorbancia de las placas en un lector de ELISA (Thermo Electron
Corporation original Multiskan EX) calibrado a una longitud de onda (620 nm)
para su analisis.

56. PRUEBA ANTIFUNGICA POR ANTIFUNGIGRAMA PARA
LEVADURAS

Esta prueba se llevé a cabo por un procedimiento similar a las técnicas de
microdilucién sefialadas en la practica antibacteriana, a diferencia que se
utilizé el medio semisélido ATB (Antibiograma) F3. Las caracteristicas del
medio en ésta prueba difirieron con la prueba anterior debido a que los
organismos a estudiar, son de grupos taxondémicos diferentes y esto implica
gue cada uno tiene sus propios mecanismos bioquimicos. La ventaja de la
utilizacion de esta técnica incluye las ya mencionadas, para la prueba de
susceptibilidad antibacteriana.

5.6.1. Agente antifungico

El agente antifungico utilizado fue Amfotericina, un antibiotico conocido que
inhibié el crecimiento del patégeno La sustancia a evaluar con posible
actividad antifungica fue nuevamente el veneno del escorpién Tityus sp. a
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diferentes concentraciones siguiendo las recomendaciones del método
EUCAST-AFST 2003 segun norma M27-A y la actualizacion de la norma M7
del “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI).

5.6.2. Preparacion del veneno a evaluar

El veneno liofilizado del escorpién Tityus sp. se diluy6 en agua destilada
estéril hasta obtener una concentracion de 2mg/mL, a partir de la cual se
inoculé6 como tratamiento en la placa de ELISA, preparando las ocho
concentraciones diferentes a razén de %2 dentro del medio de cultivo, para
efectos de evaluacion del crecimiento fungico.

5.6.3. Turbidez adecuada del in6culo

La prueba de crecimiento fungico in vitro tuvo una concentracion definida. La
comparacion de turbidez se realizé en un espectrofotometro (turbidimetro)
buscando el patrén 0,5 de MacFarland, posterior a una suspension en medio
NaCl 0.85% de un cultivo por separado de colonias puras de C. albicans, C.
krusei y C. neoformans que no sobrepasaban los 4 dias de preparacion.
Obtenida esta suspension fungica se diluyé una cantidad a razén 1:20 en
soluciébn de agua destilada estéril, por lo que la concentracion fangica
disminuyé hasta 5 x 10° UFC/mL Unidades Formadoras de Colonias por
cada mililitro de solucion. El tiempo limite luego de la preparacion del in6culo
para cultivo en la placa de ELISA fue de 15 a 20 minutos, pues las cepas se
encontraban en una solucién hipotdnica lo que podia producir su muerte
(actualizacion norma M7 de la CLSI).
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5.6.4. Método de antifungigrama para levaduras

Siguiendo el mismo patron de microdilucion antibacteriana, el medio ATB
(Antibiograma) F3 (7mL por ampolla) se inocul6 en los pocillos de la placa de
ELISA distribuyendo 100pL por pozo dejando libres tres pocillos en la parte
superior izquierda de la placa. Posteriormente, se agregaron 100uL de la
solucién de veneno preparada a una concentracion de 2 mg/mL, que luego
de ser depositada en el primer pozo queda a una concentracion de 1 mg/mL,
luego se procedio a diluir por micropipeteo hasta obtener ocho tratamientos,
siendo el de menor concentracion el equivalente a 0,0078 mg/mL También
se agrego el antibiético en los pozos correspondientes dejando las cupulas
en control de esterilidad sin indculo ni antibiético alguno Al final, se descarto
el mismo volumen inoculado (100uL) de cada tratamiento posterior a la
homogenizacion. Por dltimo, teniendo en cuenta el tiempo limite para el uso
de la suspension preparada, se sembrd en cada pocillo de tratamiento 10uL
de suspension fungica (Figura 3).

De igual manera que las bacterias, la concentracion de todos los
tratamientos disminuye a la mitad de la inoculada, debido a que se realiza
una dilucion de una solucién inicial de 100 pL (2mg/mL) del tratamiento, en
100 pL del medio de cultivo mas 10 pL de la cepa a estudiar.

Teniendo en cuenta solo la concentracion del veneno o tratamiento
problema, la solucidon se muestra de la siguiente manera al inocular la placa
de ELISA: se depositan 100 pL de veneno a una concentracion de 2mg/mL
en el primer pozo, mas los 100 pL de medio de ATB previamente depositado
en el pozo se diluyd a 1mg/mL, continua el siguiente pozo a 0.5mg/mL, y
sucesivamente a 0.25mg/mL, 0.125mg/mL, 0.0625mg/mL, 0.03125mg/mL,
0.015625mg/mL y 0.0078125mg/mL.

Realizada la mezcla de agentes fangicos con la droga inhibitoria y las
diversas concentraciones de veneno, el medio estéril y el control crecimiento
sin veneno, se remitié a incubacién por un intervalo de 20 a 24 horas a 35°C.
Las placas de ELISA con las muestras se cubrieron buscando uniformidad de
temperatura y aislamiento. Posterior a incubacion, se tomo la absorbancia de
las placas en un lector de ELISA (Thermo Electron Corporation original
Multiskan EX) calibrado a una longitud de onda (620 nm) para su analisis.
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5.7 DISENO EXPERIMENTAL Y ESTADISTICO ANTIMICROBIANO

Se aplico ademés de estadistica descriptiva buscando una media y la
desviacion estandar de las repeticiones, un disefio de bloques con prueba no
paramétrica. Para tales pruebas se realizo el procedimiento de cada cepa
microbiana a evaluar. En una placa de ELISA se cultivaron las tres cepas
bacterianas y en otra, las tres cepas fangicas. Para cada microorganismo,
por triplicado se realizaron tres repeticiones, en donde para cada placa se
establecié: un control negativo (control de crecimiento que se reporta en los
resultados como 0 mg/mL de veneno del escorpion Tityus sp.), el control
positivo (farmaco inhibitorio), el control de esterilidad (control de
contaminacion en la placa de ELISA) y los tratamientos problema (veneno de
escorpién evaluado a 8 concentraciones diferentes). Al final se obtuvo con
tratamiento un total de nueve datos por agente patdogeno a sus diferentes
concentraciones.

Los datos obtenidos fueron analizados con el software estadistico SPSS
(Statistical Package to Social Scientific) version 11.5, en el que se aplicd un
disefio de bloques no aleatorios. Se realiz6 un andlisis de correlacion de
Spearman con curva de mejor ajuste y la prueba no paramétrica de Kruskall
Wallis. La pretension de estas pruebas fue relacionar la concentracion del
veneno con el crecimiento microbiano in vitro, ademas de realizar pruebas de
comparaciones multiples entre los tratamientos para establecer significancia
estadistica.

5.8. EVALUACION DEL EFECTO NEUROMUSCULAR SOBRE EL
ANFIBIO Rhinella marina CON EL VENENO TOTAL DE Tityus sp.

Con el objetivo de evaluar el efecto neurotdxico en una preparacién de
muasculo gastrocnemio del anfibio R. marina, se prepararon tres
concentraciones del veneno de la especie Tityus sp. en solucion Ringer
anfibio a partir de la DLsy de la especie T. pachyurus, una especie cercana
taxonémicamente. La concentracién alta se establecidé por la dosis subletal
correspondiente al 75%, la media 50% vy la baja 25% de la DLsy de T.
pachyurus para.
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5.8.1. Preparacion musculo gastrocnemio

La prueba se realizd in vivo tomando 3 ejemplares de anuros R. marina
siguiendo por tratamiento el procedimiento efectuado por Guerrero (2002),
todo el procedimiento se llevd a cabo bajo lineamientos bioéticas para el
ejemplar. La dosis letal cincuenta (DLsp) de la especie T. pachyurus equivale
a 4.8 mg/kg (Barona et al., 2004), y las dosis correspondientes fueron
inyectadas directamente en cada musculo al igual que el blanco (solucién
isotonica Ringer anfibio). Durante el procedimiento constantemente se rocio
el musculo con la solucion isoténica, por proteccion del mismo y ofrecer una
adecuada contraccion mucular.

5.8.2. Medicion de la prueba

Para el procedimiento se utilizé un fisibgrafo (Mini graph) acompafiado de un
software (Chart5sp). El primero se calibr6 con una ganancia (1000) y una
sensitividad (5), el segundo, con rango (1V), con filtro de red vy filtro (5Hz).
Realizado el montaje del biomodelo, con el electroestimulador se realiz6 la
estimulaciéon del muasculo gastrocnemio calibrado a una duracién de 20
milisegundos, 4 Eventos y un voltaje de 0.2 voltios, umbral de estimulacién
del musculo. El procedimiento gener6 una curva (electromiograma) por
musculo tratado durante una hora. De dicha curva se tomé como su amplitud
la contraccion realizada por el masculo en proceso CMA, mientras que la
longitud de la misma indico el tiempo transcurrido TCM. Por lo que estos
datos extraidos de cada curva permitieron unos resultados para su proceso:
la evaluacion del comportamiento de cada musculo en sus diferentes
concentraciones en el lapso de una hora midiendo a intervalos de 5 minutos,
de igual manera, que la alteraciébn en la contraccion muscular entre los
diferentes tratamientos.

5.8.3. Indicadores

Se tomé sobre la base de los datos arrojados por la curva, la contraccién
muscular CMA (Hertz) y el tiempo de contraccion TCM (segundos),
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pardmetros cuantitativos que se utilizaron para determinar la significancia
estadistica de los tratamientos aplicados y confirmar la alteracion de la
contraccion en cada musculo. Con soélo el indicador CMA se verificoO el
comportamiento muscular durante el tiempo de procedimiento.

5.9 DISENO EXPERIMENTAL Y ESTADISTICO NEUROTOXICO

A los anuros R. marina se les aislé el mudsculo gastrocnemio de sus dos
extremidades posteriores. Estos musculos fueron evaluados con el control
(solucién Ringer anfibio que se reporta en los resultados como 0% de veneno
del escorpion Tityus sp.) y los tratamientos problema (tres concentraciones
de veneno del escorpion Tityus sp.). Se requirieron tres individuos por
tratamiento con el fin de minimizar el nimero de biomodelos a experimentar.
Con las curvas obtenidas, ademas de desarrollar estadistica descriptiva
utilizando media y desviacion estandar de las repeticiones se planteé un
disefio de bloques con prueba no paramétrica. A cada musculo se le realizé
una medicion en un fisiografo donde se mostré una curva en la que se refleja
la contraccidbn muscular y el tiempo en el que el musculo se mantuvo
contraido. El primer pardmetro se observa en la amplitud de la curva,
mientras el segundo, con el tiempo transcurrido en la posicion de la misma.

Los datos obtenidos fueron analizados con el software estadistico SPSS
(Statistical Package to Social Scientific) version 11.5, en el que se aplico un
disefio de bloques. Se utiliz6 un andlisis de correlacion de Spearman con
curva de mejor ajuste y la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis. La
pretension de estas pruebas fue relacionar la concentraciéon del veneno con
la alteracion en la contraccion muscular, ademas de realizar pruebas de
comparaciones multiples entre los tratamientos para establecer significancia
estadistica.
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6. RESULTADOS

6.1. EVALUACION MICROBIANA

Para las pruebas de inhibicion de crecimiento de los dos microorganismos
(bacterias y hongos) se determind la Concentracién Minima Inhibitoria MIC
de cada especie objeto de estudio, como aquella concentracion mas baja en
la que se observa una disminucién de la absorbancia igual o superior al 50%,
con respecto al control de crecimiento.

Figura 4. Placa de ELISA con cultivo de levaduras patdgenas y los
tratamientos. Se observa claramente dentro de los rectangulos el
crecimiento. También se detalla que los pozos tratados con veneno,
disminuyen su crecimiento visible in vitro.

Fotografia: Fabian Hurtado. Cortesia CIBUC
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6.2. ANTIBACTERIANO

Los resultados para las tres cepas patdgenas se describen como siguen:

No hubo diferencia significativa (p>0,05) entre los tres procedimientos
realizados en el tiempo (blogue) por cada cepa, mientras que se presentd
significancia (p=0,000) del valor de absorbancia entre cepas: comparando
entre E. coli y P. aeruginosa (p=0,027); entre E. coliy S. aureus (p=0,000); y
entre P. aeruginosa y S. aureus (p=0,000). El primer valor de significancia
indica que los bloques se comportan de forma similar y que por tanto hay
reproducibilidad. Lo segundo, indica que cada especie de bacteria estudiada
tiene su propio comportamiento de crecimiento frente a la misma dosis
suministrada del tratamiento problema. Sin embargo, es de notar que la
significancia disminuye solo entre las cepas E. coli y P. aeruginosa, la razén
pueda estar en que dichas pertenecen a un mismo grupo (Gram-) mientras
que la cepa S. aureus pertenece al grupo (Gram+).

6.2.1. Escherichia coli ATCC 25922.

Esta cepa presentd una marcada diferencia significativa entre los diferentes
tratamientos (Tablal). En la prueba de comparaciones multiples, la
significancia (p=0,000) entre el control positivo (cepa con farmaco
antibacteriano) y los demas tratamientos fue idéntico, pero la diferencia
comparativa del control negativo (cepa en crecimiento) con los tratamientos
problema (concentracién de veneno) solo fue significativo (p<0,027) en las
concentraciones (1 y 0.016 mg/mL), mientras que entre los mismos
tratamientos problema las concentraciones (1 mg/mL vs. las demas
concentraciones, excepto 0,5 mg/mL) y (0,031 vs. 0,016) fueron significantes
(p<0,038). El primer parametro indica que el tratamiento problema tiene una
accion, no deducible si débil o fuerte, sobre el crecimiento de esta especie de
bacteria in vitro, el segundo afirma que se presenta una accion mas marcada
sobre el crecimiento de la cepa de dos de los tratamientos problema (1 y
0.016 mg/mL), frente a los demas (Tablal). En ésta se listan el promedio de
crecimiento bacteriano con sus respectivas medidas de variabilidad y tamafio
de muestra obtenidos para cada una de las concentraciones experimentales
del veneno de Tityus sp. y el control negativo.
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Tablal. Promedio de crecimiento bacteriano (E. coli) con veneno de Tityus
sp.

[ ]de veneno mg/mL [ promedio crecimientot error tipico (n) desviacion estandar
control negativo 0,70+ 0,00 (9) 0,027
0,008 0,71+ 0,02 (9) 0,080
0,016 0,66 + 0,01 (9)* 0,033
0,031 0,72+ 0,02(9) 0,067
0,063 0,69+ 0,01(9) 0,045
0,125 0,69+ 0,00 (9) 0,021
0,250 0,76 £ 0,04 (9) 0, 137
0,500 0,64+ 0,02(9)h 0,071
1,000 0,60+ 0,02(9)* 0,071
p=0.006

n = Tamafo de muestra.

* Concentraciones de veneno para las cuales el crecimiento bacteriano
difiere significativamente respecto al control negativo determinado mediante
prueba U de Mann Whitney.

h = nivel umbral de significancia prueba U de Mann Whitney.

p = Nivel de significancia calculado mediante la prueba no paramétrica
Kruskal-Wallis.

En cuanto al comportamiento del crecimiento de esta cepa frente a las
diferentes dosis de veneno (Figura 5), la estimacion curvilinea se ajusta a
una curva tipo cubica con una significancia (p= 0.006), ademas de un
coeficiente de correlacion de Spearman (-0,305) que indica que conforme
aumenta la concentracion del tratamiento problema, disminuye muy
levemente el crecimiento in vitro de esta especie de bacteria.

La relacién de tipo cubica se describe mediante la ecuacion el crecimiento
bacteriano (Absorbancia):

A = 0,769-0,0718(concentracion  codificada) +0,0199(concentracion
codificada)?-0,0015(concentracién codificada)®, con un coeficiente de
determinacién de R? = 0,184, indicando que la variabilidad de la absorbancia
depende en un 18,4% de la variabilidad de la concentracion de veneno
codificado. Lo que al final explica la poca efectividad que tiene el tratamiento
problema frente al crecimiento de esta especie bacteriana.
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Figura 5. Curva dosis-efecto de absorbancia vs. tratamiento (E. coli). La
codificacion del tratamiento problema (veneno) sobre el eje x estd dado en su
orden ascendente: 1= Omg/mL, 2= 0.0078mg/mL, 3= 0.016mg/mL, 4 =
0.031mg/mL, 5= 0.063mg/mL, 6= 0.125mg/mL, 7= 0.25mg/mL, 8= 0.5mg/mL,
9= 1mg/mL.
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Adicionalmente, la MIC esperada se reporta para este trabajo como
parametro a manera de soporte de las normas internacionales CLSI.

MIC: 0.70/2=0.35, no hay MIC, pues esta especie tuvo un minimo en
crecimiento in vitro que la supera casi el doble y corresponde a la dosis de 1
mg/mL de veneno depositado.

Finalmente, se puede deducir que de los tratamientos problema, solo las
dosificaciones (1 y 0.016 mg/mL) causaron una disminucién del crecimiento
in vitro de E. coli, mas no lo suficientemente fuerte.
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6.2.2. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Esta cepa presentd una marcada diferencia significativa entre los diferentes
tratamientos (Tabla2). En esta se listan el promedio de crecimiento
bacteriano con sus respectivas medidas de variabilidad y tamafio de muestra
obtenidos para cada una de las concentraciones experimentales del veneno
de Tityus sp. y el control negativo.

Tabla2. Promedio de crecimiento bacteriano (P. aeruginosa) con veneno de
Tityus sp.

[ ] de veneno mg/mL | promedio crecimientoz error tipico (n) desviacidn estandar
control negativo 1,06+ 0,04 (9) 0,140
0,008 0,65+ 0,06 (9)* 0,202
0,016 0,71+0,01 (9)* 0,031
0,031 0,80+ 0,60(9)* 0,181
0,063 0,70+ 0,00(9)* 0,021
0,125 0,70+ 0,01 (9)* 0,048
0,250 0,73 £0,03 (9)* 0,109
0,500 0,69+ 0,04(9)* 0,132
1,000 0,56+ 0,01(9)* 0,030
p= 0.000

n = Tamafo de muestra.

* Concentraciones de veneno para las cuales el crecimiento bacteriano
difiere significativamente respecto al control negativo determinado mediante
prueba U de Mann Whitney.

h = nivel umbral de significancia prueba U de Mann Whitney.

p = Nivel de significancia calculado mediante la prueba no paramétrica
Kruskal-Wallis.

En la prueba de comparaciones mdultiples, la significancia (p=0,000) entre el
control positivo y los demas tratamientos fue idéntico, también la diferencia
comparativa del control negativo con los tratamientos problema fue
significativo (p<0,015) en todas las concentraciones, mientras que entre los
mismos tratamientos problema las concentraciones (1 mg/mL vs. las demas
concentraciones) y (0,5 mg/mL vs. 0,25 y 0,031 mg/mL) fueron significativos
(p<0,030). El primer parametro indica que el tratamiento problema tiene una
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accion (actividad antimicrobiana), no deducible si débil o fuerte, sobre el
crecimiento de esta especie de bacteria in vitro, el segundo valor de
significancia afirma que se presenta una accion mas marcada sobre el
crecimiento de la cepa de dos de los tratamientos problema (1 y 0,5 mg/mL),
frente a los demas.

En cuanto al comportamiento del crecimiento de esta cepa frente a las
variadas dosis de veneno (Figura 6), la estimacion curvilinea se ajusta a una
curva tipo cubica con una significancia (p= 0.000) de un coeficiente de
correlacion de Spearman (-0,643), indicando que conforme aumenta la
concentracion del tratamiento problema, disminuye levemente el crecimiento
in vitro de esta especie de bacteria.

Figura 6. Curva dosis-efecto de absorbancia vs. tratamiento (P. aeruginosa).
La codificacion del tratamiento problema (veneno inoculado) sobre el eje x
esta dado en su orden ascendente: 1= Omg/mL, 2= 0.0078mg/mL, 3=
0.016mg/mL, 4 = 0.031mg/mL, 5= 0.063mg/mL, 6= 0.125mg/mL, 7=
0.25mg/mL, 8= 0.5mg/mL, 9= 1mg/mL.
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La relacion de tipo cubica describe mediante la ecuacion el crecimiento
bacteriano (Absorbancia):
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A= 1,3417-0,4256(concentracion  codificada)  +0,0878(concentracion
codificada)?-0,0056(concentraciéon codificada)®, con un coeficiente de
determinacién de R?~ 0,418, indicando que la variabilidad de la absorbancia
depende en un 41,8% de la variabilidad de la concentracién de veneno
codificado. Lo que al final explica la mediana efectividad que tiene el
tratamiento problema frente al crecimiento de esta especie bacteriana.

Adicionalmente, la MIC esperada se reporta, como parametro a manera de
soporte de las normas internacionales CLSI.

MIC: 1.06/2=0.53, el crecimiento de esta especie in vitro acerca su MIC a la
dosis de 1 mg/mL de veneno inoculado, mas no es el resultado esperado,
pues no hay inhibicién en crecimiento del 50% completo.

Finalmente, se puede deducir que los tratamientos problema (concentracion
de veneno) causaron una disminucion del crecimiento in vitro de P.
aeruginosa, y solo la dosificacién (1 mg/mL) fue la mas marcada, pues se
acerca al MIC. Sin embargo, no es lo suficientemente fuerte.

6.2.3. Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Esta cepa presentd una marcada diferencia significativa entre los diferentes
tratamientos (Tabla3). En ésta, se listan el promedio de crecimiento
bacteriano con sus respectivas medidas de variabilidad y tamafio de muestra
obtenidos para cada una de las concentraciones experimentales del veneno
de Tityus sp. y el control negativo.

En la prueba de comparaciones multiples, la significancia (p=0,000) entre el
control positivo y los demas tratamientos fue idéntico con excepcion de
(control positivo vs. 1 mg/mL) con (p=0,005), también la diferencia
comparativa del control negativo con los tratamientos problema fue
significativo (p<0,005) en todas las concentraciones, mientras que entre los
mismos tratamientos problema las concentraciones (1 mg/mL vs. 0,016 y
0,008 mg/mL) y (0,5 mg/mL vs. las demdas concentraciones, excepto
0,25mg/mL) fueron significantes (p<0,038). El primer parametro indica que el
tratamiento problema tiene una accion, no deducible si débil o fuerte, sobre el
crecimiento de esta especie de bacteria in vitro, el segundo afirma que se
presenta una accién mas marcada sobre el crecimiento de la cepa de dos de
los tratamientos problema (1 y 0,5 mg/mL), frente a los demas. Ademas, la
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disminuciéon en la diferencia significativa del tratamiento de mayor
concentracion con el control positivo, sugiere de actividad del veneno sobre
el crecimiento bacteriano

Tabla3. Promedio de crecimiento bacteriano (S. aureus) con veneno de
Tityus sp.

[ ] de veneno mg/mL | promedio crecimientoz error tipico (n) desviacidn estandar
control negativo 0,65+ 0,17(9) 0,051
0,008 0,51+ 0,03 (9)* 0,106
0,016 0,51 +0,03 (9)* 0,096
0,031 0,48+ 0,02(9)* 0,085
0,063 0,46+ 0,02(9)* 0,062
0,125 0,46+ 0,02 (9)* 0,064
0,250 0,40 £ 0,02 (9)* 0,080
0,500 0,36+ 0,01(9)* 0,042
1,000 0,38+ 0,03(9)* 0,112
p=0.000

n = Tamafo de muestra.

* Concentraciones de veneno para las cuales el crecimiento bacteriano
difiere significativamente respecto al control negativo determinado mediante
prueba U de Mann Whitney.

h = nivel umbral de significancia prueba U de Mann Whitney.

p = Nivel de significancia calculado mediante la prueba no paramétrica
Kruskal-Wallis.

En cuanto al comportamiento del crecimiento de esta cepa frente a las
variadas dosis de veneno (Figura 7), la estimacion curvilinea ajusta una
curva tipo logaritmica con una significancia (p= 0.000) de un coeficiente de
correlacion de Spearman (-0,654), indicando que conforme aumenta la
concentracion del tratamiento problema, disminuye levemente el crecimiento
in vitro de esta especie de bacteria.

La relacion de tipo logaritmica describe mediante la ecuacion el crecimiento
bacteriano (Absorbancia):
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A= 0,639-0,1161[In(concentracion codificada)], con un coeficiente de
determinacién de R?~ 0,490, indicando que la variabilidad de la absorbancia
depende en un 49,0% de la variabilidad de la concentracion de veneno
codificado. Lo que al final explica la mediana efectividad que tiene el
tratamiento problema frente al crecimiento de esta especie bacteriana.

Figura 7. Curva dosis-efecto de absorbancia vs. tratamiento (S. aureus). La
codificacion del tratamiento problema (veneno inoculado) sobre el eje x esta
dado en su orden ascendente: 1= Omg/mL, 2= 0.0078mg/mL, 3=
0.016mg/mL, 4 = 0.031mg/mL, 5= 0.063mg/mL, 6= 0.125mg/mL, 7=
0.25mg/mL, 8= 0.5mg/mL, 9= 1mg/mL.

Absorbancia

(7]
]

0 Qbservada

N o O Logartmico
0 2 4 G 8 10

tratamientos

Adicionalmente, la MIC esperada se reporta para este trabajo, como
pardmetro a manera de soporte de las normas internacionales CLSI.

MIC: 0.65/2= 0.325, el crecimiento de esta especie in vitro acerca su MIC a la
dosis de 0,5 mg/mL de veneno, mas no es el resultado esperado, pues no
hay inhibicién en crecimiento del 50% completo.
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Finalmente, se puede deducir que los tratamientos problema causaron una
disminucién del crecimiento in vitro de S. aureus, y solo la dosificacion (0,5
mg/mL) fue la mas marcada, pues se acerca al MIC. Sin embargo, no es lo
suficientemente fuerte.

6.3. ANTIFUNGICO

Los resultados para las tres cepas patdgenas se describen como siguen:

Hubo marcada diferencia significativa (p<0,05) entre los tres procedimientos
realizados en el tiempo (bloque) por cada cepa, de igual manera se presento
significancia (p=0,000) del valor de absorbancia entre cepas: comparando
entre C. albicans y C. krusei (p=0,278); entre C. albicans y C. neoformans
(p=0,000); y entre C. krusei y C. neoformans (p=0,000). Lo primero sugiere la
falta de precision en algun procedimiento para llevar la repetitividad del
experimento, puede ser manejo de variables como la temperatura en el lugar
del experimento que pueden en un momento dado incrementar o retrasar el
crecimiento del cultivo fangico mientras es manipulado. Lo segundo, indica
que cada especie fangica estudiada tiene su propio comportamiento de
crecimiento frente a la misma dosis suministrada del tratamiento problema.
Sin embargo, es de notar que no se presenta significancia solo entre las
cepas C. albicans y C. krusei, la razon pueda estar en que dichas pertenecen
a un mismo género mientras C. neoformans pertenece a un género diferente.

6.3.1. Candida albicans

Para esta cepa en especial, se presento una marcada diferencia significativa
entre los tratamientos aplicados (Tabla4). En esta se listan el promedio de
crecimiento fingico con sus respectivas medidas de variabilidad y tamafio de
muestra obtenidos para cada una de las concentraciones experimentales del
veneno de Tityus sp. y el control negativo.

41



En la prueba de comparaciones multiples, la significancia (p=0,000) entre el
control positivo y los demas tratamientos fue idéntico, también la diferencia
comparativa del control negativo con los tratamientos problema fue
significativo (p<0,007) en todas las concentraciones a excepcion del
tratamiento 0,0078 mg/mL, mientras que entre los mismos tratamientos
problema solo las concentraciones (1 mg/mL vs. 0,008 mg/mL, 0,5 mg/mL vs.
0,0078 mg/mL, 0,25 mg/mL vs. 0,0078 mg/mL, 0,063 mg/mL vs. 0,0078
mg/mL y 0,016 mg/mL vs. 0,0078 mg/mL) fueron significantes (p<0,009). El
primer parametro indica que el tratamiento problema tiene una accion, no
deducible si débil o fuerte, sobre el crecimiento de esta especie de bacteria in
vitro, el segundo afirma que se presenta una accion mas marcada sobre el
crecimiento de la cepa de todos los tratamientos problema exceptuando la
concentracion 0,0078 mg/mL inoculada de veneno

Tabla4. Promedio de crecimiento fangico (C. albicans) con veneno de Tityus
sp.

[ ] de veneno mg/mL | promedio crecimientoz error tipico (n) desviacidn estandar
control negativo 0,58+ 0,05(9) 0,172
0,008 0,47+ 0,04 (9) 0,149
0,016 0,30 £ 0,05 (9)* 0,163
0,031 0,29+ 0,05(9)* 0,163
0,063 0,24+ 0,03(9)* 0,113
0,125 0,33+ 0,05(9)* 0,156
0,250 0,28 + 0,03 (9)* 0,118
0,500 0,28+ 0,03(9)* 0,097
1,000 0,25+ 0,02(9)* 0,069
p=0.000

n = Tamafo de muestra.

* Concentraciones de veneno para las cuales el crecimiento fungico difiere
significativamente respecto al control negativo determinado mediante prueba
U de Mann Whitney.

h = nivel umbral de significancia prueba U de Mann Whitney.

p = Nivel de significancia calculado mediante la prueba no paramétrica
Kruskal-Wallis.
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En cuanto al comportamiento del crecimiento de esta cepa frente a las
variadas dosis de veneno (Figura 8), la estimacion curvilinea ajusta una
curva tipo invertida con una significancia (p= 0.000) de un coeficiente de
correlacion de Spearman (-0,413), indicando que conforme aumenta la
concentracion del tratamiento problema, se presenta una disminucion leve en
el crecimiento in vitro de esta especie fungica.

Figura 8. Curva dosis-efecto de absorbancia vs. tratamiento (C. albicans). La
codificacion del tratamiento problema (veneno inoculado) sobre el eje x esta
dado en su orden ascendente: 1= Omg/mL, 2= 0.0078mg/mL, 3=
0.016mg/mL, 4 = 0.031mg/mL, 5= 0.063mg/mL, 6= 0.125mg/mL, 7=
0.25mg/mL, 8= 0.5mg/mL, 9= 1mg/mL.
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La relacion de tipo invertida describe mediante la ecuacion el crecimiento
fungico (Absorbancia):

A = 0,2200+0,3791/(concentracion codificada), con un coeficiente de
determinacién de R? = 0,363, indicando que la variabilidad de la absorbancia
depende en un 36,3% de la variabilidad de la concentracion de veneno
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codificado. Lo que al final explica la mediana efectividad que tiene el
tratamiento problema frente al crecimiento de esta especie fungica.

Adicionalmente, la MIC esperada se reporta para este trabajo, como
paradmetro a manera de soporte de las normas internacionales CLSI.

MIC: 0.58/2=0.29, el crecimiento de esta especie in vitro tiene una MIC a la
dosis de 0.5 mg/mL de veneno Sin embargo, se observa que mientras
continua aumentando la concentracion del tratamiento problema, sigue
disminuyendo el crecimiento fungico (Figura 4) hasta casi su estabilizacion
en la concentracion mas alta (1mg/mL) inoculada. En la tabla 4 se resefia el
promedio del tratamiento para el cual se estipula la MIC.

Finalmente, se puede deducir que a partir de la concentracién 0,016 mg/mL,
los tratamientos de veneno causaron una disminucion del crecimiento in vitro
de C. albicans, y solo la dosificacion (1 mg/mL) fue la méas marcada. Sin
embargo, existe una concentraciéon con MIC (0.25 mg/mL), e indica que
basta con dicha cantidad de veneno para impedir el crecimiento fungico en la
mitad.

6.3.2. Candida krusei

Para esta cepa, se presento una marcada diferencia significativa entre los
tratamientos aplicados (Tabla5). En esta se listan el promedio de crecimiento
fungico con sus respectivas medidas de variabilidad y tamafio de muestra
obtenidos para cada una de las concentraciones experimentales del veneno
de Tityus sp. y el control negativo.

En la prueba de comparaciones multiples, la significancia (p=0,000) entre el
control positivo y los demas tratamientos fue idéntico, también la diferencia
comparativa del control negativo con los tratamientos problema fue
significante (p<0,012) en todas las concentraciones a excepcion del
tratamiento 0,016 mg/mL, mientras que entre los mismos tratamientos
problema solo las concentraciones (0,0078 mg/mL vs. demas
concentraciones) fueron significativos (p<0,031).
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Tabla 5. Promedio de crecimiento fungico (C. krusei) con veneno de Tityus
sp.

[ ] de veneno mg/mL | promedio crecimientoz error tipico (n) desviacion estandar
control negativo 0,52+ 0,07 (9) 0,217
0,008 0,42+ 0,04 (9) 0,128
0,016 0,28 £ 0,02 (9)* 0,089
0,031 0,26+ 0,05(9)* 0,150
0,063 0,24+ 0,04(9)* 0,139
0,125 0,28+ 0,03 (9)* 0,097
0,250 0,22 £ 0,01 (9)* 0,058
0,500 0,27+ 0,01(9)* 0,059
1,000 0,23+ 0,01(9)* 0,054
p=0.001

n = Tamafo de muestra.

* Concentraciones de veneno para las cuales el crecimiento fangico difiere
significativamente respecto al control negativo determinado mediante prueba
U de Mann Whitney.

h = nivel umbral de significancia prueba U de Mann Whitney.

p = Nivel de significancia calculado mediante la prueba no paramétrica
Kruskal-Wallis.

El primer pardmetro indica que el tratamiento problema tiene una accion, no
deducible si débil o fuerte, sobre el crecimiento de esta especie de bacteria in
vitro, el segundo afirma que se presenta una accion mas marcada sobre el
crecimiento de la cepa de todos los tratamientos problema exceptuando la
concentracion 0,0078 mg/mL.

En cuanto al comportamiento del crecimiento de esta cepa frente a las dosis
de veneno (Figura 9), la estimacion curvilinea se ajusta a una curva tipo
cubica con una significancia (p= 0.000) de un coeficiente de correlacion de
Spearman (-0,444), indicando que conforme aumenta la concentracién del
tratamiento problema, se presenta una disminucion leve en el crecimiento in
vitro de esta especie fungica.
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Figura 9. Curva dosis-efecto de absorbancia vs. tratamiento (C. krusei). La
codificacion del tratamiento problema (veneno inoculado) sobre el eje x esta
dado en su orden ascendente: 1= Omg/mL, 2= 0.0078mg/mL, 3=
0.016mg/mL, 4 = 0.031mg/mL, 5= 0.063mg/mL, 6= 0.125mg/mL, 7=
0.25mg/mL, 8= 0.5mg/mL, 9= 1mg/mL.
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La relaciéon de tipo cubica describe mediante la ecuacion el crecimiento del
hongo (Absorbancia):

A= 0,7344-0,2420(concentracion  codificada)  +0,0395(concentracion
codificada)® -0,0021(concentracién codificada)®>, con un coeficiente de
determinacién de R?~ 0,380, indicando que la variabilidad de la absorbancia
depende en un 38% de la variabilidad de la concentracion de veneno
codificado. Lo que al final explica la mediana efectividad que tiene el
tratamiento problema frente al crecimiento de esta especie.

Adicionalmente, la MIC esperada se reporta para este trabajo, como
parametro a manera de soporte de las normas internacionales CLSI.

MIC: 0.52/2=0.26, el crecimiento de esta especie in vitro tiene una MIC a la
dosis de 0.063 mg/mL de veneno referenciado en la tabla 5. Sin embargo, se
observa que se presenta disminucién del crecimiento fangico en otras
concentraciones de tratamiento problema (Figura 4).
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Finalmente, se puede deducir que a partir de la concentraciéon 0,016 mg/mL,
los tratamientos problema causaron una disminucion del crecimiento in vitro
de C. krusei, y solo la dosificacion (1 mg/mL) fue la mas marcada. Sin
embargo, existe una concentracion con MIC (0.063 mg/mL), e indica que
basta con dicha cantidad de veneno para impedir el crecimiento fungico en la
mitad.

6.3.3. Cryptococcus neoformans

Para esta cepa en especial, se presentdé una marcada diferencia significativa
entre los tratamientos aplicados (Tabla 6).

Tabla 6. Promedio de crecimiento fungico (C. neoformans) con veneno de
Tityus sp.

[ 1de veneno mg/mL |promedio crecimientoz error tipico (n) desviacidn estandar
control negativo 0,58+ 0,05 (9) 0,156
0,008 0,53+ 0,04 (9) 0,124
0,016 0,49 + 0,05 (9) 0,153
0,031 0,41+ 0,05(9)* 0,170
0,063 0,43+ 0,05(9) 0,158
0,125 0,52+ 0,04 (9) 0,139
0,2500 0,46 £ 0,02 (9)* 0,081
0,500 0,48+ 0,02(9)h 0,087
1,000 0,43+ 0,01(9)* 0,050
p=0.001

n = Tamafo de muestra.

* Concentraciones de veneno para las cuales el crecimiento fungico difiere
significativamente respecto al control negativo determinado mediante prueba
U de Mann Whitney.

h = nivel umbral de significancia prueba U de Mann Whitney.

p = Nivel de significancia calculado mediante la prueba no paramétrica
Kruskal-Wallis.
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En esta se registran el promedio de crecimiento fungico con sus respectivas
medidas de variabilidad y tamafio de muestra obtenidos para cada una de las
concentraciones experimentales del veneno de Tityus sp. y el control
negativo.

En comparaciones multiples, la significancia (p=0,000) entre el control
positivo y los demas tratamientos fue idéntico, también la diferencia
comparativa del control negativo con los tratamientos problema fue
significativo (p<0,024) en solo las concentraciones (1, 0.25 y 0.031 mg/mL),
mientras que entre los mismos tratamientos problema solo las
concentraciones (1 mg/mL vs. 0,125 y 00078 mg/mL) fueron significantes
(p<0,047). El primer parametro indica que el tratamiento problema tiene una
accion, no deducible si débil o fuerte, sobre el crecimiento de esta especie de
bacteria in vitro, el segundo afirma que se presenta una accion mas marcada
sobre el crecimiento de la cepa a una concentracion de veneno igual a 1
mg/mL.

Figura 10. Curva dosis-efecto de absorbancia vs. tratamiento (C.
neoformans). La codificacion del tratamiento problema (veneno inoculado)
sobre el eje x estd dado en su orden ascendente: 1= Omg/mL, 2=
0.0078mg/mL, 3= 0.016mg/mL, 4 = 0.031mg/mL, 5= 0.063mg/mL, 6=
0.125mg/mL, 7= 0.25mg/mL, 8= 0.5mg/mL, 9= 1mg/mL.
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En cuanto al comportamiento del crecimiento de esta cepa frente a las dosis
de veneno (Figura 10), la estimacion curvilinea se ajusta a una curva tipo
invertida con una significancia (p= 0.012) de un coeficiente de correlacion de
Spearman (-0,278), indicando que conforme aumenta la concentracion del
tratamiento, se presenta una disminucion muy leve en el crecimiento in vitro
de esta especie fungica.

La relacion de tipo invertida describe mediante la ecuacion el crecimiento
fungico (Absorbancia):

A = 0,4394+0,1501/(concentracion codificada), con un coeficiente de
determinacién de R?~ 0,090, indicando que la variabilidad de la absorbancia
depende en un 9,0% de la variabilidad de la concentracion de veneno
codificado. Lo que al final explica la poca efectividad que tiene el tratamiento
problema frente al crecimiento de esta especie fangica.

Adicionalmente, la MIC esperada se reporta para este trabajo, como
pardmetro a manera de soporte de las normas internacionales CLSI.

MIC: 0.58/2=0.29, no hay MIC, pues esta especie tuvo un minimo en
crecimiento in vitro que la supera 1/3 de absorbancia adicional y corresponde
a la dosis de 0.031 mg/mL de veneno inoculado.

Finalmente, se puede deducir que solo las concentraciones (1, 0.25 y
0.031mg/mL) de los tratamientos problema causaron una disminucion muy
leve del crecimiento in vitro de C. neoformans, y solo la dosificacion (1
mg/mL) fue la mas marcada. Sin embargo, no existe MIC por lo que no es lo
suficientemente fuerte.

6.4. ACTIVIDAD NEUROTOXICA

Este procedimiento esta basado en la metodologia realizada por Guerrero
2002. Sin embargo, en el presente trabajo se adiciona la confiabilidad
estadistica estableciendo como novedad el uso de dos parametros tomados
como variables cuantitativas: la contraccion muscular asistida CMA y tiempo
de contraccion muscular TCM, para poder determinar la actividad
neurotoxica del veneno de Tityus sp. sobre placa motora. La CMA se
evidencia en cada curva evaluando la amplitud de la misma, este valor
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Figura 11. Representacion de la Contraccion Muscular Asistida CMA.
Comportamiento tipico de cada tratamiento generado por estimulacion
muscular con software Chart5sp (el control negativo se representa con tres
estimulaciones asistidas, con los demas solo se representa una).
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medido en Hertz fue arrojado con precision el software Chart5sp. EI TCM se
evidencia con el tiempo en el que la curva se mantiene en una posicion
determinada y su valor también es establecido con precision por el software.
La escogencia de los pardmetros permitio evaluar la alteracion en la
contraccion muscular con los diferentes tratamientos.

En principio se informa que debido al procedimiento efectuado por cada
tratamiento, el muasculo objeto de estudio presenté un comportamiento
durante la hora en la que se evalud (Figura 12): En esta se observa la accion
de cada concentracion de veneno inyectado bajo estimulacion asistida sobre
los musculos, pues cabe destacar que inmediatamente se aplicaron los
tratamientos problemas, cada musculo objeto de estudio presento
contracciones involuntarias en unas concentraciones de veneno mas
marcada que en otras.

Figura 12. Comportamiento de la CMA durante una hora con sus respectivas
tendencias. Notese que el control negativo se encuentra inferior a las dosis
de veneno aplicadas. La codificacion de los datos es 0%, 25%, 50% y 75%
de la DLso T. pachyurus.
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Esta grafica muestra que el blanco se encuentra separado de los demas
tratamientos. Su posicion indica el nivel de estimulacion menor frente a los
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tratamientos problema, a la vez que disminuy6 su intensidad en el tiempo,
fenobmeno que pudo ser causado por fatiga muscular, mientras en los
tratamientos problema la dosificacion de 75% comienza con una sobre-
estimulacibn mas marcada que las demés dosificaciones, fenémeno que se
experimento con contracciones involuntarias no estimuladas. Sin embargo,
mientras transcurrié el tiempo, su efecto sobre el musculo fue inferior a los
demas.

Debido al comportamiento del masculo inmediatamente mencionado: por la
variacion de datos en el tiempo, se tuvo que realizar una comparacion
teniendo en cuenta cada intervalo de tiempo para definir la significancia intra-
tratamientos. Es decir, verificando que entre los musculos trabajados con un
mismo tratamiento, no existiera diferencia (bloque). El resultado arrojo una
diferencia estadistica no significativa (p>0,05) entre los tres procedimientos
realizados en el tiempo.

Tabla7. Promedio de contraccion muscular CMA con veneno de Tityus sp.

[ ] de veneno en % de DL50 | promedio cma * error tipico (n) desviacién estandar
control negativo 284,01+ 4,20(78) 371
25% 380,06+ 8,27 (78)* 73,1
50% 402,73 £9,09 (78)* 80,31
75% 353,56 6,53(78)* 57,74
p= 0.000

n = Tamafo de muestra.

* Concentraciones de veneno para las cuales la CMA difiere
significativamente respecto al control negativo determinado mediante prueba
U de Mann Whitney.

p = Nivel de significancia calculado mediante la prueba no paramétrica
Kruskal-Wallis.

Por otro lado, esta prueba presenté una marcada diferencia significativa
entre los diferentes tratamientos (Tabla 7 y 8). En estas se muestran los
promedios de CMA y TCM con sus respectivas medidas de variabilidad y
tamafio de muestra obtenidos para cada una de las concentraciones
experimentales del veneno y el control negativo.

Con la prueba de comparaciones multiples, la comparacién del control
negativo (musculo inyectado con solucion Ringer) con los tratamientos
problema ([ ] de veneno) fue significativo (p=0,000) para ambos parametros,
mientras que entre los mismos tratamientos problema, solo dos de ellos no
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fueron significantes (p=0,098 y p=0,732) en uno de los dos parametros
simultaneamente establecidos (Tabla 9). Lo primero indica que el tratamiento
problema produce un efecto sobre el masculo del anfibio in vivo, lo segundo
afirma que se presenta una accion variable sobre el masculo segun las
dosificaciones del veneno

Tabla8. Promedio de tiempo de contraccién muscular (TCM) con veneno de
Tityus sp.

[ ] de veneno en % de DL50 | promedio TcM * error tipico (n) desviacién estandar
control negativo 0,21+ 0,00(78) 0
25% 21,09+ 6,47 (78)* 57,17
50% 22,18 + 1,65 (78)* 14,61
75% 22,43+ 1,48(78)* 13,14
p= 0.000

n = Tamafo de muestra.

* Concentraciones de veneno para las cuales la TCM difiere
significativamente respecto al control negativo determinado mediante prueba
U de Mann Whitney.

p = Nivel de significancia calculado mediante la prueba no paramétrica
Kruskal-Wallis.

En cuanto al comportamiento del masculo frente a las variadas dosis de
veneno (Figura 13), la estimacion curvilinea se ajusta a una curva tipo
cuadratica con una significancia (p= 0.000) de un coeficiente de correlacion
de Spearman (0,372), indicando que conforme aumenta la concentracion del
tratamiento problema, se presenta un aumento en la contraccion muscular.

Tabla9. Concentraciones de veneno comparadas significativamente
utilizando los parametros CMA y TCM determinados mediante prueba U de
Mann Whitney.

comparacion entre tratamientos | significancia de CMA significancia de TCM

25% vs. 50% 0,098 0,003
25% vs. 75% 0,022 0,000
50% vs. 75% 0,000 0,732
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Contrariamente de lo que se pudo esperar, el veneno de esta especie de
escorpién produjo una excitacion sobre el musculo objeto de estudio (ver
curva de lectura muscular. Figura 11), en algunos casos no diferenciados
significativamente como la CMA (p=0,098) y el TCM (p=0,732), pero en los
mismos casos diferenciados con su parametro correspondiente (Tabla 9). Es
decir por ejemplo, si por un lado la CMA de dos tratamientos problema fue
similar, no igualmente lo fue su TCM (caso 25% vs. 50%): mientras su
contraccion fue parecida entre tratamientos, el tiempo que se mantuvo el
musculo contraido fue mayor en el tratamiento 50%. La determinacion de
estos parametros entonces, permitid diferenciar la accion del veneno propia
de cada concentracion.

Figura 13. Curva dosis-efecto de CMA vs. tratamiento. La codificacion del
tratamiento problema (veneno inoculado) sobre el eje x esta dado en su
orden ascendente: 1=0%, 2=25%, 3=50% y 4=75% de la DL50 T. pachyurus.
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36,304 (concentracion codificada)?, con un coeficiente de determinacion de R?
~ 0,328, indicando que la variabilidad de la CMA depende en un 32,8 % de la
variabilidad de la concentracion de veneno codificado.

Finalmente, se puede deducir que los tres tratamientos de veneno causan
una alteracion en la contraccion muscular asistida (estimuladora), y que la
concentracion (50% DL50 T. pachyurus) para nuestra especie Tityus sp. es la
mas efectiva.
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7. DISCUSION

Los escorpiones poco han cambiado morfolégicamente desde su aparicién
hace 400 millones de afos aproximadamente (Zhijian et al., 2006). Sin
embargo, para lograr su permanencia como especie se ha supuesto que el
veneno que producen, se ha desarrollado como un mecanismo de defensa
y/o caza de sus presas (Gao et al., 2007; Escobar Enrique et al., 2008; Yuan
et al., 2010) producto de una interaccién con su medio. Razon que brinda al
veneno muchas propiedades bioactivas hasta el momento descubiertas
(Silva et al., 2009; Yuan et al., 2010): contiene péptidos que actian sobre
canales (Na*, K*, CI' y Ca®") despolarizando las membranas de células
excitables, ademas de poseer propiedades antimicrobiana, hemolitica,
inhibidores de tripsina, potenciadores de Bradiquinina, entre otras (Rates; et
al. 2008).

Particularmente las actividades biologicas del veneno del escorpion Tityus
sp. estudiadas en el presente trabajo fueron antibacteriana, antifingica y
neurotdxica. Son caracteristicas del veneno que funciona conforme el
contenido de péptidos y/o enzimas incluidas en éste, y que se encuentra
sustentado con resultados de trabajos ya realizados a especies del mismo
nivel de género o familia, con lo que se soporta una posible explicacion que
se pueda presentar de los resultados encontrados con el veneno completo
de esta especie de escorpion.

Por su parte, los péptidos antimicrobianos cumplen con tres caracteristicas
importantes que les brindan la capacidad de afectar organismos unicelulares:
la combinacion de aminodacidos especificos como punto de reconocimiento
en la membrana de la célula afectada, su estructura tridimensional y la
distribucion de cargas (Hancock et al., 2006). Por lo general estos son de
bajo peso molecular y aunque puedan existir péptidos netamente anionicos,
la mayoria son de caracteristicas catidnicas brindandoles mayor eficacia
antimicrobiana (Hancock and Diamond 2000). La cualidad molecular de tales
péptidos es su carga positiva que afecta membranas de microorganismos
(Remijson et al., 2010), adicionalmente, estan los péptidos con
caracteristicas anfipaticas (Jenssen et al., 2006; Yount et al., 2006; Mingfu et
al., 2008; Diaz et al., 2009) que actuan como un detergente, vuelven soluble
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la membrana del agente patdgeno, ademas que algunos pueden
desnaturalizar proteinas (Prescott, 2002). Estos péptidos tienen variados
mecanismos de accion frente al ente microbiano como los péptidos
pertenecientes a la familia de las defensinas (moléculas de origen orgénico
gue actuan frente a un ente patdgeno como mecanismo de defensa), los de
Cisteina libre, los formadores de poros y otros péptidos con mecanismos de
accion aun desconocidos (Nomura et al., 2004; Dale et al., 2006; Mingfu et
al., 2008). Los primeros se encuentran en el veneno de la mayoria de los
escorpiones, mas la finalidad de todos es afectar las membranas de
microorganismos produciéndoles una alteracion fisiologica.Es asi, como se
presenta una actividad en algunos casos leve en otros no, del veneno
completo del escorpiéon Tityus sp. sobre las diferentes cepas de bacterias
evaluadas en el presente trabajo; por ejemplo, la actividad del veneno fue
escasa sobre el crecimiento de E. coli (p=0,027), no hubo mucha diferencia
entre concentraciones aplicadas y la MIC no se logra determinar, es
decir,que no hay concentracién de veneno minima que inhiba el 50% del
crecimiento microbiano En correspondencia con el resultado, Corzo et al.
(2001), encontraron en las moléculas Pandinin 1 y 2 aisladas del veneno del
escorpién Pandinus imperator, que dichos péptidos poseen una débil
actividad antibacteriana sobre esta cepa patdgena. Similarmente, Gao et al.
(2007) encontraron actividad casi nula del veneno del escorpion Chino
Buthus martensii sobre la cepa mencionada. De igual manera, Rivera et al.
(2010) luego de aislar y caracterizar un péptido antibacteriano del escorpién
C. margaritatus en Peru, encontraron que este péptido no mostré actividad
sobre E. coli. Escobar et al. (2008) ya habian estudiado el veneno
fraccionado de C. margaritatus en el mismo pais conduciendo al mismo
resultado. Sin embargo, se determina actividad antibacteriana sobre esta
cepa a partir de una fraccion proteica aislada del veneno de la especie
Hadruroides mauryi.

La accion del veneno de Tityus sp. sobre los agentes patdgenos P.
aeruginosa (p<0,015) y S. aureus (p<0,005) fue mas marcada sobre el
crecimiento in vitro hasta el punto de acercar su inhibicion al MIC. En el
estudio de los péptidos Pandinin 1y 2 de Corzo et al. (2001), casualmente se
encuentra marcada actividad antibacteriana sobre la cepa S. aureus,
mientras no es tan marcada para la cepa P. aeruginosa. Sin embargo, Diaz
et al. (2009) luego de aislar seis péptidos del escorpion T. discrepans
encontraron actividad antibacteriana para esta ultima cepa. Mingfu et al.
(2008) luego de obtener la secuencia de cuatro péptidos antimicrobianos
entre los que se encuentra el péptido defensina de un escorpién, demuestra
marcada actividad antibacteriana posterior a una clonacion de estas
secuencias sobre la cepa S. aureus. En relacibn con nuestro resultado,
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Escobar et al. (2008) encontraron actividad antibacteriana sobre P.
aeruginosa con algunas fracciones de los venenos de C. margaritatus y H.
mauryi, pero solo algunas otras fracciones del veneno de C. margaritatus
fueron activas contra S. aureus. Posteriormente, Rivera et al. (2010) luego de
experimentar el péptido aislado de C. margaritatus, en las cepas P.
aeruginosa y S. aureus concluyeron que este puede tener actividad
bacteriostatica mas no bactericida.

Referente a los hongos, aunque pocos reportes se ha encontrado en la
literatura, los resultados de este trabajo con C. neoformans (p=0,024)
mostraron un comportamiento de crecimiento similar a la bacteria E. coli.
Practicamente fue nula la actividad antifingica al evaluar las diferentes
concentraciones en esta cepa. Sucedid lo contrario con las especies C.
albicans (p<0,007) y C. krusei (p<0,012), pues fueron susceptibles al veneno
de Tityus sp. hasta el punto de mostrar MIC en las concentraciones 0,25 y
0,063 mg/mL respectivamente, ademas de tener una mayor actividad en la
concentracion 1 mg/mL. Corzo et al. (2001), exponen la actividad de péptidos
antifangicos entre los que se destacan Pandinin 2 con poca actividad sobre
la cepa C. albicans y de igual manera Kuhn-Nentwig (2003), menciona la
actividad de este péptido antimicrobiano sobre esta cepa fungica.

La accidén de péptidos que estén presentes en el veneno completo de esta
especie de escorpibn, que tengan las cualidades anteriormente
mencionadas, son los responsables de la débil inhibicion de las dos cepas
bacterianas (P. aeruginosa y S. aureus) y la marcada actividad sobre el
crecimiento in vitro de las levaduras (C. albicans y C. krusei). Muchos
péptidos antimicrobianos provenientes del veneno de diferentes especies de
escorpion se han aislado y estudiado (Hadrurin, Scorpine, Opistoporins,
Parabutoporin, entre otros). Yuan et al. (2010) aislaron el gen de un péptido
antimicrobiano de la glandula del escorpion Scorpiops tibetanus
descubriendo que este solo tiene actividad sobre bacterias Gram+. De igual
manera, Gao et al. (2007) ya mencionaba la actividad antibacteriana sobre
Gram+ luego de una estimulacion de la glandula del escorpién B. martensii
post-inoculacién bacteriana en esta. Sin embargo, en nuestro caso se
presentd una actividad antimicrobiana en dos especies bacterianas (una
Gram+ y otra Gram-) y dos levaduras patégenas. Con relacion a los
resultados obtenidos por Diaz et al., (2009), Escobar et al. (2008), los
escorpiones T. discrepans y C. margaritatus, son especies que pertenecen a
la familia Buthidae, la misma en la que se encuentra nuestra especie objeto
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de estudio, por lo que se puede corroborar la factibilidad de la accion del
veneno de Tityus sp. sobre el crecimiento microbiano

Por otro lado, se presentd resistencia por E. coli y C. neoformans al
tratamiento con veneno de Tityus sp. La falta de efectividad del veneno de
este escorpion frente a algunas cepas microbianas, puede estar dado por
varios factores. En principio, pueden estar ausentes los péptidos que
reconozcan las membranas de estas cepas estudiadas, o en el caso que
existieran dentro del veneno, puede deberse a la competicion de estos con
otras moléculas bioactivas por el sitio de reconocimiento. Yuan et al. en 2010
sugiere que los péptidos antimicrobianos en su formacién, pudieron derivar
de la sefalizacibn de una membrana externa celular, por lo que las cepas
microbianas con el tiempo adquieren resistencia por mutacién de estos
puntos de reconocimiento. Estos cambios estructurales generarian un
obstaculo a la toxina para adherirse y causar su actividad biolégica
(Bosmans & Tytgat, 2007). Otra razon puede ser, la competencia por sitios
de reconocimiento sobre las membranas celulares entre péptidos y otras
sustancias que conforman el veneno, que también juega un papel en la
facilidad o dificultad que tenga el péptido antimicrobiano de realizar su
actividad bioldgica.

Otra clase de péptidos, como se ha mencionado, son los que actian sobre
canales mayormente de células excitables. Estos pueden alterar la actividad
fisiologica del sistema nervioso (Massensini et al., 2003; Lopes & Lebrun,
2003; Jalali et al., 2007; Cologna et al., 2009), especialmente el sistema
neuromotor debido a una despolarizacion de la neurona. Es de aclarar que el
mecanismo de accion de los diversos péptidos varia y pueden presentarse
un sin niumero de casos para dar como resultado la actividad de estos sobre
el tejido en mencién: hay la posibilidad de que los péptidos actlen tanto en la
membrana pre- como post-sinaptica sobre sus respectivos canales iénicos.
Si la accion es post-singptica en el complejo neuromotor, se presenta la
posibilidad de la actividad de CaScTx acumulando Ca"" descontroladamente
dentro de la célula generando una contraccion muscular. Si por otro lado es
pre-sinaptica, la despolarizacion causada por otros tipos de neurotoxinas
sobre la neurona produce una liberacién descontrolada de neurotransmisores
que al final producirdn su efecto motor. Un ejemplo es el veneno del
escorpion amarillo Odontobuthus doriae que presenta tanto actividad pre-
sinaptica como post-sinaptica sobre la transmisibn neuromuscular, pero
presenta mayor actividad pre-sinaptica en bajas concentraciones, mientras
que la post-sinaptica puede indicar mecanismo miotoxico a mayores
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concentraciones (Jalali et al., 2007). La relacién de este escorpién amarillo
con nuestra especie objeto de estudio, es que pertenecen a la misma familia,
grupo taxonomico conocido por las propiedades de su veneno: su accion
sobre canales idnicos de células excitables.

El veneno completo del escorpién Tityus sp. mostré una marcada actividad
estimulante sobre el musculo gastrocnemio del anfibio R. marina. Presento
una curva dosis—efecto en la que se determiné con mayor efectividad la
concentracion 50% = 0.288mg/Kg (p=0,000). La caracteristica del
comportamiento en la preparacion del musculo muestra una amplitud mayor
en la lectura de cada contraccion cuando fue tratado con veneno
Adicionalmente, se mantuvo dicha amplitud asemejandose a un tétanos
muscular; es decir, el misculo aumentd su contraccién y se mantuvo de esa
manera en el tiempo (Figurall), por lo que se puede inferir que el veneno
estimula el masculo. Una de las posibles respuestas a este comportamiento
muscular producido por el veneno, es la accion de péptidos que afectan la
activacion de canales Na* (Zhijian et al., 2006) debido a que estos pueden
producir hiper-excitaciéon de la célula pre-sindptica en respuesta de una
prolongacion del potencial de accion. Si bien es cierto que el veneno de esta
especie muestra sus primeros resultados en este trabajo, estudios han
sugerido que variadas neurotoxinas provenientes de diferentes especies de
animales que actian sobre canales Na®, producen efectos similares
(Massensini et al., 2003). Similarmente, otros trabajos mencionan la actividad
de estos canales (Yuan et al., 2010), como ejemplo, se reporta que el veneno
del género Tityus produce una desordenada liberacion de catecolaminas y
otros neurotransmisores (De Roodt et al., 2009), entre los que se encuentra
la acetilcolina, quien es la responsable de la estimulacién muscular luego de
ser liberada por la neurona terminal al espacio singptico en placa motora. En
concordancia con el resultado obtenido en este trabajo, Borja, et al (2008)
reportan una excitacion del musculo esquelético (diafragma de ratédn)
posterior a la accion del veneno de dos especies de Tityus Brasilefios,
determinando sus resultados como un efecto inotrépico positivo, atribuido
posiblemente a la actividad de toxinas bloqueadoras de canales K* y/o las
que bloquean el mecanismo de inactivacion de canales Na".

Hasta el momento, las actividades bioldgicas encontradas en el veneno del

escorpion Tityus sp. son antimicrobianas y neurotdxica como se menciona en

este trabajo, informando y soportando simultAneamente, la posible

explicacion molecular. Sin embargo, es de aclarar que se evalud el veneno

completo de esta especie de escorpién, dejando abierta la posibilidad de la
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actividad de moléculas que aisladas del veneno, pudieran disminuir el
crecimiento de microorganismos, sobre los que no se encontrd actividad en
nuestros resultados, o que por otra parte, la actividad biolégica presentada
tanto en la parte antimicrobiana como neurotoxica, solo se presente de
manera sinérgica con este veneno

Las propiedades bioquimicas que pueda contener una sustancia como es el
veneno de esta especie de escorpidn es propicia para la investigacion. El
veneno de los escorpiones posee efectos farmacol6gicos conspicuos
(Cologna, et al. 2009), como la actividad biol6gica antimicrobiana (Rates; et
al. 2008; Remijson et al., 2010) encontrada sobre C. albicans, C. krusei, P.
aeruginosa y S. aureus; y la actividad biologica voltaje-dependiente
(Massensini et al., 2003; Borja et al.,, 2008) encontrada en musculo
gastrocnemio del anfibio R. marina. Son actividades biol6gicas que pueden
favorecer el futuro biotecnologico y/o fisiopatolégico (Borja et al., 2008;
Cologna et al., 2009).
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8. CONCLUSIONES

El veneno del escorpidon Tityus sp. presenta una débil actividad
antimicrobiana sobre el crecimiento in vitro de las especies P. aeruginosa y
S. aureus.

El veneno del escorpion Tityus sp. presenta una marcada actividad
antifangica sobre el crecimiento in vitro de las especies C. albicans y C.
krusei.

El veneno del escorpion Tityus sp. no presenta actividad antimicrobiana
sobre el crecimiento in vitro de las especies E. coli y C. neoformans.

La concentracion de veneno con mayor actividad antimicrobiana para la
especie P. aeruginosa fue de 1 mg/mL.

La concentracibn de veneno con mayor actividad antimicrobiana para la
especie S. aureus fue de 0,5 mg/mL.

La concentracion de veneno con mayor actividad antifangica para la especie
C. albicans fue de 1 mg/mL con una MIC equivalente a una concentracion
0.25 mg/mL.

La concentracion de veneno con mayor actividad antifangica para la especie
C. krusei fue de 1 mg/mL con una MIC equivalente a una concentracion
0.063 mg/mL.

El veneno del escorpion Tityus sp. presenta marcada alteracion de la
contraccion sobre el musculo gastrocnemio del anfibio R. marina, mostrando
especificamente estimulacién sobre éste.

La concentracion mas efectiva en respuesta dosis-efecto para la alteraciéon
de la contraccion muscular fue del 50%, equivalente a una concentracién de
0.288mg/kg.
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9. RECOMENDACIONES

Determinar la especie de escorpion objeto de estudio.

Aislar el, o los péptidos que causan la inhibicién de crecimiento microbiano in
vitro para realizarles los estudios correspondientes (secuenciarlos, verificar
propiedades bioquimicas, farmacologicas, etc.).

Aislar el, o los péptidos que promueven una alteracion en la contraccion
muscular para realizarles los estudios correspondientes (secuenciarlos,
verificar propiedades bioquimicas, farmacologicas, etc.).

Utilizar los conocimientos adquiridos de las investigaciones para aplicaciones
biotecnolégicas concretas como el uso de estos péptidos o sus propiedades
a manera de farmacos.
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