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INTRODUCCION

Los escorpiones se encuentran entre los animales mas antiguos de la tierra, han
sobrevivido mas de 400 millones de afios y durante este tiempo han podido
conservar su morfologia, o que se podria atribuir al desarrollo de su poderoso
veneno, usado como un arma eficaz tanto para su defensa como para obtener su
alimento (Zhijian et al., 2006). Los escorpiones son invertebrados ponzofiosos que
se encuentran dispersos por la mayor parte de las regiones célidas de la tierra
(Gordillo, 2000), desde desiertos hasta bosques, pasando por todas las zonas de
vida intermedias, con altitudes de los 5500m en los Andes, hasta los 800m de
profundidad en cuevas (Lourenco and Cloudsley-Thompson, 1996).

A nivel mundial, de mas de 1500 especies conocidas, tan solo 25 especies son
consideradas como peligrosas para el hombre, debido a la potencia de su veneno
(Omran, 2003), y por su alta interaccion con el mismo. La gran mayoria de estas
especies se hallan distribuidas en cinco géneros, pertenecientes todos a la familia
Buthidae: Androctonus y Buthus (Africa del Norte), Leiurus (Africa del Norte y el
Medio Este), Centruroides (Norte Ameérica, Centroamérica, y al norte de Sur
América) y Tityus (Sur América, Panam4, Costa Rica, Trinidad) (Florez, 2001,
2007; Lourengo and Cloudsley-Thompson, 1996; Otero et al., 2004), en Colombia
esta familia se encuentra representada por cuatro géneros: Tityus (29 spp.),
Centruroides (1 sp.), Ananteris (4 spp.) y Rhopalurus (1 sp.) (Barona et al., 2004;
Otero et al., 2004).

Los venenos de escorpién son mezclas complejas de moléculas, la mayoria son
péptidos que muestran diferentes tipos de actividad bioldgica. Estos péptidos se
unen especificamente a una gran variedad de blancos farmacolégicos, en
particular los canales iGnicos localizados en los tejidos de su presa, produciendo
en ésta efectos neurotoxicos. Se han descrito toxinas en el veneno de escorpién
que modulan los canales i6nicos celulares (Na‘, K*, Ca*, CI), aumentan la
excitabilidad celular y causan liberacion de neurotransmisores (catecolaminas y
acetilcolina) en las terminaciones post-ganglionares de los sistemas nerviosos
simpético y parasimpatico, produciendo los conocidos efectos neurotoxicos
(Gomez et al., 2002; Lourenco et al., 2002; Otero et al., 2004; Oukkache et al.,
2007; Valdez-Cruz et al., 2004). Ademas las toxinas producen efectos toxicos
como dolor, taquicardia, somnolencia, sudoracién, y ciertas reacciones
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inmunoldgicas (Oukkache et al., 2007). Sin embargo, algunos de los componentes
del veneno de escorpion no han sido lo suficientemente estudiados. A través del
tiempo y teniendo en cuenta los casos reportados de envenenamiento por
picaduras de escorpiones, y la gravedad de cada situacion, se han desarrollado
estudios epidemiolégicos, donde se analizd principalmente la composicién de las
toxinas y sus efectos toxicos (Barona et al., 2006; Barona et al., 2004; Escobar et
al., 2003; Gémez et al., 2002; Omran, 2003; Otero et al., 2004; P. and R., 2007).

El envenenamiento por picadura de escorpion afecta a todos los continentes, con
una mayor incidencia en los paises tropicales y subtropicales. A nivel mundial,
Tunez, en Africa, presenta datos epidemiolégicos de 30.000 a 45.000 casos al afio
(Adiguzel, 2010; Krifi et al., 2005). En Latinoamérica los paises més afectados son
México y Brasil, donde se ha constituido en un problema de salud publica con
200.000 y 8.000 casos al afio, respectivamente (Barona et al., 2004; Bertazzi et
al., 2005; GOmez et al., 2002). En Colombia los escorpiones se encuentran
ampliamente distribuidos en todas las regiones, y son un problema de salud
publica en los lugares donde su incidencia es alta, como en los departamentos de
Antioquia, Tolima, y en el Cauca, a lo largo de la cuenca del rio Patia. Sin
embargo, debido a que la poblacion afectada no acude a los centros de salud no
existen suficientes registro de estos casos.

En nuestro pais el conocimiento acerca de la epidemiologia del escorpionismo es
minimo, y actualmente existen pocos estudios. Entre estos se destaca el
desarrollado por Otero y colaboradores (Otero et al., 2004), en dos regiones de
Colombia, Antioquia y Tolima, en el cual se reportan accidentes escorpiénicos
graves y algunos accidentes fatales en nifos. En otro estudio, durante un afio se
presentaron 129 casos de accidentes escorpionicos, 41 de los cuales se
presentaron en nifios, en 10 de los casos no se identifico la especie de escorpion,
y el 70.5% de estos ocurrieron dentro de las casas (Barona et al., 2004; Gémez et
al., 2002), lo que demuestra la peligrosidad de la interaccién del hombre con los
escorpiones en los lugares donde la abundancia de estos es alta. Otro de los
estudios fue el desarrollado por Gomez y colaboradores (Gémez et al., 2002), en
la ciudad de Medellin, donde los indicadores epidemioldgicos revelaron una alta
infestacion, hacinamiento y densidad de escorpiones en las viviendas de uno de
los cerros de esta ciudad, durante el desarrollo de este estudio se encontré que la
mayoria de los accidentes ocurrieron dentro de las casas (34.4%), y gran parte de
estos (62.5%) durante las horas de la noche o en las primeras horas de la mafana
(Gomez et al., 2002).
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Debido a la alta intervencion del hombre en los ecosistemas donde vive el
escorpion, los accidentes escorpidnicos son cada vez mas frecuentes,
presentdndose tanto accidentes laborales como accidentes domiciliarios. Aunque
la mayoria de los accidentes ocurren en adultos cuando estos estan laborando en
el campo, los nifios son los mas afectados, y presentan los mayores sintomas de
envenenamiento sistémico, tan graves que en algunos casos conducen a la
muerte del menor (Barona et al., 2004; Gomez et al., 2002; Otero et al., 2004). En
el Departamento del Cauca, especialmente a lo largo de la cuenca del rio Patia, el
accidente escorpiénico es muy comun, pero por lo general las personas afectadas
no acuden a los centros médicos, y optan por utilizar remedios caseros, como
bafos locales con orina, compresas con hierbas medicinales o con el escorpion
macerado, y en algunos casos se automedican con analgésicos orales para
disminuir el dolor (Gémez et al., 2002). Hasta el momento, en el Departamento del
Cauca, no se han realizado estudios enfocados en conocer la epidemiologia del
escorpionismo en las zonas donde hay una alta densidad de estos. A nivel celular
y genético solo se ha realizado un estudio donde se identificd el efecto genotoxico
del veneno de escorpion Centruroides margaritatus mediante la prueba de
Micronucleos (Duefas-Cuellar, 2009), sin embargo la informaciéon aun es poca,
por esta razon es pertinente realizar investigaciones encaminadas a estudiar las
caracteristicas tanto clinicas, como epidemioldogicas del escorpionismo en el
Cauca, asi como determinar el posible dafio a nivel celular y genético, con el fin de
conocer los probables riesgos que tienen las personas picadas por escorpiones de
desarrollar problemas de salud a largo plazo, tales como el cancer.

Este estudio evalué in-vivo el efecto tdéxico y genotdxico del veneno del escorpion
Centruroides margaritatus en células de médula ésea de raton, para evaluar los
efectos toxicos se realizO una observaciéon directa de los sintomas locales y
sistémicos de envenenamiento presentados por los ratones. Para evaluar el efecto
genotoéxico se uso el biomarcador de Alteraciones Cromosémicas (ACs), el cual es
el biomarcador de efecto temprano y de mayor relevancia para identificar o evaluar
el dafio genotéxico y el riesgo de desarrollar enfermedades como el cancer, por
exposicion a agentes xenobidticos, o carcinogénicos (Almeida Santos et al., 2005;
Bonassi and Au, 2002; Mateuca et al., 2006; Norppa et al., 2006; Vainio, 1998). Su
aplicacion en estudios epidemiolégicos permite la implementacién de programas y
estrategias de prevencion (Bonassi and Au, 2002).

Durante la realizacidén de este estudio se observé que el veneno del escorpiéon C.

margaritatus no presenta un efecto genotoxico significativo en las células de
médula 6sea de ratén, sin embargo se observo un aumento en la frecuencia de
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ACs de tipo cromatidico cuando se aplicé la dosis mas baja evaluada con respecto
del control negativo. Por otro lado, las dosis media y alta presentaron una
disminucién en la frecuencia de las ACs de tipo cromatidico, lo que se puede
inferir por un alto dafio genotodxico, el cual induce citotoxicidad, o que permito
deducir que el veneno de escorpion si puede afectar la estructura del ADN incluso
a dosis bajas. Por esta razon es muy factible reconocer el uso del veneno de
escorpion Centruroides margaritatus como droga terapéutica eficiente en el
tratamiento de enfermedades como el cancer.
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1. JUSTIFICACION

El Cauca por estar ubicado en la region Andina tiene una geografia quebrada,
donde se presentan todas las variantes climéticas, lo que hace posible el
desarrollo de dos géneros de escorpiones, Tityus y Centruroides, ambos
pertenecientes a la familia Buthidae, los cuales representan un alto riesgo para los
seres humanos por su potente, y en algunos casos mortal veneno. Sin embargo, a
pesar del esfuerzo de algunos investigadores, en Colombia no se producen
antidotos escorpiénicos, no se realizan estudios epidemiolégicos prospectivos
(Barona et al., 2004; Otero et al., 2004), y los estudios a nivel celular y genético
son pocos (Duefias-Cuellar, 2009).

El veneno de escorpidon ha sido objeto de muchas investigaciones tanto in-vivo,
como in-vitro, la mayoria de estas con el objetivo de evaluar los efectos toxicos
del veneno y sus diferentes componentes, mientras otras se han centrado en la
caracterizacion e identificacion de los diferentes constituyentes de esta mezcla
proteica compleja. La mayoria de los datos de los mecanismos de accion de las
toxinas de los animales venenosos, han sido obtenidos por experimentos in-vitro
usando diferentes lineas celulares, de esta forma, muchos estudios usan algunos
venenos de animales, o componentes de los mismos, como herramientas para
resolver problemas particulares de las investigaciones, y para explicar el modo de
accion de canales iénicos especificos (Omran, 2003). Hasta el momento solo se
encuentra un reporte realizado con venenos de escorpién y el uso de
biomarcadores de efecto bioldgico como los Micronucleos (Mn) (Duefias-Cuellar,
2009), por esta raz6n es importante la realizacion de mas estudios in-vivo,
enfocados en evaluar si las proteinas y demas componentes biologicos del veneno
(nucledtidos, enzimas, lipidos, compuestos bioactivos y otros no identificados) del
escorpidén, o sus metabolitos derivados, ejercen una accién sobre el material
genético (ADN), causando lesiones primarias, las cuales al no ser reparadas o
mal reparadas, sean fijan en las células y causan mutaciones y posteriores
enfermedades como el céncer, en las personas que han sido victimas de
envenenamiento escorpionico.

Los estudios in-vivo son especialmente sensibles y relevantes para medir el grado

de genotodxicidad de posibles agentes clastdgenos, estos permiten tomar en
cuenta todos los procesos normales de biotransformacion y de farmacocinética del
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agente, asi como medir ciertos procesos de reparaciéon del ADN, ademas es una
herramienta atil para corroborar resultados que hayan sido obtenidos en estudios
in-vitro previos (Krishna and Hayashi, 2000). Por esta razén este trabajo se realizé
in-vivo, ya que de esta manera los resultados obtenidos nos mostrardn de una
forma precisa el posible dafio que puede ocasionar el veneno del escorpion C.
margaritatus en una poblacién humana expuesta a éste, por extrapolacion.

Los biomarcadores como las Alteraciones Cromosdmicas (ACs), son evidencias
de eventos biolégicos ocurridos en las primeras etapas de una enfermedad, por
esta razén son herramientas utiles en las investigaciones actuales, que se centran
en evaluar el posible efecto que pueda causar un determinado agente xenobidtico
(quimico o bioldgico, o mezclas complejas como los venenos de escorpidn) en un
organismo dado. Es asi como las ACs son el biomarcador de efecto bioldgico
mejor validado para evaluar riesgo de cancer, y el mas ampliamente usado en la
actualidad especialmente en estudios de biomonitoreo humano, en los cuales
relacionan la alta frecuencia de ACs con un mayor riesgo de padecer de cancer.

Teniendo en cuenta que en la actualidad la estadistica de accidentes
escorpiénicos es minima y no es confiable, puesto que la poblacion afectada en
muchas ocasiones no acude a los centros hospitalarios, es imposible obtener
datos reales, y realizar un seguimiento de los efectos a largo plazo. Es
preocupante que en el departamento del Cauca no se hayan realizado hasta el
momento estudios epidemioldgicos, y la informacién del efecto a nivel celular y
genético es muy poca (Duefas-Cuellar, 2009). Lo anterior hace pertinente y
necesario generar nuevos y relevantes conocimientos acerca de los posibles
dafios a nivel celular y genético, que pueda producir este veneno, el cual puede
generar lesiones primarias que al no ser reparadas pueden causar posteriores
mutaciones y desencadenar a largo plazo un proceso carcinogénico (Bonassi and
Au, 2002; Rossner et al., 2005; Vainio, 1998).
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2. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

2.1 MARCO TEORICO

2.1.1 ESCORPIONES

Los escorpiones son los animales terrestres mas antiguos que se conocen, se han
encontrado fésiles en depdsitos del Silurico de aproximadamente 400 millones de
afos. La capacidad de adaptacion a los diferentes ecosistemas (Figura 1), les ha
permitido resistir los cambios ambientales sin presentar nuevas formas
estructurales (Hoffmann and del Carmen Farias, 2003).

Los escorpiones son aracnidos que producen un veneno con el que inmovilizan a
sus presas, principalmente insectos (Escobar et al., 2003), hasta la fecha se han
descrito en el mundo mas de 1500 especies ubicadas en 21 familias (Barona et
al., 2004, Otero et al., 2004), los escorpiones de la familia Buthidae comprenden
aproximadamente 529 especies, divididas en 73 géneros, de los cuales solo cinco
producen un veneno toxico para el hombre (Valdez-Cruz et al., 2004), en
Colombia ésta familia se encuentra representada por cuatro géneros: Tityus (29
spp.), Centruroides (1 sp.), Ananteris (4 spp.) y Rhopalurus (1 sp.) (Barona et al.,
2004; Otero et al., 2004).

Figura 1. Mapa de distribucién geografica de los escorpiones a nivel mundial.
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Figura 2. Morfologia externa de un escorpion, vistadorsal.
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Fuente: Los escorpiones: enigmaticas reliquias del pasado poco conocidas en Colombia. (Flérez,
2007)

El color de su tegumento varia en tonalidades de amarillo, café claro, café oscuro,
hasta casi negro. Para su estudio su cuerpo se ha dividido en tres regiones
principales, el prosoma, que corresponde al primer tercio del cuerpo, en este se
encuentran la cabeza, los ojos y las quelas del animal, el mesosoma, que
corresponde a la parte media del cuerpo, en esta parte se encuentran sus 4 pares
de patas locomotoras, delgadas y aptas para correr con rapidez en caso
necesario, y el metasoma o cola, mucho mas delgado y largo; el Ultimo segmento
de la cola esta ensanchado, y forma la vesicula y el aguijén (Figura 2). Dentro de
la vesicula se encuentran dos glandulas venenosas, cuya secrecion sale por
conductos que van a desembocar cerca de la punta del aguijon (Hoffmann and del
Carmen Farias, 2003).
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Los escorpiones son generalmente de hébitos nocturnos, durante el dia se
encuentran ocultos bajo piedras, troncos caidos y ocasionalmente entre la
hojarasca, algunas especies se han adaptado incluso a vivir en viviendas
humanas, encontrandose entre cavidades de ladrillos y grietas en techos de
madera o paja (Florez, 2007; Gémez et al., 2002; Lourenco and Cloudsley-
Thompson, 1996), por lo que habitualmente las picaduras se producen de forma
accidental en el hogar o como accidentes laborales, dando Ilugar a
manifestaciones toxicas locales o0 generales, el principal signo de
envenenamiento local es el dolor, y en caso mas graves puede producir
taquicardia, somnolencia y sudoracién generalizada, los cuales son signos de
envenenamiento sistémico. (Gémez et al., 2002; Otero et al., 2004).

2.1.1.1 Veneno de escorpion.

El veneno de los escorpiones es una secrecion apocrina, compuesta
principalmente de proteinas (neurotdxinas) y péptidos de bajo peso molecular, los
cuales ejercen su accion sobre los canales iénicos celulares (Na*, K*, ClI'y Ca*"),
aumentan la excitabilidad celular y causan liberacibn de neurotransmisores
(catecolaminas y acetilcolina) en las terminaciones postganglionares de los
sistemas simpatico y parasimpatico (Gémez et al., 2002; Lourenco et al., 2002;
Otero et al., 2004; Petricevich, 2010; Valdez-Cruz et al., 2004), sin embargo
algunos de estos componentes no estan documentados a nivel estructural ni
farmacol6gico. Ademas diversos estudios revelan que los venenos de escorpiones
poseen diferentes constituyentes, los cuales pueden modular la proliferacion
celular, el crecimiento y el ciclo celular, y que los pequefios péptidos de bajo peso
molecular tienen una amplia actividad farmacoldgica, tales como anti-epiléptico,
anti-microbiano y actividad de bloqueo de canales (Adiguzel, 2010; Das Gupta et
al., 2007; Petricevich, 2010). Entre las caracteristicas mas representativas de las
neurotdxinas escorpidnicas, tenemos: 1. Alta estabilidad molecular, lo cual las
hace resistentes a cambios del medio ambiente y por ello, se consideran entre los
venenos mas poderosos que se conocen. 2. No se inactivan con cambios bruscos
de pH, ni por agentes desnaturalizantes, ni por las enzimas proteoliticas mas
comunes, ni por altas temperaturas. Las Unicas sustancias que las afectan, son los
agentes que reducen los puentes disulfuro y que reaccionan con los grupos amino
y carboxilo (Polis, 1990; Valderrama, 1998). Es importante mencionar también,
gue el veneno posee rapida absorcion tisular y alta capacidad de distribucion (10-
15 minutos), ya que por ser neurotoxico los sintomas se extienden rapidamente
por el cuerpo del individuo, por otro lado la eliminacién también es muy répida,
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aproximadamente 2 a 3 horas, tiempo durante el cual los sintomas se vuelven mas
leves o han desaparecido totalmente (Adiguzel, 2010; Barona et al., 2004; Gomez
et al., 2002; Zare Mirakabbadi et al., 2007).

Desde hace 40 o 50 afios, en Colombia, los procedimientos médicos utilizados
para la atencién de la intoxicacion por picadura de escorpion, son solo de tipo
empirico y de accién sintomatica, debido a que en el pais no se producen
antidotos contra picaduras de escorpién, y los estudios sobre los aspectos
clinicos, epidemiologicos y toxinoldgicos del escorpionismo aun son escasas, esto
motivod la realizacion de un estudio prospectivo clinico-epidemiolégico (2000-2001)
en 5 municipios de Tolima y 10 de Antioquia (Barona et al., 2004).

Por otra parte, las caracteristicas propias del veneno, han generado la
investigacion de diversas areas de la epidemiologia, la fisiologia, la toxicologia y
en forma muy importante, las relacionadas con los aspectos clinicos y el
tratamiento, pero hasta ahora ninguna de estas disciplinas se ha preocupado por
la investigacion del posible dafio a nivel celular y genético.

2.1.1.2 Signos locales y sistémicos por envenenamiento

Los signos de envenenamiento sistémico mas frecuentes presentados en ratones
tratados por via intraperitoneal (i.p.), son sialorrea (salivacion excesiva),
piloereccion, somnolencia y sudoracién generalizada, a excepcion de ésta ultima,
la mayoria de los signos aparecen desde los 10 a 15 minutos posteriores a la
inoculacién del veneno de escorpion. Después de 20 a 30 minutos, los ratones
tratados presentan taquipnea (aumento de la frecuencia respiratoria), ataxia
(descoordinacién en el movimiento), sudoracion generalizada, convulsiones y en
ocasiones la muerte. Ademas se puede observar que a medida que se aumenta la
dosis de veneno aplicada, también se incrementa la frecuencia de los sintomas,
especialmente la taquipnea, y la cianosis (coloracién azulada en la piel), asi como
el compromiso neuroldgico, en casos graves se presenta sangrado por via oral y
anal 30 minutos después de la inoculacion del veneno (Gémez et al., 2002).

2.1.2 DOSIS LETAL 50 (DL5sg)

Para la realizacion de cualquier estudio in-vivo en el cual se usen sustancias
toxicas (quimicas o biolégicas), es fundamental determinar la Dosis Letal 50
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(DLso), ya que de esta se obtienen las diferentes dosis que serdn usadas en el
estudio. Debido a que la realizacién de este procedimiento genera sufrimiento en
los animales tratados, en la actualidad por razones éticas se trata de usar el
menor nimero de animales posibles, y que el tiempo de observacién durante el
procedimiento sea el minimo, esto con el fin de causar el menor dolor a los
animales experimentales y obtener los mejores resultados.

En toxicologia se conoce como DLsp, a la dosis de una sustancia (quimica o
biol6gica) que causa la muerte al 50% de los animales expuestos. La dosis letal
depende de diversos factores como el sistema bioldgico o animal, la especie del
animal, asi como de su estado de madurez, también influyen el sexo y la dieta.
Otro de los factores que influye en la realizacion de la DLsy es el método de
administracion del téxico, ya que hay sustancias que resultan menos toxicas al ser
aplicadas por via oral que por via intravenosa (i.v.) o intraperitoneal (i.p.).
Generalmente los resultados se expresan en términos de miligramos de toxico por
kilogramo de peso del animal (mg/kg), aunque se pueden usar otros factores como
microgramos de toxico por gramo del animal (ug/g), ademas se acostumbra decir
el animal en el cual se realizé la prueba para poder extrapolar los resultados a los
humanos. Los valores obtenidos en la DLsy son usados como un indicador general
de la toxicidad aguda de una sustancia (quimica o biolégica).

2.1.3 BIOMARCADORES CITOGENETICOS

Las técnicas de la epidemiologia tradicional han sido siempre utilizadas como
métodos para demostrar la asociacion entre la exposicion a sustancias peligrosas
y el desarrollo de enfermedades como por ejemplo el cancer, es asi que la
incorporacion de biomarcadores en los estudios toxicolégicos, citotdxicos, vy
genotbéxicos, ha desempefiado un papel sumamente importante en las
investigaciones, desde ya hace 25 afios, ya que estos pueden ser utilizados en la
implementacion de programas de prevencion, (Bonassi and Au, 2002), por esto se
han desarrollado diversos tipos de estos marcadores, que han permitido el estudio
y monitoreo de enfermedades constituidas por varias etapas. Esos biomarcadores
son divididos en unas categorias especificas: dosis interna, dosis efectiva
biologica, biomarcadores de efecto y susceptibilidad (Almeida Santos et al., 2005;
Bonassi and Au, 2002; Mateuca et al., 2006; Norppa et al., 2006; Vainio, 1998).

Los marcadores biolégicos de exposicibn o dosis interna, como analisis de
Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICH), rupturas de cadena, aductos a
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macromoléculas, aductos en proteinas, aductos en el ADN, son biomarcadores
altamente sensibles que permiten la medicion de la exposicion de las células a
agentes quimicos (Bonassi and Au, 2002).

El analisis de Alteraciones Cromosémicas (ACs), es uno de los biomarcadores de
efecto biolégico efectivo, mas usado y mejor validado (Bonassi and Au, 2002;
Mateuca et al., 2006; Norppa et al., 2006; Vainio, 1998), este andlisis es muy
utilizado para detectar la exposicion a radiacién ionizante, debido a que esta,
produce alteraciones de tipo cromosOmicas, como por ejemplo cromosomas
dicéntricos. Por otro lado la exposicion a agentes quimicos usualmente induce
alteraciones tipo cromatidicas, como rupturas e intercambios (Natarajan and Boei,
2003). Asi mismo otros reflejan la susceptibilidad innata o adquirida, a efectos de
agentes etioldgicos (Vainio, 1998). Indiscutiblemente los biomarcadores son una
herramienta supremamente importante para la identificacion de individuos o
grupos de individuos, que puedan presentar un riesgo a sufrir de determinada
enfermedad.

2.1.3.1 Alteraciones Cromosdmicas

Las Alteraciones CromosOmicas (ACs) se encuentran ampliamente asociadas a
problemas de salud humana, tomando como ejemplo el hecho de que cerca del
0.6% de los neonatos tienen Alteraciones Cromosémicas Estructurales o
Numéricas, mas del 50% de los abortos espontaneos presentan ACs y muchos
tumores humanos son caracterizados por deleciones o translocaciones
cromosémicas especificas (Natarajan and Boei, 2003), debido a esto, la presencia
de ACs en linfocitos de sangre periférica y en células de médula 6sea, ha sido
aplicado desde hace décadas como un biomarcador de efecto temprano de
carcindgenos genotoxicos (Palitti, 1998), estas ACs son una de las consecuencias
biologicas de la exposicion humana a las radiaciones ionizantes o a cualquier otro
tipo de agente genotoxico (Natarajan and Boei, 2003; Obe et al., 2002).

La prueba de ACs detecta cambios en la estructura de los cromosomas, que son
visibles al microscopio Optico. Estos cambios corresponden a rupturas y
reordenaciones dentro de un cromosoma o0 entre cromosomas diferentes, y
pueden surgir espontaneamente o de un tratamiento quimico o de radiacion
(Mateuca et al., 2006). La asociacion entre desordenes genéticos y presencia de
ACs, las convierte en biomarcadores de riesgo para procesos potencialmente
carcinogénicos, especialmente a las ACs de tipo cromosomico (Norppa et al.,
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2006). Generalmente la mayoria de estas ACs son producidas sobre todo por
aquellas sustancias que rompen directamente la cadena de ADN (p.e. radiaciones
ionizantes) o que distorsionan la doble hélice de ADN (p.e. agentes intercalantes).

Las Alteraciones Cromosdmicas (ACs) pueden ser de dos tipos, Numéricas o
Estructurales, las ACs Numéricas son aquellas que implican la pérdida o la
ganancia de uno o varios cromosomas completos (Aneuploidias) o la variacion de
juegos completos de cromosomas (Euploidias), estas pueden afectar tanto a
autosomas como a cromosomas sexuales, causando graves problemas de salud o
la muerte. Las ACs estructurales se pueden clasificar como estables o inestables,
indicando la posibilidad o no, por parte de la célula, de superar la divisiéon celular.
Las ACs inestables (dicéntricos, anillos, fragmentos y otras reordenaciones
asimétricas) conducen a la muerte de la célula durante la divisién celular mitética.
Esto es debido a que las reorganizaciones producidas no permiten la division de la
célula o conducen a la pérdida de fragmentos de material genético en las células
hijas. Las ACs estables (translocaciones equilibradas, inversiones y otras
reordenaciones simétricas) pueden ser transmitidas a la progenie porque no
interfieren con la division celular.

En la Figura 3, se puede observar la formacion de dos tipos de Alteraciones
Cromosdmicas (ACs), en el nimero 1 se detalla la formacion de una translocacion
reciproca, al producirse una ruptura de cadena doble, el cromosoma dafiado se
alinea con otro cromosoma homologo, el cual le sirve de templete, finalmente se
obtienen dos cromosomas que han sido copiados, pero cada uno con la mitad de
la informacion del cromosoma del cual fueron copiados, en el nimero 2 se
representa la formacién de un cromosoma dicéntrico y un fragmento acéntrico,
este proceso inicia también con una ruptura de cadena doble, pero en este caso,
cuando los cromosomas homadlogos se alinean, lo hacen en sentido contrario, por
lo tanto, cuando se producen los cortes durante la reparaciéon, los extremos
cohesivos que se forman causan la union de los dos cromosomas enteros,
formando el cromosoma dicéntrico, y asi mismo sus fragmentos terminales se
unen generando el fragmento acéntrico observado, en este caso los dos tipos de
alteraciones se forman cuando son reparados por el sistema de Recombinacion de
Homdélogos (HR) (Figura 3) (Obe et al., 2002).

26



Figura 3. Formacion de una ACs (1. Translocacién reciproca, 2. Cromosoma dicéntrico).

Formation of a reciprocal translocation (1)
and a dicentric (2) by ecotopic HR

sy =t ®
g = foe s S e
® FT——————
* — ER
= —— ——— —
. a— 2 - -aam
— .4;:’_

— e - —-
3 B - iy DS <
L ] ———

rociprffa-l. SISV -

dicentric and acentric fragment

Fuente: “Chromosomal aberrations: formation, identification and distribution”) (Obe et al., 2002)

La figura 4 muestra la formacion de dos tipos de ACs, en el nimero 3 se observa
la formacion de un cromosoma dicéntrico, el cual se origina cuando se producen
rupturas de cadena doble en dos cromosomas no homdlogos, en este caso los
extremos cohesivos generados, inducen la union de los dos cromosomas grandes
y se produce un cromosoma dicéntrico, sin embargo los fragmentos originados
después del corte no se unen y por lo tanto se observan dos fragmentos
acéntricos, este tipo de cromosoma dicéntrico se da cuando actla el mecanismo
de Reparacion por Recombinacion de No Homélogos (NHEJ), en el nimero 4 se
observa la formacién de una delecion intracromosémica, primero se produce una
ruptura de doble cadena en el cromosoma, y este al ser reparado por el sistema
de Alineamiento de una sola Hebra (SSA), origina la perdida de la informacién
genética que se encuentra entre los dos sitios de corte creados por el sistema de
reparacion, dando lugar asi a la delecién (Figura 4) (Obe et al., 2002).

Las Alteraciones Cromosémicas pueden ser de dos tipos teniendo en cuenta el
momento del ciclo celular en el que tenga lugar la exposicién al clastdgeno, las
Alteraciones de tipo cromatidico (afectan a una sola croméatida del cromosoma) y
las Alteraciones de tipo cromosémico (afectan a ambas croméatidas del



cromosoma) (Figura 5 y 6), de igual forma los agentes clastdgenos se pueden
clasificar en dos categorias segun el tipo de alteraciéon estructural que producen:
agentes S-dependientes y agentes S-independientes.

Figura 4. Formacién de una ACs (3. Cromosoma dicéntrico y dos rupturas cromatidicas, 4.
Delecién cromosdmica).
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Fuente: Chromosomal aberrations: formation, identification and distribution. (Obe et al., 2002)

Los agentes S-dependientes (radiacion ultravioleta, agentes alquilantes, etc.) son
aquellos Xenobidticos que necesitan atravesar la fase S del ciclo celular para
producir algun tipo de dafio, generalmente estos agentes causan rupturas en
una sola cadena (SSB: Single Strand Break) del ADN; cuando estos agentes
actian en las fases Goy G; y las fases tempranas de la fase S, estos inducen
rupturas de cadena sencilla, las cuales al producirse la duplicacion del material
genético durante la fase S se observan como rupturas cromatidicas, en la
Metafase, de la misma manera, estos agentes pueden actuar durante la fase G»
del ciclo celular, ocasionando los mismos dafios o rupturas de una sola cadena en
el ADN, pero dado que estos no son duplicados, no son observables en Metafase.

Los agentes S-independientes (radiaciones ionizantes y algunos compuestos
quimicos radiomiméticos como bleomicina y neocacinostatin) generalmente
causan rupturas de la doble cadena (DSB: Double Strand Break) de ADN, por lo
tanto no es necesario que exista duplicacion del material genético para que estas
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rupturas sean observables en Metafase, sin embargo, dependiendo de la fase del
ciclo celular donde actien pueden inducir Alteraciones de tipo cromatidico o
cromosémico; cuando actuan durante las fases Gop y G inducen una ruptura de
cadena doble, el cual al pasar por la fase de sintesis duplicara el dafio, y este sera
observado como una Alteracion de tipo cromosdémico en la etapa metafasica,
cuando actian durante la fase S del ciclo celular pueden producir una mezcla de
ambos tipos de dafios, cromosémico y cromatidico, dependiendo si el dafio se
produce en la fase S temprana o fase S tardia, si el dafio es producido durante la
fase S temprana se observara durante la metafase una Alteracion de tipo
cromosomico, por otro lado, si el dafio es producido durante la fase S tardia, se
observara durante la metafase una Alteracion de tipo cromatidico, de igual forma,
si el dafio o ruptura es producido en la etapa G, del ciclo celular, se produciran
rupturas de cadena doble, pero ya que este dafio no pasa por fase S, no se
duplica, por esta razon el dafio es observado en metafase como una Alteracion de
tipo cromatidico (Mateuca et al., 2006; Natarajan and Boei, 2003; Obe et al., 2002;
Palitti, 1998) (Figura 5y 6).

Como los linfocitos periféricos se encuentran en la fase Gy en circulacion, las
lesiones inducidas por los agentes radiomiméticos pueden ser reparadas
inmediatamente, no reparadas, o reparadas incorrectamente, dando lugar en
ciertos casos a Alteraciones de tipo cromosdmico. La frecuencia de estas
Alteraciones no se reduce, excepto por dilucién de la poblacion, por linfocitos no
afectados o por recambio celular. Esta es la razon del por qué las Alteraciones de
tipo cromosémico pueden ser detectadas incluso afios después del cese de la
exposicion. En el caso de las lesiones inducidas por los agentes S-dependientes,
éstas solo se expresaran cuando la célula atraviese la fase S (fase de replicaciéon
del ADN), por lo que hasta que la célula sea estimulada, pueden pasar largos
periodos en los que puede darse la reparacion celular, de modo que sélo algunas
alteraciones se mantendran y se expresaran como alteracion cuando se dé la
estimulacion in-vitro. Las Alteraciones CromosOmicas estructurales son
indicadores de exposicién a genotoxicos y mutagenos. Generalmente conducen a
la muerte de la célula o de su progenie, estas son originadas cuando los
cromosomas rotos se restituyen o intercambian fragmentos entre ellos. Por esto se
puede asumir que todos los agentes que producen rupturas cromosomicas
también inducen mutaciones (Mateuca et al., 2006; Natarajan and Boei, 2003; Obe
et al., 2002; Palitti, 1998).
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Figura 5. Tipos de Alteraciones inducidos por la exposicidén a agentes clastégenos segun la
fase del ciclo celular en que han ejercido su accién y su dependencia de la fase S. (Flecha
roja: Dafio inducido por radiacién ionizante o por quimicos radiomiméticos (S-independientes);
Flecha verde: Dafio inducido por quimicos o agentes clastdgenos (S-dependientes)).

Figura 6. Tipos de Alteraciones inducidos por la exposicidén a agentes clastégenos segun la
fase del ciclo celular en que han ejercido su accion.
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2.1.4 ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (EROs)

Especies Reactivas de Oxigeno (EROs), es un nombre genérico que se le ha dado
a una variedad de moléculas y radicales libres derivados del oxigeno, entre las
cuales se encuentran el ion Superoxido (O2), el radical Hidroxilo (OH) y el
Peroxido de Hidrogeno (H,O)(Bennett, 2001; Engel and Evens, 2006; Tudek et
al., 2010), las EROs son formadas como productos inevitables de la respiraciéon
aerobica (dada en la mitocondria), y de otros varios procesos anabdlicos y
catabdlicos, son altamente reactivas y pueden reaccionar con macromoléculas
biolégicas, modificar la estructura y funcidon de proteinas, y causar dafio oxidativo
en el ADN (Circu and Aw, 2010; Covarrubias et al., 2008; Engel and Evens, 2006;
Stowe and Camara., 2009; Thannickal and Fanburg, 2000; Waris and Ahsan,
2006; Weinberg et al., 2010).

Actualmente se sabe que las EROs, cuando son estrechamente reguladas,
cumplen funciones como mensajeros secundarios dentro de los procesos de
sefalizacion intracelular (Circu and Aw, 2010; Covarrubias et al., 2008; Raval et
al., 2006; Waris and Ahsan, 2006), estas existen en todas las células aerdbicas en
un balance con los antioxidantes bioquimicos (Waris and Ahsan, 2006), pero un
desbalance en el contenido intracelular puede inducir muerte apoptoética por estrés
oxidativo (Tudek et al., 2010).

La formacion de las EROs se puede dar por la exposicion a la radiacion Gama (y),
X, UV, por la biotransformacién de quimicos, algunos componentes de la dieta,
reacciones inflamatorias, y también como resultado del metabolismo de diversos
compuestos llevado a cabo en la célula, se generan cuando interactlian con
ciertas sustancias o procesos celulares como el citocromo bs reductasa,
peroxisomas, catecolaminas, hidroquinonas, oxidasas de la membrana plasmatica
como el NADPH oxidasa, lipoxigenasas, monoaminas oxidasas, xantina/xantina
oxidasa, sintasas de oxido nitrico acopladas o desacopladas, vias de
eicosanoides, entre otros (Stowe and Camara., 2009; Thannickal and Fanburg,
2000; Tudek et al., 2010).

La mayoria de estos compuestos pueden perder un electron por autooxidacion y
formar el radical anién superéxido (O2), no obstante, estas EROs formadas o
liberadas en el citosol, son amortiguadas bajo fuertes condiciones de reduccién
por tioles intracelulares, particularmente el glutation (GSH) y el tioredoxin
(TRXSH,) por la accion de sus reductasas (Thannickal and Fanburg, 2000), sin
embargo, debido a que son controladas y reducidas rapidamente, no se ha
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demostrado si tienen una funcién especifica en la iniciacion de la apoptosis. Por
otro lado, las EROs que son producidas en la mitocondria durante el proceso de
respiracion celular (Ciclo de Krebs), han sido estudiadas con mayor profundidad,
ademas se ha demostrado que al producirse el estrés oxidativo, estas actlan
como iniciadores del proceso apoptotico, y varios estudios demuestran que tiene
una accion directa sobre el ADN (Bernardi et al., 1999; Circu and Aw, 2010; Floyd,
1990; Jackson and Loeb, 2001; Tudek et al., 2010)(Figura 7).

Figura 7. Productos del superdxido (Oy) y sus catalizadores.
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Fuente: Mitochondrial Reactive Oxygen Species Production in Excitable Cells: Modulators of
Mitochondrial and Cell Function. (Stowe and Camara., 2009)

Las EROs producidas a nivel mitocondrial, se generan en su gran mayoria en dos
de los cuatro complejos que participan en la cadena respiratoria, exactamente en
los complejos | y lll. EI complejo | o también llamado NADH, tiene como funcién
catalizar la transferencia de electrones del NADH al complejo Il o coenzima Q en
la cadena respiratoria, la formacién del lon superéxido (O2) en este complejo se
da cuando el NADH es oxidado a NAD®, después que este transfiere sus dos
electrones a un flavin mononucleotido (FMN), en este momento es cuando se
produce la liberacion de los electrones, los cuales al unirse al oxigeno forman el
lon superoxido (Oy). El complejo | es probablemente la principal fuente de EROs
mitocondriales en la mayoria de las condiciones fisioldgicas.

Otro de los sitios importantes en la generacion de EROs, es el complejo Il o
complejo citocromo bcl, el complejo Il recibe dos electrones de QH2 (complejo I
0 Succinato deshidrogenasa), y se los transfiere a dos moléculas de citocromo c,
es en este momento de la trasferencia al citocromo c¢ cuando se produce la
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liberaciéon de los electrones que interactian con el oxigeno para formar mas iones
superoxido (Bernardi et al., 1999; Circu and Aw, 2010; Stowe and Camara., 2009;
Thannickal and Fanburg, 2000).

El ataque de las EROs al ADN puede dar como resultado la formacién de rupturas
de cadena sencillos o dobles, generacion de sitios abasicos, y lesiones en las
bases o azucares. El ataque de los radicales hidroxilos (OH) causa ionizacion de
las bases del ADN, asi como de otros componentes celulares. La accién de los
radicales libres sobre el ADN genera toda una serie de dafos, entre ellos un gran
namero de lesiones derivadas de Purinas y Pirimidinas, algunas de estas bases de
ADN modificadas tienen un potencial considerable para afectar la integridad del
genoma. Los principales productos del dafio oxidativo al ADN incluyen la 8-oxo-
7,8- dihidroadenina (8-oxoAde), 8-oxo-7,8-dihidroguanina (8-oxoGua); y sus
deoxinucleosidos equivalentes, 8-oxodG, 5,6-dihidroxi-5,6-dihidrotimina (Timina
glicol, Tg) y lesiones de anillo abierto como 4,6-diamino-5-formamidopirimidina
(FapyAde) y 2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidina (FapyGua) (Floyd, 1990;
Thannickal and Fanburg, 2000; Tudek et al., 2010) (Figura 8).

Figura 8. Principales lesiones de bases en el ADN inducidos por el estrés oxidativo y la
peroxidacion lipidica.
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Fuente: Involvement of oxidatively damaged DNA and repair in cancer development and aging.
(Tudek et al., 2010)
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La lesién de la 8-oxoGua es una de las mas ampliamente estudiadas, la presencia
de residuos de 8-oxoGua en el ADN generalmente lleva a transversiones de tipo
GC— TA, a menos que sean reparadas antes de la replicacion del ADN, ademas
estas lesiones al intentar ser reparadas por los mecanismos de reparacion del
ADN, pueden generar sitios abasicos (sitios apurinicos). Por lo tanto, la presencia
de 8-oxoGua en las células puede dar lugar a mutaciones puntuales. Un nivel
elevado de 8-oxoGua acompafia el desarrollo de varias enfermedades humanas,
se han encontrado altas concentraciones de 8-oxoGua en el ADN de leucocitos
de la sangre y en la orina de pacientes de cancer de pulmén y de colon (Tudek et
al., 2010) (Figura 8).

2.1.5 MUERTE CELULAR PROGRAMADA (PCD)

Existen dos mecanismos de muerte celular programada, los cuales son regulados
por procesos de sefalizaciébn altamente controlados, con los cuales los
organismos mantienen su estabilidad tanto celular como gendmica, y también
estan involucrados en procesos de dar forma y mantener el tamafio de ciertos
organos y tejidos (Gewies, 2003). Estos mecanismos de proteccion, se pueden
presentar como respuesta a un dafio severo a nivel celular o tisular, o por
procesos naturales del organismo (sefializacion celular extrinseca e intrinseca)
(Fink and Cookson, 2005; Gewies, 2003).

El primero de estos, conocido como necrosis, es un proceso de muerte celular que
puede ser considerado patoldgico, causado por un dafio severo a nivel celular,
durante el cual se pierde la integridad de la membrana y se presenta lisis de la
misma, debido a esto se produce la liberacién de sustancias proinflamatorias que
sirven como iniciadores en los procesos de muerte necrética en las células y
tejidos adyacentes (De Toro, 2006; Fink and Cookson, 2005; Gewies, 2003).

El segundo proceso se conoce como apoptosis, este es considerado una muerte
fisiologica de la célula y, al contrario de la necrosis, la apoptosis no tiene efectos
patoldgicos, en realidad se trata de un mecanismo de defensa y control, que
permite al organismo eliminar una o varias células especificas que presenten dafio
a nivel de membrana o a nivel genomico. En este se presentan ciertas
caracteristicas especificas que son propias del proceso, como la formacién de
cuerpos apoptoticos y la desintegracién de la cromatina, pero sin los procesos
inflamatorios que se observan en la necrosis. La apoptosis se encuentra activa
desde el inicio del proceso embrionario, y participa en la eliminacién de ciertas
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estructuras, o durante la formacion de otras para mantener su forma y tamafio, asi
mismo juega un rol importante en el mantenimiento del sistema inmune y en la
homeostasis de los organismos (Bernardi et al., 1999; Brodska, 2011; De Toro,
2006; Fink and Cookson, 2005; Gewies, 2003; Jordan, 2003).

2.1.5.1 Apoptosis

La apoptosis es un mecanismo altamente eficiente en la eliminacion de células
dafadas o que han completado su ciclo de vida, es un proceso altamente regulado
por diferentes factores y proteinas, muchos de los cuales actian en las diferentes
fases, puede ser actuando como iniciadores, mediadores, ejecutores o como
reguladores de la sefial apoptética (Gewies, 2003). Los componentes de la red de
sefalizacion apoptética se encuentran codificados genéticamente, y pueden ser
activados en cualquier célula por factores tanto intrinsecos como extrinsecos,
como por ejemplo por la unién de sefales a los receptores de superficie celular,
por dafio al ADN como resultado de mecanismos de reparacién defectuosos,
tratamientos con drogas citotéxicas o por radiaciones, por la falta de sefiales de
supervivencia, o por sefiales de muerte. Aunque la ruta apoptética mas que ser
lineal, es una ruta muy ramificada, debido a que los estimulos pueden venir de
diferentes partes, por lo general confluyen hacia una ruta similar que finalmente
llevara a la muerte de la célula por apoptosis (Kaufmann and Earnshaw, 2000).

Uno de los primeros eventos que se da a nivel celular durante la apoptosis, es el
cambio en la conformacion de la membrana celular, esto sucede como resultado
de cambios bioquimicos intracelulares, los cuales interfieren en las uniones lipido-
lipido, lipido-proteina y proteina-proteina, las cuales son las encargadas de
mantener la estabilidad de la membrana, de la misma forma se da un cambio en la
accion de tres enzimas especificas (flipasa, flopasa, escramblasa) dependientes
de ATP, la escramblasa es una de las mas importantes en los cambios que se
observan durante la apoptosis, esta enzima es la encargada de mantener un flujo
constante de fosfolipidos entre el interior y el exterior de la célula, pero durante el
proceso apoptoético su accion se degenera totalmente, lo que da como resultado la
desestabilizacion de la membrana celular, es importante anotar que esta enzima
es dependiente del Calcio intracelular, y como se sabe una gran cantidad de
venenos escorpidnicos poseen toxinas especificas que afectan los canales de
Calcio. Otro de los cambios importantes es la formacion de unas pequefas
ampollas conocidas como “blebs”, los cuales se forman como resultado de un
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cambio en la conformacién del citoesqueleto debido a la protedlisis de ciertas
sustancias que lo conforman.

Uno de los organulos celulares mas importante es la mitocondria, y se ha
encontrado que esta esta directamente relacionada con el proceso apoptético, se
han encontrado ciertos cambios importantes que se producen en ella durante la
apoptosis. En primer lugar se produce un desacople en la cadena de transporte de
electrones, asi como una detencion del metabolismo energético, como
consecuencia de esto, se produce una caida en la produccion de ATP, pero esto
ocurre a largo plazo y no parece estar implicado en la induccién de apoptosis; en
segundo lugar se da una alta produccion de especies reactivas de oxigeno
(EROs), ya que al perder eficiencia la cadena de transporte durante la apoptosis,
se incrementa la formacion de estos radicales libres (O2), y por ultimo se produce
una gran liberacion de moléculas de citocromo c, las cuales juegan un papel muy
importante en la formacion del apoptosoma formado por Apaf-1y la procaspasa 9,
ademas se encarga de su procesamiento hasta dar lugar a caspasa-9 activa, la
cual es una de las caspasas iniciadoras de la apoptosis. (Bernardi et al., 1999;
Gewies, 2003)

Para entender cémo se da el proceso apoptético, debemos hablar en primer lugar
de una serie de proteinas conocidas como caspasas (cysteine-dependent
aspartate-specific proteases), las cuales participan como iniciadoras, reguladoras
o como efectoras, en los humanos se han identificado 11; dentro del grupo de
caspasas proapoptoticas, se pueden dividir dos grupos, las caspasas iniciadoras,
entre las que se encuentran la 2, 8, 9 y 10, y las ejecutoras son la 3, 6 y 7
(Earnshaw et al., 1999; Fink and Cookson, 2005). Las caspasas generalmente se
encuentran en forma de zimégenos (precursor enzimatico inactivo) en la célula, y
deben ser activados, ya sea por una sefial extrinseca o intrinseca, estas poseen
en su extremo N-terminal un prodominio seguido por una subunidad grande y una
pequeia (Fink and Cookson, 2005; Gewies, 2003). La caspasa activa se forma por
la union de dos subunidades pequefias y dos subunidades grandes.

Mientras que las caspasas ejecutoras poseen solo prodominios cortos, las
caspasas iniciadoras poseen prodominios largos, en los cuales se encuentran los
dominios efectores de muerte (DED) (procaspasas 8 y 10), o los dominios
reclutadores de caspasas (CARD) (procaspasa 9 y 2); las caspasas una vez
activadas tienen la capacidad de activar las procaspasas adyacentes mediante
autoprotedlisis, y asi generar una cascada de sefializacion.
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A través de sus prodominios, las procaspasas iniciadoras son reclutadas y
activadas en complejos de sefales inductoras de muerte (Death Inducing
Signalling Complex, DISC), ya sea por la unién de sefales a los receptores de
muerte de la superficie celular (via apoptotica extrinseca), 0 en respuesta a
sefales originadas desde el interior de la célula (via apoptotica intrinseca).

En la via apoptotica extrinseca, la procaspasa 8 es reclutada por sus DEDs al
DISC, el cual es un complejo receptor de membrana formado después de la union
de un miembro de la familia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNFR).
Cuando se unen al DISC, las moléculas de procaspasa 8 se encuentran muy
juntas y de esta manera se da la activacién de las adyacentes y la posterior
cascada de sefializacion (Figura 9).

Figura 9. Representacion esquematica de algunas de las principales vias de sefializacion
apoptotica.
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Fuente: Introduction to Apoptosis. (Gewies, 2003)

La via apoptotica intrinseca, involucra principalmente a la procaspasa 9, la cual es
activada por los eventos proapoptéticos mitocondriales, y forma el llamado
Apoptosoma, el cual esta formado por la unién de la proteina Apaf-1, el citocromo
c liberado por la mitocondria y la procaspasa 9. En primer lugar durante la
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formacion del Apoptosoma, se unen la proteina Apaf-1y el citocromo c, esta union
permite que los CARDs presentes en la proteina Apaf-1 sean liberados y queden
en disposicién de unirse con la procaspasa 9, la cual después de unirse al
complejo se transforma en una caspasa 9 activa (Denault and Salvesen, 2002), la
cual tiene la capacidad de activar caspasas efectoras, como la niumero 3, esta
sucesion de acontecimientos acaba desembocando en la activacion de otras
caspasas, y de factores de degradacion de ADN que se encargan de fragmentar el
material genético (Bernardi et al., 1999; Earnshaw et al., 1999; Gewies, 2003)
(Figura 9).

2.1.6 BIOTRANSFORMACION

En la actualidad, debido al avance en la creacion de sustancias para uso industrial
y domestico, y al descubrimiento de ciertas sustancias naturales, las personas se
encuentran constantemente en contacto con muchas clases de xenobioticos, los
cuales son moléculas o sustancias que no son producidos de forma natural por los
organismos, estas sustancias pueden ingresar a nuestro organismo por diferentes
vias, como la piel, por via oral o por inhalacién, entre otros. La gran mayoria de
xenobidticos presentan caracteristicas lipofilicas, por lo que pueden entrar
facilmente a las células, e interactuar con una gran cantidad de moléculas y
estructuras celulares lipofilicas, ademas, debido a que no son degradadas por las
rutas del metabolismo intermedio, es posible que se acumulen en tejidos u
organos y alteren la homeostasis celular y del organismo en general (Donato,
2000; Nebbia, 2001).

Cuando un xenobidtico ingresa a cualquier organismo, sufre cuatro procesos
principales, los cuales son la absorcidén, distribucion, biotransformacion
(metabolismo de xenobidticos) y finalmente la eliminacién del mismo. Sin
embargo, la etapa mas importante podria ser la de biotransformacién, ya que es
durante esta que se da la activacién o inactivacién del xenobidtico, es decir, que
durante esta etapa se puede aumentar o disminuir considerablemente la
capacidad de la sustancia de causar dafios en tejidos o moléculas, o de ser
acumulada o rapidamente eliminada.

Aungque los procesos enzimaticos de biotransformacién se dan en diferentes
organos (rifién, pulmon piel, intestinos), el higado es sin lugar a dudas el 6rgano
principal donde se realizan estas reacciones, y su funcién principal es la
detoxificacion del organismo. Las etapas de biotransformacion de los xenobiéticos
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se dan en dos fases principales, la Fase | o también llamada fase de
transformacion, durante esta fase, actian enzimas muy diversas y con una baja
especificidad, por lo cual pueden actuar sobre una cantidad casi ilimitada de
substratos, y catalizar diversas reacciones, entre estas enzimas se encuentran
algunas con actividad monooxigenasa (Citocromo P-450, Flavin monooxigenasa),
varias oxidasas (alcohol deshidrogenasa, aldehido deshidrogenasa, amino
oxidasas, aromatasas), esterasas y amidasas hepaticas y plasmaticas. Entre las
reacciones que producen estas enzimas se cuentan reacciones de oxidacion,
hidrdlisis y reduccion, que finalmente convierten los xenobidticos en moléculas
mas hidrosolubles, gracias a la incorporacion de nuevos grupos funcionales de
caracter polar (hidroxilo, amino, carboxilo) (Donato, 2000; Kenneth W, 2001;
Klinger, 1982; Nebbia, 2001). Durante la Fase Il, también llamada de conjugacion,
se dan principalmente este tipo de reacciones mediadas por tranferasas, en esta
etapa el xenobiético o los metabolitos formados en la Fase |, se unen
covalentemente a moléculas endbégenas polares (Glutation, acido glucurdnico,
acetatos, metilos, sulfatos, glucosa, aminoacidos), de este modo se forman
compuestos generalmente inactivos, los cuales son excretados rapidamente
(Klinger, 1982).

Aunque el objetivo principal de las reacciones de biotransformacion son las de
producir moléculas y sustancias mas polares, mas hidrosolubles, para que sean
facilmente excretadas por el organismo, en ocasiones los metabolitos generados,
pueden resultar mucho mas toxicos y reactivos que la sustancia inicial (Kenneth
W, 2001; Nebbia, 2001), estas nuevas moléculas tienen la capacidad de
interactuar con elementos o procesos celulares, esto sucede cuando se da la
formacion de radicales libres y otros metabolitos electrofilicos (ep6xidos alifaticos
0 aromaticos, quinonaimidas), capaces de unirse covalentemente y modificar
macromoléculas (ADN, proteinas), o de producir interacciones no covalentes (p. e.
estrés oxidativo), lo que finalmente puede causar desbalances -celulares,
reacciones inmunoldgicas, producir efectos tdxicos, citotdxicos y genotdxicos
(Kenneth W, 2001; Nebbia, 2001), y desencadenar a largo plazo enfermedades
asociadas a estos procesos, tales como el cancer.

Ademas de las caracteristicas propias del xenobibético, existen otros factores que
pueden afectar la respuesta del organismo a estas sustancias, tales como la edad,
el género, factores genéticos, la nutricion, la dieta, factores ambientales vy
alteraciones patoldgicas (enfermedad hepéatica)(Donato, 2000; Klinger, 1982).
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2.2 ANTECEDENTES

2.2.1 ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS DE ESCORPIONISMO

En el afio 2000, con el fin de conocer las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas
del envenenamiento escorpionico, se realiz6 un estudio descriptivo en varios
hospitales de los departamentos de Antioquia y Tolima, en los cuales se
presentaron 129 casos durante el afio de estudio, 78 de los cuales se presentaron
en el departamento del Tolima, la mayoria de los accidentes que ocurrieron fueron
intradomiciliarios (70.5%), las partes del cuerpo méas afectadas fueron las manos
(27.9%) y los pies (26.4%). Los sintomas de envenenamiento sistémico fueron
significativamente mas frecuentes en nifios que en adultos, se administré un
antidoto anti-Centruroides spp. a 19 de 31 pacientes que presentaron sintomas de
envenenamiento sistémico, ninguno de estos presentd reaccion adversa al
antidoto (Otero et al., 2004). En el Departamento del Cauca no hay estudios
reportados.

Durante un afio se realizé un estudio prospectivo en un sector de la ciudad de
Medellin, en una muestra del 9,6% de las casas (180) y del 9,4% de la poblacion
del area (719 habitantes); con el objetivo de determinar las caracteristicas
toxinoldgicas, clinicas y epidemioldgicas del envenenamiento producido por el
escorpion Tityus fuhrmanni, el cual presenté una DLso (i.p.) en ratones (18-20 g)
de 79,2 pg (3,9 mg veneno/kg). Durante todo el estudio se detectaron 32
accidentes por T. fuhrmanni. El 90,6% de los casos fueron leves y el 9,4% (3
nifios) tuvieron envenenamiento moderado con signos sistémicos (sudoracion
generalizada, dolor abdominal). Las zonas corporales mas afectadas fueron las
manos (31.3%), la cabeza y el cuello (18.8%), no hubo casos graves y los
pacientes no requirieron hospitalizacion. Durante la realizacion de la DLsy los
ratones tratados por via intraperitoneal (i.p.), presentaron sialorrea (salivacién
excesiva), piloereccién, somnolencia, sudoracion generalizada, taquipnea
(aumento de la frecuencia respiratoria), cianosis (coloracion azulada en la piel),
ataxia (descoordinacién en el movimiento) y convulsiones antes de morir. La
rapida aparicion (10-15 min) de los signos de envenenamiento en los ratones y su
pronta desaparicion (2 horas) en los sobrevivientes, permiten concluir que el
veneno es de rapida absorcion, distribucion y eliminacion (Gomez et al., 2002).

Se han realizado estudios retrospectivos con base en 25 historias clinicas, en las

cuales se reportaron accidentes escorpiénicos, en el Hospital San Rafael de la
ciudad de Girardot, donde se encontr6 una mayor frecuencia de accidentes en
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mujeres (56%) y en horas de la noche (73%). Ademas se encontré que las manos
y pies eran las zonas del cuerpo mas afectadas por picaduras, con un 30% y 35%,
respectivamente. Los medicamentos mas utilizados para los tratamientos fueron
los antihistaminicos (88%), los glucocorticoides (32%) y adrenalina (32%). Este
estudio concluyd que el escorpionismo es frecuente en Girardot y que su
tratamiento no fue el mas indicado (Pineda Rivera and Castellanos, 1998). En el
Cauca no existen estudios epidemioldgicos o retrospectivos reportados(Cuadro 1).

Cuadro 1. Antecedentes de estudios epidemiolégicos de escorpionismo en Colombia.

Nombre del estudio Autores Resultados
Envenenamiento Mayormente accidentes
escorpiénico en dos intradomiciliarios, manos y pies partes
regiones de Colombia: | Otero, R. et al. (2004). mas afectadas, envenenamiento
aspectos clinicos, sistémico mas frecuente en nifios.
epidemioldgicos y
terapéuticos
Aspectos toxinoldgicos, DLso: 3.9 mg/Kg, sintomas en ratones
clinicos y epidemiolégicos tratados via i.p., sialorrea,
del envenenamiento | Gémez, J. P. et al. | piloereccion, somnolencia entre otros.
producido por el escorpion | (2002) En humanos causa sudoracion
Tityus fuhrmanni Kraepelin. generalizada y dolor abdominal.

Partes méas afectadas, manos,

cabezay cuello

Mayor frecuencia de accidentes en
Escorpionismo en Girardot | Pineda Rivera, D., and | mujeres, y durante la noche, las
Hospital San Rafael: Enero- | Castellanos, J. A. | partes més afectadas fueron manos y
Junio de 1994. (1998). pies. El tratamiento no fue el mas

indicado.

2.2.2 ESTUDIOS MOLECULARES DE LOS VENENOS DE ESCORPION

La toxicidad del veneno del escorpién Tityus pachyurus Pocock de Colombia fue
evaluada in-vivo, para probar la efectividad de los antidotos anti-escorpion
producidos en Latinoamérica, por Alacramyn, del Instituto Bioclén de México; el
suero anti-escorpionico del Instituto Butantan, de Séo Paulo, Brasil, y el suero anti-
escorpioénico del Centro de Biotecnologia de la Universidad Central de Venezuela
(Caracas, Venezuela). Este escorpién produjo 0,68+0,20 mg de veneno por
estimulaciéon manual, el cual presenté una dosis letal 50 (DLso) en ratones de 4,8
mg/kg (91,3 mg/raton de 18-20 g). Por electroforesis (SDS-PAGE) se demostro
gue el veneno contiene proteinas desde menos de 14 kd hasta 97 kd. Los
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Western-blot indicaron reactividad inmunoldgica de los tres antidotos con los
diversos componentes del veneno, incluso las proteinas de baja masa molecular
(<14 kd). Los resultados permiten concluir que el veneno de T. pachyurus es
neutralizado eficientemente por los antidotos contra picaduras de escorpiones
producidos en México y Brasil (Barona et al., 2004). En nuestro pais no existen
reportes de antidotos anti-escorpidnicos para la especie Centruroides
margaritatus, o alguna otra especie.

Las proteinas del veneno del escorpion Centruroides margaritatus, de ejemplares
adultos capturados en el norte de Peru, fueron separadas mediante cromatografia
de intercambio catiénico en CM-Sephadex C-25. El perfil cromatogréfico reveld la
presencia de 9 picos de proteina, y los ensayos de toxicidad permitieron identificar
tres tipos de toxinas, cada una especifica para crustaceos, insectos y roedores,
respectivamente. Tanto en el veneno crudo como en las fracciones colectadas, no
se encontrd actividad de fosfolipasa ni actividad proteolitica, esto debido a que el
veneno es usado para inmovilizar la presa, pero no participa en la digestion de la
misma (Escobar et al., 2003).

Teniendo en cuenta que la toxicidad del veneno de escorpidén es una de las de
mayor interés debido a su influencia en las actividades humanas, y la salud
publica, se ha evaluado el efecto citotdxico y apoptético del veneno del escorpion
Leiurus quinquestriatus en dos lineas celulares eucarioticas (293T, C2C12). La
citotoxicidad fue notable, y la supervivencia celular fue altamente reducida a la
concentracion mas alta probada (50 pg/ml). Hubo un incremento significativo en la
liberacién de Lactato Deshidrogenasa (LDH) citosdlica, lo que sugiere que esta
toxina actla a nivel de membrana. Los efectos citotoxicos son dependientes de la
dosis y el tiempo, y la muerte celular por apoptosis fue mas caracteristica en la
linea celular 293T que en la C2C12. Los efectos apoptéticos fueron mas claros y
notables en los estadios tempranos de toxicidad (formacion de ampollas), mientras
que otras formas de dafio celular tal como hinchazén, ruptura, y/o necrosis
ocurrieron en los estadios apoptéticos tardios (Omran, 2003) (Cuadro 2).

2.2.3 ESTUDIOS TOXICOLOGICOS Y GENOTOXICOS

Hasta el momento se han usado diferentes biomarcadores para evaluar la accion
genotoxica de ciertas toxinas animales, en un estudio realizado por Duefas-
Cuellar en el 2009, se evalu6 in-vivo el efecto toxico, citotdxico y genotoxico del
veneno del escorpion Centruroides margaritatus empleando el biomarcador de
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Cuadro 2. Antecedentes de estudios moleculares de venenos de escorpion.

Nombre del estudio Autores Resultados
Aspectos toxinolégicos e DLsy en ratones 4,8 mg/kg, el veneno
inmunoquimicos del veneno del contiene proteinas desde menos de 14 kd
escorpion  Tityus  pachyurus | Barona, J. et | hasta 97 kd, el veneno de T. pachyurus es
Pocock de Colombia: capacidad | al. (2004). neutralizado por los antidotos producidos en
neutralizante de antivenenos México y Brasil.

producidos en Latinoamérica

Cromatografia de intercambio catiénico en

Separaciéon e identificacion de CM-Sephadex C-25, presencia de 9 picos de
algunas toxinas del veneno de | Escobar, E. | proteina, tres tipos de toxinas, especificas
Centruroides margaritatus | et al. (2003). | para crustaceos, insectos y roedores, no
(Gervais, 1841) (Scorpiones: actividad de fosfolipasa o proteolitica.
Buthidae).

Efecto citotdéxico y apoptético Alta citotoxicidad a la concentracion mas alta,
del veneno del escorpién la toxina actla a nivel de membrana, efectos
Leiurus quinquestriatus en las | Omran, M. A. | citotoxicos son dependientes de la dosis y el
lineas celulares eucaritticas | A. (2003). tiempo, la muerte celular por apoptosis fue
293T y C2C12. mas caracteristica en la linea celular 293T

gue en la C2C12.

Micronucleos (Mn), después de realizar la DLso del escorpion C. margaritatus,
reporté una dosis de 46.63 ug/g, y evalud los signos locales y sistémicos de
envenenamiento por observacién directa, los principales signos presentados por
los ratones tratados por via intraperitoneal (i.p.) fueron sialorrea, taquipnea, disnea
(dificultad respiratoria), perdida de equilibrio y tremor, como era de esperarse se
presentd la muerte en aproximadamente el 50% de los ratones tratados. Respecto
al dafo citotéxico y genotoxico después del desarrollo de este estudio se concluyé
gue el veneno de este escorpion tiene un efecto citotéxico in-vivo sobre los
eritrocitos de sangre periférica, presentandose mayor citotoxicidad con la dosis
baja y media, pero no con la dosis alta, esto probablemente por la accién del
veneno sobre los canales i6nicos de Ca** los cuales son muy importantes en el
inicio de la cascada apoptética, al evaluar el efecto genotoxico, se encontré que la
dosis mas alta de veneno probada incremento la frecuencia de Micronucleos (Mn),
demostrando asi que el veneno o sus derivados metabdlicos interactian con el
material genético (ADN), o con algunos componentes celulares (microtabulos)
(Duenas-Cuellar, 2009).

Otro de estos estudios uso el biomarcador de Micronucleos (Mn), para evaluar in-

vivo el efecto citotoxico y genotoxico del veneno de la vibora Bothrops asper, en
este estudio se concluyé que el veneno tiene efecto citotéxico in-vivo, mostrando
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un efecto dosis-respuesta inversamente proporcional, ya que la dosis mas baja
probada fue la que causo la citotoxicidad mas alta, esto puede deberse a la
composicién del veneno y a su forma de accion en el organismo. Por otro lado,
respecto al dafio genotéxico, se observo un efecto dosis-respuesta directamente
proporcional, ya que a mayor dosis de veneno aplicada, se observé un aumento
en la frecuencia de Micronucleos (Mn), causados probablemente por las enzimas
exonucleasas con actividad ADNasa presentes en el veneno (Yasno V., 2005)
(Cuadro 3).

Cuadro 3. Antecedentes de estudios Toxicolégicos y Genotdxicos de venenos de escorpidn.

Nombre del estudio Autores Resultados
Valoracion in — vivo del efecto El veneno de este escorpidon tiene un
Toxico, Citotdxico y Genotoxico efecto citotoxico in-vivo sobre los
del veneno del escorpiéon eritrocitos de sangre periférica,
Centruroides margaritatus (Gervais, | Duefias- presentandose mayor citotoxicidad con la
1841) Cuellar, (2009) | dosis baja y media. Respecto al efecto

genotoxico, se encontrd que la dosis mas
alta de veneno probada incrementé la
frecuencia de Micronucleos (Mn),

Determinacion del efecto Citotdxico El veneno tiene efecto citotdxico in-vivo,
y Genotoxico del veneno de mostrando un efecto dosis-respuesta
serpiente Bothrops asper inversamente proporcional, ya que la
(Viperidae) en eritrocitos de sangre dosis mas baja probada fue la que causo
periférica  de ratones (Mus | Yasné V., | la citotoxicidad mas alta. Respecto al
musculus) mediante la prueba de | (2005) dafio genotdxico, se observo un efecto
Micronucleos. dosis-respuesta directamente

proporcional, ya que a mayor dosis de
veneno aplicada, se observé un aumento
en la frecuencia de Micronucleos (Mn)

2.2.4 ANTECEDENTES DEL BIOMARCADOR DE ALTERACIONES
CROMOSOMICAS

La incorporacién de biomarcadores en los estudios toxicoldgicos, citotéxicos, y
genotoéxicos, ha aumentado en los ultimos 25 afios, ya que estos son marcadores
de efecto y de respuesta temprana, de células que han sufrido algun tipo de dafio
inducido por compuestos carcindégenos (Almeida Santos et al., 2005; Bonassi and
Au, 2002; Mateuca et al., 2006; Norppa et al., 2006; Vainio, 1998), ademas son
importantes en la prediccion de riesgo de sufrir enfermedades a largo plazo como

44




el cancer u otro tipo de enfermedades crénicas asociadas a exposicion a
genotoéxicos.

En lo concerniente a las Alteraciones Cromosdmicas (ACs), se han elaborado
numerosos estudios que indican que estas son predictoras de riesgo de cancer
(Almeida Santos et al., 2005; Bonassi and Au, 2002; Mateuca et al., 2006; Norppa
et al., 2006; Obe et al., 2002), esto ha resultado en la acumulacion de diferentes
estudios de cohorte que ayudaron a la validacion de esta técnica como predictora
de riesgo de cancer.

Uno de estos estudios de cohorte fue iniciado en el 2001 en los paises Europeos,
donde se incluyeron casi 22.000 personas, en el cual se obtuvo una asociacion
entre la alta frecuencia de Alteraciones Cromosomicas (ACs) y el riesgo de sufrir
cancer (Norppa et al., 2006; Rdssner et al.,, 2005), esta misma relacién se
encontré en otro estudio de cohorte, realizado en los paises Nordicos, donde la
tasa de incidencia fue de 1.21 y 1.87 para los grupos medios y altos de ACs,
respectivamente, en comparacion con los grupos con baja frecuencia de ACs. Por
otro lado el estudio de cohorte realizado en lItalia, determino una tasa de
mortalidad de 1.93 para pacientes con alta frecuencia de ACs (Bonassi and Au,
2002; Mateuca et al., 2006; Norppa et al., 2006; Rossner et al., 2005).

Al mismo tiempo de los estudios de cohorte en lItalia y los paises Nérdicos, otras
investigaciones se estaban llevando a cabo, para la prediccion de cancer por
medio del biomarcador citogenético de ACs. En Taiwan el estudio efectuado tomo
un pequefio grupo de 22 pacientes con cancer y 22 pacientes control, todos
residentes de una area endémica de Taiwan, con un disefio experimental de caso-
control, los resultados obtenidos indicaron que las ACs de tipo cromosémico,
fueron predictoras de riesgo de cancer (Bonassi and Au, 2002; Liou et al., 1999).

El estudio citogenético in-vivo, es un ensayo de mutagenicidad a corto plazo de
gran sensibilidad, util para asociar la alta frecuencia Alteraciones Cromosomicas
(ACs) Estructurales o Numéricas, con el posible desarrollo de enfermedades tales
como el cancer, un ejemplo de estos estudios fue desarrollado por Arencibia et al.
(2009), en el cual se evalu6 Frecuencia de ACs espontdneas e inducidas en
células de médula ésea de ratones NMRI y Balb-C, de ambos sexos. En este
estudio se concluyé que las lineas de ratones NMRI y Balb-C, constituyen un buen
modelo a emplear en los estudios genotoxicoldgicos, dada la baja frecuencia
espontanea de ACs de tipo estructural, ademas se confirmo el dafio genotéxico
inducido por la Ciclofosfamida (CP) administrada en dosis de 50 mg/kg por via
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intraperitoneal (i.p.) a las 48 y 24 horas antes del sacrificio, la cual provocd un
aumento en la frecuencia de Alteraciones Cromosomicas (ACs) (Arencibia, 2009).

Cuadro 4. Antecedentes del biomarcador de Alteraciones Cromosémicas.

Nombre del estudio Autores Resultados
Cambios cromosOémicos: Revisién de los mecanismos de induccion,
métodos de induccién y | Mateuca, R. et | metodologia, sensibilidad y especificidad de
deteccion y la aplicabilidad en | al. (2006). las Alteraciones Cromosémicas
biomonitoreo humano.
Alteraciones Cromosémicas e Alto nivel ACs se asocia con un mayor riesgo
Intercambio de Croméatidas | Norppa, H. et | de cancer, La frecuencia de SCE no parece
Hermanas como | al. (2006). tener un valor predictivo del cancer.
biomarcadores de riesgo de
cancer.

La frecuencia de aberraciones cromosomicas
en linfocitos de sangre periférica es un
Alteraciones cromosémicas en | Réssner, P. et | predictor de cancer; Este estudio contribuye a

linfocitos de sujetos sanos y | al. (2005). la validacién de la ACs como un marcador

riesgo de cancer. predictivo de riesgo de cancer, en particular,
de cancer de estbmago

Biomarcadores en estudios de Revision de los diferentes tipos de

epidemiologia molecular para | Bonassi, S., | biomarcadores
la prediccion de riesgos de | and Au, W. W.

salud. (2002).

Las Alteraciones Cromosémicas son cambios
Alteraciones  cromosémicas: en el ADN generados por
formacion, identificacion y | Obe, G et al. | diferentes mecanismos de reparacién de
distribucién. (2002). rupturas en el ADN de doble cadena (DSB)

Asi mismo, se han desarrollado importantes estudios in-vivo, en los cuales se han
evaluado la genotoxicidad asociado al dafio al ADN, uno de estos fue desarrollado
por Giri et al., en células de médula 6sea de ratén, en el cual evaluaron la
generacion de Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICHs) y Alteraciones
Cromosdmicas (ACs) inducidas por Paracetamol (PC = acetaminofén), donde se
hallé un efecto de dosis-respuesta significativo en el aumento de la frecuencia de
ICHs y ACs. El aumento significativo de la frecuencia de ICHs, asi como de ACs
inducida por el PC se atribuyé al hecho de que el PC induce genotoxicidad a
través de dafos en el ADN. Finalmente se concluy6 que el PC fue genotoxico in-
vivo en células de la médula 6sea de raton (Giri et al., 1992).
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En uno de los estudios in-vivo realizados en células de médula 6sea de raton, se
evaluo el efecto genotdxico de dos pesticidas (fenarimol y propamocarb) usados
para proteger el maiz de hongos, para esto se usaron los biomarcadores de
efecto, Micronucleos (Mn) y Alteraciones Cromosémicas (ACs). El resultado del
estudio demostré6 que ninguno de los dos pesticidas presentaban efecto
genotoxico in-vivo en las células de médula 6sea de raton, sin embargo, se
encontro un efecto citotoxico con ambos pesticidas (Aydemir and Bilaloglu, 2004).

Después de una busqueda en las bases de datos ScienceDirect, ISI Web of
Knowledge, PubMed, entre otras, hasta el momento no hay reportes de estudios
realizados con venenos de escorpion y el biomarcador de Alteraciones
Cromosomicas (ACs), por lo tanto este estudio seria el primer reporte para la
literatura.
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3. HIPOTESIS

Si el veneno del escorpion Centruroides margaritatus tiene un efecto toxico en los
ratones inoculados, se espera observar signos locales y sistémicos de intoxicacion
(Hi), de lo contrario se espera que no se observe signo de intoxicacion alguno
(Ho).

Si el veneno del escorpion Centruroides margaritatus ejerce efecto genotdxico in-
vivo, en las células de médula ésea de ratdn, se espera un incremento en la
frecuencia basal de Alteraciones Cromosomicas (ACs) (Hi), de lo contrario se
espera que la frecuencia sea igual o menor a la frecuencia basal (Ho).
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar in-vivo el efecto téxico y genotdxico del veneno del escorpion Centruroides
margaritatus, en células de médula 6sea de ratones Albino suizo.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la dosis letal 50 (DLso) del veneno del escorpion C. margaritatus en
ratones Albino suizo tratados via intraperitoneal (i.p.).

Determinar el efecto Toxico del veneno del escorpion C. margaritatus valorando
signos locales y sistémicos de envenenamiento en ratones Albino suizo.

Evaluar la frecuencia de Alteraciones CromosOmicas (ACs) inducidas por el
veneno de C. margaritatus en células de médula 6sea de raton Albino suizo.
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5. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL

5.1 TIPO DE ESTUDIO

Se realizd un estudio in-vivo y de prueba de hipotesis con experimento real,
empleando como modelo experimental ratones Albino suizo de una cepa ICR, los
cuales fueron tratados con diferentes dosis (9.32, 18.65 y 37.31 pg/g) de veneno
del escorpion Centruroides margaritatus; y se llevaron a cabo los respectivos
controles, Negativo (Solucién salina NaCl 0.9%) y Positivo (Ciclofosfamida 50
pg/g) (Cuadro 5).

5.2 MANTENIMIENTO DE ANIMALES
5.2.1 Ratones

Para la realizacion de este estudio se emplearon ratones Albino suizo machos de
una cepa ICR provenientes de los laboratorios de VECOL (Veterinaria de
Colombia), con 10 semanas de nacidos y con un peso aproximado de 35 g. Los
ratones fueron mantenidos en las instalaciones del Centro de Investigaciones
Biomédicas de la Universidad del Cauca (CIBUC), en condiciones especificas:
ciclos de 12h luz/12h oscuridad, temperatura ambiente (18 a 20 °C), fueron
instalados en cajas de acero inoxidable, las cuales fueron rotuladas vy
enumeradas, se les administr6 agua y alimento cada 24 horas, con el fin de
controlar su peso.

5.2.2 Escorpiones

Los escorpiones fueron colectados en el Valle del Patia, por el grupo de Grupo de
Investigaciones Herpetoldgicas y Toxinologicas (GIHT), y fueron mantenidos en el
Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad del Cauca (CIBUC), se
dividieron los machos de las hembras, y se conservaron en contenedores de
plastico, se alimentaron con una cucaracha por dos escorpiones cada ocho dias,
el agua fue administrada constantemente. Al interior de los contenedores fueron
ubicados pedazos de carton con el fin de aumentar el area de dispersion, la
limpieza de los contenedores se realizé cada tres dias.
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Cuadro 5. Variables dependientes e independientes del estudio

VARIABLES TIPO DE NATURAL | NIVEL DE ANALISIS
VARIABLE EZA MEDICION | ESTADISTICO
Dosis baja Prueba no
paramétrica:
Concentracion Dosis media Independiente | Cuantitativo Razoén Mediana con el
del veneno método de
Dosis alta Hodges y
Lehmann
Prueba de
Alteraciones Normalidad
Cromosémicas (Shapiro-Wilk).
Alteraciones Dependiente | Cuantitativo Razoén Pruebas no

Cromosoémicas

Alteraciones
Cromatidicas

paramétricas:
Kruskal-Wallis y
U de Mann-
Whitney.

Signos locales
y sistémicos
de
envenenamien
to

Sialorrea

Piloereccién

Sudoracion
generalizada

Somnolencia

Priapismo

Taquipnea

Disnea

Cianosis

Perdida de
equilibrio

Tremor

Convulsiones

Muerte

Aumento en la
excrecion.

Dependiente

Cualitativa
(ordinal)

Andlisis de
frecuencias
relativas.

5.3 EXTRACCION DEL VENENO

El veneno que se empled para el establecimiento de la DLs y para los diferentes
tratamientos que fueron aplicados, fue obtenido de un grupo (hembras y machos)
de escorpiones de la especie Centruroides margaritatus, mantenidos en cautiverio
en las instalaciones del Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad
del Cauca (CIBUC), los cuales hacen parte de la coleccion del Grupo de
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Investigaciones Herpetoldgicas y Toxinolégicas (GIHT) de la Universidad del
Cauca.

La extraccion del veneno se realiz6 cada 15 dias, durante tres meses, utilizando
un generador de impulsos eléctricos JRM 2000. Se tomd cada escorpion y se
inmovilizé, dejando libre Unicamente la zona metasomal, con una pinza larga se
tomo el tercer segmento para introducir el telson en el tubo eppendorf, y con las
pinzas del generador previamente humedecidas, esto para permitir que el impulso
llegue adecuadamente a los musculos de la glandula venenosa, se aplicaron 50
voltios en la zona intermedia entre el cuarto y quinto segmento. A cada escorpion
se le aplicaron un maximo de cinco impulsos, para obtener una adecuada
extraccion y garantizar el bienestar de los escorpiones, asi como causarles el
menor estrés posible (Figura 10).

Figura 10. Extraccién del veneno de escorpién por estimulacion eléctrica.

5.4 CUANTIFICACION DEL VENENO

Para calcular la concentracién de proteinas totales en el pool de veneno, se
centrifug6é a 6000 rpm durante 30 minutos a una temperatura de -8 °C, esto con el
fin de retirar impurezas, posteriormente se recuperd el sobrenadante, el cual se
homogenizo6 en vortex y se procedié a calcular la concentracion de proteinas en el
espectrofotometro, para llevar a cabo esto se tomaron 10 pl del mismo, se
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diluyeron en 1990 ul de Solucion Salina al 0.9%, para llegar a un total de 2000 pl,
los cuales fueron colocados en una celdilla de cuarzo, y se midi6 la absorbancia a
280 nm, para obtener la concentracion real del veneno se utilizo la Ley de Beer-
Lambert (1).

Cfv=(Asg,) = (Fd) = (Vi) (2)

Cfv: Concentracion final del pool de veneno en mg/ml

Asgp: Absorbancia a 280 nandémetros (nm)

Fd : Factor de dilucién

It : Volumen total de veneno

La cantidad de veneno obtenido fue almacenado a -80°C, hasta el momento de su
utilizacion.

5.5 RUTA DE ADMINISTRACION

Para la administracion del veneno del escorpién, y de las soluciones control (NaCl
y Ciclofosfamida), se usaron jeringas de 1 mL por cada ratén. Los tratamientos se
aplicaron via intraperitoneal (i.p.), con el fin de simular la picadura del escorpién y
de esta forma observar las reacciones fisiologicas y los sintomas de
envenenamiento producidos por el veneno. El volumen inoculado se calcul6 a
partir del peso de cada ratén.

5.6 DISENO EXPERIMENTAL

5.6.1 TOXICIDAD: Determinacion de la DLx.

Después de encontrar la concentracion de proteinas totales en el veneno, se
realiz6 la determinacién de la Dosis Letal 50 (DLso), partiendo de una dosis letal
preestablecida de 42.83 ug/g. (Guerrero, 2002), siguiendo el método de Beccari
modificado por Molinengo (Sevcik, 1987).

Para el establecimiento de la DLsy en este estudio, se utilizaron 13 ratones
machos de 10 semanas de edad con un peso aproximado de 30 g, el pool de
veneno fue disuelto en solucion salina 0.9% para que pudiera ser inyectado por
via i.p.. Se tomd cada ratén y se determind de acuerdo a su peso la cantidad de
veneno que debia ser inoculado, tomando en cuenta la concentracion de veneno
gue se deseaba existiera al interior de cada raton.
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Ejemplo 1: Para comenzar se toma la dosis previamente reportada de 42.83 pg/g.
(Guerrero, 2002) y se multiplica por el peso del ratén (30 g), lo que nos da como
resultado la cantidad de pg de veneno (1284.9 ug), este resultado después se
divide por la concentracion de la solucion de trabajo (5 pg/ ul), el resultado de esta
operacion sera la cantidad de veneno que se debe inyectar (256.98 pl) al raton
para alcanzar una concentracion interna de 42.83 ug/g. (Guerrero, 2002). Después
los pl que son inyectados se dividen por el peso del raton (30 g), lo cual nos dara
un factor (8.56), a este factor se le saca el logaritmo (Log), y nos da otro factor
(0.93), posteriormente de acuerdo a si el ratdbn vive o muere se resta 0 se suma
0.04 al segundo factor que obtuvimos, en nuestro ejemplo el ratén vive asi que se
aumenta 0.04 a 0.93, lo cual nos da 0.97, a este nuevo numero se le saca el
logaritmo inverso (Loglnv) 0.97(9.33), este niumero se multiplica por el peso del
segundo raton (31 g), lo cual nos da como resultado la cantidad de pl que se
inyecta (289.23 pl), esta cantidad se multiplica por la concentracion de la solucion
de trabajo (5 pg/ pl) y obtenemos la cantidad de pug de veneno que se inyectaron
(1446.15 pg) en el raton, esta cantidad se divide por el peso del raton (31 g) vy
obtenemos la nueva concentracion de veneno dentro del ratén (46.65 ug/g), es
decir la dosis que se aplicd. De esta forma y teniendo en cuenta si los ratones
viven 0 mueren se realizan las mismas operaciones, hasta obtener la DLso. LoS
datos obtenidos fueron evaluados usando el programa Toxicon desarrollado por
Carlos Sevcik especialmente para la determinacién de la DLso (Ejemplo 1).

Los sintomas por envenenamiento sistémico (taquipnea, bradipnea, sialorrea,
piloereccion, etc.) (Barona et al., 2004; Gomez et al., 2002; Otero et al., 2004),
producidos por el veneno de este escorpion, fueron observados y registrados
durante 30 minutos, tiempo en el cual el ratén podia 0 no morir.

5.6.2 GENOTOXICIDAD: Grupos experimentales

La administracion de las dosis de veneno y de los controles se realizé en una
Unica dosis (exposicion aguda), para simular una exposicién aguda por la picadura
del escorpion a un tiempo cero (0Oh).

Para el desarrollo de la prueba citogenética fueron establecidos tres grupos
experimentales: para la Dosis Baja se tomd el 25% de la DMT (9.32 ug/g), la
Dosis Media equivale al 50% de la DMT (18.65 pg/g), y la Dosis Alta equivale al
80% de la DLsp y es igual a la Dosis Maxima Tolerada (DMT) (37.31 ug/g). Como
Control Positivo se us6 Ciclofosfamida (CP) (50 ug/g), y como Control Negativo se
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us6 Solucién Salina (NaCl 0.9%), ya que este fue el disolvente usado tanto para
aplicar las dosis de veneno como el control positivo.

Ejemplo 1:
Logi/sg v
n e N Vive (-} +0,04
No Ratén vpgig :, (ul. ) Pefs{; raton raton—>
enenoe | venena g) 10 & Muere (+) -0,04
p— o3
1 4283 | 256908 | 30 8.56 — 0.9 -
o) i6 6 NG D7 3
2 46.65 289.2; 31 033 — 097 _
3 5 306.€ 3
: 5115 069 30 033 — 101 +
4
DL50 preestablecida Pesoraton
42.83 ug/g X30g=1284.9 ug de veneno
Cantidad de veneno
12849 ug/5 pg/ul=256.98 ul  €&— que se inyecta
l Pesoraton

Concentracion
solucion de trabajo

Constante
formula

0.93 +0.04 =0.97

LogInv 0.97 =

9.33

Peso raton

v

1446.15ug/31¢g = 46.65 ug/g €

256.98 ul/30 = 8.56

Log 8.56 =0.93

Peso raton

|

9.33X31g=289.23 pul

Cantidad de veneno
que se inyecta

Concentracion
solucion de trabajo

289.23ul X 5

Concentracion de
veneno en el raton
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El disefio experimental fue de blogues completos aleatorios, se emplearon 6
jaulas, cada una de las cuales mantuvo cinco ratones (uno por cada tratamiento),
los cuales fueron tomados al azar al momento de ser tratados. Al final se
consiguieron seis repeticiones por cada tratamiento aplicado. Los bloques fueron
tratados en diferentes dias (Figura 11 y Cuadro 6).

Figura 11. Distribucion de los ratones en los grupos experimentales

|. Cada Raton = Un tratamiento | ™ 6
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Al final se obtuvieron seis
repeticiones por cada
tratamiento aplicado.
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Cuadro 6. Disefio experimental del estudio para genotoxicidad

Grupos de Tratamiento Dosis Unica N° de N° de N° total de | Metafases Total de
estudio ratones placas/raton placas ACs/ratén metafases
0.01 mL x
Control negativo | Sin salina (NaCl gramo de 6 3 18 100 600
0.9%) raton
Dosis baja 9.32 6 3 18 100 600
25% DMT Ha/g
Grupos Dosis media 18.65 6 3 18 100 600
experimentales 50% DMT pa/g
Dosis alta 37.31 6 3 18 100 600
80% DL50 Ha/g
(DMT)
Control positivo | Ciclofosfamida 50 pa/g 6 3 18 100 600
Total 30 20 3000
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5.7 PROCEDIMIENTO: PRUEBA DE ALTERACIONES CROMOSOMICAS in-
Vivo.

5.7.1 OBTENCION DE LAS CELULAS DE MEDULA OSEA

Una hora antes de aplicar el tratamiento, se les implantd a los ratones una pastilla
de 50mg de 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU), cubiertas parcialmente con parafina,
esto con el fin de asegurar que las metafases analizadas se encontraran en primer
ciclo de division celular (M1). Los ratones experimentales fueron tratados a un
tiempo 0 con una dosis Unica (exposicion aguda). Después de 22 horas de la
inoculacién del veneno, se les aplicé a los ratones Colcemid [1mg/mL] (agente
inhibidor del huso acromatico), con el fin de detener la mayor cantidad de células
en metafase. Dos horas después (24 horas) se procedié a la eutanasia de los
ratones, los cuales fueron sacrificados por dislocacion cervical, previo
sometimiento a éter etilico. Los dos fémures de cada raton fueron retirados, se
limpiaron retirando el exceso de tejido, y se hizo un corte fino al extremo distal de
estos, para obtener las células de médula ésea. En un tubo de centrifuga de 15 ml,
se adicionaron 6 ml de Buffer Fosfato Salino (PBS a 37°C). Con una jeringa de
insulina se inyect6 el PBS a través del pequefio corte hecho anteriormente, esto
con el fin de extraer las células que se encuentran en la médula, este proceso se
realizé hasta que la suspension tomé un color lechoso y hasta que el hueso se
observaba casi blanco.

Para la fijacién y obtencidn de las células se resuspendio la suspension celular, se
centrifug6 la solucion a 1000 rpm por 10 minutos, se descarto el sobrenadante, se
resuspendieron las células y se agreg6 10 ml de solucién hipoténica a 37°C [0.075
M de KCI], se resuspendiéo nuevamente la solucion y se procedié a colocarlas en
bafio Maria a 37°C por 30 minutos. Después de sacar la suspensiéon del bafio
Maria se les agreg6 2 ml de fijador Carnoy (3:1, Metanol: Acido acético glacial). Se
centrifug6 la suspension nuevamente a 1000 rpm por 5 minutos, y se retird el
sobrenadante, después se adicion6é 6 ml de fijador Carnoy y se refrigeré por 30
minutos. La fijacién y centrifugacion se repitié dos veces mas, con el fin de limpiar
el precipitado lo mejor posible. Las células fueron dejadas por una noche en
refrigeracién para obtener una mejor fijacion de las metafases durante el goteo.

5.7.2 GOTEO, TINCION Y MONTAJE DE LAS PLACAS

Para el goteo, el pellet fijado fue centrifugado a 1000 rpm por 5 minutos y se retiré
el exceso de fijador, y se goteo la solucion sobre las placas, se dej6 caer de 4 a 5
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gotas de la suspension celular, teniendo en cuenta distribuirlas a lo largo de toda
la placa. Se realizaron 3 placas por raton. Las placas fueron secadas en una
plancha caliente a 40°C. Después fueron colocadas en cajas durante tres dias
para asegurar su buen secado y posteriormente se colorearon mediante tincion
directa con colorante Giemsa.

Para la coloracion directa, se sumergieron las placas en una solucion fresca de
colorante Giemsa al 10% durante 6 minutos. Luego las placas fueron lavadas con
agua destilada para retirar el exceso de colorante. Posteriormente se colocaron en
cajas para su respectivo secado. Por ultimo, cuando las placas estuvieron bien
secas se procedio a fijarlas permanentemente con entellan. Después se esperé un
minimo de 24 horas antes de comenzar a observarlas al microscopio.

5.8 ANALISIS AL MICROSCOPIO

Para evitar sesgos en los datos las placas fueron codificadas por una persona
diferente a las implicadas en el proyecto. Para la prueba de ACs se analizaron 100
metafases por raton, en microscopio de luz a 10x para identificar el campo, y se
realizé una lectura en zigzag con un aumento de 100x, solo se tuvieron en cuenta
las metafases que presentasen 40 cromosomas para ser analizadas.

5.9 ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico, los datos fueron sometidos a pruebas de estadistica
descriptiva como media, error estandar, desviacion estandar, siendo el tamafio de
muestra n= 6 ratones.

Para determinar si los datos se ajustan a la distribucion normal, se aplicé la prueba
de Shapiro-Wilk. Para comparar si habia diferencia significativa entre los
experimentos respecto de las Alteraciones de tipo Cromatidico y Cromosomico, se
aplico la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, para hacer una comparacion
por parejas de tratamientos se uso la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney.

Para todo lo anterior se utiliz6 el paquete estadistico SPSS versién 14.0 (Statistical
Package for the Social Sciences), con un nivel de significancia maximo de p= 0.05.
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6. RESULTADOS

6.1 CUANTIFICACION DE PROTEINAS DEL VENENO

La concentracién total del pool de veneno, extraido del escorpion Centruroides
margaritatus, se determind midiendo la absorbancia a 280 nm en el
espectrofotometro de masas, posteriormente se aplic6 la formula de
concentraciones finales de Beer-Lambert (Cfv = (A, )= (Fd)= (Vt)). La
concentracion final de veneno fue de 93.8 ug/ upl de proteina. A partir de esta se
obtuvieron dos soluciones de trabajo, con concentraciones de 5 ug/ pl y 2 pg/ ul,
esto con el fin de facilitar la medicién de los volimenes administrados a los
ratones.

6.2 EFECTO TOXICO

6.2.1 Dosis Letal 50 (DL5so)

Para calcular la Dosis Letal 50 (DLsp) del veneno del escorpion C. margaritatus, se
utilizé el método de Beccari modificado por Molinengo (Sevcik, 1987), partiendo de
una DLsg previamente reportada de 42.83 ug/g. (Guerrero, 2002).

Este protocolo se realiz6 para cada uno de los 13 ratones empleados para este fin
(Tabla 1). Es importante recordar que para los ratones que murieron durante el
procedimiento, la constante 0.04 es restada del logaritmo obtenido de la division
de A por el peso de cada ratén.

La Dosis Letal 50 establecida para el veneno de Centruroides margaritatus,
usando los datos de concentracion de veneno de la tabla y el programa estadistico
Toxicon de Carlos Sevcik (1998), aplicando la Mediana de Hodges y Lehmann, fue
de 46.64 pg/g, con un intervalo de confianza del 95%, de 46.32 pg/g a 46.92 pg/g.
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Tabla 1. Valores obtenidos durante la determinaciéon de la DLs, del veneno del escorpion C.
margaritatus seguin el método de Molinengo reportado por Sevcik (Sevcik, 1987).
(Concentracién inicial: 42.83 pug/g. (Guerrero, 2002))

No Raton A (UL veneno) Peso rat6n (g) Mg veneno/gratén  Vive (-) +0,04
volumen ainyectar []1dentro del raton Muere (+) -0,04
1 255 29.66 42.83 -
2 283.8 30.42 46.64 -
3 318.9 31.18 51.15 +
4 288.3 30.90 46.65 +
5 273.2 31.81 42.94 -
6 297.8 31.92 46.64 +
7 260.7 30.35 42.94 -
8 312.3 33.48 46.63 +
9 276.4 32.18 42.94 -
10 290.7 31.16 46.64 -
11 312.4 30.54 51.14 +
12 284 30.45 46.63 -
13 330.4 32.30 51.14 +

6.2.2 Signos locales y sistémicos de envenenamiento

En el Cuadro 7 se reportan los signos de envenenamiento locales y sistémicos,
observados durante el procedimiento de la DLso, en la media hora posterior a la
administracién del veneno. En la primera columna se muestran los principales
signos de envenenamiento escorpiénico reportados en la literatura, en las filas se
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muestran los datos de cada uno de los ratones (1-13), y los sintomas presentados,
los cuales se evaluaron por presencia (+) o ausencia (-), en la columna final se
muestra el porcentaje total de aparicion de cada sintoma en los ratones
evaluados. Los sintomas de envenenamiento mas observados fueron sialorrea,
taquipnea y disnea, con una aparicion del 100%, seguidos por perdida de
equilibrio (92.3%), tremor (61.5%) y piloereccion (53.8%), algunos de los sintomas
no se presentaron o no fue posible reconocerlos a simple vista, entre ellos la
cianosis y la sudoracion generalizada, como se esperaba la muerte se presento en
casi la mitad de los ratones (46.2%). Finalmente hay que anotar que los sintomas
fueron evaluados por observacion directa y no se usaron métodos especificos
para medir cada uno de ellos (Figura 12 y Figura 13).

Cuadro 7. Signos locales y sistémicos de envenenamiento por C. margaritatus evaluados
por presencia (+)/ausencia (-) en ratones Albino suizo durante el procedimiento de DLsq.

SIGNOS Ratones % de aparicion de
Presencia (+) / Ausencia(-)[1]2[3]4]5|6|7[8|9]10|11]12]13 sintomas
Sialorrea ||+ |+ || FH|H[+]|+ |+ |+ |+ 100,0
Piloereccién B e I I I T I o S I I S 53,8
Sudoracion generalizada A, 0,0
Somnolencia I I I o I I S e 38,5
Priapismo N I I N S 46,2
Taquipnea ||+ |+ || FH|H[+]|+ |+ |+ |+ 100,0
Disnea + |||+ || FH |||+ [+ [+ |+ 100,0
Cianosis - - 0,0
Perdida de equilibrio +lH|H |- [ H| |+ |+ [+ |+ 92,3
Tremor |+ |- +]-|-|+]|-|+ |+ |- |+ 61,5
Convulsiones S I N I 0 N O (N R I R 23,1
Muerte + |+ +|- | +]- + |- |+ 46,2
Aumento en excrecion. N R R N 46,2
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Figura 12. Porcentaje de aparicién de los signos locales y sistémicos de envenenamiento
por latoxina del escorpion C. margaritatus en ratones Albino suizo durante el procedimiento

de DLsy.
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Figura 13. Ratén con los sintomas positivos de envenenamiento (Sialorrea, Somnolencia),

después de ser inoculado con veneno del escorpion C. margaritatus




6.3

6.2.3 Dosis Administradas en los tratamientos

Las dosis de veneno administradas para evaluar genotoéxicidad, se calcularon
partiendo de la DLsg establecida (46.64 pg/g), correspondiendo a la Dosis Alta el
80% de la DLsp (Dosis Maxima Tolerada: DMT) (37.31 pg/g), y la Dosis Media y
Dosis Baja al 50% (18.65 pg/g) y 25% (9.32 pg/g) de la DMT, respectivamente
(Cuadro 8).

Cuadro 8. Dosis de veneno y controles administradas en una Unica dosis, calculadas a partir
de la DLs, establecida (46.64 pg/g).

Grupos de estudio Tratamiento Unica Dosis

Control negativo SIn salina 0.9% 0.01 mL x g de ratén

Dosis baja 25% DMT 9.32 ug/g
Grupos : : N

experimentales Dosis media 50% DMT 18.65 pg/g
Dosis alta 80% DLs, (DMT) 37.31 pg/g

Control positivo Ciclofosfamida 50 pg/g

EFECTO GENOTOXICO: FRECUENCIA DE ALTERACIONES

CROMOSOMICAS

Como los datos obtenidos mediante la prueba de Alteraciones Cromosdémicas no
se ajustan a una distribuciébn normal (Shapiro-Wilk: p < 0.05), el analisis de
prueba de hipoétesis se realizd mediante la aplicacion de las pruebas no
paramétricas de Kruskal-Wallis para comparar tres o mas categorias, y U de
Mann-Whitney para comparar dos categorias.

Al aplicar la prueba de Kruskal-Wallis no se identifico diferencia significativa (p >
0.05), entre los experimentos realizados en dias diferentes, es decir que las
repeticiones del experimento concuerdan en sus resultados.

Al comparar el numero promedio de Alteraciones cromatidicas y del total de
Alteraciones, entre los 5 tratamientos, se identific6 diferencia estadisticamente
significativa (p < 0.05). No obstante, al aplicar la prueba U de Mann-Whitney para
comparar las concentraciones del veneno respecto del control negativo, las
diferencias no fueron estadisticamente significativas (p > 0.05). Sin embargo, se
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observa que la dosis baja presenta un incremento no significativo en la frecuencia
de ACs de tipo Cromatidico (Figura 14 y 16). También se observa que, a medida
que se incrementa la concentracion del veneno el numero promedio de
Alteraciones Cromosdmicas disminuye. Por ejemplo: para la dosis mas alta de
veneno, el numero total de ACs se reduce hasta un 29% respecto del control
negativo. Esta diferencia del 71% en el nimero de ACs totales, no fue detectada
como significativa por la prueba U de Mann-Whitney, posiblemente por el pequeiio
tamafio de muestra (n = 6), o por la heterogeneidad de las desviaciones tipicas.
En la Figura 15 se observa una metafase normal de raton, después de ser tratado
con solucion salina (Control Negativo).

En la Tabla 2 se muestran los promedios del numero de Alteraciones
Cromosdmicas y sus respectivas desviaciones estandar, para cada uno de los
tratamientos, haciendo énfasis en cada uno de los tipos de Alteraciones
Cromosdmicas (ACs de tipo Cromosdmico, y ACs de tipo Cromatidico, y el Total
de ACs), asi como la significancia (p < 0.05) determinada mediante la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis

La diferencia significativa detectada al comparar los cinco tratamientos, para las
Alteraciones cromatidicas y el total de Alteraciones, solo se debe a que el control
negativo y las concentraciones del veneno (9.32, 18.65 y 37.31 ug/q) difieren del
control positivo, el cual fue el Unico que evidenci6 efecto genotoxico (Figura 14).

La Figura 16 muestra la metafase de un ratén tratado con la dosis baja de veneno
(9.32 pg/g), se observan varias ACs de tipo Cromatidico, en la Figura 17, se
muestra la metafase de un ratén tratado con el control positivo (ciclofosfamida, 50
Hg/g), en esta se observan multiples Alteraciones Cromosomicas.
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Tabla 2. Promedio de Alteraciones Cromosdmicas (ACs) registradas en células de médula 6ésea de ratén al evaluar in-
vivo el potencial genotdxico del veneno del escorpion Centruroides margaritatus.

Promedio de ACs/100 metafases por raton (X+DE)

Tratamientos ACs CrSomicas ACs CrTidicas Total ACs
Control negativo
(Solucion salina) 1.16 +1.17 2.83+2.48 4.0 +3.46
Dosis Baja
(9.32 pg/g) 1.66 +1.75 3.5+3.20 5.16 + 3.86
Dosis Media
(18.65 pg/qg) 0.66+1.21 2.16 +1.16 2.83+1.60
Dosis Alta
(37.31 pg/g) 0.66+1.21 0.5+0.83 1.16 +1.16
Control positivo
(Ciclofosfamida) 1.16 +1.16 9.5 +2.42*%* 10.66 + 3.14**
Sig. (p <0.05) 0.5 0.002* 0.003*

* Diferencia significativa (p < 0.05), entre tratamientos y los tipos de Alteraciones Cromosomicas (Kruskal-Wallis).

Los tratamientos con veneno de escorpion no difieren significativamente respecto al control negativo (p > 0.05) (U de Mann-
Whitney)

** Tratamiento con Ciclofosfamida (control positivo) si difiere significativamente del resto de tratamientos (U de Mann-Whitney).
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Figura 14. Total de Alteraciones Cromosdmicas (ACs) (X+DE) Vs. Tratamientos con veneno
de escorpidn (9.32, 18.65y 37.31 ug/g) y controles (NaCl 0.9% y Ciclofosfamida 50 ug/g).
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Figura 15. Metafase normal de ratén (Sin dafio genotdxico) tratado con solucidon salina
NaCl 0.9% (Control Negativo).

Figura 16. Metafase de raton tratado con la dosis baja de veneno (9.32 ug/g), con ACs de tipo
Cromatidicas.
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Figura 17. Metafase de ratén tratado con el control positivo (ciclofosfamida, 50 ug/g), se
observan multiples Alteraciones Cromosdmicas.
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7. DISCUSIONES

Durante la realizacion de este estudio se obtuvo una DLsy de 46.63 pg/g, para el
veneno del escorpién Centruroides margaritatus, en contraste con la reportada por
Guerrero (2002), la cual fue de 42.83 ug/g, para la misma especie de escorpion.
Esta diferencia en las dosis reportadas puede atribuirse a la cepa de los ratones
empleados, o a la susceptibilidad de estos al veneno, como también a la edad de
los ratones usados en ambos estudios, ya que en el trabajo de Guerrero (2002) se
utilizaron ratones de aproximadamente 6 semanas, mientras que en el presente
estudio, los ratones tratados tenian una edad de 10 semanas y ya habian
alcanzado la madurez sexual.

La letalidad presentada en este estudio durante el establecimiento de la DLsp, se
pudo deber a la interaccion global de los sintomas de envenenamiento, ya que
como menciona Zare et al. (2007) y Hernandez et al., los principales sintomas de
envenenamiento sistémico son sudoracién, sialorrea, taquipnea y disnea, todos
estos observados en los ratones de este estudio, sin embargo, la interaccion de
estos produce fallos sistémicos, pudiendo generar hipotension, hipertension,
bradicardia o taquicardia, contraccion ventricular prematura, edema pulmonar y
shock, todo esto debido a que el veneno del escorpién estimula los canales
ibnicos de las células que conforman las dos ramas del sistema nervioso
auténomo (simpatico y parasimpatico), ademas estos efectos son dependientes de
ciertos factores como; el género y especie del escorpidn, y la susceptibilidad del
ratén (Hernandez Betancourt et al., 2009; Zare Mirakabbadi et al., 2007).

La mayoria de estos sintomas de envenenamiento, se deben a una liberacion
masiva de catecolaminas, las cuales juegan un papel importante en la patogénesis
de la picadura de escorpion, estas son liberadas por las glandulas suprarrenales y
las terminaciones nerviosas postganglionares, y pueden actuar ya sea en los
receptores B-adrenérgicos, elevando la resistencia periférica, o en los receptores
a-adrenérgicos, aumentando la contractilidad cardiaca, causando la liberacién de
renina de los rifiones; la cual es una proteina (enzima) liberada al torrente
sanguineo por células renales en respuesta a los niveles decrecientes de sal
(Sodio), o al bajo volumen de sangre; lo que finalmente conlleva a la muerte
debido a una disfuncién miocéardiaca (Adiguzel, 2010; Lourenco et al., 2002; Otero
et al., 2004; Petricevich, 2010). Uno de los primeros procesos patoldgicos del
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envenenamiento escorpiénico es la disfuncién de los capilares pulmonares,
generando edema pulmonar y otros sintomas asociados, como disfuncion renal y
hepética. La muerte después del envenenamiento escorpionico puede ser el
resultado de una falla cardiovascular complicada por el edema pulmonar, asi como
de un paro respiratorio (Petricevich, 2010; Zare Mirakabbadi et al., 2007)

Los sintomas de envenenamiento, ocasionados por el veneno del escorpion
Centruroides margaritatus, en los ratones tratados, se comenzaron a observar
pasados tan solo 5 minutos después de la inyeccion del veneno, los signos locales
se presentaron como un enrojecimiento en la zona periférica donde se aplico la
inyeccion, y los signos de envenenamiento sistémico mas comunes fueron
sialorrea (100%), taquipnea (100%), disnea (100%) y la pérdida de equilibrio
(92.3%) (Cuadro 7 y Figura 12), estos sintomas se deben principalmente a la gran
cantidad de componentes presentes en el veneno, entre los cuales se cuentan
mucopolisacaridos, hialuronidasa, fosfolipasa, serotonina, estamina, enzimas
inhibidoras, y pequefias proteinas con accién neurotdxica (neurotoxinas), las
cuales son las responsables de la gran mayoria de los sintomas (Otero et al.,
2004; Petricevich, 2010). Algo importante de anotar es que la mayoria de los
sintomas de envenenamiento desaparecian totalmente después de 2 a 3 horas de
inoculado el veneno, lo cual confirma que este es de rapida absorcion, distribucion
y eliminacion (Adiguzel, 2010; Barona et al., 2006; Petricevich, 2010; Zare
Mirakabbadi et al., 2007).

Las neurotoxinas pueden cambiar los potenciales de accién neuronales y causar
la liberacion de neurotransmisores de las neuronas colinérgicas y adrenérgicas
(Gomez et al., 2002; Lourenco et al., 2002), lo que ocasiona un dafio masivo al
sistema nervioso y el consiguiente dafio sistémico, al cambiar el gradiente de
voltaje de los canales ionicos celulares, se ven afectados diversos procesos tales
como la excitacion nerviosa y muscular, la secrecién hormonal, la proliferacion
celular, transduccién sensorial, el control del balance de sal y agua intracelular y la
regulacion de la presion sanguinea (Petricevich, 2010; Zare Mirakabbadi et al.,
2007). Estas neurotoxinas también pueden dafiar las vesiculas sinapticas,
ocasionando la suspension de la liberacidn de Acetilcolina (ACh) y el bloqueo de la
transmision neuromuscular, lo cual explicaria la perdida de equilibrio y la pardlisis
muscular observada en algunos ratones tratados (Adiguzel, 2010; Petricevich,
2010).

Los signos por envenenamiento escorpionico pueden clasificarse como
neurolégicos, y no neurolégicos, los sintomas no neuroldgicos, incluyen fallas
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cardiovasculares, respiratorias, gastrointestinales, hematolégicas, y en las sefales
metabdlicas, entre los signos de intoxicacién neurolégicos, la mayoria de los
sintomas se deben a la liberacibn ya sea de catecolaminas de las glandulas
suprarrenales, o a la liberacion de Acetilcolina (ACh) de las neuronas
parasimpéticas postganglionares, las cuales estimulan los canales de sodio,
llevando a una disfuncion del sistema nervioso autbnomo, la estimulacion de sus
dos ramas producen sudoracién, salivacién, hipotension, hipertension, bradicardia
o taquicardia, convulsiones, shock, y priapismo, todos estos sintomas observados
en los ratones (Petricevich, 2010; Valdez-Cruz et al., 2004; Zare Mirakabbadi et
al., 2007).

Como se ha mencionado anteriormente, los venenos de escorpion contienen
péptidos que actian como toxinas especificas para los canales idnicos celulares
(Na*, K*, Ca®) (Barona et al., 2006; Otero et al., 2004), estos péptidos
neurotdxicos pueden conducir a disfunciones fisiopatoldégicas que provocan
reacciones, como la desestabilizacion de la membrana celular, el bloqueo del
sistema nervioso central y periférico, o la alteracion del musculo liso o esquelético.
Una de las mas importantes toxinas son las a-Toxinas las cuales se unen
directamente al receptor 3 de los canales voltaje-dependientes de Na*, de una
manera membrana-dependiente, causando una prolongacion en el potencial de
accion de los nervios y musculos por la inactivacion de los canales de sodio
(Akaike et al., 2009; Petricevich, 2010). Otra neurotoxina importante es la que
actlia directamente sobre los canales de Ca®, ya que este ion juega un papel
primordial como receptor acoplado a segundos mensajeros para activar muchos
procesos celulares que incluyen la excitabilidad celular, liberacién de
neurotransmisores, metabolismo intracelular y la expresion de genes (Adiguzel,
2010; Petricevich, 2010; Pipelzadeh et al., 2006; Zare Mirakabbadi et al., 2007),
ademas el Ca?* actta como segundo mensajero durante la cascada apoptotica,
induciendo la liberacién de Citocromo c (Cyt ¢) desde el interior de la mitocondria,
en un proceso de retroalimentacion (feedback) (Earnshaw et al., 1999; Gewies,
2003). Los signos de estas fallas en la funcién de los canales de Ca®, fueron
observados ampliamente en los ratones, ya que el 92.3% perdié el equilibrio
manifestandose como movimientos erraticos hacia los lados, el 61.5% presento
tremor y el 53.8% piloereccion, la presencia de convulsiones se dio en un 23% de
los casos.

Los ratones son un modelo bioldgico ideal para la realizacién de estudios in-vivo,

ya que el metabolismo de los agentes xenobidticos y sus mecanismos de
reparacion son muy similares al de los humanos, de esta manera podemos inferir
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el efecto genotdéxico en una persona que ha sufrido un envenenamiento
escorpiénico agudo o crénico. La aplicacién in-vivo del biomarcador de
Alteraciones Cromosémicas (ACs), permite inferir de acuerdo al tipo de lesion, el
modo de accidon que presenta (S-dependiente, S-independiente), tomando en
cuenta los procesos de biotransformacion del veneno dentro del organismo, y que
tan eficientes son los mecanismos de reparacion, o la respuesta celular frente al
dafno adquirido (Mateuca et al., 2006; Obe et al., 2002).

La prueba de Alteraciones Cromosomicas (ACs) es el biomarcador de efecto
biol6égico mas usado y mejor validado (Bonassi and Au, 2002; Mateuca et al.,
2006; Norppa et al., 2006; Vainio, 1998), y esta asociado a problemas de salud
humana en estudios prospectivos y epidemioldgicos; es una técnica que permite
medir el dafio ocasionado por agentes xenobidticos, quimicos o naturales, sobre el
ADN (Natarajan and Boei, 2003; Obe et al.,, 2002; Palitti, 1998), y se ha
demostrado en diferentes estudios que existe una fuerte asociacion entre una alta
frecuencia de ACs y el riesgo de sufrir enfermedades como el cancer (Bonassi and
Au, 2002; Mateuca et al., 2006; Norppa et al., 2006; Obe et al., 2002; Rdssner et
al., 2005). Por estas razones la aplicacion de esta prueba en este estudio, es de
gran relevancia, por ser la mas adecuada para la determinacion de posibles
dafios causados al ADN por el veneno del escorpién Centruroides margaritatus, o
sus derivados metabdlicos, en una poblacién humana expuesta a este.

Para la realizacion de este estudio se usé como Control Positivo la Ciclofosfamida
(CP), disuelta en Solucién Salina (NaCl 9%), ya que esta comprobada su accién
como agente altamente alquilante, que causa una gran cantidad de dafios a nivel
del ADN, incluyendo varios tipos de ACs, razon por la cual esta droga es usada en
la terapia contra el cancer (Quimioterapia). Aunque la Ciclofosfamida no es
genotodxica por si sola, por procesos metabdlicos genera una gran cantidad de
metabolitos que tienen funciones de oxidasas, los cuales atacan el ADN y otras
biomoléculas. Como se observa en la Figura 14, el dafio causado por la
Ciclofosfamida fue el doble (60% mas) del dafio observado con el Control
Negativo, lo que corrobora la accién altamente genotdxica de esta droga, y valida
la sensibilidad del disefio experimental empleado. Ademés al realizar la
comparaciéon por parejas de tratamientos, se encontrd diferencia significativa del
Control Positivo respecto a todos los demas tratamientos (Control Negativo, Dosis
Baja, Media y Alta) (Tabla 2).

Como Control Negativo se usé la Solucion Salina (NaCl 9%), puesto que fue el
diluyente usado para aplicar la Ciclofosfamida y el veneno de escorpion (Dosis
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Baja, Media y Alta), ademas no hay informacion que demuestre que esta tenga
una accion directa o indirecta sobre el ADN. Al realizar la comparacién por parejas
de tratamientos con veneno de escorpion respecto al control negativo, no se
encontr6 diferencia significativa en la frecuencia de ACs (Tabla 2). Sin
embargo, en la Dosis Baja (9.32 ug/g), se observa un aumento aproximadamente
del 23% en las ACs de tipo Cromatidico, lo que probablemente se debe a que el
veneno esta actuando sobre el ADN induciendo la formacién de ACs.

Aunque el incremento de las ACs no es significativo, la tendencia permite inferir,
gue el veneno de escorpidon posee una gran cantidad de péptidos de bajo peso
molecular que actlian sobre diversos canales idnicos celulares (Na*, K*, Ca®")
(Petricevich, 2010; Pipelzadeh et al., 2006), causando la excitabilidad celular y la
liberaciéon de diferentes neurotransmisores, como acetilcolina y catecolaminas, que
inducen la formacion de EROs, esto sumado al dafio sistémico, provoca en los
ratones el fendmeno de estrés oxidativo (Bennett, 2001; Tudek et al., 2010; Waris
and Ahsan, 2006).

Las EROs, interactian con el ADN e inducien la formacién de aductos y bases
oxidadas (Bernardi et al., 1999; Circu and Aw, 2010). Uno de los casos mas
importantes es el de la 8-oxo-7,8-dihidroguanina (8-OxoGua), el cual es reparado
por el mecanismo de Reparacion por Escision de Bases (REB) (Floyd, 1990;
Thannickal and Fanburg, 2000; Tudek et al., 2010), sin embargo cuando este
sistema de reparacion no es completado antes de iniciar el proceso de replicacion
en la fase S, esta lesion primaria puede causar sustituciones GC---TA, o crear
sitios abasicos e inducir la formacion de rupturas de cadena sencilla los cuales al
pasar por la fase S se observan en metafase como ACs de tipo Cromatidico. Esta
interaccién de las EROs con el ADN explica la razén por la cual se pudo dar el
incremento en la frecuencia de las ACs de tipo cromatidico (Mateuca et al., 2006;
Natarajan and Boei, 2003; Obe et al., 2002; Rossner et al., 2005) (Figura 5). Es
importante decir que si la célula considera que el dafio gendmico no es tan grave,
puede continuar su ciclo celular, por esta razon a pesar de que los mecanismos de
reparacion estan cumpliendo su funcion, es posible que los dafios se puedan
acumular en la célula a lo largo de los afios, dando origen a una lesién premaligna,
gue muy posiblemente degenere en una enfermedad como el cancer (Bonassi and
Au, 2002; Norppa et al., 2006).
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Ademas de las EROs, el ADN puede estar siendo afectado por los metabolitos del
veneno del escorpidn, generados durante los procesos de biotransformacion (Fase
I: activacion), mediados por la familia de proteinas del Citocromo P-450, las cuales
generan grupos electrofilicos como epoéxidos y quinonas, que inducen lesiones
primarias que al no ser reparadas o ser mal reparadas pueden generar lesiones
pre-malignas y desencadenar a largo plazo un posible proceso carcinogénico. Los
metabolitos también pueden unirse a grupos sulfhidrilos (SH) del citosol, y a otro
tipo de biomoléculas, como las proteinas de membrana, y algunas enzimas,
generando inestabilidad celular, o unirse al glutatién para continuar el proceso de
biotransformacion y eliminacién del metabolito toxico (Donato, 2000; Kenneth W,
2001; Nebbia, 2001).

Al comparar los datos obtenidos de los ratones tratados con la Dosis Media y la
Dosis Alta con respecto a los datos del Control Negativo, no se encontré diferencia
estadisticamente significativa en la frecuencia de apariciéon de las Alteraciones
Cromosomicas (ACs), sin embargo, al analizar las medias de los datos, se pudo
comprobar que hubo una disminucibn en la frecuencia de las ACs de
aproximadamente el 29.25% con la en la Dosis Media, y de un 71.0% con la Dosis
Alta, respecto al Control Negativo (Figura 14 y Tabla 2), esta disminucién aunque
no significativa, se puede explicar por la accién del veneno sobre los canales
ionicos, y especialmente sobre los canales de Ca?', ya que este ion es de gran
importancia en el inicio de la cascada apoptotica, donde actia como segundo
mensajero. Cuando el veneno afecta los canales de Ca?*, promueve la liberacién
del calcio intramitocondrial, el cual al salir al espacio intracelular inicia una serie de
procesos que aumentan la liberacién del Citocromo c (Cyt ¢) desde el interior de la
mitocondria (Bernardi et al., 1999). Este es un mecanismo de retroalimentacion, ya
que entre mas calcio sea liberado se liberard mas Citocromo c, el cual a su vez
causa la liberacion de mas calcio. Cuando el Citocromo c es liberado al espacio
intracelular se une al promotor Apaf-1 y a la pro-caspasa 9 para formar el
Apoptosoma, una vez formado, la pro-caspasa 9 se activa y actia como
activadora de las caspasas efectoras como la caspasa 3, para asi iniciar la
cascada apoptotica, de este modo, las células que han sido expuestas al veneno
de escorpion son forzadas a iniciar el proceso apoptético por via intrinseca (Circu
and Aw, 2010; Gewies, 2003; Wang and Ji, 2005), por consiguiente, no es posible
realizar una medida del dafio genotoxico total causado por el veneno del escorpién
en estas dosis.
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Otra de las causas probables de la disminucion de las ACs observadas en las
Dosis Media y Alta, puede ser el excesivo dafio oxidativo causado por las EROs
en el ADN. A estas dosis, la célula se encuentra tan afectada que activa sus
sistemas de control, entre ellos el gen p53, el cual envia sefales desde el nucleo a
la mitocondria para promover la liberacion del Citocromo c, e iniciar la cascada
apoptética por via intrinseca (Engel and Evens, 2006; Gewies, 2003; Meki et al.,
2003). Ademas como se menciond, la liberacion de catecolaminas es una de las
caracteristicas que se observan molecularmente cuando las neurotoxinas
presentes en el veneno afectan las uniones sinapticas neuronales, esto genera un
cambio en los potenciales de voltaje en las membranas de las células y algunos
canales iGnicos empiezan a presentar un mal funcionamiento en el trasporte de
iones y de alimento necesario para mantener la homeostasis celular, en este caso
el cambio puede dar lugar a la unién de ciertos factores o ligandos en los
receptores de muerte celulares membranales, lo que da lugar a la iniciacion de la
cascada apoptotica por via extrinseca (Circu and Aw, 2010; Gewies, 2003; Jordan,
2003). Por estas razones, es probable que al presentarse una alta muerte celular
causada por el mecanismo de apoptosis, la cantidad de dafio gendmico
observable como Alteraciones Cromosdmicas en metafase disminuye
considerablemente.

Cuando el veneno del escorpién ingresa al organismo, experimenta los procesos
naturales de biotransformacion, los cuales se llevan a cabo principalmente en el
higado, en un principio durante la Fase | se da la bioactivacién del veneno y la
formacion de metabolitos secundarios, los cuales pueden ser altamente reactivos
con el ADN, posteriormente se da inicio al proceso de detoxificacion, durante la
Fase Il, siendo en esta etapa la principal enzima detoxificante la Glutation S-
transferasa (GST), la cual se conjuga con los metabolitos secundarios del veneno,
generados durante la Fase |, inactivandolos y de esta manera inhibiendo la
formacion de enlaces covalentes con macromoléculas como el ADN, reduciendo
de esta forma el dafio inducido sobre el ADN (Buhler and Williams, 1988; Donato,
2000; Klinger, 1982; Nebbia, 2001). Es importante resaltar que todos estos efectos
fueron mas evidentes al tratar los ratones con la Dosis Alta, debido a que esta
equivale al doble de la Dosis Media.

Los resultados obtenidos en este estudio no demuestran directamente (p> 0.05)
gue el veneno del escorpion Centruroides margaritatus ejerce un efecto
genotoxico in-vivo en las células de médula 6sea de ratdon. Sin embargo el
incremento en la frecuencia de Alteraciones Cromosémicas (ACs) de tipo
Cromatidico, la Dosis Baja muestra la induccién de lesiones primarias como
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rupturas de cadena sencilla o dobles, las cuales al no ser reparadas y pasar por la
etapa de sintesis celular son duplicadas, percibiéndose finalmente como ACs de
tipo Cromatidico, que indica que el modo de accién del veneno del escorpién C.
margaritatus es S-dependiente.

Con las Dosis Media y Alta evaluadas se observa un efecto dosis-respuesta
inversamente proporcional, donde se advierte que a mayor dosis la frecuencia de
las ACs disminuye, siendo la dosis Alta la que presentoé la frecuencia mas baja,
este efecto se pudo presentar por un alto dafio a nivel del ADN, el cual activa el
gen p53 e inicia el proceso apoptotico por via intrinseca en las células afectadas
(De Toro, 2006; Fink and Cookson, 2005; Gewies, 2003), otra posible causa es la
activacion de los procesos de biotransformacion del veneno, aumentado la
produccion de proteinas del complejo P-450, haciendo que la inactivacion del
veneno fuera muy rapida y que no se indujera gran cantidad de dafio genotéxico
(Donato, 2000; Kenneth W, 2001).

Al comparar los resultados de este estudio con los resultados obtenidos por
Duefias (2009), con la misma especie de escorpion y en la misma cepa de
ratones, encontramos que a dosis alta (37.31 ug/g), después de 40h de
tratamiento, se presento un dafio genotéxico significativo (p < 0.05) en eritrocitos
de sangre periférica, mediante la prueba de Micronucleos (Mn) (Duefias-Cuellar,
2009). Esta diferencia posiblemente es debida a los biomarcardores que se
emplearon para determinar el dafio genotoxico, Micronucleos (Mn) y Alteraciones
Cromosdmicas (ACs), los cuales tienen principios bioldgicos diferentes. Tanto la
prueba de Alteraciones cromosdémicas como la de Microndcleos permiten evaluar
dafo directo en el ADN (como rupturas de cadena). Adicional a esto la prueba de
Micronucleos permite determinar dafios en estructuras celulares, como los
microtubulos (citotoxicidad), lo que hace posible observar tanto fragmentos
cromosémicos, como cromosomas enteros rezagados, resultado de una mala
disyuncién celular (Bonassi et al., 2001; Hayashi et al., 2007; Hayashi et al., 1994).
Por esta razén, basados en nuestros resultados, de disminucién en la frecuencia
de alteraciones cromosOmicas en la dosis alta, podemos inferir que posiblemente
la genotdxicidad observada por Duefias (2009), se debe mayormente al dafio
generado por el veneno del escorpion a nivel de estructuras celulares, como los
microtubulos. Esto ratifica el induccién del dafio celular y la posible activacién de
mecanismos apoptoéticos por via intrinseca, que disminuyen en la frecuencia de
ACs a dosis alta del veneno del escorpién o sus derivados metabdlicos.
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El posible proceso apoptético inducido por el gran dafio causado a las células,
puede ser un aspecto beneficioso para el organismo, ya que interrumpe el ciclo y
la multiplicacion de las células con lesiones primarias, no reparadas o mal
reparadas, las cuales pueden duplicarse después de la etapa de sintesis, y fijarse
en el ADN como mutaciones, y desencadenar a largo plazo un proceso
carcinogénico, por esta razén, se puede inferir que el veneno del escorpién
Centruroides margaritatus puede ser usado como droga terapéutica en el
tratamiento de enfermedades como el cancer.
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8. CONCLUSIONES

La Dosis Letal 50 (DLsp) establecida para el veneno del escorpion C. margaritatus,
del Valle del Patia (Cauca, Colombia), en ratones Albino suizo con una madurez
sexual y un peso aproximado de 30 g, fue 46.64 ug/g.

Los sintomas mas frecuentes de envenenamiento sistémico producidos por el
veneno del escorpion C. margaritatus, fueron Sialorrea, Taquipnea y Disnea, con
un 100% de ocurrencia, ademéas de pérdida de equilibrio, tremor, piloereccién y
priapismo, entre otros. La sintomatologia observada en los ratones durante
envenenamiento sistémico, confirma el efecto neurotéxico de este veneno.

Este trabajo brinda informacién relevante acerca de los sintomas de
envenenamiento causados por el escorpion C. margaritatus, lo cual puede ser de
atil aplicacion en el diagnostico y tratamiento de los casos clinicos.

Los resultados obtenidos bajo las condiciones experimentales dadas en este
estudio, muestran que en la dosis baja, aunque no es significativo
estadisticamente, permite inferir un posible efecto genotdxico del veneno de
escorpidon por la generacion de EROs, que al interactuar con el ADN inducen
rupturas de cadena, lo cual se vio reflejado en un aumento de la frecuencia de
Alteraciones CromosOmicas (ACs) de tipo Cromatidico. Ademas se puede inferir
que la accion del veneno es S-dependiente.

Al aplicar la dosis media y alta, se evidencié una disminucién en la frecuencia de
ACs, posiblemente debido al incremento de la apoptosis celular, causada por los
metabolitos secundarios, y por un incremento del dafio oxidativo (EROS)
provocado durante el envenenamiento, lo cual demuestra el gran dafio citotoxico
y genotdxico que puede inducir el veneno de escorpion C. margaritatus en una
poblacion humana expuesta.

Es necesario realizar mas estudios sobre las diferentes tipos de toxinas que
componen el veneno de escorpion C. margaritatus, para asi poder determinar el
mecanismo de activacion de la muerte celular apoptética inducida por este tipo de
venenos. Es importante también incorporar biomarcadores de apoptosis, que
permitan observar de forma mas clara la accion del veneno sobre las células.
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Este trabajo es importante, ya que abre las puertas para futuras investigaciones
con el veneno del escorpion C. margaritatus, para el uso del veneno total o de sus
fracciones, como droga terapéutica en el tratamiento de enfermedades como el
cancer en poblaciones humanas, debido a la posible accién apoptética inducida
por los metabolitos secundarios.
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