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INTRODUCCION

A nivel mundial existen estudios que registran el dafio citotoxico de los venenos
escorpidnicos, sin embargo hasta el momento ninguno se ha interesado en el
dafio genotéxico producido por éstos. En Colombia no existe ningun reporte de
este tipo, enmarcando una situacién preocupante, puesto que como pais tropical
posee cuatro familias de escorpiones (Buthidae, Chactidae, Diplocentridae y
Liochelidae) que se encuentran frecuentemente en algunas regiones,
constituyendo un riesgo para la comunidad. Los escorpiones de la familia
Buthidae comprenden aproximadamente 529 especies, divididas en 73 géneros,
de los cuales solo cinco son peligrosos para los humanos (Flérez, 2001); uno de
ellos, el género Centruroides, se encuentra ampliamente distribuido en Colombia,
especialmente en el departamento del Cauca, donde la especie Centruroides
margaritatus, ha venido siendo objeto de diferentes estudios (Guerrero-Vargas,
2008; Guerrero-Vargas et al., 2003; Guerrero, 2002). Dado que el envenenamiento
escorpiénico por C. margaritatus la mayoria de las veces no termina en muerte,
fue pertinente el estudio de sus consecuencias a corto y largo plazo, y contribuir
con resultados que alienten a las organizaciones de salud del Cauca para crear
estrategias de prevencion en las poblaciones més afectadas.

En ese sentido, se propuso realizar la prueba de Micronucleos, un validado
biomarcador de efecto (Fenech et al., 1999), que ha sido usada en estudios in-
vitro e in-vivo para evaluar dafio gendémico, detectando de forma indirecta dafio o
perdida cromosémica y efectos citotéxicos (Bonassi et al., 2001). La identificacion
in-vivo (Krishna and Hayashi, 2000) del dafio causado por el veneno del escorpion
C. margaritatus, a eritrocitos jévenes de sangre periférica de raton (Albino suizo)
permite extrapolar los efectos toxicos a la poblacion humana, e incrementar el
conocimiento sobre los problemas, en este caso, de naturaleza toxinoldgica, que
se pueden presentar a diario especialmente en las regiones de alta suceptibilidad.

Los venenos escorpidnicos contienen variedad de componentes bioldgicamente
activos como péptidos, enzimas, nucleétidos, lipidos, mucoproteinas y otras
sustancias todavia desconocidas (Valdez-Cruz et al., 2004). Los componentes
mas frecuentemente estudiados son los polipéptidos que reconocen canales
ibnicos voltaje dependientes (Na+, K+ y Ca+) (Soualmia et al.,, 2007) y otros
receptores en las membranas celulares exitables y no exitables. De acuerdo con
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los estudios realizados hasta el momento, los efectos citotoxicos de las toxinas
escorpidnicas se encuentran asociados a un incremento significativo en la
liberacién de lactato deshidrogenasa (LDH) citosdlica, lo que sugiere que esta
toxina actla a nivel de membrana causando apoptosis (Omran, 2003); ademas, de
acuerdo con los marcadores apoptéticos: Fas soluble (sFas), y Fas ligando soluble
(sFasL); se ha identificado un aumento en la regulacion de los sistemas
sFas/sFasL Y el deterioro del equilibrio de Bcl-2, relacionado con el aumento de
oxido nitrico (NO) y peroxidos lipidos (LPO) (Meki et al., 2003). Otros autores
afirman que el veneno escorpidénico puede actuar de forma tal que inhibe el
crecimiento celular, ademas de mostrar caracteristicas apoptéticas como
“burbujas” membranales, condensacion cromatinica y degradacion del ADN. (Das
Gupta et al., 2007). Todos los estudios citados anteriormente estan relacionados
con apoptosis, marco referencial para querer observar si ese mismo dafo es
observable en otro tipo celular y por medio de otra técnico citogenética.

El objetivo de esta investigacion fue determinar in- vivo el efecto toxico, citotoxico
y genotoxico del veneno del escorpion C. margaritatus; donde, los aspectos
toxicos fueron bien diferenciables y repetitivos entre los animales experimentales;
a nivel celular se observo una disminucién significativa en el nimero normal de
eritrocitos jovenes con respecto al tiempo, o que denota citotoxicidad, asi como
una apreciable genotoxicidad de la dosis mas alta administrada de veneno. Los
resultados que se observaran en el presente estudio tienen como propdésito final
concientizar a la comunidad de que el envenenamiento escorpiénico es un
problema de salud publica (Gémez and Otero, 2007; Pineda Rivera and
Castellanos, 1998) ya que en Colombia existen poblaciones expuestas a este tipo
de toxinas y no se tienen programas de prevencion, ni la informacién necesaria
para su buen tratamiento. Ademas, este estudio da la informacion necesaria para
inferir la potencial aplicacion del veneno del escorpion C. Margaritatus en el
tratamiento del cancer dada su alta citotoxicidad, en ese sentido, hasta el
momento se han adelantado “screenings” antitumorales de fracciones del veneno
de C. margaritatus en dos cepas de células cancerigenas, obteniendo en algunas
de ellas menos del 50% de sobrevivivencia celular’.

! Estudio adelantado en el Laboratorio de Bioguimica y Quimica de Proteinas de la Universidad de Brasilia —
Brasilia DF.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los escorpiones se encuentran ampliamente distribuidos, localizandose en todos
los continentes, exceptuando la Antéartida (Polis, 1990), aunque la mayoria de las
especies se circunscriben a las regiones tropicales y subtropicales,
altitudinalmente, es posible encontrarlos desde el nivel de mar hasta los 5.000 m,
con una mayor concentracion de especies entre los 0 y 2.000 m (Florez, 2001). En
Latinoamérica, los paises méas afectados por el escorpionismo son México y Brasil
con 200.000 y 8.000 casos al afio, respectivamente (Gémez et al., 2002).

Hasta la fecha, se han descrito en el mundo cerca de 1.500 especies de
escorpiones ubicadas en 21 familias (Lourenco and Von Eickstedt, 2003). La
familia Buthidae, que constituye la familia de interés médico, esta representada en
Colombia por cuatro géneros: Ananteris, Centruroides, Tityus y Rhopalurus, con
35 especies (Florez, 2001; Flérez, 2007). En Colombia no existen datos generales
sobre la problematica del escorpionismo, pero existen estudios localizados
(Barona et al., 2004; Gomez et al., 2002; Otero et al., 2004), que sefalan las
caracteristicas epidemioldgicas de este tipo de envenenamiento, y resaltan la
necesidad de generar nuevos estudios que amplien el conocimiento nacional en el
campo del escorpionismo, que contribuyan a la creacion de bases de datos
especificas de la problematica, y que ayuden a combatirla de forma precisa a corto
y largo plazo.

Colombia, y especialmente el departamento del Cauca, poseen una gran variedad
de gradientes altitudinales en los cuales se encuentran representados casi todos
los climas, esta caracteristica posibilita el desarrollo de varias especies de
escorpiones entre los que se encuentran los géneros Tityus y Centruroides, dos de
los mas venenosos en lo que concierne al nuevo mundo (Sissom and Lourenco,
1987). En la actualidad la estadistica de accidentes escorpidnicos no es confiable,
puesto que la poblacion afectada en muchas ocasiones no acude a los centros
hospitalarios, por el contrario, recurren a la medicina tradicional (compresas con el
escorpién macerado, plantas medicinales, bafios locales con orina 0 consumo de
bebidas alcohdlicas) (Gémez et al., 2002), lo que hace imposible obtener datos
reales, asi como realizar un seguimiento de los efectos secundarios a corto y largo
plazo dado que la mayoria de estos casos no terminan en muerte. Por la tanto,
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una comunidad mas consciente mejorara la eficiencia en los registros, y permitira
a los médicos crear un manejo eficiente del envenenamiento escorpionico.

Empleando el biomarcador de microndcleos y pruebas complementarias (DLso,
observacion de signos locales y sistémicos de envenenamiento) este estudio dio
respuesta a las preguntas: ¢Puede tener el veneno del escorpion Centruroides
margaritatus capacidad de inducir dafio téxico, citotéxico y genotoxico? y, ¢ podria
este dafio desencadenar, a largo plazo, un proceso carcinogénico? Ademas, al ser
el efecto citotdxico causado por este veneno significativo, a futuro, puede ser
mejor estudiado y darle aplicabilidad biotecnoldgica en el tratamiento del cancer,
dado que es bien conocido que las sustancias empleadas en el tratamiento de
éste, poseen propiedades altamente citotéxicas, por lo que estudios de este tipo
adquieren gran relevancia.

Al revisar bases de datos como “ISI web of knowlege”, “science direct” y “Medline”,
se pudo observar que no existe ningun estudio que indique el potencial citotdxico y
genotoxico del veneno del escorpién C. margaritatus, ni de ningun otro en
Colombia; se observé, ademas, que a nivel mundial se reporta una cantidad
minima de articulos relacionados, la mayoria de éstos reportan apoptosis
(citotoxicidad) y dado que la apoptosis es entre otras, la consecuencia del dafio
incrementado en el material genético, se disefié un método que permitié percibir la
interacciéon del veneno con eritrocitos policromaticos de sangre periférica de ratén
al hacer uso del biomarcador de efecto micronucleos. Ademas, es de resaltar que
ningun estudio ha tenido como objetivo la determinacion genotéxica del veneno
escorpionico lo que indica la parcial desinformacién que se presenta hasta el
momento en lo referente a esta problematica, y destaca la importancia y
pertinencia de realizar estudios que clarifiquen el panorama frente a una
problematica tan comun en paises como Colombia.
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2. JUSTIFICACION

Debido a la escasa informacion existente sobre los accidentes escorpionicos en
Colombia y mas aun en la region del Cauca, es de vital importancia generar
conocimiento acerca de los efectos toxicos, citotoxicos y genotoxicos del veneno
del escorpion C. margaritatus. No hay estudios que se hayan interesado en
observar los efectos a largo plazo generados por el veneno escorpionico y en
Colombia no existe ninguna investigacion relacionada con el estudio citotéxico y
genotbxico del veneno de escorpiones, por lo tanto, el presente estudio es el
primero que se realiza al respecto en el pais, y se une a los pocos realizados a
nivel mundial sobre este objeto de estudio.

Los venenos escorpionicos se caracterizan por presentar componentes
farmacol6gicamente activos, destacandose los péptidos que causan actividad
neurotoxica sobre células excitables (Loret and Hammock, 2001), ademas, este
veneno tiene enzimas, nucledtidos, lipidos, aminas biogénicas, compuestos
bioactivos y otros componentes no identificados aun (Batista et al., 2004; Das
Gupta et al., 2007), la incégnita es, si estas sustancias de origen bioldgico y sus
derivados metabdlicos interactian con el DNA causando dafios irreparables,
después de una exposicibn aguda por envenenamiento, y Si estos son
potencialmente terapéuticos.

La prueba de Micronucleos (MN) realizada in-vivo es especialmente importante
para evaluar riesgo de citotoxicidad y genotoxicidad en aquellos casos donde se
guieran considerar factores como el metabolismo, la farmacocinética, y procesos
de reparacién del ADN (Krishna and Hayashi, 2000). Dado que la carcinogénesis
es un proceso a largo plazo, es importante considerar todo este tipo de factores,
pues influyen directamente en la facilidad que pueda tener el toxico de interactuar
con el ADN al desestabilizar el equilibrio celular (procesos de sefalizacion celular,
permeabilidad de membrana, etc.), y causar lesiones primarias que se puedan fijar
y convertir en mutaciones; ademas la prueba de Micronucleos es considerada
como una herramienta precisa y sensible comparada con los métodos
convencionales como las alteraciones cromosOmicas y el intercambio de
cromatidas hermanas, igualmente es un ensayo ampliamente usado para evaluar
la presencia y el grado de dafio cromosomico, considerandose un buen
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biomarcador de riesgos de cancer (Bonassi et al., 2001). Es de aclarar que el dafio
causado por el veneno escorpiénico, en cuanto a su citotoxicidad en individuos
sanos, puede repercutir favorablemente en el tratamiento de individuos enfermos,
con patologias como el cancer, enfermedad caracterizada por la sobreproduccién
celular, que afecta a gran parte de la poblacibn mundial, y que tiene tasas
elevadas de incidencia y mortalidad (Murillo and Gamboa, 2006).

El registro de los signos locales y sistémicos de envenenamiento permitira brindar
una mayor informacion del comportamiento del veneno escorpionico dentro de un
modelo biolégico, y por tanto, estos datos seran extrapolables a la poblacién
humana, donde se podra realizar un mejor manejo médico retomando esta nueva
y confiable informacion, dado que Colombia ni siquiera cuenta con la produccién
de antiveneno escorpionico.

La identificacion de los signos locales y sistémicos de envenenamiento ayudara,
en primer lugar, a reconocer el cuadro clinicos de un paciente que ha sufrido una
picadura de escorpion y por tanto serd mas rapido su tratamiento, pues en este
caso ya no se tendria como objetivo contrarrestar el dolor solamente, sino,
contrarrestar el recorrido del veneno y evitar lesiones en érganos como pancreas,
higado, pulmén y corazén (Tamassone et al., 2003), y méas relevante aun, al
presentar el veneno actividad citotdxica y genotoxica, los datos de este estudio
permitirdn reflexionar y motivar a las entidades administradoras de salud para que
se tomen medidas de vigilancia y prevencién, ademas de hacer un llamado para
gue haya un mayor apoyo a las investigaciones de este tipo, que en primer lugar,
favorecen al mejoramiento de la calidad de vida de la comunidad, y que en
segundo lugar aportan conocimiento cientifico relevante para futuros estudios.

Por lo anterior se hace pertinente la realizacion de un estudio in-vivo que evalué el
dafio téxico, citotdxico y genotdxico causado por el veneno de escorpion.
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3. ANTECEDENTES

Desde hace un tiempo los venenos animales y sus compuestos han despertado un
gran interés en los investigadores de distintas areas del desarrollo cientifico. La
toxinologia animal es un nuevo concepto que se ha aplicado a la investigaciéon que
tiene como objetivo primordial el estudio de las sustancias elaboradas por los
seres vivos que tienen efecto sobre otros organismos (Aiello et al., 2007). Sobre
los venenos escorpidnicos existe variada bibliografia, pero muy poca de esta se
relaciona directamente con el potencial efecto citotéxico y genotéxico causado por
este tipo de venenos. Algunas de las investigaciones mas destacadas, en los
altimos tiempos, son aquellas que tienen que ver con los canales iGnicos voltaje
dependientes y aquellas implicadas en el desarrollo de posibles tratamientos
anticancerigenos a partir de algunos de los compuestos activos de venenos
escorpioénicos.

A nivel fisico externo existen diversos reportes en los cuales ratones
experimentales tratados con veneno escorpidnico presentaron sialorrea,
piloereccion, somnolencia, sudoracion generalizada, taquipnea, cianosis, ataxia y
convulsiones antes de morir, como signos predominantes de envenenamiento
(Barona et al., 2004; Gomez et al., 2002). Algunos de estos sintomas han sido
observados en humanos (Gordillo, 2000; Otero et al., 2004; Tamassone et al.,
2003) ademas, por métodos farmacolégicos, histolégicos y bioquimicos (in-vivo e
in-vitro) se observd que el veneno del escorpion Hemiscorpious lepturus tiene
actividad nefrotoxica y hepatotéxica (Pipelzadeh et al., 2006).

En cuanto al veneno de C. margaritatus, en 2003, Escobar et al. separaron las
proteinas del veneno del escorpion Centruroides margaritatus, mediante
cromatografia de intercambio cationico en CM-Sephadex C-25, a partir de
ejemplares adultos capturados en el norte de Peru. El perfil cromatografico mostro
la presencia de 9 picos de proteina, concordando con los datos de Guerrero 2002;
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 encontré actividad de
fosfolipasa ni actividad proteolitica. En 2008 se publico el analisis parcial del
veneno del escorpion C. margaritatus, en el que se obtuvieron un total de 43
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fracciones aisladas (RP-HPLC usando una columna Csg), estas fueron analizadas
por MALDI-TOF/MS y se lograron caracterizar 91 compuestos distintos obteniendo
gue el 54% de las toxinas de este escorpidn varian en un rango de masa
molecular entre 2.5 a 6 kDa, 13% entre 6.5 y 8 kDa y por ultimo 33% son péptidos
menores de 2 kDa(Guerrero-Vargas et al., 2008).

Dado que existen reportes de apoptosis causada por venenos escorpionicos, es
importante resaltar que el proceso de muerte celular programada, ademas de ser
un fendmeno necesario para la homeostasis, es el reflejo de que el material
genético tiene dafios exagerados, por lo que la célula prefiere morir antes de
invertir energia en la reparacién, si de alguna manera el proceso de apoptosis no
se da de manera adecuada, y las células con defectos tienden a sobrevivir con
dafios excesivos en el ADN, la célula después del proceso de replicacion fija las
lesiones primarias y segrega a nuevas células los dafios, causando mutaciones
gue contribuyen al comienzo de un proceso carcinogénico (Bernstein et al., 2002;
Israels and Israels, 1999).

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 en la salud
publica, hasta hoy existen diversos estudios que han tenido como objetivo
clarificar el potencial citotoxico de los venenos escorpionicos. Entre los casos que
confirman las teorias sobre la apoptosis como resultado del incremento de calcio
intracelular a causa de veneno escorpidnico, asi como una activacién de la
liberacién de los canales de calcio incorporados bilateralmente en la membrana
lipidica, se encuentran las investigaciones desarrolladas por Valdivia 1991, 1992, y
Nabhani T et al., 2002.

Estudios que involucran otras especies escorpidnicas, pero que relacionan toxinas
especificas a citotoxicidad, se han venido desarrollando durante mucho tiempo, a
la vez que se ha querido dar una explicacion valedera a este tipo de respuesta
celular, entre los estudios de este tipo resaltan todos aquellos que verifican la
apoptosis como consecuencia de la interaccibn de venenos escorpidnicos con
determinados tipos celulares, entre estos el realizado en células tumorales
pertenecientes a las lineas eucarioticas 293T y C2C12, donde se evalud el veneno
del escorpidn Leiurus quinquestriatus; los resultados citotoxicos fueron notables, y
la supervivencia celular fue altamente reducida a la concentracion méas alta
probada (50 pg/ml). El aparente dafio inicial al nicleo y la lisis del plasmalema y/o
de las membranas de organelas fue evidente por un incremento significativo en la
liberacion de LDH citosdlico, esto sugiere que esta toxina actia a nivel de
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membrana. Los efectos citotdxicos 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. (Omran, 2003).

Otros resultados importantes fueron los obtenidos por Meki y colaboradores, ellos
realizaron un estudio en una poblacion de nifios menores de trece afios, con el fin
de identificar irregularidades en el proceso normal de apoptosis en individuos
picados por escorpiones, utilizando los marcadores apoptoticos: sFas, sFasL y
Bcl-2; y la medicién de los niveles de oxido nitrico y peréxidos lipidos,
concluyendo que el envenenamiento escorpiénico puede incrementar la apoptosis,
lo que se observa en el aumento de la regulacion de los sistemas sFas/sFasL y el
deterioro de la regulacién de Bcl-2, relacionado con el aumento de LPO y NO
(Meki et al., 2003); de la misma forma el veneno del escorpion Buthus martensi
Karsch (BmK) que contiene bloqueadores y moduladores de canales ionicos,
induce la apoptosis in-vitro, de células malignas (U251-MG) cuando es aplicado en
dosis de 10mg/mL, es mas, el veneno BmK puede inhibir significativamente el
crecimiento del tumor in-vivo, disminuyendo hasta la mitad su peso (Wang and Ji,
2005); otro veneno escorpionico que ha demostrado efectos citotoxicos es el del
escorpién Hemiscorpious lepturus que fue evaluado con el test de exclusién con
azul de tripan en cultivos de fibroblastos, concluyendo que este es un agente
citotéxico y hemolitico (Pipelzadeh et al., 2006).

La actividad antiproliferativa y apoptotica del veneno del escorpion Heterometrus
bengalensis Koch fue evaluada en dos lineas celulares (U937 y K562) de leucemia
humana. Los estudios dieron como resultado que el veneno de este escorpion
inhibe el crecimiento celular, ademas de mostrar caracteristicas apoptoticas como
“burbujas” membranales, condensacién cromatinica y degradacion del ADN. La
fragmentacion del ADN se evidencié por la formacién de cometas, y la cantidad de
células apoptéticas (tempranas y tardias) fueron evaluadas por citometria de flujo,
la cual arrojé una alta significancia para las células tratadas. La detencion del ciclo
celular fue observada en la alta acumulacion de células en la fase G;. Concluyendo
entonces que el veneno del escorpidbn H.bengalensis posee actividad
antiproliferativa, citotoxica y apoptética en células de leucemia humana (Das
Gupta et al., 2007).

El dafo citotoxico reportado hasta el momento es de caracter apoptotico, pero no
excluye que este pueda ser observado por medio de otras técnicas, o en
diferentes estadios celulares, como en el posible dafo inicial causado por el
veneno escorpidnico al material genético, es por eso que el presente estudio
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involucra la técnica citogenética de micronucleos en la evaluacién de los dafios
citotoxicos y genotdxicos causados por el veneno del escorpion C. margaritatus,
dado que en busqueda en diferentes bases de datos como ISI web of knowlege,
Science Direct y Medline no se encontrd6 ningun estudio que relacionara esta
prueba con la evaluacion citotéxica y genotdxica de venenos de escorpion.
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4. MARCO TEORICO

4.1. ESCORPIONES

Los escorpiones son quelicerados terrestres, incluidos dentro de la clase
Arachnida (Polis, 2001), son animales fascinantes por la presencia de un conjunto
sorprendente de adaptaciones bioquimicas, fisiol6gicas, comportamentales y
ecolégicas, que combinadas, les han permitido asegurar su ancestral
supervivencia sobre el planeta. Son organismos depredadores que se alimentan
de una amplia gama de animales, principalmente insectos, aunque entre sus
presas se incluyen también pequefios vertebrados. Sus habitos son generalmente
nocturnos. Su cuerpo se encuentra dividido en dos regiones: el cefalotorax
(prosoma) y el abdomen (opistosoma), aunque este ultimo se encuentra subdivido
en una porcién anterior relativamente amplia, conformada por siete segmentos (el
mesosoma), y una posterior angosta y muy flexible, constituida por cinco
segmentos a manera de anillos (metasoma), denominada comdnmente como
“cola”, que termina en una vesicula portadora de dos glandulas secretoras de
toxinas, que porta en su extremo apical un ahusamiento a manera de aguijéon
(Flérez, 2001).
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Figura 1: Morfologia Externa de un Escorpion.
Fuente: Florez, E. Los escorpiones: enigmaticas reliquias del pasado poco conocidas en Colombia.
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Hasta hace tiempo, 50 o 60 afios, los procedimientos médicos utilizados para la
atencion de la intoxicacién por picadura de escorpién eran solo de tipo empirico,
hoy en dia se cuentan con sueros especificos para contrarrestar la sintomatologia
propia de los accidentes escorpidnicos, pero estos aun no son producidos en
Colombia. Desgraciadamente muchas regiones de  Colombia aun siguen
recurriendo a las préacticas tradicionales, por lo que las cifras reales no se
encuentran facilmente. Antioquia y Tolima son los departamentos con mayor
informacion reportada en aspectos toxinoldgicos, epidemiolégicos y clinicos (Otero
et al. 2004).

Las caracteristicas propias del veneno de distintas especies han generado la
investigacion de diversas areas de la epidemiologia, la fisiologia, la toxicologia,
inmunoistoquimica, entre otros, pero hasta ahora son muy pocas las
investigaciones que se han centrado en el posible dafio a nivel celular y genético
gue podrian causar este tipo de venenos; ademas es de resaltar que algunos
autores (Lourenco, 1990, 1992; Polis, 1990) sefalan a los escorpiones como
“‘organismos ideales para el desarrollo de investigaciones” que van desde
aspectos bioquimicos, de comportamiento, hasta ecologia evolutiva y sumandole
ahora aspectos genéticos, dado que en los ultimos tiempos se han encontrado
aplicaciones biotecnolégicas en las toxinas aisladas de venenos de origen animal
(Favreau et al., 2006; Guerrero-Vargas et al., 2008).

4.1.1. Centruroides margaritatus

Los escorpiones utilizados durante estudio fueron colectados en el departamento
del Cauca, en el municipio del Patia, especialmente en el sector rural; sin embargo
no es raro encontrarlos en continua interaccion con los humanos.

La poblacién de esta especie estd muy bien establecida, es abundante y ha
alcanzado el éxito reproductivo en este habitat. En algunos casos, como en el
municipio del Patia, es considerada como una plaga ya que se pueden encontrar
varios especimenes en algunas casas en tan solo una semana. Se podria decir
que si existe suficiente comida (cucarachas, por ejemplo), presencia de
escombros, piedras, lotes abandonados, bodegas u otros objetos, se esperaria
encontrar una alta poblacién de estos escorpiones.

La especie es de tamafio mediano a grande, pudiendo llegar a alcanzar facilmente
los 11 cm de longitud. La coloracion es variable. Las tenazas, al igual que los
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segmentos terminales de la cola, son de color mas oscuro que el resto del cuerpo,
gue por lo general es de café oscuro a negro. Las patas son amarillo claro, en
algunos casos esta coloracion puede variar drasticamente, presentando
coloraciones rojizas o casi totalmente café oscuras.

Los machos son mas delgados y largos que las hembras, aunque esto es dificil de
determinar en algunas circunstancias. Esta es la especie que presenta las carinas
(lineas de granulos, principalmente en los apéndices de las tenazas y la cola)
mejor marcadas y faciles de distinguir. En el resto del cuerpo posee una mayor
cantidad de granulos y rugosidades.

4.2. TOXINAS ESCORPIONICAS

Los péptidos conocidos hasta el momento reflejan una gran diversidad por la
presencia de cerca de 400 polipéptidos que pueden presentar o no enlaces
disulfuro. Las toxinas escorpiénicas con puentes disulfuro presentan una variedad
de secuencias y funciones farmacolégicas que pueden afectar diferentes canales
ibnicos, mientras que los péptidos del veneno que no tienen enlaces disulfuro
representan una nueva subfamilia, teniendo mucha mas baja homologia de
secuencias entre uno y otros y diferentes funciones (Zhijian et al., 2006).

Los venenos escorpidnicos presentan una gran variedad de toxinas peptidicas que
se dividen en dos grandes grupos de polipéptidos. El primero consiste en varias
clases de toxinas de cadena larga que afecta principalmente los canales para
Na+, y el segundo que incluye toxinas de cadenas cortas que afectan canales
para K+ y CIl- en membranas celulares. Todas estas toxinas estan compuestas o
subdivididas en a-, B -, y y- hélices conectadas por una doble o triple hebra y por
puentes disulfuro altamente conservados (Possani et al., 2000; Mao et al., 2007;
Tytgat et al.,, 1999); aquellas tipo alfa son especificas para los procesos de
inactivacion de canales de sodio voltaje dependientes, las toxinas tipo beta alteran
el mecanismo de apertura normal de los canales de sodio; péptidos de cadenas
mas extensas, cercanas a 130 residuos de aminoacidos que actuan sobre la
permeabilidad de los iones calcio en membranas excitables (Loret and Hammock,
2001; Rodriguez de la Vega et al.,, 2003), mientras que los otros péptidos
bloguean de manera especifica los canales calcio sensibles a la rianodina
(Olamendi-Portugal et al., 2002; Valdivia et al., 1991, Valdivia et al., 1992) ; Hasta
el dia de hoy se han reconocido 1500 especies de escorpiones alrededor del
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mundo, al mismo tiempo que se han identificado cerca de 100.000 péptidos
diferentes.

Entre las caracteristicas mas representativas de las neurotéxinas escorpionicas
estan: su alta estabilidad molecular, por lo tanto son resistentes a cambios del
medio ambiente, ademas, no se inactivan con cambios bruscos de pH, agentes
desnaturalizantes, enzimas proteoliticas, ni por altos rangos de temperatura. 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).

4.3. INTERVENCION DEL VENENO ESCORPIONICO EN LA
DESPOLARIZACION MEMBRANAL EN CELULAS EXCITABLES

Una célula excitable es aquella célula que puede generar cambios en su potencial
de membrana en respuesta a un estimulo fisico o quimico y responder a estos
cambios a través de proteinas sensibles a los cambios en el voltaje de membrana,
generando cambios en la polarizacion de la misma, logrando hiperpolarizaciones
transitorias y/o depolarizaciones, es decir hacen respectivamente menos 0 mas
negativo el valor del potencial de membrana con respecto a su valor en el reposo.
Estos cambios transitorios se generan en las células excitables gracias a sus
complejos y especificos sistemas de transporte, para finalmente generar las
sefiales eléctricas que viajan hacia su sitio efector (Quintanar-Escorza and
Salinas, 2007).

4.3.1. Veneno escorpionico y su accién sobre canales de calcio

En general, el incremento de calcio en el citoplasma es consecuencia de dos
fendmenos, es decir la salida de calcio del reticulo endoplasmatico y la entrada de
calcio del liquido extracelular al citoplasma, predominando uno u otro dependiendo
de la célula o del estimulo que induce el incremento de calcio intracelular.

Por otro lado, los reservorios intracelulares del calcio pueden estar relacionados
con el reticulo endoplasmico mediante la accién de otros segundos mensajeros
tales como el inositol trisfosfato (InsP3) y el mismo calcio, los cuales se unen con
alta afinidad a sus respectivos receptores. De modo tal que cuando el calcio
intracelular libre se incrementa al liberarse calcio del reticulo endoplasmico, éste
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es liberado por los canales de calcio que son operados por ligandos, los cuales
son estructural y funcionalmente muy diferentes a los canales de calcio presentes
en la membrana plasmatica. El reticulo endoplasmico posee dos tipos diferentes
de canales liberadores de calcio los cuales estan estructuralmente relacionados
entre si. Uno de ellos es el receptor a InsP3 y el otro es el canal liberador de calcio
gue es sensitivo a la rianodina, cominmente conocido como receptor a rianodina
(RRYy), el cual fue identificado en el musculo como un mediador en el mecanismo
de liberacién de calcio inducida por el propio calcio (Quintanar-Escorza and
Salinas, 2007; Saris and Carafoli, 2005).

La accion de los venenos escorpionicos sobre estos receptores fue estudiada por
Valdivia (1991) quien identificO una péptido del veneno del escorpion Buthotus
hottentota que estimula la accion de los receptores de rianodina de manera
altamente especifica en el reticulo sarcoplasmatico cardiaco y en microsomas
cerebrales. El veneno entero y las fracciones purificadas activan la liberacion de
Ca*? de los receptores de rianodina incorporados en la bicapa lipidica. Segun los
resultados, el veneno ademas produjo un aumento de 10 veces en el tiempo
medio de apertura del canal e indujo el aspecto de un estado de subconductancia
duradero no observado en los controles (Valdivia et al., 1991). Posteriormente
fueron aislados del veneno del escorpién Pandinus imperator otros dos peptidos,
llamados “imperatoxina inhibidor" e "imperatoxina activador,” especificos para la
liberacién de calcio por medio de los receptores de rianodina (Valdivia et al.,
1992).

Otra toxina especifica para canales de calcio es la aislada del escorpion chino
Buthus martensi Karsch (BmK-PL) la cual estimula la liberacion del calcio. En
experimentos sobre canales de calcio, la toxina incrementa la actividad liberadora,
asi como incrementa la probabilidad de apertura del canal (Po) de 0.019 a 0.043
(226% del control) (Kuniyasu et al., 1999)

4.4. DOSIS LETAL 50

Se conoce como Dosis Letal 50 a la cantidad en miligramos de un téxico, quimico
o biolégico, que al ser administrado a una poblacién experimental, causa la muerte
al 50% de la poblacion. La dosis letal depende del peso corporal del animal y los
resultados se expresan en términos de miligramos o microgramos de toxico por
kilogramo en peso del animal (mg/kg - pg/kg).
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La determinacién de la DL50 es esencial para la estandarizacién de cualquier
ensayo que pretenda utilizar quimicos o venenos de origen natural en pruebas in-
vivo. La determinacion de la DL50 puede conllevar sufrimiento sobre los animales
experimentales por lo que las razones éticas para que el nimero de animales
usados en estos experimentos y la duraciéon de los ensayos sean minimizados,
crece cada dia mas (Ley 84 de 1989, estatuto nacional de proteccion de los
animales).

En 1987 Sevcik discute los métodos existentes para la realizacion de la DL50 y
resalta la necesidad de un andlisis estadistico apropiado para los datos, dado que
al ser una prueba in-vivo los datos pueden ser afectados por varios factores.
Ademas resalta el método de Beccari modificado por Molinengo, 1979, como uno
de los mas relevantes, pues este afirma que se puede determinar la DL50 con un
grupo minimo de 8-10 ratones, y que los resultados son comparables con los
obtenidos en las metodologias tradicionales, adicionalmente, el tiempo de
observacion se reduce a 30 min., siendo este el adecuado para evaluar la
dinamica del veneno dentro del organismo (Sevcik, 1987).

4.5. SIGNOS LOCALES Y SISTEMICOS CAUSADOS POR
ENVENENAMIENTO ESCORPIONICO

Existen varias investigaciones conducidas a la descripcion de los efectos
causados por los venenos escorpionicos y sus toxinas en el metabolismo, en el
pancreas, a nivel cardiovascular, neuromuscular, respiratorio, renal,
gastrointestinal y en el sistema nervioso central (Barao et al., 2008).

Los signos mas frecuentes de envenenamiento presentados por ratones
inyectados por via i.p. son sialorrea, piloereccién, sudoracién generalizada y
somnolencia. Con excepcién de la sudoracion generalizada, estos signos
aparecen desde los 10—15 minutos posteriores a la inyeccion del veneno. A los 20-
30 minutos, los ratones presentan taquipnea, ataxia y convulsiones. Ademas
también se ha podido observar que en la medida en que se aumenta la dosis,
también se incrementa la frecuencia de taquipnea, de cianosis y de compromiso
neurolégico, llegando a presentar sangrado por via oral y anal 30 minutos post-
inyeccion del veneno (Barona et al.,, 2004; Gomez et al., 2002; Gordillo, 2000;
Otero et al., 2004; Tamassone et al., 2003).
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4.6. PRUEBA DE MICRONUCLEOS

Los MNs son pequefios cuerpos citoplasmaticos de origen nuclear que se forman
a partir de fragmentos cromosdémicos aceéntricos o cromosomas completos que
guedan rezagados durante la anafase en la divisién celular y su presencia es un
reflejo de rompimientos cromosomicos durante la mitosis (Rooney, 2001).

La evaluacion in-vivo de la frecuencia de Micronucleos es la prueba principal en
una bateria de pruebas genotoxicas y es recomendada por las agencias
reguladoras alrededor del mundo como una prueba relevante por su significancia
biolégica y como una variante de la prueba de Alteraciones Cromosémicas que
permite evaluar riesgo de cancer. (Krishna, Hayashi, 2000).

El uso de la técnica de recuento de MN como medida de dafio cromosOmico sobre
cultivos de linfocitos humanos fue propuesta por primera vez por Countryman y
Heddle (Countryman and Heddle, 1976), esta tenia como Unico requisito la
eleccion de tipos celulares con gran actividad mitética. Mas tarde, en 1985, el
ensayo de genotoxicidad fue mejorado por Fenech y Morley, consiguiendo marcar
cuales células ya han pasado por una divisién celular, para ello desarrollaron la
técnica del bloqueo de la citocinesis (CBMN: cytokinesis-block micronucleus) cuyo
fundamento es la utilizacion de un agente quimico denominado citocalasina-B
cuya funcion es impedir la citocinesis celular, lo que permite observar células
binucleadas.

La prueba de Micronucleos como medida de la inestabilidad genética se basa en
que durante la division celular el material genético (ADN) contenido en el nucleo
celular se replica y divide equitativamente dando lugar a dos células hijas
idénticas; cuando este proceso se produce de manera erronea debido a fallas
durante la replicacién y posterior division del ADN, a roturas cromosOmicas por
efecto de las radiaciones y de sustancias genotbxicas, se produce pérdida
cromosémica que hace que la segregaciéon del material genético no sea equitativo.
Cuando esto ocurre, el material genético no se adhiere a las fibras del huso
mitotico, por tanto, queda excluido y no se incorpora correctamente al nacleo de la
célula hija, origina un nuevo nucleo de menor tamafio que el primario denominado
“Micronudcleo” (Figura 2), visible facilmente al microscopio 6Optico (Fenech and
Morley, 1985).

La prueba de Micronucleos en raton se realiza sobre eritrocitos de sangre
periférica que han expulsado el nucleo, lo que hace que la identificacion de los
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Micronlcleos sea mas facil debido a su rapida identificacion. La prueba de
Micronlcleos se emplea para evaluar tanto exposicion aguda, en eritrocitos
policromaticos, como exposicion cronica en eritrocitos normocromaticos. Esta
diferencia se basa en el tiempo que los eritrocitos tardan en expulsar del todo el
material ribosomal de su interior, por lo que se denominan eritrocitos jovenes a los
eritrocitos policrométicos (basofilos) y eritrocitos normocromaticos (acidofilos) a las
células maduras, que pierden sus ribosomas solo 24 horas después de la
enucleacion (Marshall, 1978) (Figura 3).

Figura 3: Eritrocitos de sangre periférica de ratdn tefiidos por el método Wright's — Giemsa.
PCEs Eritrocitos jovenes que contienen RNA, basofilos, tifien de azul; NCEs Eritrocitos maduros,

de menor tamafio que los PCE, aciddfilos, tifien de rosado.
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4.7. EL ERITROCITO

Los eritrocitos de mamiferos son células anucledas en etapa terminal, con
metabolismo, sistemas de transduccion de sefiales, transportes activos y una serie
de funciones celulares complejas. Los eritrocitos de mamiferos en etapa fetal, los
eritrocitos de anfibios, de reptiles y de aves en la etapa adulta si tienen nucleo, lo
gue les da caracteristicas morfolégicas de células nucleadas. Aunque el material
genético de estos eritrocitos si puede ser utilizado para realizar una rudimentaria
sintesis de novo en estas células, no se han encontrado funciones extraordinarias
dependientes del ADN nuclear, por lo que el transporte de oxigeno continua
siendo la funcién primordial; tampoco se presenta division celular en el torrente
sanguineo.

Los eritrocitos son la forma madura y terminal de los eritroblastos. El ciclo de vida
de los eritrocitos puede ser dividido en tres fases: la primera que es la
eritropoyesis, que consiste en la produccién de eritrocitos en los 6rganos
hematopoyéticos, como la médula 6sea roja, mismos que se maduran a partir de
los pro-eritroblastos policromatofilicos, los cuales se transforman en eritroblastos
ortocromaticos y maduran finalmente a eritrocitos. La segunda fase es la
concerniente a la salida de los eritrocitos maduros de los Grganos eritropoyeticos
hacia la sangre, y la tercera fase es la destruccién de los eritrocitos que han
envejecido en el sistema reticuoendotelial (Daugas et al., 2001).

4.7.1. Proceso de eritropoyesis en ratones

En 1999 Zetterberg et al. por medio de Citometria de flujo describe la trayectoria
de los MPCE, estableciendo los tiempos exactos en los cuales estos pasan de
médula 0sea a sangre periférica en ratdn, sefialando que la frecuencia mas alta de
Mn en PCE de sangre periférica es 40 horas después del tratamiento, mientras
gue en médula 6sea es de 28 h. como podemos observar en la figura 4.
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Figura 4: Frecuencia de Micronucleos en PCE en médula ésea (x) y sangre periférica (m).
Fuente: The time-course of micronucleated polychromatic erythrocytes in mouse bone marrow and
peripheral blood (Abramsson-Zetterberg et al., 1996)

En el roedor adulto, tanto la médula 6sea como el bazo son dérganos
hematopoyéticos, en donde las células madre forman la base de la eritropoyesis
pasando por estadios de proliferacién y maduracién. Durante la proliferacion, las
células contindan dividiéndose al mismo tiempo que el agente a evaluar ya
administrado puede actuar y causar dafios cromosémicos, tales como quiebres e
intercambios, y pueden también actuar sobre macromoléculas relacionadas con
funciones como la separacion de las cromatidas, o disfunciones en el huso
acromético, dependiendo del mecanismo de accion. Los cromosomas que han
sufrido estos dafios, o los fragmentos cromosomicos productos de rupturas se
“retrasan” del ciclo celular normal, ya sea por una disfuncion del huso mitético,
producto de la interaccion del ADN con un agente aneugénico, o la ruptura
cromosémica o cromatidica por agentes clastégenos (Figura 5), por lo tanto
permanecen en el citoplasma celular mientras el proceso de division concluye, no
entran a formar parte de los nuevos nucleos, y eventualmente forman un
Micronucleo, que podréa ser visto posteriormente en el citoplasma.

Durante la maduracion, cuando el eritroblasto se desarrolla en un eritrocito
policromatico (PCE) que todavia contiene RNA, el nucleo principal es expulsado y
cualquier Micronucleo que se haya formado quedard en el citoplasma. Un
incremento en la frecuencia de Micronucleos en PCEs en los animales tratados
con algun agente indica la induccion de dafio cromosomico. Los PCEs, con el
tiempo, pierden el RNA conteniendo principalmente hemoglobina, convirtiéndose
asi en Eritrocitos Normocromaticos (NCE), eritrocitos maduros, en su mayoria mas
pequeiios que los PCE. Estos dos tipos de eritrocitos, tefiidos diferencialmente
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pueden ser observados tanto en médula ésea como en sangre periférica o en
bazo. En la prueba de Micronucleos, la proporcién de los PCE frente a los NCE
proporciona un indice de citotoxicidad al relacionar los cambios cuantitativos de
los tratamientos con respecto al grupo control, mientras que la frecuencia de Mn
en PCE sefiala la genotoxicidad debido al aumento del dafio cromosémico
traducido en el incremento de microndcleos con respecto a la normal, en pruebas
en las cuales el dafio se ha inducido de forma aguda (Krishna and Hayashi, 2000).

Figura 5: El proceso in-vivo de eritropoyesis y los mecanismos de formacion de
Micronucleos.
Fuente: Krishna, G., and Hayashi, M. (2000). In vivo rodent micronucleus assay

4.8. CITOTOXICIDAD EN ERITROCITOS ASOCIADA A APOPTOSIS

La mayoria de las células eucariotas superiores tienen la capacidad de auto-
destruccion por la activacion de un programa de suicidio celular intrinseco cuando
ya no son necesarias, o se han dafiado seriamente por estimulos internos o
externos. La sefial de apoptosis pude ser puesta en marcha por diversos
estimulos como la toxicidad quimica, radiacion, o el dafio genotdxico. (Lyonel and
Esther., 1999). A través de la apoptosis se eliminan células anormales, dafadas,
infectadas o transformadas y se puede evitar la persistencia de mutaciones
multiples (Angosto, 2003; Lodish, 2003) que constituyen una amenaza para el
normal funcionamiento del organismo.
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4.8.1. La maduracion de los eritrocitos como una apoptosis parcial

La primera fase para la maduracién de los eritrocitos es una fase muy controlada,
ya que la diferenciacion de los eritroblastos lleva consigo lo que se podria
considerar un mecanismo de apoptosis parcial que termina en la diferenciacién
hacia eritrocitos. La eritropoyetina, ademas de inducir eritropoyesis, también es
capaz de detener la apoptosis de los eritroblastos, una vez que los dirige a su
maduracion. La eritropoyetina induce una serie de cambios moleculares, entre los
que resulta una modulacién positiva de la proteina antiapoptotica Bcl-XL y una
disminucién de la actividad de caspasas.

De manera muy interesante la maduracion de estas células requieren de la
activacion de caspasas-3, -6 y -7 que estan involucradas en la desaparicion de
organulos durante el proceso de formacion de eritrocitos. Al inhibir a las capasas
se compromete la maduracién, previniendo que los eritroblastos puedan llegar a
eritrocitos. Las caspasas de manera caracteristica se activan en el proceso
apoptotico y su inhibicién reduce o evita la apoptosis en células nucleadas, este
paralelismo favorece la idea de un fendmeno secuencial de apoptosis parcial en la
maduraciéon y que se completa con la eliminacion del eritrocito del torrente
circulatorio.

El proceso de maduracion también requiere la participacion de enzimas hidroliticas
del ADN (ADNsas); la ADNasa Il es necesaria en el eritroblasto para el proceso de
enucleacion en la maduracion lo que llevara finalmente a una célula sin nucleo.

Se ha reportado que la ADNsa Il del eritroblasto proviene de macréfagos por un
proceso llamado remocién heterofagica; es decir un proceso en el cual vesiculas
con enzimas digestivas y proapotéticas secretadas por los macrofagos, se
integran a eritroblastos para completar la Maduracién y contribuir a la digestion del
nacleo y culminar con esta etapa apoptética (Conti et al., 2005; Daugas et al.,
2001).

4.8.2. Caracteristicas de la apoptosis en eritrocitos

Las diferencias entre la apoptosis comun y la apoptosis que se lleva a cabo en los
eritrocitos se encuentra, claramente, en la ausencia de nucleo y mitocondria en los
eritrocitos. Sin embargo, las similitudes permiten identificar que se trata de un
fendmeno similar adaptado a las caracteristicas propias de los eritrocitos (Lang et
al., 2005a).
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Los primeros fendmenos de la apoptosis, tales como la lisis nuclear, la
fragmentacion del ADN, la translocacion del citocromo-C, la depolarizacion y la
lisis mitocondrial y nuclear no se presentan en la apoptosis de los eritrocitos, pero
si en el eritroblasto durante el proceso que da origen al eritrocito. El eritroblasto
también presenta activacion de caspasas y evidentemente cambios de la
membrana plasmatica que incluyen alteraciones de forma y contraccion celular.
Las etapas mas avanzadas de la apoptosis se identifican claramente en la
apoptosis del eritrocito, la perdida de potasio intracelular, la activacion de canales
de calcio, la activacion de escramblasas (enzimas translocadoras de fosfolipidos),
la contraccion celular, la activacion de caspasas, la activacion de esfingomielinasa
y la externalizacion de fosfatidilserina; eventos que no se presentan en el
eritroblasto y que para el eritrocito son mecanismos necesarios para su retencion
por macrofagos en el sistema reticulo endotelial y asi, llevar cabo su destruccion
no inflamatoria con la formacion de vesiculas similares a las vesiculas apoptoticas
(Lang et al., 2006).

4.8.3. Condiciones fisioldgicas y fisiopatolégicas que inducen la apoptosis
en eritrocitos

La apoptosis de los eritrocitos puede ser empleada fisiol6gicamente por el
organismo para destruir eritrocitos envejecidos, sin dafio necrético (hemolitico),
favoreciendo la identificacion de los eritrocitos envejecidos por las células del
sistema reticulo endotelial (macrofagos). El envejecimiento del eritrocito se
caracteriza por un incremento en las concentraciones de calcio intracelular libre.
La apoptosis en eritrocitos es importante para prevenir la hemdlisis dentro del
sistema circulatorio, la destruccion de los eritrocitos dentro de los vasos
sanguineos provocaria alteraciones de las condiciones fisiolégicas de la sangre,
alteraciones en la coagulacién, dafio a la microcirculacion y dafos renales, entre
otros (Hermle et al., 2006).

La apoptosis de los eritrocitos también puede iniciarse en el caso de infeccidén de
los eritrocitos con parésitos como la malaria o por virus hemoliticos como el
parvovirus. También algunas enfermedades metabdlicas pueden provocar un
incremento de este tipo de apoptosis y reducir la vida media de los eritrocitos,
estas enfermedades incluyen: la anemia siderobléstica ideopatica adquirida, la
deficiencia de hierro, la talasemia, la anemia falciforme, o las deficiencias de
glucosa 6 fosfato deshidrogenasa que es la deficiencia enzimatica mas frecuente
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en humanos. Asi mismo, es posible encontrar datos de apoptosis en eritrocitos en
intoxicaciones con metales tales como mercurio y plomo (Quintanar-Escorza et al.,
2007). En todos estos casos la externalizacion de fosfatidilserina permite que los
eritrocitos sean identificados por macréfagos circulantes o por macréfagos del
sistema reticuloendotelial que inician respuestas inmunolégicas y terminan el
proceso eriptoético del eritrocito afectado (Daugas et al., 2001; Hermle et al., 2006).

4.8.4. Mecanismos moleculares involucrados en el inicio de la apoptosis en
eritrocitos

Los principales mecanismos moleculares involucrados en el inicio de la apoptosis
en eritrocitos son la disminucion de la carga energética de la célula (relacion
ATP/ADP, AMP) y la disminucion del poder reductor del eritrocito a través de la
relacion ADP/NADPH vy la de glutation reducido/oxidado, asi como por el estrés
osmotico. Alguna de estas tres sefiales moleculares o las tres son el punto de
convergencia de los factores que pueden provocar este tipo de apoptosis
(envejecimiento, estrés metabdlico, dafio toxico, infecciones, etc.) (Lang et al.,
2005a).

Las tres formas de estrés metabdlico que pueden inducir apoptosis en eritrocitos
(energético, oxidativo y osmético) producen un incremento de calcio intracelular
libre, aun cuando lo hacen por diferentes vias. En el caso del estrés energético la
reduccion de ATP afecta a la ATPasa de calcio, reduciendo su actividad y con ello
la salida de calcio, con el consecuente incremento de calcio intracelular. Para el
caso del estrés oxidativo, la reduccién de glutation reducido incrementa la
permeabilidad a calcio a través del canal de cationes, permitiendo una mayor
entrada de calcio y con ello el incremento de este catidn en el interior del eritrocito.

Por su parte el estrés osmoético, activa a la fosfolipasa A2, que libera acido
araquidonico de la fosfatidilcolina, dicho &acido es convertido por la enzima
ciclooxigenasa a prostaglandina E2, la cual estimula al canal catiénico del que
depende la entrada de calcio. Adicionalmente en diferentes experimentos se ha
podido demostrar que los tres tipos de estrés (oxidativo, energético y osmatico)
pueden activar a la cicloxigenasa. El incremento de calcio intracelular libre activa
al canal Gardés (canal de potasio dependiente de calcio), que provoca la salida de
potasio, que a su vez induce la salida de agua y de cloro, generando una
contraccion del eritrocito. Tanto el incremento del calcio intracelular, la disminucién
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de potasio y la contraccion de la célula, activan a una escramblasa de
fosfatidilserina, lo que provoca la externalizacion de fosfatidilserina.

Otra enzima involucrada en la apoptosis de los eritrocitos y que es también una
sefal apoptética en células nucleadas es la p-calpaina, una proteasa de cisteina.
Esta proteasa es activada por incrementos de calcio intracelular libre y después de
sufrir autoprotedlisis degrada proteinas del citoesqueleto, entre ellas a la
espectrina y la fodrina desestabilizando con ello a las membranas e induciendo la
formacion de microvesiculas ("blebbling"), caracteristicas de la apoptosis, y
causando modificaciones en la forma del eritrocito (Lang et al., 2003; Lang et al.,
2005b).
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5. HIPOTESIS

Si el veneno del escorpién C. margaritatus ejerce un efecto téxico en ratones, se
espera que estos presenten signos locales y sistémicos de envenenamiento (Hi),
de lo contrario se espera que los ratones no presenten ningun sintoma (Ho).

Si el veneno del escorpion C. margaritatus es citotoxico a nivel de células
somaticas en Eritrocitos Policromaticos (PCE) y Eritrocitos Normocromaticos
(NCE) de sangre periférica de raton, se espera encontrar una alteracion (aumento
6 disminucion) en la proliferacion de Eritrocitos policromaticos con respecto a los
Eritrocitos Normocromaticos (Hi), de lo contrario se espera que la frecuencia se
PCE frente a NCE sea cercana o igual al control negativo (Ho).

Si el veneno del escorpion C. margaritatus es genotdxico a nivel de células
somaticas en eritrocitos de sangre periférica (PCE y NCE) de raton, se espera un
incremento en la frecuencia de Micronudcleos (Hi), de lo contrario, se espera que la
frecuencia sea igual o menor al control negativo (Ho).
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo General

Determinar, in-vivo, el efecto toxico, citotoxico y genotéxico del veneno del
escorpién Centruroides margaritatus en ratones albino suizo, mediante la
valoracién de signos locales y sistémicos de envenenamiento y el Biomarcador de
Micronucleos.

6.2. Objetivos Especificos

Identificar el efecto toxico del veneno del escorpiéon C. margaritatus valorando
signos locales y sistémicos de envenenamiento en ratones Albino suizo tratados
por via intraperitoneal.

Evaluar el efecto citotoxico del veneno de C. margaritatus mediante la
cuantificacion de Eritrocitos Policromaticos en relacibn con Eritrocitos
Normocromaticos en sangre periférica de ratén.

Establecer el efecto genotoxico del veneno de C. margaritatus mediante la

cuantificacion de la frecuencia de Micronlcleos en Eritrocitos Policromaticos de
sangre periférica de raton.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. TIPO DE ESTUDIO

Se realiz6 un estudio experimental in - vivo empleando ratones Albino suizo
tratados con diferentes concentraciones (9.32, 18.65 y 37.31 mg/Kg) de veneno
del escorpién Centruroides margaritatus y se incluyeron los controles negativo
(Solucién salina 0.9 %) vy positivo (Ciclofosfamida 50 mg/Kg). Se evaluaron los
signos locales y sistémicos de envenenamiento, la cantidad de eritrocitos
policromaticos (PCE) frente a los eritrocitos normocrométicos (NCE) y la
frecuencia de Mn en eritrocitos policromaticos de sangre periférica.

7.2. MANTENIMIENTO DE LOS RATONES

Se emplearon ratones Albino suizo machos de una cepa ICR provenientes de los
laboratorios de VECOL (Veterinaria de Colombia) con 9 semanas de nacidos y con
un peso aproximado de 30-35 g. Fueron mantenidos en las instalaciones del
Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad del Cauca (CIBUC),
hasta el momento que cumplieron la edad apta para experimentacion (9 semanas)
en condiciones especificas: ciclos de 12h luz/12h oscuridad, temperatura ambiente
(18 a 20 °C), se instalaron en cajas de acero inoxidable, las cuales estaban
debidamente rotuladas, se les administr6 agua y alimento ad libitum cada dia,
siempre en horarios de la mafana.

7.3. MANTENIMIENTO DE ESCORPIONES

Los escorpiones proporcionados por el Grupo de Investigaciones Herpetoldgicas y
Toxinologicas (GIHT) fueron colectados en el Valle del Patia, en época lluviosa,
fueron separados por sexo y mantenidos en cajas de plastico en el Centro de
Investigaciones Biomédicas de la Universidad del Cauca (CIBUC), fueron
alimentados suministrandoles una cucaracha por cada dos escorpiones por
semana y agua ad libitum, la limpieza se realizé cada tres dias.
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7.4. EXTRACCION DEL VENENO

El veneno utilizado para la realizacion de la DL50 y para los diferentes
tratamientos aplicados fue obtenido de un grupo de escorpiones de la especie
Centruroides margaritatus (hembras y machos). La extraccién del veneno se
realizé cada 15 dias durante tres meses, utilizando un generador de impulsos
eléctricos JRM, 2000, para lo cual, se coloc6 cada escorpion en un inmovilizador
dejando libre Unicamente el metasoma, con una pinza larga se sostuvo el tercer
segmento introduciendo el telson en el tubo eppendorf, con las pinzas del
generador se aplicaron 50 voltios (corriente alterna) en la zona intermedia entre el
cuarto y quinto segmento, para permitir que el impulso llegara adecuadamente a
los musculos de las glandulas secretoras (Guerrero-Vargas, 2008). A cada
escorpiodn se le aplicaron cinco impulsos, para obtener una adecuada extraccion y
garantizar el bienestar de los escorpiones. Después de cada extraccion el veneno
se conservo a -80°C.

/\

- ¥

Figura 6: Extracciéon de veneno por estimulo eléctrico.

7.5. PURIFICACION Y CONCENTRACION DE PROTEINAS DEL VENENO

El “pool” de veneno extraido fue centrifugado a 6000 rpm durante 30 minutos a
una temperatura de 8°C, se recupero el sobrenadante y se procedié a calcular la
concentracion de proteinas, para esto se tomaron 10ul de veneno y se diluyeron
en 1990ul de Solucion salina (NaCl 0.9%), esta muestra se coloc6 en una celdilla
de cuarzo para espectrofotbmetro donde se midi6é la absorbancia a 280nm; para
obtener la concentracién real del veneno se aplico la Ley de Lambert—Beer.

(mg/mL) — (A280 )(Fd)( )
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Donde

Cfv = Concentracién final del “pool” de veneno.

Azso = Absorbancia a 280 nandmetros. (El blanco para la lectura fue NaCl 0.9%)
Fd = Factor de dilucion.

Vt = Volumen total del pool de veneno.

7.6. RUTA DE ADMINISTRACION

Las distintas dosis del veneno y soluciones control se administraron por via
intraperitoneal en una Unica dosis, utilizando una jeringa de 1mL para cada ratén,
el volumen a inyectar se calculd segun el peso de cada raton. Se escogio esta ruta
de administracion con el fin de simular la picadura del escorpion, y poder observar
las reacciones téxicas producidas por el veneno.

7.7. EFECTO TOXICO
7.7.1. Determinacién de la dosis letal 50 (dlso)

Para la prueba completa se utilizaron 13 ratones machos de 9 semanas de edad
con un peso aproximado de 30-35 g. Después de establecer la concentracion real
del veneno extraido se realizé la determinacion de la DL50 partiendo de una dosis
letal previamente reportada: 42.83 ug/g. (Guerrero, 2002). Se empled el método
de Molinengo reportado por Sevcik (1987).

El veneno fue administrado por via intraperitoneal (ip) en una sola dosis. Los
efectos toxicos se observaron durante 30 minutos, tiempo en el cual el ratén
tratado podia o no morir, de acuerdo a esto, se calculé la dosis a administrar al
siguiente ratdén siguiendo el siguiente protocolo: Para encontrar el volumen inicial
(A), en uL, de veneno que debia ser inyectado al primer ratén, se multiplico la
dosis inicial por el peso del raton 1 en g., el valor obtenido se dividid por la
concentracion del veneno disuelto en solucion salina previamente cuantificado,
luego se realizaron las observaciones del efecto del veneno en un tiempo de 30
minutos. El protocolo indica que si el ratén vive, a A, dividido entre el peso del
ratéon, se le calcula el logaritmo y se le suma una constante de 0,04, y si el ratén
muere, también a A, dividido entre el peso del raton, se le calcula el logaritmo pero
se resta la constante 0,04; a este valor se le calcula el antilogaritmo (10*) y se
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multiplica por el peso del siguiente ratén y asi se obtiene el volumen a aplicar al
siguiente ratén. Para calcular la dosis aplicada a este siguiente raton, el volumen
agregado se multiplicé por la concentracién del veneno y se dividio por el peso del
raton (Sevcik, 1987).

Los datos se registraron y posteriormente se ingresaron al programa estadistico
Toxico. Durante el procedimiento de DL50 se realizé la evaluacion de los signos
locales y sistémicos del envenenamiento, los cuales fueron registrados de acuerdo
a su aparicion en el tiempo en funcibn de la dosis Unica administrada
correspondiente (Tabla 1).

Tabla 1. Sintomas de envenenamiento

Presencia (+) / Ausencia (-)

SIGNOS .
112[3[4]5[6[7[8]9]10[11]12]13]|% aparicion

Sialorrea

Piloereccién
Sudoracion generalizada
Somnolencia
Priapismo

Taquipnea

Disnea

Cianosis

Perdida de equilibrio
tremor

Convulsiones

Muerte

Aumento en excrecion.
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7.8. DISENO EXPERIMENTAL DE LA PRUEBA DE MICRONUCLEOS

Tabla 2. Informacion Grupos Experimentales para citotoxicidad

Células por
Grupos de . Unica # individuo Células
. Tratamiento . - -
estudio Dosis ratones Eritrocitos | totales
# PCE
totales
Control SIn salina 50
negativo 0.9% mg/Kg ° 1000 5000
Dosis baja 9.32
25% DMT mg/Kg ° 1000 >000
Grupo Dosis media 18.65
. 5 1000 5000
experimental | 50% DMT mg/Kg
Dosis alta 37.31
80% DL, mg/Kg 6 1000 5000
control 1 iofosfamida >0 5 1000 5000
positivo mg/Kg
Tabla 3. Informacion Grupos Experimentales para genotoxicidad
Células por
Grupos de . Unica # individuo Células
. Tratamiento .
estudio Dosis ratones MN PCE totales
PCE totales
Contr'ol SIn salina 50 5 1000 5000
negativo 0.9 % mg/Kg
Dosis baja 9.32
25% DMT mg/Kg ° 1000 >000
Grupo Dosis media 18.65
experimental | 50% DMT mg/Kg ° 1000 5000
Dosis alta 37.31
80% DL, mg/Kg 6 1000 5000
control 1 iofosfamida >0 5 1000 5000
positivo mg/Kg
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Se establecieron cinco grupos de estudio: dos grupos controles (un control positivo
(ciclofosfamida) y un control negativo (solucién salina)), y tres grupos experimental
de animales tratados con dosis baja, media y alta (veneno). Cada grupo cont6 con
cinco animales.

El disefo realizado fue de bloques aleatorizados, empleando cinco jaulas. Para
evitar variables intragrupos, se instalaron el mismo numero de ratones por caja
(uno por tratamiento) y fueron tomados al azar para la aplicacion de los
tratamientos. Al final se obtuvieron cinco repeticiones por cada tratamiento.

7.8.1. Dosis administradas en los tratamientos

A partir del dato de DLsy se establecieron tres dosis a aplicar, la Dosis Maxima
Tolerada (DMT), empleada como dosis alta; la dosis media y la dosis baja
equivalentes al 40% y el 20% de la DLso, respectivamente.

Para el control positivo se utilizd ciclofosfamida (50 mg/Kg), reconocido
mutagénico utilizado en pruebas in-vivo para inducir alteraciones cromosomicas y
Micronucleos, disuelta en solucion salina (NaCl 0,9%). El control negativo fue
solucion salina (0,9%) la cual se utilizé como disolvente del veneno y del control
positivo.

7.8.2. Toma de muestras de sangre periférica de ratén

La recoleccion de muestras de sangre para evaluar los efectos citotdxicos y
genotbxicos se llevd a cabo a las 20, 30, 40, 50 y 60 horas después del
tratamiento, para cada uno de los grupos de estudio (Figura 8).

Para el montaje de las preparaciones citogenéticas se colocé una gota de sangre
periférica de raton extraida de la arteria ventral de la cola, sobre la placa limpia y
rapidamente, con la ayuda de un cubreobjetos se realizé un extendido muy fino
sobre toda la superficie de la placa. Este procedimiento se efectud por triplicado
para cada uno de los ratones de los diferentes grupos de estudio (Hoyos et al.,
2002).
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Figura 7: Protocolo experimental de la toma de muestras de sangre periférica de raton para
identificar efectos citotoxicos y genotdxicos por medio de la prueba de micronucleos.

7.9. FIJACION DE CELULAS Y TINCION DE PLACAS

Después de obtenidas las preparaciones citogenéticas se realizé el proceso de
prefijacion sumergiéndolas en metanol durante 30 minutos, a continuacion se
dejaron secar durante 24 horas. Las placas secas fueron sumergidas en un coplin
con metanol, durante 2 minutos, e inmediatamente fueron pasadas al colorante
Wright's (filtrado) por 15 minutos; luego se realizé el primer lavado con agua
destilada. Posteriormente se trasladaron a una solucion de Giemsa al 10%, por 45
minutos y se realizé el segundo y tercer lavado de las placas en agua destilada.
Las placas se dejaron secar en camara de flujo laminar durante 24 horas, después
de las cuales se montaron permanentemente con Entellan.

Metanol Wrigth's O : Giemsa

2 min. 15 min. Lavado 30 min. Lavado

Figura 8: Protocolo de fijacion celular y tincion. Método Wrigth’s — Giemsa (Marshall, 1978)

7.10. ANALISIS AL MICROSCOPIO

Para la lectura de Micronucleos, las placas previamente codificadas (doble ciego)
se observaron en microscopio de luz a 10x para identificar campo, y con un
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aumento de 100x para el andlisis y registro total por el método de rastreo chino.
Se leyeron un total de 2000 eritrocitos por raton.

7.10.1. Prueba de citotoxicidad

Para evaluar el efecto citotoxico se registré el nUmero de eritrocitos policrométicos
en 1000 eritrocitos totales.

7.10.2. Prueba de genotoxicidad

Para evaluar el efecto genotoxico se registro el numero de Micronucleos en 1000
eritrocitos policroméaticos.

7.11. ANALISIS ESTADISTICO

Para la aplicacién de los tratamientos se hizo un disefio de bloques completos
aleatorizados con medidas repetidas, donde cada raton fue una unidad
experimental, y cada caja un bloque.

Inicialmente se empled estadistica descriptiva, y como los datos se ajustaron a la
normal, se aplic6 ANOVA para medidas repetidas. Para comparar los tratamientos
se aplicé la prueba de Kruskall-Wallis, y para comparar tiempos con respecto a los
tratamientos se aplicé la prueba de Freedman. Todas las pruebas se realizaron
usando el paquete estadistico SPSS versién 11.5 (Statistical Package for the
Social Sciences), y siempre se tuvo en cuenta un nivel de significancia maximo de
0.05 (P<0.05).

Tabla 4. Tabla de Variables.

TIPO DE NIVEL DE ANALISIS
VARIABLES VARIABLE NATURALEZA MEDICION | ESTADISTICO
Concentracion de Independiente | cuantitativa Razén
Veneno ANOVA
Slgnqs I.ocales y ' Cualitativa , Fe.lcto.rlal
sistémicos de Dependiente . Razon Multivarianza
. (ordinal) )
envenenamiento o
PCE/cell Totales Dependiente Cuantitativa Razén Kruskal-Wallis
MN/ PCE Dependiente Cuantitativa
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8. RESULTADOS

8.1. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Por medio del espectrofotbmetro de masas y aplicando la féormula para
concentraciones finales de Lambert - Beer, se determind que el veneno extraido
tenia una concentracion de 93.8 mg/mL de proteina. A partir de ésta se
prepararon dos soluciones de trabajo, con concentraciones de 5 mg/mL y 2 mg/mL
respectivamente, con el fin de medir los volimenes administrados mas facilmente.

8.2. EFECTO TOXICO
8.2.1. Dosis letal 50 (DLso)

Para calcular la Dosis letal 50 del veneno del escorpién C. margaritatus utilizado
en este estudio, se administré la primera dosis de veneno escorpionico, calculada
al multiplicar el peso del ratén 1, por la dosis letal 50 previamente reportada (42.83
Mg/g. (Guerrero, 2002)), el valor obtenido se dividié por la concentracion del
veneno disuelto en solucién salina previamente cuantificado, después de 30
minutos de observacion, el ratdn continuaba con vida, por lo que de acuerdo al
protocolo, el valor A (225 uL) se dividié por el peso del raton (29.66 g) dando como
resultado 8.59, a este dato se le saco el logaritmo (0.93) y se le sumo la constante
0.04, a este valor se le calculé el antilogaritmo y se multiplicé por el peso del
siguiente raton (30.42 g), asi se obtiene el volumen a aplicar (283.8 uL) para el
siguiente raton (raton 2). Para conocer cudal fue la dosis aplicada al raton 2, se
multiplicé el volumen de veneno agregado por la concentracién del veneno, (5
mg/ml) y se dividié por el peso del raton obteniendo la concentracion del veneno
dentro del raton 2 (46.64 ug/qg).

Este procedimiento se realiz6 para cada uno de los 13 ratones utilizados para todo
el experimento como se observa en la tabla 5. Es importante recordar que para los
ratones que murieron durante el procedimiento la constante 0.04 es restada del
logaritmo obtenido de la divisién de A por el peso del respectivo raton.
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Tabla 5. Valores obtenidos para la determinacién de la DLsy del veneno del
escorpion C. margaritatus (concentracion inicial: 42.83 ug/g. (Guerrero, 2002))

No Ratén A\(ll‘(')ll‘u‘r':gﬁgo) Peso rat6n | ug venenolg ratén Vive (1) +0,04

inyectar © [ dentro del raton Muere (+) -0,04
1 255 29.66 43 -
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 3304 32.30 51.14 +

El promedio (mediana) obtenido, con base en los datos de la tabla 4, mediante el
método Hodges y Lehmann a través del software estadistico de Carlos Sevcick
(1998), fue de 46.64 ug/g con un intervalo de confianza del 95% de 46.32 a 46.92.
Este valor se tom6 como la DLsp del veneno de C. margaritatus.
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8.2.2. Signos locales y sistémicos de envenenamiento

El contenido de la Tabla 6 describe el comportamiento de los ratones durante
media hora de observacion, después de administrado el tratamiento. En la primera
columna de la tabla encontramos los signos y sintomas de envenenamiento
escorpiénico mas conocidos; observamos también cada uno de los 13 ratones
estudiados, marcados con signos positivos y negativos, de acuerdo a la presencia
0 ausencia de signos y sintomas de envenenamiento, respectivamente. Durante la
media hora de observacidn se fueron presentando diferentes signos y sintomas de
envenenamiento, muchos de ellos presentes en todos los animales (sialorrea,
taquipnea y disnea), y otros, como la sudoracion generalizada y la cianosis no se
presentaron, o fueron dificiles de reconocer a simple vista; por ultimo, se reporta el
porcentaje de aparicion de cada uno de ellos. Es importante resaltar que los
sintomas se evaluaron de acuerdo a la observacion directa de los individuos y no
por procedimientos especificos para cada uno de ellos.

Tabla 6. Signos locales y sistémicos de envenenamiento por C. margaritatus
evaluados en ratones Albino suizo durante del procedimiento de DLsg

SIGNOS Presencia (+) / Ausencia (-) o
1/2(3|4|5(6|7|8]/9(10|11/12|13|% aparicion
Sialorrea + ||| FH| |+ |+ |+ 100,0
Piloereccion N N R EEE R I 53,8
Sudoracion generalizada |- |- |- |- |- |- [- |- |- |- |- |- |- 0.0
Somnolencia R o e I I R O 38,5
Priapismo S o N I 2 S O O 46,2
Taquipnea R R R o R o S 100,0
Disnea ||| |||+ [+ |+ |+ 100,0
Cianosis RN IR U U U D D O D DU D D 0.0
Perdida de equilibrio |+ ||+ |- | FH ||+ |+ |+ [+ 92.3
tremor SR Rl P S I S N 61,5
Convulsiones o O e S e e e N E R 23,1
Muerte R R o T S S O P 46,2
Aumento en excrecion. |- |- |+ |- |- |+[+]|+|- |- |+ |- |+ 46,2
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Figura 9. Ratén tratado con 46.65 pug/g de veneno del escorpion C. margaritatus durante el
procedimiento de DLsg, con signos positivos de sialorrea.

W Sialorrea

ETaguipnea

MODisnea

mPerdidade equilibrio

Otremor

O Piloereccidn

OPriapismo

EhiMuerte

OAumento en excrecidn.
OSomnolencia
OConvulsiones

WSudoracion generalizada

- & m Cianosis

Figura 10. Porcentaje de presencia de signos locales y sistémicos de envenenamiento por C.
margaritatus evaluados en ratones Albino suizo.
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8.3. DOSIS ADMINISTRADAS DE VENENO, CONTROL NEGATIVO Y
CONTROL POSITIVO

El veneno administrado en el estudio fue en una dosis Unica, procedimiento
conocido como exposicion aguda, en el cual, al tiempo 0 (cero), se inyectaron por
via intraperitoneal todos los ratones, y a partir de ese momento se realizaron
muestreos a diferentes tiempos. Las dosis de veneno administradas fueron
calculadas a partir de la DLsy establecida (46.64 pg/g), siendo la dosis alta,
conocida también como dosis maxima tolerada (DMT), el 80% de esta (37.31
mg/kg), las dosis media y baja correspondieron al 50 y 25% de esta,
respectivamente (18.65 mg/Kg y 9.32 mg/Kg). Los controles empleados se
administraron en dosis reportadas en estudios in-vivo anteriores (tabla 7).

Tabla 7. Dosis de veneno administradas en una Unica dosis, calculadas a partir de
la dosis letal 50 (LDsp) establecida.

Grupos de estudio Tratamiento Unica Dosis

Control negativo Sin salina 0.9 % 50 mg/Kg
Dosis baja 25% DMT 9.32 mg/Kg
Dosis media 50% DMT | 18.65 mg/Kg
Dosis alta 80% DLsg 37.31 mg/Kg
Control positivo Ciclofosfamida 50 mg/Kg

Grupo
experimental

8.4. BIOMARCADOR DE MICRONUCLEOS

Para el analisis estadistico se registraron el nimero de eritrocitos policromaticos
observados en 1000 células totales (citotoxicidad), y el nimero de micronucleos en
1000 eritrocitos policromaticos por raton, para cada uno de los tratamientos, y para
cada una de las horas de muestreo programadas. Posteriormente fueron
ingresados al programa Excel y se transfirieron al paquete estadistico SPSS 11.5
(Statistical Package for to Social Scientific) donde se hicieron los analisis
correspondientes, con un nivel de significancia maximo de 0.05.
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8.4.1. Efecto citotdxico

En el ensayo de micronacleos el efecto citotéxico se detecta como una
disminucién del niumero de eritrocitos policromaticos con respecto al grupo control
negativo (solucién salina). Los PCE son eritrocitos jévenes que contienen RNA,
gue es basdfilo y tifie de azul o morado con la coloracion diferencial de Wrigth-
Giemsa. Los eritrocitos policromaticos, con el tiempo, pierden el RNA, conteniendo
principalmente  hemoglobina, convirtiendose en eritrocitos maduros o
normocrométicos (NCE), de menor tamafio que los PCE, de figura mas
redondeada y de caracter aciddéfilo, por lo que tifien de rosado (figura 11).

'O
000~ 09 _“0cs

Figura 11. (a,b,c) Eritrocitos policromaticos (PCE) (tefiidos de morados) y normocromaticos
(NCE) (tefiidos de rosados) de sangre periférica de raton Albino suizo
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Tabla 8. Promedio de PCE/1000 células totales, al evaluar sangre periférica de cinco ratones por tratamiento, después de 20,
30, 40, 50 y 60 horas después de administradas las dosis.

TIEMPO (horas)
TRATAMIENTOS 20 30 40 50 60
Control negativo Media 35,72 35,38 36,26 36,05 35,83
(solucion salina) Desv. t}lp. 0,32 0,70 0,47 0,50 0,53
Error tip. 0,14 0,31 0,21 0,23 0,24
Dosis bai Media 34,80 33,25 26,75 23,05 21,25
0sIS baja Desv. tip. 0,41 2,00 0,70 2,77 0,79
(9.32 mg/Kg) i

Error tip. 0,18 1,04 0,35 1,39 0,40
Dosis media Media 35,30 32,84 26,78 25,16 22,78
(18.65 mg/Kg) Desv. t}lp. 0,75 1,84 1,19 0,65 1,45

Error tip. 0,34 0,82 0,53 0,29 0,72 <0.001

Dosis alta Media 35,39 34,82 33,48 31,78 30,78 P<L,
(37.31 mg/Kg) Desv. t}lp. 0,75 0,60 0,86 1,39 1,35
Error tip. 0,34 0,27 0,39 0,62 0,60
Control positivo Media 32,02 28,94 26,00 23,22 20,22
(ciclofosfamida) Desv. t}lp. 1,32 0,98 0,76 1,51 2,15
Error tip. 0,59 0,44 0,34 0,68 0,96
Media 34,65 33,04 29,98 28,05 26,53
Total Desv. tip. 1,55 2,65 4,39 5,48 6,48
Error tip. 0,31 0,54 0,90 1,12 1,35
p<0,001 p *= 0,001

p: Significancia estadistica obtenida mediante ANOVA factorial para medidas repetidas
p*: Significancia de la interaccion o accién conjunta del tiempo y los tratamientos
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Como los datos se ajustan a la distribucion normal (p<0.05 para todos los
tiempos), para su andlisis, se aplicd analisis de varianza para medidas repetidas.
El resultado del ANOVA indica que, en la frecuencia de PCE/1000 células totales,
influyen tanto el tiempo (p<0,001; f = 218,49), como los tratamientos, (veneno
escorpionico y controles) (p < 0,001; f = 172,78). La interaccién | efecto
combinado entre tratamientos y tiempo, también fue significativa (p =0,001; f = 3),
indicando que el efecto de los tratamientos sobre la disminucion de eritrocitos
policromaticos, es dependiente del tiempo.

Con base en la figura 12 y la respectiva prueba de comparaciones multiples,
(Turkey), se puede concluir los siguiente: Se identificé una diferencia significativa
entre los tratamientos, para los diferentes tiempos analizados (p<0,05), con
tendencia a la disminucion de la frecuencia de eritrocitos policromaticos en el
conteo de células totales (PCE + NCE), a medida que transcurre el tiempo de
tratamiento.

Al comparar los tratamientos entre si, se observa que los de mayor citotoxicidad
son las dosis media y baja de veneno escorpionico, las cuales se comportan
congruentemente con el control positivo, esto para todos los tiempo. La dosis alta
muestra una citotoxicidad que se incrementa con el tiempo, la cual es
significativamente mayor a la observada en el control negativo, pero que es
significativamente menor, que la reportada en las dosis baja y media.
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Figura 12. indice de citotoxicidad para cada tratamiento, expresado en el nimero
de eritrocitos policromaticos (PCE) en 1000 células totales a lo largo del tiempo.
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0.0200

8.4.2. Efecto genotdxico

En el ensayo de microndcleos la genotoxicidad se expresa de acuerdo a la
frecuencia de microndcleos presentes en 1000 eritrocitos totales por cada raton
(PCE/1000 células totales). Durante la maduracion, cuando el eritroblasto se
convierte en eritrocito policromatico, el nucleo principal es expulsado; si algun
micronucleo se ha formado como resultado del dafio genético ejercido, éste queda
rezagado en el citoplasma celular después de la interfase mitética y forma su
propia membrana. En la figura 13 observamos micronucleos en eritrocitos
policromaticos muestreados 40h después de aplicada una dosis Unica de 37.31
mg/Kg de veneno escorpidnico.
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Figura 13. Eritrocitos policromaticos micronucleados de sangre periférica de raton Albino
suizo tratados con una dosis de 37.31 mg/Kg de veneno del escorpién C. margaritatus.
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Tabla 9. Promedio de MN/1000PCE, obtenidos al evaluar muestras de sangre periférica de cinco ratones por tratamiento,
después de 20, 30, 40, 50 y 60 horas después de administradas las dosis.

TIEMPO (horas)

TRATAMIENTOS 20 30 40 50 60

Control negativo Media ] 0,80 0,60 0,60 1,00 0,80
Desv. tip. 0,84 0,55 0,55 1,22 0,84
Error tip. 0,37 0,24 0,24 0,55 0,37
Dosis baja Media ] 1,40 1,75 1,25 1,50 1,25
Desuv. tip. 1,14 1,50 0,96 2,38 1,26
Error tip. 0,51 0,75 0,48 1,19 0,63
Dosis media Media ] 1,00 1,20 1,40 1,40 2,25
Desuv. tip. 1,00 1,10 1,14 1,67 1,26

Error tip. 0,45 0,49 0,51 0,75 0,63 0<0,05

Dosis alta Media 1,40 2,80 4,80 2,40 1,80 ’
Desv. tip. 1,67 1,30 2,49 0,89 1,10
Error tip. 0,75 0,58 1,11 0,40 0,49
Control positivo Media 2,00 6,20 6,00 2,40 1,80
Desuv. tip. 0,71 2,39 2,74 1,82 0,84
Error tip. 0,32 1,07 1,22 0,81 0,37
Total Media 1,32 2,54 2,88 1,75 1,57
Desuv. tip. 1,11 2,47 2,79 1,59 1,08
Error tip. 0,22 0,50 0,57 0,33 0,23
p<0,001 p *=0.065

p: Significancia estadistica obtenida mediante ANOVA factorial para medidas repetidas
p*: Significancia de la interaccion o accién conjunta del tiempo y los tratamientos
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Como los datos de genotoxicidad (MNPCE/1000PCE) se ajustan a la distribucion
normal (p<0,001, para las 30 y 40h), para su analisis se aplic6 una prueba de
analisis de varianza para medidas repetidas. El resultado de la ANOVA indica que,
en la frecuencia de MNPCE/1000PCE, influyen tanto el tiempo (f=0,085; p<0,05),
como los tratamientos (veneno escorpionico y controles) (f= 9,33; p<0,001). La
interaccién o efecto combinado entre tratamientos y tiempo, no fue significativo
(f=1,70; p>0,05), sin embargo, Al aplicar la prueba de Kruskal-Wallis teniendo en
cuenta a los tratamientos como variable de agrupacion, se observa una diferencia
significativa en la genotoxicidad 30 y 40h después de aplicado el tratamiento
(f=10,99; p<0,001 y f=8,52; p<0,001, respectivamente), esto, corroborado también
por el andlisis de Turkey para subconjuntos homogéneos.

Como se observa en la figura 14, el control positivo (ciclofosfamida), causa
genotoxicidad en los eritrocitos de sangre periférica de raton, expresandose ese
dafio a partir de las 30h después de la administracion del tratamiento, y
manteniéndose hasta las 40h, donde la dosis mas alta administrada de veneno
(37.31 mg/Kg), se expresa también como significativamente genotoxica. Después
de las 50h, no hay diferencias entre los tratamientos con respecto al tiempo.

Figura 14. indice de genotoxicidad para cada tratamiento, expresado en el
namero de micronucleos en 1000 eritrocitos policromaticos (PCE) a lo largo del
tiempo.
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9. DISCUSIONES

9.1. EFECTO TOXICO
9.1.1. Dosis letal 50 (DLso)

La Dosis letal establecida en este estudio para el veneno de C. margaritatus fue
de 46.63 pg/g, comparada a la reportada por Guerrero 2002 (42.83 ug/g). Esta
diferencia que puede atribuirse a la edad y peso de los animales utilizados en el
procedimiento, pues para la reportada por Guerrero 2002, se trataron ratones de
un peso promedio de 20 g, mientras que para este estudio, los ratones utilizados
fueron machos juveniles, de 9 semanas de edad, con un desarrollo sexual
completo, y con un peso promedio de 35 g.

La muerte de los animales de experimentacion durante el procedimiento de la DLsg
se produjo al parecer, como consecuencia del incremento de la tasa de latidos del
corazon, dificultad para respirar y paralisis completa observada principalmente en
las extremidades, todas estas causadas por el veneno escorpiénico, sintomas
coherentes con los reportados por Zare et al 2007 en su estudio sobre las
manifestaciones clinicas y bioquimicas producidas por el veneno del escorpion
Hemiscorpius lepturus (Zare Mirakabbadi et al., 2007).

9.1.2. Signos locales y sistémicos de envenenamiento

Después de la administracion del veneno, los ratones experimentales empezaron
a presentar signos de envenenamiento como incremento en el ritmo respiratorio,
salivacion, taquipnea, piloereccion, entre otros (Tabla 6). La toxicidad traducida en
las manifestaciones locales y sistémicas de envenenamiento por C. margaritatus
es debida al alto contenido de neurotoxinas en el veneno, con accion no
enzimatica, de las que se ha demostrado afectan la permeabilidad de las células
exitables. Estas neurotoxinas actuan en distintos canales i6nicos como los de
sodio, potasio, cloro y calcio que aumentan la liberacion de catecolaminas
logrando la estimulacién del sistema nervioso auténomo despolarizando las
membranas axonales y por lo tanto sobre estimulando varios érganos, entre ellos
corazon, intestino y tejidos vasculares (Bertazzi et al., 2005; Zare Mirakabbadi et
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al., 2007). Los signos y sintomas de envenenamiento que fueron observados
durante el proceso de DLsg se aparecieron rapidamente después de cinco minutos
de la administracion del tratamiento, lo que también demuestra que el veneno es
de rapida reabsorcion, distribucién y eliminacién, indicando esto, para algunos
autores, un caso de extrema urgencia, pues, si el veneno tiene igual
comportamiento en humanos el tratamiento debiera ser lo mas oportuno posible
(Krifi MN et al., 2001; Otero, 2002).

Los sintomas de envenenamiento que se presentaron en un porcentaje del 100%
fueron sialorrea, taquipnea y disnea, todas ellas se dieron de forma notable, y
marcaron las etapas mas criticas del envenenamiento. De la misma manera la
pérdida de equilibrio equivalié al 92.3% y se caracterizé por la sobreposicién de
las patas delanteras al caminar, y el desplazamiento abrupto hacia los lados. El
tremor y la piloereccion se presentaron en un 61.5 y 53.8 % respectivamente. El
priapismo se presentd en el 46,2% de los animales y en todos ellos aparecié 15
minutos después del tratamiento. Una caracteristica que presentaron el 46.2% de
los ratones, fue un notable descontrol en la excrecién, pues orinaban y defecaban
en intervalos de tiempo muy cortos, y algunos llegaron a presentar heces acuosas,
la somnolencia caracterizada por el cierre de los parpados y el decaimiento de la
cabeza se presentd en el 38% de los animales. Por ultimo el 23.1% de los
animales presentd convulsiones, lo que indica que se presentd en la mitad de los
animales que murieron (46.2%).

9.2. BIOMARCADOR DE MICRONUCLEOS

La prueba de micronucleos realizado in-vivo es especialmente relevante para la
evaluacion del riesgo de cito y genotoxicidad en aquellos casos donde se requiere
considerar factores tan relevantes como el metabolismo, la farmacocinética y los
procesos de reparacion del ADN propios de los organismos (Krishna and Hayashi,
2000); si bien, dichos factores pueden variar segun la especie y el tejido
considerado, se debe recordar que los ratones comparten gran similitud con los
humanos en muchos aspectos, principalmente los pertinentes al metabolismo de
sustancias xenobiodticas y procesos de reparacion del ADN (Hayashi, et al., 1994)
por lo que el desarrollo de esta prueba in-vivo es un valioso aporte en el
conocimiento del comportamiento de venenos escorpidnicos en los organismos.

Dado que el envenenamiento escorpidnico en humanos es un accidente que se da
naturalmente en ciertos lugares de alta exposicion, y del cual existe muy poca
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informacion cientifica sobre sus consecuencias a largo plazo (Krifi et al., 2005), se
aplico la prueba de micronucleos in-vivo, la mas pertinente en el caso de observar
las consecuencias a largo plazo del envenenamiento, y en ese mismo sentido,
establecer si el veneno escorpionico o sus derivados metabdlicos interactlian con
las células y el material genético, desestabilizandolo de alguna manera.

9.2.1. Efecto citotéxico

El efecto citotéxico causado por el veneno escorpionico a las células de sangre
periférica de raton fue observado en la disminucion del niumero de eritrocitos
policromaticos en un total de 1000 células totales, con respecto al grupo control
negativo (soluciéon salina). La literatura muestra varias explicaciones ante la
disminucién de la cantidad de eritrocitos policromaticos, donde el analisis
estadistico establecié que las tres dosis de veneno inyectado (9.32 mg/Kg, 18.65
mg/Kg y 37.31 mg/Kg) fueron citotoxicas en diferentes proporciones, siendo mas
citotoxicas la dosis media y baja que la dosis alta como se observa en la figura 12.

Es importante analizar el ciclo celular de estas células, el tipo celular evaluado, y
las caracteristicas del agente que se evalia. Como se vio en el marco tedrico
(figura 5) (Abramsson-Zetterberg et al.,, 1996) los eritrocitos jovenes
micronucleados (MNPCE) en los cuales el tratamiento no ha alterado el ciclo
celular, aparecen en sangre periférica de ratbn después de las 20h de
administrado éste, y alcanzan su maxima frecuencia cerca de las 40h, hasta
agotar su vida joven y convertirse en NCE después de 55 h.. Si observamos la
frecuencia de MNPCE/1000PCE (figura 14), apreciamos que los tiempo en que las
frecuencias de MN son mas altas coinciden con los citados anteriormente, por lo
tanto el veneno del escorpién C. margaritatus no estaria causando un retraso en el
ciclo celular y esta no seria la causa de la disminucion en la frecuencia de PCE
aqui reportada.

Por otro lado, los eritrocitos como la mayoria de las células eucariotas superiores
tienen la capacidad de auto-destruccién por la activacion de un programa de
suicidio celular intrinseco (apoptosis) cuando ya no son necesarias, 0 se han
dafiado seriamente por estimulos internos o externos. Los reportes existentes
sobre la accién apoptética de otros venenos escorpionicos (Meki et al., 2003;
Omran, 2003; Pipelzadeh et al., 2006; Wang and Ji, 2005) sugiere, que la causa
principal de la disminucion en el tiempo del nUmero de eritrocitos policromaticos
con respecto a las dosis media y baja administradas, responde a la activacion de
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sefiales apoptoéticas al entrar el veneno en contacto con la célula durante el
proceso de diferenciacion celular ocurrido en la médula Gsea.

Si suponemos que la alta citotoxicidad encontrada en la dosis media y baja por el
veneno del escorpién C. margaritatus obedece en primera instancia a una alta
fagocitosis de eritrocitos en sangre periférica, y por eso su significante
disminucién, estariamos proponiendo que el veneno escorpidnico actua
directamente sobre los canales de calcio ayudando de forma prematura a que el
proceso de apoptosis se lleve a cabo.

Como ya se habia mencionado anteriormente el veneno escorpidnico es rico en
componentes que afectan las membranas celulares voltaje dependientes, siendo
capaces de desestabilizar la polaridad de las membranas celulares y hacer que los
canales de distintos iones vitales para su normal funcionamiento sufran
desequilibrio. El calcio, es un elemento crucial para la regulacion, la funcién, la
programacién de muerte y remocioén de los eritrocitos del sistema circulatorio,
como pudimos observar en el marco tedérico existe valiosa informacion que registra
la interaccion de las toxinas escorpidnicas con los canales de calcio,
especificamente con los receptores de rianodina a los que se acoplan
desencadenando un desequilibrio en el contenido intracelular de calcio, al
contribuir a la liberacion de este desde el reticulo endoplasmatico (Hermle et al.,
2006; Kuniyasu et al., 1999; Valdivia et al., 1991; Valdivia et al., 1992). Como en
otras células, el calcio intracelular libre en el eritrocito es regulado en forma muy
precisa por un complejo sistema de homeostasis del calcio. Particularmente en los
eritrocitos esta homeostasis requiere una regulacion estrecha, debido a que
pequefios incrementos en esta concentracion citoplasmatica y la activacion de la
liberacién de los canales de calcio incorporados bilateralmente en la membrana
lipidica de calcio ocasionan cambios que incluyen su muerte programada
(Quintanar-Escorza and Salinas, 2007; Valdivia et al., 1991, Valdivia et al., 1992).
Hacia el final del proceso la externalizacién de fosfatidilserina permite que los
eritrocitos sean identificados por macréfagos circulantes o por macréfagos del
sistema reticuloendotelial que inician respuestas inmunolégicas y terminan el
proceso apoptatico del eritrocito afectado.

El incremento de la actividad del calcio citosdlico, a su vez estimula la
escramblasa que expulsa fosfatidilserina en la superficie celular, favoreciendo el
reconocimiento de los eritrocitos por macréfagos que poseen receptores
especificos de fosfatidilserina, de forma rapida (Fadok et al., 2000; Henson et al.,
2001; Hermle et al., 2006); y asi limita la vida atil de la célula infectada. De manera
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muy importante, la apoptosis puede servir para prevenir la hemdlisis (Lang et al.,
2005a), dato importante pues concuerda con la bibliografia existente para venenos
escorpionicos de la familia Butidae que en ningan caso reportan hemadlisis.

9.2.2. Efecto genotdxico

Dado que el cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo, se
han intensificado los estudios de diferentes compuestos, fisicos, quimicos o
biol6gicos, que puedan tener esa consecuencia a largo plazo. En Colombia el
problema del escorpionismo es mas frecuente de lo que se cree, por eso fue
importante asociar estas problematicas, y determinar de manera eficiente, si existe
la posibilidad de que el veneno escorpionico o sus derivados metabdlicos,
interactien con el ADN alterandolo, causando mutaciones que sean a largo plazo,
las causantes del desarrollo del algun tipo de cancer. La prueba de micronucleos
como biomarcador de efecto, marca un antecedente en el diagnostico clinico, al
observar el potencial genotéxico de la dosis mas alta administrada de veneno,
permitiendo elaborar una estrategia de prevencion anticipadamente.

El proposito de la prueba de micronucleos es identificar sustancias que causen la
formacion de microndcleos como resultado de la formacién de fragmentos
cromosémicos (clastogenicidad) o, de cromosomas enteros (aneugenicidad)
rezagados; no incluidos en las células hijas durante el proceso de anafase.
Estudios en toxicologia genética desarrollados con la prueba de Micronucleos
confirman que tanto en pruebas in-vitro como in-vivo se muestra el efecto causado
por diferentes agentes en la informacién genética, y en consecuencia el riesgo de
desarrollo de cancer para los organismos, incluyendo los humanos, como
consecuencia del incremento significativo de la tasa de micronucleos, con
respecto al grupo control. Ademas, este tipo de dafios estan asociados con la
aparicion y/o progresion de tumores, y con problemas reproductivos y de
desarrollo (Krishna and Hayashi, 2000).

La ciclofosfamida (CP) disuelta en solucion salina NaCl (0.9 %) fue usada como
control positivo durante este estudio debido a que es un agente alquilante que
induce gran variedad de cambios en el material genético incluyendo micronucleos
(IARC, 1981). La ciclofosfamida no es genotdxica por si misma, pero por procesos
de biotransformacion metabdlica se convierte en un conjunto de metabolitos con
complejas funciones oxidasas (Colvin and Chabner, 1990; Moore et al., 1995);
como se observa en la figura 14 la ciclofosfamida es altamente genotoxica entre
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las 30 y las 40 horas, y difiere significativamente de la dosis alta, sin embargo las
dos son significativamente genotoxicas con respecto al grupo control negativo y
las dosis baja y media. La solucion salina por otro lado, por ser altamente afin con
los tejidos animales, fue el mejor vehiculo para todos los tratamientos, y por lo
tanto se utiliz6 como control negativo, por no existir ningun reporte que establezca
un potencial toxico en ella.

Para que un micronlcleo se exprese, se requiere que por lo menos haya
transcurrido un ciclo de divisién celular, cuando los eritrocitos son tomados en
sangre periférica, estos ya tienen expresado el dafio que fue causado en médula
Osea por la interaccion de las toxinas con el material genético de los animales
experimentales. El objetivo de realizar varios tiempo de muestreo tuvo varias
razones, en primer lugar, observar si el ciclo celular estaba siendo afectado de
acuerdo a los referentes bibliografico basados en la frecuencia de MN a diferentes
tiempo post tratamiento, en segundo lugar, observar y analizar el potencial
genotoéxico de tres diferentes concentraciones de veneno escorpionico, y en tercer
lugar realizar una curva por la cual se identifique de manera certera el mejor
tiempo de muestreo como base para futuras investigaciones en el campo.

Para los dafios cromosémicos originados por la exposicion aguda al veneno del
escorpién C. margaritatus, se analizaron los micronlcleos presentes en eritrocitos
policromaticos (PCE); el aumento de la frecuencia de micronucleos en los PCE de
animales tratados indica la existencia de lesiones cromosOmicas inducidas, no
reparadas y expresadas como alteraciones cromosOmicas, que en sangre
periférica se observan como micronucleos. Dado que por medio de la prueba de
microndcleos no se puede identificar si estos son causados por cromosomas
enteros o por fragmentos, es importante clarificar que si fuera por cromosomas
enteros la causa seria que el veneno o sus derivados actian reaccionando con la
tubulina, alterando la organizacion y dindmica microtubular, trastornando la
formacion del huso mitdtico y como consecuencia dando lugar a cromosomas
rezagados. Los micronucleos inducidos asi son formados por cromosomas que
guedaron aislados durante la mitosis (Morales-Ramirez et al., 2004).

El analisis de la cinética de la induccion de MN hace posible obtener valiosa
informacion sobre el comportamiento del veneno dentro del organismo, por lo que
resalta la importancia del desarrollo de esta prueba in-vivo. La tasa genotdxica
puede ser determinada mas adecuadamente basandose en el area bajo la curva
de MN versus el tiempo, 0 en la méxima induccién de MN. Este tipo de estudios in-
vivo sirven para inferir los mecanismos de genotoxicidad y citotoxicidad, y la
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accion de los agentes que inducen micronucleos asi como su farmacocinética
(Morales-Ramirez et al., 2004). Los resultados obtenidos indican que los eritrocitos
de sangre periférica de raton tratados intraperitonealmente no exhiben
incrementos  significativos en la incidencia de eritrocitos policromaticos
micronucleados (MNPCE) en las dosis baja y media con respecto al grupo control,
mientras que la dosis alta muestra un incremento significativo observado
principalmente 40h después del tratamiento.

A pesar de no alcanzar la genotoxicidad mostrada por la ciclofosfamida (control
positivo), una concentracion de 37.31 mg/Kg de veneno escorpidnico podria ser
una cantidad de veneno alarmante por sus posibles consecuencias a largo plazo
en el desarrollo de cancer, debido a la alta frecuencia de dafios cromosémicos que
de no ser reparados podrian fijarse al material genético y causar mutaciones;
respecto a lo anterior, seria importante establecer un promedio en cuanto a la
cantidad de veneno y la concentracion de éste en una sola picadura, y por lo tanto
conocer si es posible que un individuo este expuesto a que la concentracion
mencionada.
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10. CONCLUSIONES

La concentracion de proteinas del veneno del escorpién Centruroides margaritatus
equivale a 93.8 mg/mL.

La Dosis Letal 50 (DL50), establecida por el método de Beccari modificado por
Molinengo, para el veneno del escorpion Centruroides margaritatus del Valle del
Patia en ratones Albino suizo maduros es de 46.64 ug/g.

Los signos locales y sistémicos de envenenamiento, expuestos en el presente
estudio, reafirman el caracter neurétoxico de los venenos escorpiénicos, Yy
establecen parametros de comportamiento Utiles para el diagndstico médico.

El indice de citotoxicidad determinado por la disminucién de los eritrocitos
policromaticos con respecto al nimero de células totales evaluado en eritrocitos
de sangre periférica de ratén, demuestra una disminucién significativa en las dosis
media y baja con respecto al tiempo, y difieren significativamente del grupo
control negativo, todo esto explicado por la apoptosis sufrida por los eritrocitos
gue al exponerse al veneno escorpionico, sufren cambios importantes en los
canales iénicos dependientes del calcio, lo cual altera la sefalizacion celular y
provoca su fagocitosis casi inmediata.

El efecto genotoxico observado en eritrocitos policromaticos de sangre periférica
de ratén causado por la dosis mas alta administrada (37.31 mg/Kg), demuestra
gue el veneno del escorpiébn Centruroides margaritatus o sus derivados
metabdlicos interactian con el material genético induciendo rupturas en el ADN o
afectando las fibras acromaticas, desencadenado la pérdida del material genético
el cual se observd en el incremento significativo de micronucleos en el tiempo,
especialmente a las 40 horas después del tratamiento (tiempo de maxima
frecuencia).

Las caracteristicas genotbxicas presentadas por la dosis mas alta administrada de
veneno escorpionico, tiene un impacto social importante, dado que muestra un
precedente sobre los posibles problemas de desarrollo de cancer, ocasionado por
la interaccion de éste con el ADN y la posible fijacién de mutaciones; de manera
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importante entonces, se hace un llamado a las entidades administradoras de salud
junto con la comunidad médica, para que se desarrollen campafias de prevencion
y manejo del escorpidonismo, especialmente en las poblaciones mas afectadas con
este tipo de problemas.

El presente trabajo aporta material importante sobre el comportamiento del veneno
escorpiénico en organismos vivos, y deja un importante precedente para futuras
investigaciones que puedan encaminarse, COmo se menciono en varias ocasiones,
a explorar las caracteristicas citotoxicas del veneno en células cancerigenas.
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