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Resumen. El envenenamiento por escorpiones es un problema de salud
publica en la zona suroccidental de Venezuela. El Tityus zulianus es uno de
los escorpiones que causa, especialmente en nifios, edema pulmonar e insufi-
ciencia cardiaca que pueden ser fatales y que se han atribuido en parte a una
gran descarga simpética. La administracién intraperitoneal de (20 pg/g
peso) de veneno del T. zulianus a ratones anestesiados durante microdiélisis
subcutanea provocé aumento de secreciones, dificultad respiratoria, convul-
siones y muerte entre 30 min a 2 h. En los dializados recolectados antes y
después de recibir el veneno, se analizaron 7 aminoéacidos por electroforesis
capilar con deteccién mediante fluorescencia inducida por laser (EC-DFIL).
Se encontré un aumento en arginina (39%), fenilalanina (40%) y glutamato
(94%), sin cambios en valina, serina y aspartato, en los animales que recibie-
ron veneno con respecto a sus valores pretratamiento. Estos cambios por-
centuales fueron significativos al comparar veneno vs. vehiculo después de la
inyeccion; y antes vs. después de recibir el veneno. Para este momento no
hay una explicacion clara del significado de estos aumentos de aminoacidos
especificos. Se requieren nuevos estudios para conocer si estos cambios bio-
quimicos tienen o no una relacién con los mecanismos de accién molecular
del veneno o algunos de sus componentes y/o con las manifestaciones clini-
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cas. De acuerdo con la literatura revisada, este es el primer reporte de la com-
binacion de microdidlisis subcutédnea y EC-DFIL en el estudio in vivo del em-
ponzofiamiento por escorpiones en ratones.

Changes in amioacids after intraperitoneal administration of
Tityus zulianus venom in mice. Study with subcutaneous
microdyalisis and capillary electrophoresis

Invest Clin 2003; 44(4): 291 - 302

Key words: Mice, micellar electrokinetic chromatography, arginine,
ylalanine, alanine, glutamate, neutral amino acids, scorpiotoxins.

phen-

Abstract. Scorpion human envenoming is a public health hazard in the
southwest of Venezuela. Tityus zulianus is one of the scorpion species whose
venom causes lung edema and cardiac failure in children. These occasionally
deadly manifestations have been attributed to a massive sympathetic dis-
charge. The intraperitoneal administration of T. zulianus venom (20 pg/g
mouse) to anesthetized mice during subcutaneous microdialysis caused in-
creased secretions, dyspnea, seizures and death between 30 min to 2 h.
Seven amino acids were analyzed by capillary electrophoresis with laser in-
duced fluorescence detection (CE-LIFD) in the collected samples before and
after the venom administration. We found an increase of arginine (39%),
phenylalanine (40%) and glutamate (94%), with no changes in valine, serine
and aspartate, changes were significant when the injection of venom and ve-
hicle were compared and before vs after venom injection. Further investiga-
tion is needed to know if the observed changes could be related to the mo-
lecular mechanisms of the venom or some of its components and therefore
with the envenoming symptoms. To our knowledge, this is the first report
with subcutaneous microdialysis and CE-LIFD coupling in scorpion enveno-
mation studies in vivo, in mice.

Recibido: 14-10-2002. Aceptado: 05-06-2003.

INTRODUCCION gue puede llevar a la muerte en pocas horas
si el paciente no recibe rapidamente el anti-

El emponzoiamiento con escorpiones veneno. También han sido descritos signos

es frecuente en Venezuela sobre todo en la
zona centrooccidental (1). Uno de los es-
corpiones que causa patologia aguda, oca-
sionalmente letal en nifios, es el Tityus zu-
lianus (2, 3). Las manifestaciones clinicas
se caracterizan fundamentalmente por sin-
tomas de descarga simpatica con edema
pulmonar agudo e insuficiencia cardiaca

de descarga parasimpatica y signos neurolo-
gicos, pero estos son de baja frecuencia y
poca significacion clinica (4-6). Para algu-
nos, el aumento de catecolaminas descrito
en ratas explicaria las alteraciones cardio-
vasculares y hemodinamicas (7), mientras
gue para otros hay también efectos directos
del veneno sobre el miocardio (8). Se han
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reportado cambios ultraestructurales en
pulmén y miocardio por veneno de escor-
piones del género Tityus (9, 10) pero no
esta claro si el efecto del veneno es directo
0 a través de mediadores, como factores de
inflamacion que también podrian explicar la
clinica (11, 12).

Los venenos de escorpiones son una
mezcla de muchos, a veces cientos, de pép-
tidos activos que sirven para inmovilizar a
la presa. Estos polipéptidos afectan la con-
ductancia i6nica en membranas excitables
neuronales y musculares por actuar sobre
sitios especificos en proteinas canales, par-
ticularmente de sodio y potasio pero tam-
bién de cloro y calcio (13-19). Estos cam-
bios de flujo iénico en diferentes érganos
pueden ser responsables moleculares de
desencadenar cascadas de eventos que ex-
plicarian las manifestaciones clinicas car-
diovasculares y neuroldgicas vistas en estos
emponzofiamientos. Las diferencias en la
clinica, hallazgos anatomopatoldgicos y al-
teraciones en conductancia ionica observa-
das en emponzofiamientos por escorpiones
obedecen probablemente a las diferencias
en la composiciéon de los venenos que tie-
nen variadas combinaciones de toxinas con
distintos mecanismos de accion molecular
por lo que, desde el punto de vista clinico,
tiene interés estudiar los venenos de escor-
piones del area geogréfica de donde proce-
den los pacientes. Actualmente, estan en
progreso muchos estudios para determinar
la composicion de los venenos de diferen-
tes especies de escorpiones y caracterizar
sus péptidos y sus posibles mecanismos de
accion. Los estudios existentes son sobre
todo del veneno del escorpién brasilefio
amarillo Tityus serrulatus (16), pero no
hay del Tityus zulianus. Conocer los cam-
bios bioquimicos en el medio extracelular
gue ocurren junto o preceden a las diversas
manifestaciones clinicas del envenena-
miento, podria dar claves para entender los
cambios moleculares que ocasionan las di-

ferentes toxinas del veneno y, por tanto,
podria dar pautas para la prevencion y tra-
tamiento de las complicaciones. Es intere-
sante investigar si los cambios se deben a
aminodcidos que estan en el veneno, o si
por el contrario ocurren liberaciones neu-
ronales de ellos, o cambios en la composi-
cion extracelular en respuesta al veneno, lo
qgue pudiera tener que ver con las manifes-
taciones clinicas.

Un modo de analizar el ambiente inter-
no bioguimico es mediante la microdialisis,
una técnica que, sin extraer sangre u otros
fluidos, permite obtener un ultrafiltrado del
medio extracelular del tejido donde se reali-
za la didlisis (20-22). En el presente traba-
jo, estudiamos cambios simultdneos en al-
gunos aminoacidos luego de la administra-
cion intraperitoneal de veneno de Tityus zu-
lianus en ratones anestesiados mediante
microdialisis subcutdnea combinada con
electroforesis capilar con deteccion me-
diante fluorescencia inducida por laser
(EC-DFIL) (23-25).

MATERIALES Y METODOS

Animales

Doce ratones albinos de la linea NMIR,
machos adultos de peso entre 15y 20 g fue-
ron alojados con agua y comida ad libitum y
mantenidos juntos, a temperatura entre
22-24°C y con ciclos de luz /oscuridad de
12 horas cada uno.

Veneno

Se usé veneno de escorpiones de la
zona suroeste del Estado Mérida, Venezue-
la, identificados como Tityus zulianus (2,
3). El veneno se obtuvo por estimulacion
eléctrica de la parte media de la cola del
animal, y luego de cuantificar su contenido
de proteinas (Sprectronic Genesys TM2 a
280 nm), se liofilizo y guardd a -70°C (27).
El veneno reconstituido en NaCl 0,9% fue
administrado por via intraperitoneal (ip) a
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6 ratones a razon de 20 pg/g de peso (la
mitad de la LD50 estimada en otro estudio
no publicado). Los controles recibieron el
mismo volumen del vehiculo por peso de
raton.

Microdialisis subcuténea

Canula de microdidlisis: un trozo de
15 mm de tubo de celulosa con poros que
permiten la difusion de moléculas cuyo
peso es inferior a 13.000 Da, fue insertado
entre dos segmentos de 2 cm de tubo de
acero inoxidable 26 ga. Las uniones se pe-
gan con cemento epoxy. Uno de los extre-
mos libres del tubo de acero termina en bi-
sel lo cual permite la puncion de la piel
para implantar el segmento de dilisis den-
tro del tejido celular subcutéaneo. Por este
extremo se recoge el liquido dializado y por
el otro entra la solucion de perfusion (26).
La parte funcional de la canula (celulosa),
donde tendrd lugar la dialisis, queda inmer-
sa en el tejido celular subcutaneo.

Los ratones fueron anestesiados previa-
mente con una solucion de clorhidrato de
ketamina 50mg/mL (2,5 pg/50uL/ratén)
ip. La canula de microdidlisis conectada a
una bomba (WPI sp100i) se perfundié con
NaCl 0,9% a un flujo de 1 pL/min. En condi-
ciones de asepsia se perforé la piel del ab-
domen con el extremo biselado de la canula
entrando al tejido celular subcutéaneo, para
salir a 15 mm de distancia perforando nue-
vamente la pared abdominal, de tal manera
que la parte funcional de la canula, donde
tiene lugar el intercambio de moléculas en-
tre el interior de la misma y el medio extra-
celular quedé colocada en el tejido celular
subcutaneo. Los primeros 30 min de reco-
leccién se eliminaron y luego se recogieron
muestras de 30 min. de didlisis. Al terminar
la primera muestra se inyectd cada ratén
con veneno o vehiculo y luego se tomé la
muestra post-inyeccién. Las muestras se
conservaron en congelacion a -70° C hasta
ser procesadas.

Analisis de aminoéacidos mediante
EC-DFIL

Las muestras fueron tratadas previa-
mente con el objeto de hacerlas fluorescen-
tes para que los analitos pudieran ser detec-
tados por el laser. Para tales efectos, se hizo
una dilucion 1:1 (v/v) de las muestras o so-
luciones estandar de aminoécidos 10° M
con una mezcla 1:1 de solucién 6,4 < 103
M del colorante fluorescente isotiocianato
de fluoresceina (FITC) més fluoresceina 7,5
% 10° M como estandar interno con solu-
cion 20 mM de carbonato buffer a pH 9.
Luego de agitar las muestras se incubaron
por 24-48 horas en la oscuridad, a tempera-
tura ambiente.

El equipo de EC disefiado y construido
en el Laboratorio de Fisiologia de la Con-
ducta de la Universidad de los Andes (Mode-
lo R2D2, Meridialysis CZE System Meérida,
Venezuela) utiliza un laser de ion argon
(lon Laser Technology, Salt Lake City, UT
USA) ajustado a 488 nm. Una fibra 6ptica
lleva el rayo laser a un espejo dicroico cen-
trado a 510 nm (Omega Optics, Brattelbo-
ro, VT, US). El laser se enfoca en la ventana
de un capilar de silica fundida (Polymicrote-
chnologies, Phoenix, AZ, USA) por medio
de un objetivo cuya apertura numérica es
de 0,75. La ventana del capilar se hace eli-
minando la cubierta de poliimida a 38 cm
del extremo anddico de un capilar de silica
fundida de 50 cm de largo con didametro ex-
terno de 346 um e interno de 27 pm. La
fluorescencia es recogida a través de un ob-
jetivo y enfocada sobre un tubo fotomulti-
plicador R120-05 multialkali (Hamamatsu,
Bridgewater, NJ, USA). La muestra es car-
gada en el extremo anddico, aplicando una
presién negativa (19 psi por 1 seg) en el ex-
tremo catodico del capilar. El volumen real
inyectado fue de aproximadamente 1 nano-
litro (10 °L). Para la separacién de los ami-
noacidos cargados, glutamato (Glu) y as-
partato (Asp), se usé una solucion buffer de
carbonato 20 mM a pH 9.5 y la separacion
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electroforética se hizo aplicando 20 KV en-
tre el &nodo y céatodo. Para la separacion de
los aminoacidos neutros y del aminoécido
positivo arginina (Arg) (cromatografia mi-
celar electrocinética) (24, 28) se usé una
solucion buffer de borato 23 mM a la que se
afadi6 el detergente lauril sulfato de sodio
120 mM a pH 9 y se aplicaron 26 KV entre
el anodo y el catodo. La identificacion de
los aminoécidos se hizo con soluciones es-
tandar de cada aminoacido agregadas a la
muestra. Entre corridas de muestras el ca-
pilar fue lavado con NaOH 0,1 M, luego con
agua filtrada deionizada por 1 min con cada
una de las soluciones y luego con buffer de
corrida durante 3 min. Los reservorios de
solucion buffer en los extremos del capilar
también se lavaron entre corridas con nue-
va solucion buffer para evitar contamina-
cion y obstruccion del capilar.

Analisis estadistico

Los valores de fluorescencia de cada
aminoacido fueron corregidos por el estan-
dar interno en las muestras. Se uso el test
de “t” de Student para comparacion de esos
valores en la muestra pre-inyeccion (30 min
a 0 min) vs la muestra post-inyeccion
(0 min a 30 min), tanto en animales trata-
dos con el veneno como en los controles, y
asi como entre los controles vs veneno an-
tes y después de la inyeccién. Este analisis
se hizo individualmente para cada aminoé-
cido. Se calcularon también para cada ami-
noacido los cambios porcentuales con refe-
rencia los valores pretratamiento, y luego
se hicieron comparaciones entre el grupo
control (vehiculo) y el grupo experimental
(veneno). Se establecié el limite de signifi-
cacion estadistica en p < 0,05.

Microdialisis in vitro del veneno
del Tityus zulianus

Se realiz6 con una canula construida
igual que las usadas en los ratones. El seg-
mento de tubo de celulosa de 15 mm dobla-

do en asa quedd inmerso en un microvial
con la solucién de veneno (4,5 pg/pL) usa-
da para inyectar a los animales. El resto del
procedimiento es igual al descrito anterior-
mente para la dialisis y para el tratamiento
de las muestras. Estas se analizaron en las
mismas condiciones de EC-DFIL.

RESULTADOS

Durante la microdidlisis subcutanea,
los ratones anestesiados luego de la inyec-
cién de veneno, mostraron manifestaciones
clinicas de severidad variable: piloereccion y
sudoracion (piel mojada), aumentos de fre-
cuencia de micciones y evacuaciones, au-
mento muy notorio de secreciones orofarin-
geas (moco, saliva), secrecion uretral, difi-
cultad respiratoria progresiva hasta ser muy
intensa; en algunos casos la clinica recorda-
ba a un edema agudo pulmonar con abun-
dante secrecidén espumosa por la boca unida
a un extremo esfuerzo inspiratorio. Todos
los animales presentaron convulsiones toni-
co clonicas casi inmediatamente después de
la administracién del veneno. En todos los
animales se logré obtener, al menos un dia-
lizado después de la inyeccion de veneno.
La muerte ocurrié entre 30 min y 2 h des-
pués de recibir el veneno.

En los dializados analizados con EC-
DFIL, se encontraron patrones tipicos de
aminoacidos obtenidos con las dos solucio-
nes de corrida. La solucion 23 mM de borato
maés detergente, que forma micelas para lo-
grar la separacion de aminoacidos neutros o
apolares, permite una buena separacion e
identificacion de los aminoacidos arginina
(Arg), isoleucina (lle), valina (Val), fenilala-
nina (Phe), treonina (Thr), GABA, serina
(Ser), alanina (Ala) y GABA (Fig. 1). La solu-
cién 20 mM de carbonato permite la separa-
cion e identificacion de los aminoéacidos car-
gados Glutamato (Glu) y Aspartato (Asp)
(Fig. 2). La Figura 3 muestra los cambios
en aminoacidos especificos después de la in-
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Fig. 1. Electroferograma completo y magnificacion de un segmento de un minuto que muestra los
aminodcidos Arg, lle, Val, Phe, Thr, Gaba, Ser, Ala separados mediante cromatografia electro-
cinética micelar con solucion de corrida borato 23mM con lauril sulfato 120mM.

yeccidn ip. de veneno en un raton. Los pro-
medios de los valores de fluorescencia co-
rregidos de los aminoéacidos Arg (1125 =+
127 vs 943 + 93), Phe (948 + 109 vs 890
+ 70), Ala (1116 + 82 vs 1251 =+ 51), Glu
(113 + 10,3 vs 94 = 4,9), Val (1294 + 111
vs 1418 * 82), Ser (857 + 47 vs 882 =
11) y Asp (81 %= 13 vs 69 % 9) en los ani-
males que recibieron vehiculo (n = 5) no
mostraron ningun cambio significativo lue-
go de la inyeccidon con respecto a sus valo-
res pretratamiento. Mientras que en los ani-
males gque recibieron veneno (n=7) hubo au-
mentos significativos (p < 0,05) de Arg (981
=+ 39 vs 1334 =+ 48), Phe (902 + 32 vs 1248
=+ 46), Ala (1186 =+ 38 vs 1495 + 49) y Glu
(107 &= 7 vs 204 £ 17) con respecto a sus
valores preinyeccion.

Al convertir los valores absolutos a
cambios porcentuales con respecto a los va-
lores pretratamiento se hizo més evidente
el aumento de Glu luego del veneno con
respecto a los otros cambios (Fig. 4). Des-
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Fig. 2. Electroferograma completo y magnifica-
cién de un segmento de un minuto que
muestra los aminoacidos Glu y Asp sepa-
rados mediante EC-DFIL con solucion
de corrida carbonato 20 mM.
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Fig. 3. Magnificacién de segmentos de electroferogramas de dializados subcutaneos de ratén. Arriba,
antes de la administracion ip de veneno del escorpion Tityus zulianus. Abajo, después del ve-
neno. A la izq.: separacion con solucion de corrida de borato 23mM con lauril sulfato 120mM.
Se observa aumento discreto en Phe y Ala luego del veneno. A la der.: separacion con solucion
de corrida de carbonato 20 mM. Se observa un notorio aumento del Glu después de la admi-
nistracion ip. del veneno.
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Fig. 4. Cambios porcentuales (promedios = errores estandar) postratamiento con respecto a los valo-
res pretratamiento en los 7 aminoacidos analizados con EC-DFIL en dializados subcutéaneos de
ratones. Arg, Phe, y Glu aumentaron significativamente en el grupo que recibié veneno, el res-
to de aminoacidos no cambié. * p<0.05.
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pués de la administracién del veneno, hubo
aumentos porcentuales en todos los ami-
noacidos estudiados, pero estas variaciones
sélo fueron significativas en Arg, Phe y Glu
al compararlos con los cambios después de
la administracion del vehiculo. El discreto
aumento de Ala observado en los valores ab-
solutos después de la administracién del ve-
neno no fue significativo al comparar los
cambios porcentuales entre el grupo con-
trol y el experimental.

El analisis con EC-DFIL del dializado
del veneno (DV) del T. zulianus muestra
que hay aminoécidos libres (Fig. 5). Con la
solucion 23 mM de borato se pueden identi-
ficar los mismos aminoacidos que en el dia-
lizado subcutaneo (DSC) pero con un pa-
trén diferente en los electroferogramas, por
ejemplo, proporcionalmente hay mas Phe
que Val (veneno Phe/Val: 2,52 vs raton

:

0,71); y mas Ser que Ala (veneno Ser/Ala:
1,67 vs raton 0,66). Con la solucion 20 mM
de carbonato también se mostré que en el
DV hay mas Glu y Asp que en el DSC, pero
su proporcion es igual (veneno Glu/Asp
1,68 vs raton 1,63). La comparacién de los
promedios porcentuales de los aminoacidos
de DV vs DSC sin veneno (analizados en las
mismas condiciones) mostré que en el ve-
neno hay menos Arg (8%), Val (46%) y Ala
(35%); pero méas Phe (92%), Ser (63%), Glu
(129%) y Asp (137%) que en los DSC.

DISCUSION

Los animales inyectados con el veneno
del escorpidn Tityus zulianus, a pesar de es-
tar anestesiados, mostraron manifestacio-
nes clinicas que semejaron el curso del em-
ponzofiamiento agudo por el mismo escor-
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Fig. 5. Comparacidn de electroferogramas de dializados de veneno y dializados subcutaneos de ratén.
Arriba: Segmentos magnificados de electroferogramas que muestran la separacion de aminoa-
cidos en un dializado in vitro del veneno de Tityus zulianus. Abajo: los mismos segmentos en
un dializado subcutaneo de ratdn. Los dos segmentos a la izquierda corridos con solucion
23mM de borato mas detergente, y el de la derecha con solucién 20 mM de carbonato. Se
aprecia las diferencias y similitudes en ambos tipos de dializados.
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pién reportado en nifios de la zona surocci-
dental de Venezuela; es decir, signos de des-
carga autonomica inicialmente colinérgica
y luego una prominente descarga simpatica
(6), con severa insuficiencia respiratoria y
cardiaca, que en los pacientes, con frecuen-
cia, llevan a una muerte en pocas horas si
no reciben rapidamente la antivenina (1).
En los nifios del estudio de Mazzei y col.
(1), sin embargo, no hubo manifestaciones
neuroldgicas prominentes como las convul-
siones ténico-clénicas que presentaron los
ratones. La dosis de veneno de 20 pg/g de
raton usada permitié hacer la dilisis en to-
dos los animales con la obtencion de al me-
nos una muestra completa de 30 min. Esta
dosis causé la muerte de todos los ratones
entre 30 min. y 2 h después de su adminis-
tracion.

El uso de EC-DFIL permitié detectar
cambios importantes en algunos aminoéci-
dos extraidos del tejido celular subcutaneo
abdominal en los primeros 30 min del en-
venenamiento. Hubo aumentos significati-
vos en los aminoacidos Arg (39%), Phe
(40%) y Glu (94%). No encontramos en la
literatura revisada ningun reporte sobre
cambios en aminoé&cidos en el espacio ex-
tracelular en la periferia inducidos por ve-
nenos de escorpiones.

El anélisis descriptivo con EC-DFIL del
DV obtenido in vitro mostro la presencia de
los amino&cidos libres estudiados en los
DSC, aunque con un patréon diferente. Los
aumentos de aminoéacidos observados no
parecen deberse a que dichos amino&cidos
estaban contenidos en el veneno. Si bien es
cierto que el experimento in vitro reveld la
presencia de amino&cidos en el veneno, los
niveles de Phe, Ser, Glu y Asp fueron mayo-
res que en los DSC, mientras que fueron
menores para Arg, Val y Ala. Si los cambios
de los aminoacidos de los DSC se debieran
al aporte del veneno, deberian haber segui-
do la proporcion que tenian los aminoaci-
dos en el veneno y ese no fue el resultado

obtenido. Asi por ejemplo, la Arg aumento
luego de la administracion del veneno, sin
embargo, ella estd menos concentrada en el
veneno; y por el contrario, la Ser que esta
mas concentrada en el veneno no aumenté
luego de la administracion del mismo. Mas
aun, los aminoéacidos contenidos en el vene-
no fueron inyectados en ratones cuyo volu-
men de agua corporal total es de unos 12
mL (aproximadamente el 60% del peso cor-
poral). Como el volumen de veneno inyecta-
do (unos 100 pl) representa un 0,8% del vo-
lumen de agua corporal total, los amino&ci-
dos aportados por el veneno han debido di-
luirse 120 veces. En resumen, ademas de
que las concentraciones porcentuales de los
aminoacidos estudiados en el DV no se co-
rresponden con los cambios en DSC luego
de la administracion del veneno, el analisis
del aporte de aminoacidos por la adminis-
tracion del veneno indica que es de no mas
de 1% del contenido de aminoacidos en el
liquido extracelular. Esto descartaria la in-
fluencia del contenido de amino&cidos en el
veneno en los cambios observados después
de la administracion ip del veneno.

Los hallazgos significativos encontra-
dos en algunos de los aminoacidos analiza-
dos en las muestras 30 min post-veneno no
pueden ser facilmente atribuidos a una ac-
cion particular del veneno, pero pudieran
estar en relacion con los mecanismos de ac-
cion descritos de las escorpiotoxinas sobre
la conductancia iénica de Na*, K+, Cl- vy
Cat**, que lleven a cambios en la neuro-
transmision quimica. Llama la atencién que
el mayor aumento porcentual ocurrié con
Glu, lo que pudiera tener relacion con los
cambios moleculares en conductancia de
sodio y calcio que lleva a modulacién de la
liberacién de Glu por alguna de las toxinas
presentes en el veneno. Desde los estudios
de Coutinho y col. en los 80 (29) que repor-
tan la accion estimuladora de toxinas de los
escorpiones amarillos del Brasil (T. serrula-
tus) sobre la liberacion de neurotransmiso-
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res como el Glu, en estudios in vivo € in vi-
tro en corteza cerebral de ratas, se ha
avanzado en el estudio de los posibles me-
canismos de accion de toxinas de este ve-
neno sobre la liberacion neuronal de Glu.
La tityustoxina causa una rapida entrada
del calcio y de sodio a la neurona que pre-
ceden a la liberacion central de Glu (30,
31). Recientemente, usando microdidlisis
cerebral se reporta aumento de Glu en hi-
pocampo de ratas luego de inyeccion local
de la misma toxina; las descargas epilepti-
formes inducidas por la toxina fueron blo-
guedas por antagonistas de receptores glu-
tamatérgicos (32).

Aunque del veneno del T. serrulatus se
han aislado dos fracciones activas en las que
se han identificado toxinas que acttan so-
bre canales de sodio voltaje dependientes y
canales de potasio, ademés de que se han
podido medir mas de 380 compuestos dife-
rentes en las dos fracciones (16). Sin em-
bargo, del veneno del T. zulianus no hay to-
davia reportes sobre su composicion, por
tanto no hay toxinas aisladas. Ya que en los
presentes experimentos se usé el veneno
completo, mezcla de muchas proteinas y
péptidos que pueden tener diferentes meca-
nismos de accion a nivel molecular sobre la
conductancia idnica, es de suponer también
que ocurran cambios en la liberacién neuro-
nal de transmisores que pudieran ser res-
ponsables de los diferentes signos y sinto-
mas del emponzofiamiento escorpiénico.
Los aumentos encontrados en algunos ami-
noacidos, especialmente el Glu, pudieran
corresponder a una liberacion de aminoci-
dos posiblemente neuronal como ya se ha
reportado en el sistema nervioso central
(32), aunque el presente estudio no estuvo
dirigido a examinar esto. Por ahora, sé6lo
podemos decir que estos cambios ocurrie-
ron en asociacion con la administracion del
veneno y muy probablemente no debidos al
aporte de aminoacidos contenidos en el ve-
neno.

Se debe continuar la investigacion so-
bre los efectos bioguimicos del veneno del
Tityus zulianus, de sus fracciones activas,
caracterizacion de los péptidos y su compa-
racion con venenos de otros escorpiones.
Mientras, conocer los cambios en el medio
interno, ocasionados por los venenos y sus
multiples componentes activos responsa-
bles de la patologia muchas veces fatal, po-
dria ayudar a hacer intervenciones terapeu-
ticas racionales.

Fue interesante encontrar que el pa-
tron de los amino&cidos analizados con mi-
crodidlisis subcutanea acoplada a EC-DFIL
fue semejante al obtenido con la misma
combinacién de técnicas pero en otro espa-
cio extracelular y otra especie: el plasma
humano (24, 28). Esto sugiere que el mues-
treo del ambiente bioquimico extracelular
por didlisis subcutédnea puede ser equivalen-
te al del plasma al menos en los analitos es-
tudiados, manteniendo en mente las dife-
rencias de distribucion de las sustancias
que pueden existir entre estos diferentes
compartimientos extracelulares, pero con
algunas ventajas sobre la didlisis intraveno-
sa (21). Esta requiere canular una vena, co-
locar un catéter y mantener permeable esta
via, lo cual es técnicamente dificil en ani-
males muy pequefios como los ratones. La
microdiélisis cutanea puede ser muy util
para medir otros parametros bioquimicos y
en tiempos mucho maés cortos. La Unica li-
mitacion seria disponer de técnicas que per-
mitan medir analitos en volimenes muy pe-
quefos en el rango de nanolitros, como es
la EC-DFIL que se empled en los experimen-
tos del presente estudio. Esto permitiria te-
ner una vision de lo que ocurre en el medio
ambiente interno del animal como conse-
cuencia inmediata de la accion de este ve-
neno.

En conclusion, éste es el primer repor-
te usando microdidlisis subcutanea acopla-
da a la EC-DFIL en el estudio del emponzo-
flamiento con veneno de escorpion. Esta
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combinacién de técnicas resulté muy conve-
niente para medir cambios bioquimicos in
vivo en ratones, después de la administra-
cion ip. del veneno del escorpion Tityus zu-
lianus.
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