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INTRODUCC | ON

El bajo nivel socioecon6mico de la poblaci6n rural y la am-
plia distribucién de las especies venenosas de escorpiones en grandes

areas geogréficas de la RepGblica Mexicana, producen un grave proble-

ma en Salud PaGblica, "El Escorpionismo''. Mazzotti y Bravo-Becherelle

(1961) reportaron que, durante los lapsos de 1940 a 1949 y de 1957 a
1958, el niémero de defunciones por picadura de alacrédn result6 supe-

rior @ 1,000 por afio, la mortalidad predomin® durante el verano y el

75% de las defunciones ocurrieron en nifios menores de 3 anos Res-

pecto a la distribucitn geogréfica de la mortalidad, estos autores hi

cieron un andlisis de los mismos periodos por entidad, resultando que

los estados con mayor problema fueron: Collma, Nayarut, Guerrero y Mg

relos; tennendo tasas meduas anuales de 83, 7 4 6 hl 5 y 37 3 defuu

ciones por cada 00 000 habttantes respectuvamente.ﬁ’

400,

iESESFpuon4smo |H£enso e

-Escorpuonasmo mednano

-Escorpnontsmo reducudo

en 1512 municipios con tasas menores de 10.




En ese mismo trabajo, se reportd que existen 2 zonas donde es muy gra-

ve el problema del escorpionismo., La primera abarca casi todo el esta

do de Colima y las costas vecinas de Jalisco y Michoacdn; los munici-

pios con tasas de mortalidad mé&s elevada en esta zona fueron: Cabo

Corrientes, Jal. (156.3), Tomatla&n, Jal. (162.3) Lla Huerta, Jal.

(128.5), Cihuatlén, Jal. (134.3), Cuautitlén, Jal. (162.3)
1o, Col. (111.2), Tecomsn, Col.

, Manzani-
(162.2), y Coahuayana, Mich. (217.7).
La segunda zona corresponde a la cuenca del Rfo Balsas (sureste del

Edo. de Puebla, noreste del de Oaxaca, el Edo. de Morelos, suroeste

del de México, Ia mi tad norte del Edo. de Guerrero y el sur de Hc

choacén) ; donde estén Iocalazados 20 de los: 3] mun:cipuo

plonlsmo muyglntenso., S

»e_encuentran Centruroudes nox|us

y en: el sur

de Slnaloa'~t

suffussus suffussus en el Edo. de Durango c. tnfamatus

en Mtchoacén y parte de Zacatecas, c.

cu1gturatus en Sonora, C. lim-

p|duS tecomanus en Collma, y C

l:mp|dUS'11mpidds en Guerrero, More-

los y sur del Edo. de Puebla. '




El problema del escorpionismo puede explicarse en parte por
los asentamientos humanos en zonas donde ya existfa el alacrén, auna-
do al nivel econ6mico y cultural de estas poblaciones rurales, cuyas
habitaciones estédn construidas de tal forma que permiten el f&cil ac-
ceso a ellas y la permanencia de los alacranes alli; por otro lado,
los h&bitos nocturnos de estos ar&cnidos suscitan la mayorfa de los
accidentes en el hombre.

Una de las formas de contrarrestar el problema ha sido el
uso del suero anti-alacr&nico, Cervera (1936) refiere que el descu-
brimiento de este sﬁero fué{fééf??édb Por Todd en 1909, al demostrar

que el suero de animales inmunizados con la ponzofa de Buthus quin-

Instituto

Venzor en 1926 para*pbténé:‘g

cr&n de ‘Durango QL sufquSﬁ/
(1933) continué y méjﬁfﬁv

gléndulas de alacranes e

lizando este método, encontraron l1a pérdida de aproximadamente el 40%




de su actividad t6xica. Aunque por mucho tiempo se emplet solamente

el veneno del alacrdn de Durango para preparar este suero, éste era

mds o menos eficaz en el tratamiento de picaduras en otros lugares de

la RepGblica. Sin embargo, actualmente el suero antialacrén se pre-

para utilizando veneno de varias especies de Centruroides como: C.

noxius, €. suffussus suffussus, C. infamatus y C. limpidus tecomanus.

Mazzotti y Bravo-Becherelie (1961) refirieron que la apli-
caci6n del suero antialacran tuvo influencia en la disminuci6n de la
mortalidad en las entidades que estudiaron, haciendo hincapié en el

peligro que representa para el futuro la sensibilizacitn al suero de

un nGmero importante de personas. Vega y Lia (1966) también hacen

notar, que en Durango a partir de 1932 la tasa de mortalidad tuvo un
decremento considerable debido a 1a aplicacién en forma sistematica

del suero-antialacrén, pero que no_ha

talidad:a’

secuencias de aminoscidos de dos de las neurotoxinas de Androctonus
australis, y encont on que-son-protelnas-basicas de bajo peso mole-

cular (7,000 dal'tones apfbkjmadamente)‘gompﬁeéxég‘Qé 57 a 66 aminoscl

dos. Babin yucols; (f97h) purificarod'tre§ neufotdxihas‘del veneno de



C. sculpturatus Ewing, encontrando que son cadenas polipeptidicas sim=
ples de 65 a 66 aminoscidos con 4 puentes disulfuro intracatenarios y

que presentan un alto grado de homologla en sus secuencias. Gémez y
Diniz (1966) y Possani y cols. (1977) aislaron dos componentes t&xicos

y cinco neurotoxinas respectivamente del veneno del escorpibn brasile~

fno Tityus serrulatus Lutz y Mello.

Recientemente, Tato y cols. {i378)

purificaron tres neurotoxinas del veneno de C. limpidus limpidus.

Con otro enfoque, Varela y S&nchez Posada (1938) trataron de

detoxificar el veneno de C.

limpidus limpidus, alacrén de Guerrero, pa-
ra obtener un antigeno desprovisto de toxicidad pero Gtil para inducir

la formaci6n de anticuerpOS' Los resultados fueron negat:vos ya que

con formol vy solucnén aodo:odurada de Lugol'

neno pero perdia’ ‘sus cualldades antngenlcas

Finalmente, Ho]rnaru y cols (1979) encontraro

tlcuerpos

en los sueros de personas que habfan s»do plcadas por escorp:ones. los

cuales formaron bandas de precnpltactén con el veneno obtenxdo de'C

lnnpcdus limpidus en pruebas de |nmunod|fu5|6n. *

El prop6sito de esta |nvest|gac16n fué estudlar algunas de

las caracterfstlcas inmunol 6gicas .del veneno de C limpidus limpidus e

4dentsfacar las protetnas responsables de nnduccr nnnun:dad con el ob-

jeto de obtener una ‘vacuna para uso humano.; Se logré aislar una frac-

c‘bn formada por al menos 12 protefnas obtennda del veneno de C. lim-

grdus l|mo|dus la cual no -es téxuca pero es. capaz de inducir en ratones

proteccnén contra el desaffo de 39. 2 pg del mismo veneno, equivalentes

a’'2 DLgg para ratones de 20 gr,



MATERIALES Y METODOS

Colecta de Alacranes.

Se colectaron alacranes en un lugar denominado "El Llano",

formado por campos de cultivo, los cuales estdn localizados a 1 km

al sur de Huitzuco, Gro., municipio en el que Centruroides limpidus

limpidus es muy abundante. Se realizaron varias colectas durante los

meses de junio de 1977 y 1978, se trajeron 4,000 especimenes por co-

lecta al laboratorio, donde se clasificaron siguiendo las claves de

Hoffman (1932). Se mantuvieron en nimero de 200 por recipiente y se

les administr6.agua y larvas de Tenebrium molitor ad-libitum (cepa

obsequiad@léorigifo.'Luis Castillo, Facultad de Medicina, U.N.AM )

Obtencién del Veneno

El veneno se obtuvo por estimulacién eléctrica de acuerdo
al siguiente método: _cada alacrén se ;Qloca"sobrc”una placa,dercobre
cubierta con algodén humedectdo con solucién salina O, 15 M y conecta
ta al polo negatlvo de una pxla de 6 voltlos, el manejo de cada espe
cimen se realiza con dos pinzas entomol6gicas, con una se mantiene

fijo.al alacrdn sobre la placa‘de thré y con la otra se sujeta el

antépenﬁltimu segmento del metasoma, - En. estas conditiones, con el

electrodo conectado al polo positivo de la pila-se cstinulan los dos
Gltimos sggmentds de cad;}a{éérég ;oébise,ﬁ@sex&uven }g F£g' ?.7>

La estimulacién eléctrica indﬁce la éontréccién'de los mésculos de las
glindulas de veneno con 15 consecuenté ;alidé‘de pequeflas gotas de ve-

neno a través del aguijén, las cuales se reciben en una caja de Petri
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figura 1. -Obtencién de veneno de Centruroides |impidus limpidus

 \bot‘éstfmuIé¢i6n eléctrica.




que contiene solucién salina 0.15 M congelada sobre hielo seco y en con

diciones de esterilidad. EIl veneno obtenido asT, se liofiliz6 y alma-

cend a =20°C hasta su uso.

Fraccionamiento del Veneno.

Todos los pasos del fraccionamiento se llevaron a cabo a una

temperatura de 4°C. En la primera fase, 150 mg peso seco de venend

crudo se resuspendieron en 8.0 ml de amortiguador de acetato de amonio

0.05 M pH 7.0. EIl material insoluble se elimind por centrifugacidn a

17,500 rpm durante 20 min en Sorvall modelo RC-2B refrigerada y el so-
brenadante se aplic6é a una columna de 1.6 x 100 cm de Sephadex G-50 M

(Pharmacia, Suecia) previamente equilibrada con amortiguador de aceta~

to de amonio 0.05 pH 7.0; la muestra se eluyd con el mismo amortigua-

dor a un flujo de 70 ml/hr.» El matertal se colectd en alicuotas de

3.2ml y la salida“ de protevnas se. estlmé por absorbancia a 280 nm en

un monitor” ISCO modelo UA, trumentation Specuallties Company, lnc.;

Lincoln," Nebraska), chectad

'raf;'caaof autcxraético “El material

de cada pico se mezc16 y llDfl]le

las fracc:ones asi obtenidas,

se Ies determsné su. toxiC|dad en ratones.‘,En la segunda fase, parte

como sigue: 1.0 dr, peso seco

tando la concentracnén del amortlguador de 0 05 a 0 S H. a un flu;o




de 62.5 ml/hr, colectédndose en al {cuotas de 7.3 ml. E] material de

cada pico se mezcl6 y liofilizé.

Prueba de Toxicidad.

Con el objeto de conocer la toxicidad de cada fraccisn, se

‘nocularon ratones de 20 + | gr por via subcuténea o intraperitoneal
con veneno completo o sus fracciones obtenidas de Sephadex G-50 en

concentraciones variables resuspendidas en 0.1 ml de solucidn salina

isoténica. Para cada una de las dosis se emplearon 6 ratones. Los

resultados se expresaron como ug de toxina/gr de peso de ratbén y la
determinacion de la dosis letal al 50% se efectud siguiendo el méto-

do de Reed y Muench (1938). -

13 5 ml de solucnén de poluacr:lam:da:

1.5 ml de persu!fato de- amonuo (IS mg/m!)



0.045 m) de N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (TEMED)
A cada tubo se le aplicaron 2.5 ml de esta mezcla, se agregaron unas
gotas de agua bidestilada para que no se formara menisco

y se deja-

ron solidificar. Las muestras se aplicaron a los geles por duplica-

do a las siguientes concentraciones: veneno completo 55 ug, pico |

100 wg, pico Il 65 pg, pico |11 60 ug y pico IV 85 ug de proteina
estimada por absorbancia a 280 nm, agregands 5 pl de azul de bromo-
fenol al 0.05%. La electroforésis se realizd en un aparato BI10-RAD
con amortiguador del gel disuelto l:1 y aplicando una corriente de
8 mA/gel durante 8 hr a tempe?atura ambiente. Los geles se tiheron
durante toda la noche con una soluciﬁn de azul de Comassie al 0,25%
en una mezcla de 454 ml de»metaﬁbl'al 50% y 46 ml de Scido acético
glacial. Se destiferon con una solucién que ‘contenfa 75 m] de 4ci-
do acético glacial, 50 ml de metanol y 875 ml‘dg agua, La movilidad

de las protefnas.se calcul6 con:la:-siguiente-férmula:—-

Movilidad= __distancia de migracién de la proteina X
longitud del gel después de destehirse

longitud del gel antes de tedirse
distancia de la migraci6n del colorante

“Se USarbh los siQUIghtes estdndares de Schwartz-Mann:
-~y globulina (160,000), AlbGmina Sérica Bovina (67,000), Apoferritina

. (48,000), Quimotripsina (23,500) y Citocromo c (12,400 daltones).

‘Preparacién de Antisueros.

: ,?Z»EE)VVenéno completo se resuspendid en solucidn salina 0,15 M

estéril y se-le afadié Melox (William H. Rorer, Inc.) como adyuvante
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2:1; con este material se inocularon conejos adultos de la cepa Nueva

Zelandia de 2.5 Kg + 200 gr, por via intradérmica cada 7 dfas, con el

siguiente esquema de inmunizacién: 25 pg en la primera inoculacibn,

40 ug en la segunda, 100 ug en la tercera, 200 ug en la cuarta, 400 ug

.en la quinta y 800 ug en la Gltima. Para preparar el antisuero contra

fas protefnas de pico | se sigui6 el mismo procedimiento pero inoculap

do 175 pg cada vez. Los conejos Se sangraron 7 dias después de la o1~
tima inoculaci6n por la vena marginal de la oreja; la sangre se mantu-

vo durante 3 hr a 4°C y el suero se separd por centrifugaci6n a 5,000

rpm durante 10 min.

Inmunoelectroforesis e lnmunodxfusnén.”

La reacc:én antugeno antncuerpo se estud:é por |nmunoelectro-

foresis usando la tecnlca de Clausen (]971) : Los geles se prepararon

en portaobjetos de 25 x 75 nm, preVIamente lavados y desengrasados

se
agregd agar purnflcado aI l% (Merck) en anort:guador de fosfatos de sg

dio 0.05 M pH 8‘6. Eh‘la primera-prueba'se usaron 5 antigenos: veneno

completo, ptcos l llkfilllyrlv a una concentracién de 30 mg/ml cada

xtfgéno en el pozo correspondiente y

cabo e una cémara CAMAG, uvsando 2. 5 mA

por laminfifa~ :se deposntaron 200 pl de suero anti-

veneno compléto en_.elicanali::En:la segunda se s;guié el-mismo método

pero las concentracuones,de Ios anttgenos fueran las s:gunentes. veneno
completo 20 ng/ml, pICO l 30 mg/ml Yy plco ll lSO Yy 200 mg/ml, y se de-

positaron 200 ul de suero antl-plco l.

Los sueros se dejaron difundir 48 hr en cdmara himeda a tem-
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peratura ambiente, se lavaron a 4°C con solucidn salina 0.15 M durante

5 dfas con 2 cambios diarios, se colocd un papel filtro humedecido so-

bre el gel y se secaron en una estufa a 37°C. Los geles se tiferon con

una solucién de amido negro al 0.1% en &cido acético al 10% durante 10

min, el exceso de colorante se eliminé lavando el gel con &cido acético

al 10% y se dejaron secar. Llas pruebas de inmunodifusi6n se realizaron

siguiendo el método de Ouchterlony (Clausen, 1971). Los antigenos se

depositaron en sus respectivos pozos a las siguientes concentraciones

veneno completo 200 ug, pico | 150 pg y pico 11 100 pg/ko ul; 80 ul del

sueroc anti-pico | se depositaron en el pozo central Se dejs difundir

48 hr, el lavado y la tincidn se realizaron en las mismas condiciones

mencionadas para el método de inmunoelectroforesis.

Detoxificacidn con Glutaraldehldo. =

La detoxuf:cac:én de veneno camp!eto o_de sus_ fraccuones se

realiz6 sngutendo la metodologfa de Rappaport Y cols. (197h). con algu-

nas modnfucaciones. Veneno conpleto, proteinas de pICO ll o mezclas de

las fraccnones de p»co 1y obtenidas a partxr de CM-celqusa, se solubi=-

lizaron en amortrguador de acetato de amonio 0. 05 H pH 7 8 a una concen

tracisn de 600 pg/ml”{

En ‘estas condlclones se agregé gota a gota 25 ui

de glutaraldehldo{alwzs% (Slgma) disuelto en I 0 ml del mismo amortigua-

dor. Las mezclas se uncubaron a 38 c con ag;taC|6n lenta durante 2 hr.

Las partnculas formadas se- separaron por centrxfugaclén ‘en Sorvall a

17, 500 rpm durante ‘15 min, -~ El prec:p:tado se Iavé 2 veces con soluci6n

salina |sot6n|ca para ellmtnar el exceso de glutaraldehndo. Este mate-
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rial se resuspendib en solucidn salina y se utiliz6 en las pruebas de

inmunidad.

Inmunizaciones y Pruebas de Inmunidad.

Veneno detoxificado; proteinas del pico | (Sephadex G-50) re-

suspendidas y filtradas a través de milliporo 0.22 um; protefnas de pi-
co 11 (Sephadex G-50) detaxificado; material de los picos 1, 2 y 3, pi-
cos 2y 3 ydel 4 al 14 (CM-celulosa) mezclados en partes iguales y de-

toxificados; se inocularon en ratones por via subcutdnea a dosis de 50 ug

incluidos o no en adyuvante (Melox 2:1)} con uno o dos refuerzos. Las

inoculaciones se hicieron semanalmente, 7 dias después de la Gltima, los

ratones se desafiaron por via subcutdnea con 19. 6 yg de veneno de Cen-

truroides lnmpudus Ilnpndus, equnvalente a l DLgg para ratones de 20 gr,

resuspendidos en 0.1 ml de solucnén salnna se registraron la signolo-

gfa y martaludad.‘_Para;c;da,exper:mgn;orsg incluyeron controles inocu-

lados con adyuvante. iEn todas las pruebas de inmunfdad se usaron rato-

nes de la cepa CD l con un peso de 2B + 1 gr, los cuales se mantuvneron

en jaulas de acrilico proveyéndoseles de agua y alimento ad-libitum.

Estimacibn de: Ia concentracnén de protelnas.

Las protennas del veneno. y de sus fraccnones se. i
absorcaén de qu ultravuoleta de acu

Christian (1957)



14

RESULTADOS

Fraccionamiento del Veneno y Toxicidad.

Se obtuvieron 4 fracciones del fraccionamiento del veneno

a través de Sephadex G-50, las que se denominaron picos |, I}, 111}

y IV (Fig. 2).

170} )
660

550 | ; 108
440} ‘ f 106
2
<N 330 u § B 04
220} 1 \N
‘ V. 402
MO} :
- - A.J 1 d : 1 1 1
15 20 30 40 50 60 70
Fracciones
Fgé§;;;;; :Fraccionamien

Sephadéx G-50 M. La toxicidad de pico il se muestra porunhls~

tograma y se expresa como toxicidad relativa por compararla con

la del veneno completo, que se define como 1.

AN

oFrs to del veneno de C. limpidus limpidus en

Relativa

Toxicidad



Se determin6 la toxicidad de todas estas fracciones, los resulta

dos se presentan en la Tabla I. El pico || fué la fraccién més

téxica, teniendo una Digy de 0.85 pg/gr de peso de ratdn. La
fraccidn mas pesada (pico 1) y la m&s ligera (plco IV) no fueron

téxicas para el ratbn aGn a dosis de 200 ug/ratén.

Tabla I. Toxicidad del veneno completo de C. limpidus limpidus

y sus fracciones obtenidas de Sephadex G-50.

;dé]/hafefial"de pico 11,

'ser cromatografiado .en

CM-celulosa (Fig, 3);;'1T' ,racc%o&é; résulfaron‘ser tox i

cas para el ratén.

15
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Acetato de Amonio pH 7.0

Figura 3.
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Estimacibn de Pesos Moleculares.

Por electroforesis se obtuvieron 12 bandas del material
protéico de pico | mientras que las protelnas de los picos I, [}]
y IV migraron como bandas Gnicas, estos resultados se pueden ob-

servar en la Fig. &,

resencia

1 gel 3,




rpor—electroforesis/en gelesv

Los pesos moleculares de las 12 fracciones del pico I se estimé que
fueron: 163,000, 155,000, 150,000, 147,000, 141,000, 128,000

120,000, 88,000, 75,000, 49,000, 44,000 y 9,800 daltones, Mientras

que, el peso molecular de las protefnas de los picos II, III y IV

fueron: 9,300, 7,900, y 7,400 daltones respectivamente, Estos re-

sultados fueron el promedio de cada muestra por duplicado,

Para eliminar la posibilidad de que la protefna mis peque
fia de pico I (9,800 daltones) pudiera ser un componente del pico II

el material de pico I se analizé en las siguientes condiciones: el

veneno completo se cromatografid en Sephadex G-50 como se describe
en materiales y- métodos, las prlmeras 5 fracciones del pico 1 (de la

23 a la 27, Fig. 2) se mezclaron y llofilizaron.J Las fracclones 28

y 29 se llofilxzaron por separado.» Estas fracciones se analizaron

poliacrilamida'con SDS usando vene~

no completo como control, ' Los resultados demostraron.que las fraccio

nes 28 y 29 no conten{an nxnguna proteina con baJo peso molecular
(9,800); sin embargo, en el material de plCO I (de 1a 23 a'la 27) se
encontr6 una protefna con baJo peso molecular que migr6 menos distan

cia que las proteinas de los p1cos II, III y IV Este resultado su-

gxere que la- proteina més pequena de pico I pudiera ser una subunidad

de cualquiera de suq pro*exnas. M&s aun, en otro experimenlo, 1 pg/ml

de pico I se resuspendio en amortxguador de ‘acetato de amonio 0,05 M
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pH 7.0 y se dializ6 en una membrana de Spectrapor & (Spectrum Medical
Industries, Inc., Los Angeles) que excluye protefnas por debajo de
14,000 daltones, contra el mismo amortiguador durante 48 hr a 5°C.
El propdsito de e;te experimento ful eliminar probables protefnas de
pico 1I que estuvieran contaminando al pico I y ademis conocer la in-

munogenicidad del pico I en estas condiciones, inmunizando ratones con

este material, Se hizo una prueba de electroforesis con material de

pico I dializado y pico II como control en las condiciones =mencionadas

en materiales y métodos. los resultados se resumen en la Fig. 5 don-

de se puede observar que la proteina m&s pequeda de pico I (9,800 dal-

tones) migrS 6.9 cm. y las de pico II, 7.2 cm. El material de pico Il

se dializé en membranas de Spectrapor 4, en la forma descrita anterior

mente a manera de control.

Después de 48 hr.. de diélisis se estimé 1la

absorbancis de esta muestra a 280"' Nr hubo 1ectura, ~aparentemente

las protefnas de pico II:fuerqn xcl idasfpo‘ lg?dialisis.



Figura 5. Electroforesis

de SDSde pico’ I 'd

oliacrilamid

en presencia
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Inmunoel ectroforesis:

Por inmunoelectroforesis, el veneno de Centruroides limpi-
dus limpidus contra su antisuero produjo 7 sistemas antfgeno-anticueg
po (Fig. 6a), dos antigenos permanecieron en el origen, dos migraron

hacia el cftodo y los restantes hacia el &nodo. Cuando el material

de pico I se probd contra suero anti-veneno completo, se formaren 3
bandas de precipitacién, dos de los antigenos migraron hacia el céto-
do, uno permanecié en el origen y los demis migraron hacia el 4nodo;
mientras que las protefnas de pico II que migraron hacia el &nodo for

maron 5 bandas de precipitacién (Fig. 6b). EL material de pico III

form6 2 bandas de precipitacién con migraciég hacia el &nodo y el de
pico IV no produjo baddas'de‘p}étipitaéiéﬂ”(Eié.:65). R

Por otro lado, élyvénéﬂo coﬁpiéto probado contra sgéro anti-
pico. 1 form679—éis;émés*aﬁﬁfgﬁﬁd‘éﬁtiédéfﬁd:;m{éﬁtiagmdhéféimgléa 1
probado contra surpropio antisuero formé 6 baﬁdasi estos résultados se
pueden ébgefva:leh la figura 7a. ’Sin embarge, el resultado mis impor-
tan;e’fQ€ §§éiéi:pico‘I inéujo_la‘fOrmécién de anticuefpos que reac-
cionérd&ftbgiiég pfof§inas de Pi§q 1i;, E§t0 se observé cuando el pico

I1 se p 1553¢Qﬁtfa é;;s§eff,a éifpigo;I yzformétSdendas:dc=§iecip1ta~

éién‘(Fig;i7B5; e £
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Figura 6. Inmunoelectroforesis de veneno completo y sus fracciones

obtenidas de Sephadex G-50 M contra suero anti-veneno

completo de C. limpidus limpidus.
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Figura 7. Inmunoelectroforesis de veneno completo, pico I y pilco

II contra suero anti-pico 1.
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Inmunodifusién.

Las pruebas de inmunodifusién mostraron identidad entre
los antigenos de los picos I y II. Cuando el pico II se probS con
suero anti-pico I, formé 5 bandas de precipitacidn que mostraron
lineas de identidad con la banda formada por pico I y a la vez és-

ta dltima con las 5 bandas de precipitaciém producidas por veneno

completo (Fig. 8).

Figura 8, Inmunodifusién de picos I, II y veneno complgto,contrarsugi

-ro”anti-pico I,
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Pruebas de Inmunidad y Cuadro Clinico de Envenenamiento.

Los resultados de los experimentos que se realizaron con

veneno completo 0 sus compomentes modificados con glutaraldehido no

aparecen en este trabajo ya gque la inmunidad inducida por ellos fué

muy baja o nula en algunos casos

Los resultados mids szrisfactorios zn funcidén de inmunoge-

nicidad, se obtuvieron en enimales inoculados con material de pico 1

incluido en adyuvante., Por lo gue se disedé un experimento para co-=

nocer la

respuesta a la dosis inmunizante, para esto, se inocularom
3 grupos de 16 ratones cada uno con 25, 50 y 100 ug de proteinzs de
pico. I Se administraron 3 dosis, una cada semana.

Siete dias des-

pués derla ultima inmunizacifn, los ratones se desafiaron con 19.6 ug

de veneno de C. limpidus limpidus equivalentes a 1 DLsg para ratones
de 20 gr.

Se incluyeron controies inoculados con adyuvante. Los re-

‘sultados aparecen en la Tabla 2. El cuadro clfnico de envenenamicnto
se caracterizé por la siguiente signologfa en orden de aparicién:

1rr1tab111dad, parestesias facisles, taquicardia, hiperpnea, pilo-

ereccién, 51alorrea, mioclonias, convulsiones, bipedestacién con caf

da_hacia” trés, desérdenes de lz marcha, bradipnea, exoftalmos, pos-

inalmente paro respiratorio y muerte, Todos los ratones

- eontrol : Ttaron las manifestaciones tipicaa de envencnamiento,

“las''cuales”

é’dbéervérdn pocos minutos despues de la inoculacién

:.déllﬁeﬁéﬁb{ ‘La taquicardia y las convulsiones ﬁtevélecieron durante
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todo el tiempo de observacién. Las convulsiones tonoclénicas apare-
cieron 30 min después del desaffo en todos los animales controles y
persistieron hasta los 90 min; sin embargo, a los 120 min s6lo el

31% seguia presentanio convulsiones, las cuales fueron disminuyendo

de intensidad. La bipedestacién con cafda hacia atrds se observé en

tre los 60 y 90 min en 337 de los controles. Tres ratones en este

grupo presentaron paro respiratorio y muerte, uno a los 90 min y los
otros 2 a los 120 min.
En los ratones inmunizados con 25 y 50 ug de pico I, la ta-

quicardia e hiperpnea fueron tan intensas como en los animales contro

les. Sin embargo, las convulsiones se observaron

25 y 191 de
estos grupos respectivamente entre los 30 yﬁ60 min Sdlmin es-
te signo habfa desaparecido mientraS'que e

troles todavia los,ptesentaba.”wLa1bipéde§

se observé en 19% de cada uno de estos grupos alos 60 minii A los

90 min, 19% de los animales inmunizados con 50 ng d pic gmpezaron

tivamente. Sin embargo en estos animale 5

guno de los ratones inmuniza

,gganOOJng:dc cho:I',se observaton
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Tabla 2, Signos clfnicos en ratones inmunizados con 3 dosis de

25, 50 y 100 ug de protefnas de pico I y desafiados con

19.2 pug de veneno de C, limpidus limpidus.

Controles 25ng 50ug 100ng

Minutos después Signos
del desafio Clinicos % % % %
Taquicardia 100 100 100 (0]
30 Hiperpnea 100 100 100 0
Convulsiones 100 25 19 0
Taquicardia 100 - 100 100 0
Hiperpnea 100 100 100 0
Convulsiones 100 - 25 19 0
Bipedestacién 33 .. 19 19 0
Muerte 0. 06 0 0
Taquicardia 100 ¢ 100" 100 6
Hiperpnea 1007+ 100 100 6
" Convulsiones 100 0013 13 0
Bipedestacién 33 5000 =0 0
Postracién 19 00 19 0
Muerte acumulada 6 6 06 -0
Taquicardia 100 - 10086 13%
Hiperpnea 100 L1000 86 13%
Convulsiones 31 s 130 7 0
Postracién 77 SU200 T 43 13%
Muerte acumulada 19 T 00606 0 0
Taquicardia 100, . .100. . 86 13*
Hiperpnea 100 0 ©U1000 86 13%
Convulsiones <15 et 0 0 0
Postracién .38 80% 33 13%
- Taquicardia 02100100 - 86 13*
Hiperpnea 100 100 86 13*
- Postracién 230 00.0.93% . 79% 3%
. Taquicardia 100 ... .- 100- 86 13*%
Hiperpnea 100, 100 86 13*%
Postracién LS 64% 64* 13%

*Los signos en estos animales fueron més ligeros que los observa-
dos en los animales controles,
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manifestaciones de envenenamiento durante los primeros 60 min.,

Sin embargo, aparecieron taquicardia e hiperpnea ligeras en 6%

de estos animales a los 90 min, este porcentaje se incrementé

hasta 13% a los 120 min. En estos mismos animales se observé

postracién ligera a partir de los 120 min, Catorce ratones de es

te grupo (87%) no tuvieron manifestaciones de envenenamiento y se

mantuvieron aparentemente normales durante todo el tiempo de ob-

servacién. Estos resultados son una evidencia clara de que pro-

tefnas del pico I indujeron inmunidad en ratones contra el desa-

fio del veneno de C, limpidus limpidus.

Basindonos en estos resultados, se realizé otro experi-'

Para lo cual ‘se. inmunizaron 4 ra-

envenenamiento,

Las convulsiones, hiperpnTb

desde los 7 min en el ‘100% de los ratones controles»ymientras que en

los animales: inmunizados las convulsiones,‘ taquicardia e hipcrpnea

aparecieron ;hasta los 25 min ‘Los animales controles-empezarqn
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a morir desde los 19 min después del desafio, falleciendo el dl-
timo a los 88 min. En cambio, s6lo un animal inmunizado (7%) mu
ri6 a los 75 min. después del desafio y 12 hrs mis tarde el 93%

de estos animales se habfan recuperado completamente.

100

‘de Sobrevida

Figura 9, orciento

veneno de C. limpidus 'Iimbidhs (O). Réytj&\_bés _c_vén'ti’ovlii:'s

(®). p <.001
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DISCUSION

Es trascendental haber aislado un complejo de protefnas

no téxicas a partir del veneno de Centruroides limpidus limpidus

(alacrin de Guerrero) capaz de inducir inmunidad en ratones contra

el mismo veneno. Puesto que, el objetivo fundamental del presente
trabajo es la consecucién de un producto biolégico, en este caso,
una vacuna antiveneno de alacrédn que pueda ser usada en ﬁoblacio-
nes humanas afectadas por el escorpionismo. '

Por ultrafiltracidn a través de Sephadex G-50, el veneno

se fraccioné en 4 picos. El material del primero se analizé por

electroforesis en presencia de SDS y se observé que estaba formado
por, al menos, 12 proteinas, con pesos moleculares entre 9,800 y
162,000 daltones. Se~ observé que estas proteinas tienen ciertas ca
racteristicas muy impof:antes: indujeron en ratomes un alto grado
de inmuhidadicontré*el*deSaf{o deW3§;2"pg'de"veneho'(2 DLgg para ra
tones de 20 gr) ya que el 931 de los ratones inmunizados con este

complejo de. proteznas sobrevivieron mientras que todos los animales

controles muriero en>un lapso de 88 minﬁ :A’pesar de que todos los

animales inmunizados desarrollaron el cuadro”clinico de envenenamien

to, este fue més ligero que el observado ‘en’los;

nificancia estad{stica (p (. 001)

do este material por electroforesis se 8dvirt16 que k ;prbtéina més

pequefa de pico I no sélo permanecid dentro de 1a membrana de di4li-



sis sino que migré menos distancia que las proteinas de pico II

(Fig. 5). Estos resultados deben evitar cualquier duda acerca de

que las proteinas de pico I estén contaminadas con las de pico I1I.

En este sentido, se puede decir que el Sephadex G-50 fué capaz de

separar muy bien protefnas tdéxicas de las que no lo son,

Cuando los ratones fueron inmunizados con 100 ug de este
complejo inmunogénico y.desafiados después con 19.2 g de veneno,
el 877 de estos animales no presentaron ningin signo de envenena -
miento, solo el 13% restante desarrollé taquicardia e hiperpnea 1i
geras; mientréskque en todos los animales gontroles,~é1 cuadro clf
nico dg eqyéh§ﬁ$6iéﬁto fué grave, muriendo el i91 de ellés.wvd;ra
céracfgris;icéraé>esﬁé'éoﬁplejo>protéico fuéisu'inoéﬁidad, ya'que

no mostréyéctividad téxica ain a dosis de 200 pg/ratén.

Las ‘evidencias xnmunologlcas que se presentan en este

trabajo expllcan la 1nmun1dad inducida por estas proce{nas contra el

veneno ‘de alacrdn. En este sentido, las prucbas de inmunodifusiéa

revelaron identidad entre las protefnas de los picos I y II cuando

se probaron contra suero anti-pico 1 (Fig. 8); los anticuerpos in-

ducidos por las proteinas de pico I, reaccionaron y formaron bandas

“de precipitacidén con proteinas de plco 11, las cuales formaron 1lincas

de identidad con aquellas producidas-por-protefnas de pico 1. Este

resultado sugiere que algunas proteinas de éico 1 deben tener homolo-

giss estructurales con proteinas de pico IL,~

Desde otro punto de vista, si pico I‘hubieraftenido protei-
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nas de pico 11, estos contaminantes hubieran inducido anticuer-

pos, los cuales hubieran reaccionado con proteinas de pico 1I, ¥y

producido el fenbmeno de identidad s6lo con sus antigenos respec

tivos contenidos en pico I. Ademis, las proteinas de pico 1 de-

berian haber formado bandas de precipitacién s6lo con sus respec
tivos anticuerpos.

En otras palabras, si hqbiera diferencias inmunolégicas
entre las proteinas de los picos: 1.y II;-entonces, las proteinas
de picd I deberian habéi pféd@éiﬂb ﬁand$s de ;récipitacién contra
su propio‘antisuero, Sin formarvbandas de identidad con aquellas
formadas por”ptotéiﬁgﬁﬁdézéic§ iI; pero p;odqgiendo bandas‘de idep
fidad coh,ébé!ééLigénos regéécgivosﬁcqntenidos:en,el,veneno’com-

pleto.

L De;hgébp,rse;bbserya:oh,bandéﬁfde;iden;idad;ent;erprotei

nas de pico 1 § veneno cbmﬁlété,'aﬁi’domoi¢ntre proteinas de los pi
cos Ty II; como se puede ver én la Fig. 8. Estos resultados son
evidencias de que las proteinas de pico I deben tener homologias es
tructurales con proteinas de pico II. Eé mds, Ruiz Castafneda (1933)
al titular suero antialacrédnico éﬁcont;é que una dilucién 1/500 era
capaz de neutralizar 1 dbsis ﬁfﬁi&évaérkéi (D.M.M,) péra cobayo, sin
embargo una dilucién 2/500fﬁ6 §éﬁ£té1iia£a Z'D.Mfﬁ. hasta que au-

Castafie

mentaba el suero a 8/500. De estos.resultados; el Dr. Ruiz

da infirid que el veneno de alacrdn debia estar formado por protei-
q ¢ P 14
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nas tdxicas y no tdéxicas, y que éstas dltimas parecfan fijar anti-

cuerpos por fenémenos de inmunidad cruzada. Inferencias que con-

cuerdan con los resultados obtenidos en este trabajo; ya que al

cromatografiar el veneno en Sephadex G-50, se obtuvieron prote{nas

tSxicas y no tdxicas; las segundas indujeron en conejo, anticuer-

pos que formaron lineas de identidad con proteinas téxicas del pi-

co II, mis alin indujeron en ratén un alto grado de inmunidad con-

tra el desafio‘de veneno completo.

Todo esto pudlera e7p11car la .gran’ heterogeneidad que se

encuentra en 1a llteratura respecto a. la composic16n de algunos ve

venos, de alacranes.~ Por otro lado, del anéllsis de estos resulta-~

dos, surge la sxgulente hipétesxs. "Las neurotoxznas del veneno.de

alacrdn deben provenir de cadenas polipeptidicas més largas ¥ sin
. a;tiyidad,téxica,’ Por lo tanto, lgs,alacranes,deben,cstar,sintetg,
zando cadenas polipept{dicas (proneurotoxinas), las cuales por al-
£in mecanismo deben ser cortadas en moléculas mis pequedas con ac-

tividad téxica".
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CONCLUSIONES
En este trabajo se logrd obtener del veneno de Csntr:roides

Las proteinas no

limpidus limpidus componentes téxicos y nc tdxicos,

téxicas fueron capaces de inducir inmunidad en ratones contra el desa

fio de 2 DLgg del veneno completo.

Los resultados de inmunodifusidn sugicren homole en fun

oy
oZiEs

v las de

P

cidén de 1a -estructura primaria entre las proteinas de pico I

pico II.
 Los resultados de inmunidad puecen ser la base parz la pro-

duccidén de una vacuna antialacrdn para uso humano, esto izplica que

el objétivo de este.trabajo ha sido alcanzade.
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