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I. IN"l'RODUCCION 

l. Generalidades 

Corno el miedo a la muerte, como el miedo a lo desconocido, los 

animales ponzoñosos han sido fuente de inspiración para el desarrollo de -

una asombrosa imaginación en diferentes civilizaciones. 

El terror que pequeños organismos como los alacranes han prodE_ 

cido al hombre a lo largo del tiempo, ha permitido la creación de numero-

sos mitos y leyendas escritos al respecto como signo de maldad, de divini

dad o de muerte. Aparecen mencionados en diferentes religiones corno en la 

Biblia o el Talmud o en diferentes Mitologías como la Maya, la Egipcia o -

la Griega. Se representan también sobre varios monumentos, pinturas o re

lieves o sobre túnicas o escudos corno símbolos siniestros (Balozet, 1971). 

Para los egipcios por ejemplo, "Selket", la hija de Ra, es la 

diosa escorpión, representada con un alacrán sobre su cabeza y juega un i!!!_ 

portante papel dentro de la ceremonia de embalsamamiento, protege a la mu~ 

te extendiendo sus brazos alados sobre las paredes internas de los sarcófa. 

gos. 

Para los huicholes, "Párikuté", el Dueño de los Animales, tuvo 

temor de que el alacrán hiciera daño a la gente y le pidió al zopilote que 

acarreara un canasto de los que usan los chamanes. Debía colocarlo en una 

repisa alta; no le dijo que contenía el más peligroso de los alacranes y 

le ordenó que no mirara, pues lo que estaba aprisionado podía escapar. Pero 

El zopilote era curioso y abrió el canasto, el alacrán salió y se encendió. 
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El zop:i:lote no pudo hallarlo y es por eso que ahora nos importunan los 

alacrames" (Furst y Nahmad, 1972) • 

Sin embargo, no es causal esta relación, finalmente toda leye!!_ 

da re:EJ1eja en mayor o en menor grado su medio ambiente circundante. En -

Egipto se localizan algunas de las especies de alacranes más dañinas para 

el hombre que pertenecen a los géneros Androctonus, Leiurus y Buthus. En 

México·., los huicholes ocupan la porción de la Sierra Madre Occidental den

tro deJl. Estado de Nayari t donde se localiza la especie de alacrán más vene 

noso de México, Centruroides ~· 

El primer estudio sistemático sobre las variaciones de toxici

dad de los alacranes aparece hasta 1668 realizado por Francesco Redi, el 

cual hace referencia a la toxicidad y a la distribución geograf ica de los 

alacrames. · A este trabajo le siguieron escasos estudios posteriores, pero 

tendrían que pasar casi dos siglos para que el estudio de los venenos de -

los alacranes cobrara mayor auge científico. Dado el problema de salud -

pública que representan ciertas especies de alacranes por su nocividad so

bre el hombre, los primeros trabajos se relacionan únicamente con el trata 

miento y la sintornatología del piquete del alacrán. 

Es realmente en los últimos años en que el avance científico -

y tecnrológico ha hecho posible que los bioquímicos, fisiólogos, inrnunólo-

gos y Jfarmacólogos enriquecieran el conocimiento a nivel molecular sobre -

la estructura y función de los venepos. Se calcula que cada año se publi

can ailrededor de 10 000 artículos en este campo (Zlotkin, 1973). 
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El tema sobre venenos cobra gran interés si se aprecia el arn-

plio espectro de organismos venenosos que existen, tanto terrestres como -

marinos desde organismos unicelulares corno los dinoflagelados hasta verte

brados corno los reptiles o mamíferos, que producen componentes tóxicos tan 

diversos desde compuestos alifáticos simples o heterocíclicos corno en pe-

ces o en moluscos hasta proteínas de bajo peso molecular corno en elápidos 

o en alacranes o de alto peso molecular, corno en la araña Viuda Negra. Se 

encuentran contenidas además, en una gran heterogeneidad de estructuras 

anatómicas especializadas para su liberación, desde formas simples corno 

los tejidos corporales de. los peces ponzoñosos hasta formas más especiali

zadas corno el telson del alacrán; producen también efectos clínicos muy -

diversos desde una simple irritación corporal hasta necrosis o la paráli-

sis. respiratoria (Zlotkin, 1973). 

Toda esta importante convergencia evolutiva que, por tan diver

sos caminos se ha producido a través del tiempo sobre la utilización de ve 

neno corno un mecanismo de defensa y de obtención de alimentos, puede consi 

derarse, desde el punto de vista ecológico, de amplio valor adaptativo 

corno resultado de un menor gasto de energía. 

Así, en la medida en que los trabajos sobre e1 veneno de estos 

organismos se incremente para dilucidar la dinámica entre su estructura y 

su función mediante el aislamiento y la caracterización de sus venenos y -

los efectos fisiológicos de los mismos, podrán ser útiles herramientas en 

neurología sobre la caracterización química de las moléculas involucradas en 

la conductancia iónica, en diferentes procesos fisiológicos de fenómenos -

excitatorios neuronales o inducción de la transmisión química, corno fuen--
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tes potenciales para nuevos agentes terapéuticos, así como para el estudio 

taxonámico y zoogeográfico de estos organismos. 

En particular, este trabajo versa sobre el estudio del veneno 

del alacrán, por lo que se hará hincapié sobre 'ellos. 

2. Origen, Taxonomía y Distribución Geográfica 

Los alacranes se cuentan entre los organismos actuales más an

tiguos que se conocen, sus restos fósiles aparecen desde el Silúrico y se 

supone que evolucionaron.de los Euriptéridos, que fueron organismos de 

aguas dulces o salobres que aparecieron en el Cámbrico y en el Silúrico; 

por esa razón se les ha atribuído a los antiguos alacranes una existencia 

acuáti·ca, que podría explicar la ausencia de estigma en dichos fósiles. -

O bien,, podrían haber sido formas de vida terrestre que habitaban las ca~ 

tas durante las bajas mareas, los cuales fueron atrapados y confundidos -

con otros organismos acuáticos y deberse la carencia de estigmas a su mal 

estado de conservación, si ésto fuera así los alacranes junto con los 

cienpies serían los primeros animales terrestres que se conocen (Moody, 

1962; Camacho, 1974). 

Como resultado del proceso evolutivo, se encuentran pequeñas 

diferencias entre las formas fósiles y las actuales de los alacranes ya -

que han permanecido casi inalterados morfológicamente a través del tiempo, 

gracias a su gran adaptabilidad ecológica, por eso en ocasiones se les -

descri!be como "fósiles vivientes". Los alacranes tienen además la carac

terís'tica de no ser estructuras intermedias en la evolución animal, sino 
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el resultado de una línea totalmente independiente dentro de los artrópo-

dos que ha sido capaz de resistir los cambios geológicos durante millones 

de años sin dar lugar a nuevas formas (Vachon, 1953). 

Los alacranes se localizan en ambos hemisferios en las zonas -

templadas correspondientes a los climas tropicales y subtropicales. Son -

arácnidos que pertenecen al Orden Scorpionida, las especies peligrosas pa

ra el hombre corresponden en su totalidad a la familia Buthidae que es la 

.familia más grande de alacranes, con más de 500 especies distribuidas por 

todo e1 mundo, de las cuales alrededor de 25 especies se consideran d:cñi-

nas (Shulov y Levy, 1978). 

El patrón de distribución de las especies altamente tóxicas se 

.confinanen el Viejo Mundo al Norte de Africa, Medio Oriente e India, y peE_ 

tenecen a los géneros Androctonus, Leiurus, Buthus, Buthotus y Heterome-

~¡ en el Nuevo Mundo se localizan en América del Norte en México y una 

parte del sur de E.U. y pertenecen al género Centruroides, en América del 

Sur se localizan en Brasil y Trinidad Tobago y pertencen al género Tityus 

(Balozet, 1971¡ BUcherl, 1971). 

En México, los alacranes venenosos presentan una amplia distr_!. 

bución a través de toda la vertiente del Pacífico en la zona Tropical y -

Subtropical de México, interrumpida en tramos por la Sierra Madre Occiden

tal y cortada en dos por la Sierra Volcánica Transversal. 

Los estudios taxonómicos y biogeográficos de los alacranes mexi 

canos se encuentran realizados casi en su totalidad por Hoffmann entre la 

década de 1930-1940. Sin embargo, se requiere un estudio taxonómico más -
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profundo dado que en 1932 Hoffmann elaboró una clave en donde separa las -

especies en rayadas y no rayadas, ésto podría crear especies artificiales, 

dado qu.e a pesar de que han sido utilizados con frecuencia patrones de co-

loracián,manchas y rayas en la sistemática de los alacranes, un estudio --

reciente sobre dos especies de alacranes basado sobre su distribución geo-

gráfica, comparación de patrones electroforéticos del veneno y reproducción 

en cautiverio demostró que estas dos especies clasificadas, originalmente 

son diferentes fases de coloración de una misma (Stankhe, 1971). 

Se requiere también un estudio más completo sobre la distribu-

ción geográfica de las diferentes especies de alacranes mexicanos, dado que 

los estudios realizados son ensayos provisionales y los límites exactos de 

cada especie no estan bien delineados. Sin embargo, en virtud de que no -

existe ningún estudio posterior al respecto, basándonos en estos trabajos; 

puede decirse que existen en México 6 especies de alacranes peligrosos por 

el hornlbre conocidos hasta el momento pertenecientes al género Centruroides 

(Hoffmann, 1938) • Así se tiene: el ~· sculpturatus al Sur de Arizona y 

Norte de Sinaloa, el c. suffusus presenta al menos dos subespecies 

~- chiaravigli al Norte de la M~sa Central y el ~· suffusus al Sur de 

Ourango,Noroeste de Zacatecas y Este de Sinaloa. El c. noxius habita en -

Nayarit y Sureste de Sinaloa, el f.· limpidus con dos subespecies, el 

f.!!. limpidus que habita en Morelos, Sureste del Edo. de México, Sureste -

de Michoacán y Suroeste de Puebla, esencialmente la Cuenca del Río Balsas 

y el c.L tecomanus que se localiza en Colima. El f.· elegans que presenta 

al menos dos subespecies el e.e. insularis en las Islas Marías y el 

E..:2.· ~.:Il.egans que habita dos regiones geográficas separadas, una al Norte, 

la forma típica, en el Edo. de Jalisco y áreas costeras de Nayarit y Sina-
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Distribución geográfica de las espe~les más peligrosas 
del género Centruroldes en la República Mexicana. (Hoffmann, 1938) 



loa y la otra al Sur que bien podría ser otra subespecies, en la región 

costera de Guerrero y un poco de Oaxaca y el s¿. infamatus que cubre el cen 

tro.del país desde ·el Sur de Durango, Zacatecas, Aguascalientes, Michoacán 

y Jalisco, así como un pequeño foco cerca de Jalapa en el Edo. de Veracruz, 

que al parecer se encuentra aislado y se conocen dos subespecies. 

C.i. infamatus y C.i. ornatus (Hoffmann, 1938; Díaz Nájera, 1970). (Ver -

Mapa, Fig. l). 

3. Composición Química de los Venenos 

Siguiendo el criterio de que "el más venenoso es el más intere 

sante" y como la toxicidad de los venenos de los alacranes varía de acuer

do con su lugar de origen, no es de extrañar que los primeros estudios de 

purificación de los venenos de los alacranes se realizara con los del Nor

te de Africa por el grupo de Miranda y colaboradores en Francia. 

Los primeros intentos sobre la purificación de dichos compone.!!_ 

tes realizados por Wilson (1904), Mohamed (1942) y Adam y Weiss (1959) 

fueron totalmente infructuosos, posteriormente se realizaron algunos traba 

jos que aportaron un amplio progreso sobre el análisis bioquímico de los -

venenos, como el que se encuentran constituidos por proteínas, migran ha-

cia el cátodo, son solubles en agua y precipitan en acetona (Lissitzky y -

col., 1956; Miranda y col. 1960; 1961). Sin embargo, es hasta el surgimi~n 

to de las nuevas técnicas cromatográficas por filtración en gel y por in-

tercambio iónico que se consiguió desarrollar el campo sobre la purifica-

ción y caracterización de las proteínas neurotóxicas de los venenos. El -
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grupo de Miranda logró purificar del veneno de Androctonus australis Hector, 

después de cerca de 10 años de trabajo, las primeras dos toxinas contra ma

míferos en 1967 y estimar sus pesos moleculares mínimos por la composición 

de aminoácidos (Rochat, 1967) • 

En general el veneno de los alacranes es de apariencia lechosa, 

opalescente y con un pH alrededor de 7.0. El veneno obtenido por estimul~ 

ción eléctrica del telson del alacrán disuelto en agua contiene un material 

insoluble que puede separarse por centrifugación y carece de toxicidad, al 

parecer son mucoproteínas y desechos celulares como membranas, aunque la -

composición exacta no ha sido estudiada. La parte soluble contiene todos 

los componentes tóxicos y consiste en su mayor parte de ·una mezcla de pro-

teínas y péptidos de diferentes pesos moleculares y en menor cantidad de -

lípidos, nucleótidos, sales inorgánicas y aminoácidos libres. 

Aunque se encuentran presentes algunas enzimas, la acción letal 

del veneno se atribuye principalmente a una serie de polipéptidos neurotó

xicos que difieren en el grado de toxicidad y composición de aminoácidos -

al ser probados sobre vertebrados e invertebrados. 

Tratándose de alacranes y de elápidos el término neurotoxina -

se refiere a aquellas proteínas o polipéptidos de los venenos que bloquean 

la transmisión sináptica al combinarse con las membranas del sistema ner-

vioso periférico (Babin y col. 1974; Watt y col. 1974). Sin embargo, en el 

Congreso Internacional de Toxicología efectuado en 1976, se sugirió utili

zar el término toxina en vez de neurotoxin.a, hasta satisfacer los criterios 

requeridos para aseverar su acción neurotóxica sobre el sistema nervioso. 
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Las toxinas de alacrán son proteínas muy estables, como se ha 

observado por experimentos de termodesnaturalización, seguidos por disper

sión óptica rotatoria, los cuales han mostrado que las toxinas de los ala

cranes mexicanos y brasileños son moléculas altamente empacadas y estabil.!, 

zadas por 4 puentes de disulfuros (Possani y col. 1981). 

También utilizando dispersión óptica rotatoria y espectrofoto!:_ 

tría diferencial de ultravioleta con la toxina de Androctonus australis -

Hector 11, se encontró una forma predominante entre pH 4 y 9, de las 4 po

sibles, además de ser altamente estable contra la desnaturalización por 

calor o tratamiento con urea 9.SM (Chicheportiche y Lazdunski, 1970). 

Con el veneno del Centruroides sculpturatus se observó que al 

calentarse a 92°C por 40 min. pierde potencialidad, dado que la dosis le-

tal media (DL50 > sube de 1.46 a 4.29 mg/kg, pero sigue siendo tóxica. con 

otras toxinas de Centruroides al hervirse por 5 min. las proteínas vuelven 

a rep1egarse tridimensionalmente conservando su toxicidad (Watt y col. 

1964; Possani y col. 1981). 

A pesar de la dificultad que representa la purificación de e~ 

tas proteínas por tener pesos moleculares semejantes y propiedades f isico

químicas parecidas, se ha logrado aislar a homogeneidad 54 toxinas de difer!:_ll 

tes venenos de alacranes, de ellas se conocen 38 regiones N-terminal y só

lo de 21 se conoce su estructura completa. (Ver Tabla 111 pag. 71 y 72). 

El grupo de Francia es el que más ha aportado al conocimiento 

de la estructura primaria de los venenos de alacranes, de las especies nor 
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teafriicanas: AaH, ~· Bop,. Bot y~- Han seguido un patrón general de 

purifi~ación que consiste en la extracción del veneno por estimulación 

electr:iica y obtención del material soluble, seguido por separación del 

veneno soluble por filtración en gel de Sephadex G-50 con reciclamiento a 

pH 8.6· y cromatografías de intercambio iónico en Amberlita IRC 50, pH 6.3 

y 6.7 ;y DEAE-Sephadex ASO a pH 8.5 todo con amortiguador de acetato de 

amonio,.. Hasta el momento han conseguido aislar y caracterizar estos vene 

nos pair su toxicidad y composición de aminoácidos 31 toxinas que tienen -

efecto tóxico sobre animales auperiores o "toxinas para mamíferos" (Rochat 

y col •. , 1979) • 

Todas estas toxinas son proteínas de bajo P.M. (alrededor de 

7,000)cr presentan un alto contenido de aminoácidos aromáticos y bajo con!_e 

nido d'ie Histidina y Fenilalanina, ausencia de Metionina y Presencia de 4 

puentes de disulfuro. Ademas se aprecia un efecto sinergístico hasta de 

un 60'k,, al mezclar las fracciones tóxicas (Miranda y col., 1970). 

El estudio comparado de los venenos del alacrán AaH pertene--

cientes a diferentes regiones geográficas del Norte de Africa mostraron -

'diferencias en la composición de sus toxinas para mamíferos. 

Se encontró que los alacranes colectados en Tozeur (Túnez) c~n 

tienen las toxinas I, II y I' , en tanto los de Chellala· (Algeria) pres en-

Nota~ Abreviaciones: AaH = Androctonus austalis Hector, Amm = Androc
.l:.ilnl.lli mauritanus -;;;auritanus ¡ Bop = Buthus occitanus par is¡ 
Bot = ~ occitanus tunetanus; ~ = Leiurus quinquestriatus 
quinquestriatus. 
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tan las toxinas I~ II y III. Las toxinas l' y III se consideran isotoxinas 

de la toxina I, dado que la toxina I' difiere en la substitución de una 

Valina por una Iso1eucina en la posición 17 (Rochat y col. 1970) y la toxi 

na III por un mayo.r número de residuos de aminoácidos (Miranda y col. 1970). 

Esto es un ejemplo claro de la utilidad de las implicaciones taxonómicas -

derivadas de la información química, dado que esta diferencia genética su

giere una heteroge:.neidad taxonómica, que ha repercutido sobre la reconsid~ 

ración de la taxoroomía de estos alacranes. 

También se ha obtenido en forma homogénea una toxina que ejerce 

su acción tóxica específicamente sobre insectos o "toxina para insectos", -

Provenientes del veneno del AaH. Difieren tanto en composición de aminoáci 

dos, actividad, ca..."!lo en respuestas fisiológicas con las de mamíferos. Am-

bas son proteínas básicas, la primera tiene un PM de 7498, 4 puentes de --

disulfuro, no contiene Metionina, se ha secuenciado en su totalidad y se en 

cuentra en menor proporción en el veneno total que las de mamíferos 

(Zlotkin y col. 1971). La segunda tiene 70 residuos de aminoácidos, no pr~ 

senta Metionina, llistidina ni Fenilalanina y al parecer contiene 5 puentes 

de disulfuro (Zlotkin y col. 1976). 

Los venenos de los alacranes americanos correspondientes al gé

nero Centruroides también han sido estudiados. En f.· sculpturatus que habi

ta en Arizona y en el norte de México estudiado por el grupo de Watt en 

U.S.A., han aislado 4 toxinas activas en pollos, designadas I, II, III y IV 

(Mcinstosh y Watt, 1973), de las cuales sólo de la toxina I se conoce toda 

su estructura primaria (Babin y col. 1975) además se han purificado 3 varian 

tes que son tóxicas sobre insectos y en grandes cantidades sobre vertebra--
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dos, las cuales han sido secuenciadas en su totalidad.y muestran grandes -

homologías entre sí (Babin, y col. 1974). 

García (1976), trabajando en el laboratorio de Miranda y Rochat 

aisló y secuenció dos toxinas para mamíferos del veneno del C. suffusus 

suffusus. 

Por otro lado, el grupo de Possani en México ha caracterizado -

los venenos de otros alacranes del género Centruroides y ha logrado purifi

car hasta el momento 15 toxinas de las especies E.· noxius (Dent y col. 1980; 

Possani y col. 1981) E.· elegans (Possani y col. 1978) y f.· limpidus tecomanus 

(Possani y col. 1980) y han obtenido la secuencia N-terminal de 7 de ellas. 

El veneno del alacrán sudamericano Tityus serrulatus fue ini-

cialmente estudiado por el grupo de Diniz en Brasil. Purificaron dos toxi 

nas para mamíferos denominadas· Tityustoxina (TsTxl I y II, la segunda con 

una nt
50 

más alta (Gómez y Diniz, 1966; Toledo y Neves 1976). 

En forma independiente Possani en México ha trabajado con el -

veneno del Tityus serrulatus, inicialmente aisló y caracterizó 5 toxinas, 

de ellas, la más tóxica denominada Y, contiene 62 aminoácidos y una Metio

nina, y representó la primera toxina aislada que contenía Metionina, tam-

bién se le determinó su secuencia N-terminal (Alagón y col. 1976; Possani 

y col. 1977) . Posteriormente aislaron y obtuvieron la secuencia N-termi-

nal de 4 toxinas denominadas II-11, III-10, III-8· y IV-5. Por análisis de 

aminoácidos y secuencia N-terminal la II-11 y la III-10 son iguales entre 

sí e iguales a la toxina Y caracterizada anteriormente, hasta los aminoáci 

dos secuenciados (Possani y col. 198lc). Toledo y Neves (1976) determina-
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ron de las toxinas TsTx I y II la composición de aminoácidos, la primera -

presenta 1 Metionina y 4 puentes de disulfuro, en tanto que la II tiene -

dos Metioninas y 6 puentes de disulfuro. Las características más sobresa

lientes son la presencia de Metioninas en las toxinas y la presencia de 6 

pu.entes de disulfuro, que es una excepción al igual que la toxina II del -

C. scul.pturatus y la toxina para crustáceos del AaH. 

Por otro lado la TsTx I y la toxina II-11 (III-10, Y) presen-

tan un patrón cromatográfico muy semejante, así como su composición de am.!_ 

noácidos, posiblemente todas se refieran a una misma toxina, pero la res-

puesta final deberá aguardar hasta que se conozcan las secuencias totales 

de cada. una de ellas. 

El aislamiento de toxinas de alacranes menos venenosos ha sido 

poco investigado; sin embargo recientemente se han aislado varios compone!!_ 

tes deJI. alacrán Scorpio ~palmatus, perteneciente a la familia 

Chactidae, que poseen muy baja toxicidad sobre mamíferos, pero una sintoma 

tología muy distinta sobre insectos de la presentada por los venenos de los 

Buthidae. La fracción neurotóxica de este veneno produce una parálisis de 

acción rápida pero reversible y una de acción lenta pero letal y presentan 

cooperativismo entre ambas. De esta última fracción se aislaron y caract~ 

rizaron química y farmacológicamente dos toxinas denominadas IT
1

, IT2 de -

3232 y 3363 de peso molecular respectivamente (Lazarovici y col. 1982) • 

La caracterización de las toxinas aparece como una herramienta 

útil para estudios de filogenia y taxonomía. Se ha intentado obtener un -

máximo de homologías entre las secuencias N-terminal de las toxinas de di-
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ferentes especies de alacranes·, alineando los aminoácidos con el mínimo de 

cambios por interconversión, suponiendo que han permanecido inalterados 

durante la evolución. Las secuencias presentan un 50% de homologías apro-

ximadamente entre ellas y se han agrupado hasta el momento en 9 grupos es-

tructurales con base en los aminoácidos faltantes. (Ver Tabla II,p. 71~2). 

Esto podría indicar que los 9 grupos representan líneas evolu-

tivas divergentes de un ancestro común (Rochat y col. 1970) ¡ Possani y col. 

1977). El alto grado de homologías sugiere que la conservación de estos -

aminoácidos juega un papel importante en las funciones biológicas, dado que 

pueden constituir el sitio activo, ser esenciales para mantener la conforma 

ción activa o servir para el doblamiento de la cadena peptídica (Zlotkin, 

y col. 1971). Recientemente, se ha sugerido que las toxinas de serpientes, 

alacranes y abejas evolucionaron de un polipéptido ancestral común, de la 

mitad del rargo que las toxinas actuales, a través de duplicación génica -

interna y doblamiento génico (Erickson, 1978) • 

Es muy probable que la presencia de 4 puentes de disulfuro en -

proteínas ·tan pequeñas sean responsables de la gran estabilidad de estas --

toxinas. La localización de los puentes de disulfuro es por lo tanto, muy 

importante por el papel que juegan entre la relación estructura-función. 

De la toxina II de AaH se han determinado las posiciones de los 

puentes de disulfuro, utilizando enzimas proteolíticas: tripsina, quimo--

tripsina, papaina y termolisina, encontrando éstos entre los residuos 12-63, 

16-36, 22-46 y 26-48 (Kopeyan y col. 1974). Con la variante 3 del 

~· sculptur~tus se determinaron los puentes de disulfuro por cristalogra--
o 

fía a resolución de 3 A, hallando las uniones entre los residuos 12-65, --
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16-41, 25-46 y 29-48 que son homólogos en las posiciones del ~ (Ver Ta--

bla II). Esto ha sugerido la posibilidad de que los residuos de cisteina 

se apareen en posiciones homólogas en todas las toxinas para mamíferos --

(Fontecilla-Camps y col., 1980). 

Con el objeto de obtener información sobre el sitio de acción, 

se han llevado a cabo varias modificaciones químicas sobre las toxinas del 

AaJ:I I y II, encontrando que con la reducción de un puente de disulfuro, -

modificaciones de carboxilados y acetilación de grupos aminos nulifican 

la actividad de las toxinas, en tanto que el único residuo de triptofano 

no ejerce acción sobre el sitio activo. También la reacción con ácido 

iodoacético inactiva ambas toxinas, en el caso de la toxina I se debe a -

una modificación covalente con el residuo de Lisina en la posición 56, --

que sugiere su importancia sobre la toxicidad de estas proteínas (Sampieri 

-y Habersetzer-Rochat, 1975; Chicheportiche y Lazdunski, 1970). 

Los estudios sobre estructura secundaria y terciaria son ese~ 

sos, se sabe, por técnicas de dicroísmo circular y resonancia magnética -

nuclear que la toxina del alacrán~· noxius II.9.2.2 tiene cerca de 11% -

de estructura a hélice y 22% de estructura plegada de tipo beta (Watters y 

col. 1981). Por otro lado, con la variante 3 del~· sculpturatus se ha --
o 

determinado su estructura cristalina tridimensional a resolución de 3 A, -

presentando dos y media vueltas de a hélice y tres vueltas amplias de es--

tructura antiparalela de 8 hélice'que corre en forma paralela a la a héli-

ce. La molécula tiene apariencia de un puño de la mano derecha, la a héli 

ce corre a lo.largo de los nudillos del puño y la 8 hélice sobre la unión 

entre el segundo y tercer dedo formando una porción densa con 3 puentes de 
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disulfuro, la muñeca corresponde a la porción e-terminal de la proteína --

(Fontecilla-Camps y col., 1980). 

Además los venenos de alacranes presentan actividades enzimá--

ticas que a diferencia del de las serpientes se encuentran en un porcenta-

je muy bajo y han sido descritas únicamente a nivel cualitativo sin haber 

sido aisladas y caracterizadas hasta el momento, a excepción de la hialur~ 

nidasa de f.· limpidus limpidus (Alagón y Possani, 1981). En .S• quinques--

triatus se detectó actividad de fosfolipasa A y B y de proteasa (Mohamed y 

col.; 1969a, b), en Heterometrus fulvipes se encontró actividad de succi--

nato-deshidrogenasa (Selvarajan y col. 1975), en Buthus talamus se separa-

ron electroforéticamente las actividades proteolítica y fosfodiesterásica 

(Master y col., 1963). En los venenos de T. serrulatus (Possani y col., -

1977), Scorpio ~ (Zlotkin y col., 1972), ~· occitanus (Jaques, 1956) 
~ 

y f· _!!9xius (Dent y col., 1980) se detectó actividad de hialurodinasa que 

al parecer es la única enzima constante en todas las especies de alacranes 

peligrosos y se supone que actúan como factor de difusión y penetración --

del veneno sobre su víctima. 

También se ha encontrado la presencia de :i-hidroxitriptamina -

en el veneno de ~· quinquiestratus (Adam y Weiss 1958, 1959a) , que a pesar 

de encontrarse en mayores cantidades que en otros venenos de animales no -

juega ningún papel sobre el efecto tóxico del mismo. 

4. Fisiología y Acción del Veneno 

La sintomatología común presentada por el veneno de alacrán --

sugiere la participación del sistema nervioso autónomo, tanto del parasim-
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pático (lagrimeo, salivación, hipotensión, etc.) como del simpático (midri_a 

sis, hipertensión, taquicardia, etc.) y su acción semeja tanto a substan--· 

cias parasimpaticomiméticas como la muscarina, como compuestos simpático--

miméticos como la adrenalina. Esto ha generado el estudio de los efectos 

cardiovasculares, respiratorio y neuromuscular que estos venenos producen en 

diferentes sistemas. 

a) Efectos musculares 

Los trabajos realizados por Adam y Weiss (1959) sobre músculo -

esquelético mostraron que la aplicación del veneno !!· quinquiestratus pro--

ducía fuertes contracciones, originadas por una despolarización de la rnem--

brana, las cuales eran antagonizadas por altas concentraciones de calcio y 

potenciadas por bajas concentraciones de este ion, proponiendo que el vene-

no desplazaba el calcio del músculo. Sin embargo, la adición de tubocura--
~ 

rina que bloquea la respuesta a la acetilcolina no mostraba ningún efecto -

sobre la acción del veneno. 

Trabajos más recientes sobre las uniones neuromusculares con --

veneno de.'.!'..· serrulatus, f.· suffusus, !!· quinquestriatus y~· australis han 

demostrado que.la despolarización es dependiente de·calcio pero que los --

efectos producidos por el veneno son abolidos totalmente con d-tubocurari-

na, tetrodotoxina (TTx) , bungarotoxina, magnesio y procaina y se propone la 

liberación de acetilcolina por acción del veneno sobre las uniones nervio--

sas, semejante al mecanismo que se produce en el impulso nervioso (Brazil y 

col. 197J¡ Lin y col. 1975). Esta acción excitatoria presináptica causada 

por la liberación de acetilcolina ha sido demostrada tanto en preparaciones 

en vertebrados (La Grange y Russell, 1971) corno en artrópodos (Parnas y 
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col. 1970). 

Por otro lado se ha demostrado por varios estudios que el vene

no es impermeable a la membrana excitable, esto sugiere que el veneno actúa 

sobre el área expuesta en las terminaciones del axón (Del Pozo y Anguiano, 

1947; Katz y Edwards, 1972; Zlotkin y col. 1971). También se ha visto que 

el veneno del E_. noxius no actúa sobre la inhibición de la colinesterasa -

(Del Pozo, 1948). 

En preparaciones de músculo liso ha sido bloqueada con tetrod~ 

toxina y atropina la activiación espasmódica autorrítmica producida por -

los venenos, sobre íleo de cobayo, de ~· australis (Tazieff-Depierre, 1972; 

Tintpulver, 1975) y de f.· sculpturatus (Patterson, 1962) y en íleo de rata 

con veneno de'.!'._. serrulatus (Cunha-Melo y col., 1973). Existen algunas -

diferencias observadas entre los venenos del A. australis y la Tityustoxina 

(TsTx) dado que en esta última la aí:ropina produce un bloqueo parcial de la 

actividad espasmódica; sobre estas bases y algunas pruebas indirectas, se -

ha sugerido que la contracción originada por el veneno del T. serrulatus -

se debe a la liberación de más de un mediador, uno de ellos la acetilcolina 

y posiblemente la substancia P sea otro (Freire-Maia y col., 1976; Cunha

Melo y col. 1973); además se ha observado una respuesta relajatoria transi_ 

toria bloqueada por agentes simpaticolíticos que indican un origen adrenéE_ 

gico. Estas diferencias no solo pueden indicar una diferencia en el modo 

de acción de las toxinas sino en las respuestas entre el Íleo de rata y el 

de cobayo (Zlotkin y col., 1978). 

Utilizando la toxina para mamífero, para crustáceo e insecto del 

veneno de A. ~ustralis se observó que sobre preparaciones de músculo liso -
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de cobayo la toxina para crustáceo produce una contracción prolongada a -

diferencia del comportamiento espasmódico rítmico producido por el veneno 

total o las toxinas para mamífero, y que la toxina para insecto fue inac

tiva sobre la preparación demostrando su alta especificidad sobre el sis

tema neuronal de los insectos (Tintpulver y col., 1976). 

b) Efectos cardiovasculares 

Los efectos cardiovasculares parecen estar también mediados -

por el sistema nervioso autónomo en particular por el·simpático debido a 

un incremento en el nivel circulante de catecolaminas como la adrenalina, 

o la norepinefrina. Histológicamente se ha observado miocarditis, apreci!n 

dose ciertos cambios degenerativos de las fibras nerviosas, necrosis y ed~ 

ma intersticial (Gueron y Yarom, 1970) • Estos cambios cardiovasculares no 

pueden explicarse tan solo por un exceso de catecolaminas por lo que se ha 

sugerido la posibilidad de que sea un efecto directo sobre la permeabili-

dad iónica de la membrana celular (Yarom y Braun, 1971) • 

Una característica de todos los venenos de los alacranes de la 

familia Buthidae es producir un incremento en la presión sanguínea, al pa

recer se debe a una liberación de catecolaminas originada por una estimul~ 

ción preganglionar, ganglionar o pos.tganglionar del simpático, así como a 

una est.imulación de la glándula adrenal, como se ha señalado con el género 

Centruroides (Del Pozo, 1956), con el veneno del Tityus (Cerrado, 1974; -

Freire-Maia y col., 1970, 1974; Celeste Henríquez 1968) y con los géneros 

Leiurus, Androctonus y ~ {Cheymoll974). A esta hipertensión le sigue 

una hipotensión, atribuida en parte a un bloqueo senoauricular y aurículo-
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Sobre vasos deferentes de cobayos se observó que una toxina del 

~ induce la liberaéión de norepinefrina, la cual es disminuída por hexam~ 

tonio. Se propone un mecanismo exocitótico, dado que la enzima dopamina-8-

hidroxilasa se libera junto con la norepinefrina en proporciones similares 

y sugiere que la toxina induce la liberación de catecolaminas por una ac-

ción directa sobre las neuronas adrenérgicas (Moss y col. 1974). 

Los efectos bradicárdicos han sido también estudiados y son el 

resultado de la activiación de fibras parasimpáticas. Freire-Maia y col, -

(1974) encontró que los efectos bradicárdicos con veneno de Tityus se incre 

mentan con fisostigmina, decrecen con hexametonio y se eliminan con atropi

na, y que la taquicardia se antagoniza con·propranolol, al parecer la bradi 

cardia se debe a la liberación de acetilcolina y catecolaminas por la acti

vación del ganglio vaga! y de las terminaciones postganglionares del cora-

zón. En concordancia con lo anterior Cerrado y col. (1968) observó con el 

mismo veneno que la acción de éste se expresa mediante una pequeña y tran-

si toria bradicardia, le sigue una respuesta fuerte·. y cronotrópica que se 

puede abolir con propranolol y se encuentra ausente en el corazón de los 

animales tratados con reserpina, sugiriendo que el veneno activa ambos com

ponentes del sistema nervioso autónomo a nivel posganglionar, como producto 

de la liberación de neurotransmisores. Con los venenos de Lqq, AaH y Bot 

(Cheymol y col., 1974: Ismail y col., 1972, 1973), la acción cardíaca ini-

cial es estimulatoria mientras con el veneno de Tityus es inhibitoria y el 

propranolol antagoniza el efecto estimulatorio mientras la atropina antag~ 

niza los efectos depresores. 
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Una diferencia importante son los datos obtenidos por Fayet -

(1974), el cual utilizando células de cultivo cardíaco de embrión de pollo 

y veneno de AaH encontró que la acción tóxica del veneno no se abate en -

las células tratadas con reserpina ni con DL-propranolol, es decir, se ob

serva un efecto cronotrópico positivo y arritmia seguido por fibrilación y 

tetanización respectivamente. Aunque estos datos contradicen los datos an 

teriores sobre la acción de los venenos de alacrán sobre el corazón, la 

diferencia puede deberse a distintas respuestas al veneno de alacrán entre 

las células embrionarias del corazón y las preparaciones aisladas de éste 

(Zlotkin y col, 1978), corno se ha observado con la TTX en diferentes eta-

pas del desarrollo embrionario del corazón de pollo (Shigenobu y Sperelakis, 

1971). 

Se ha investigado también en células de cultivo de corazón de 

embrión de~pollo los efectos de 15 toxinas de diferentes venenos de alacra 

nes africanos y un mexicano (Couraud y col., 1980), observando que la afi-

, nidad de las toxinas en las células depende del potencial de membrana, que 

son dependientes de la concentración de potasio externo y que estimula el 

desplazamien~o del calcio por acción de las toxinas. La veratridina desp~ 

lariza completamente la membrana e impide que la toxina de alacrán inter-

actúe sobre ésta, además se aprecia que el veneno de s:_. suffussus suffusus 

(C.s.s.) es completamente inactivo sobre el movimiento del calcio y no de.:!_ 

plaza la toxina II de AaH en las células de corazón, esto puede deberse a 

que actúan sobre diferentes receptores o que su afinidad es muy baja. El 

efecto sobre el sodio de la toxina probablemente se deba a una modifica--

ción del potencial de membrana inducido por la adición de la toxina. Un -
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efecto similar ha sido mostrado en sinaptosomas de cerebro (Jover y col., 

1980) y en células de neuroblastoma (Catterall y col., 1976). Un estudio 

comparativo llevado a cabo en sinaptosomas entre la toxina II de AaH y la 

toxina II del C.s.s. sobre la unión a los sitios receptores, demostró que 

estas toxinas no competían entre sí y que la toxina del Centruroides es -

independiente del voltaje y presenta de 6 a 10 veces menos sitios recept~ 

res (Jover y col. 1980b) . 

Un estudio sobre rebanadas de corteza de cerebro de rata utili 

zando la TsTx, mostró que la toxina incrementa la liberación de acetilcolina 

(Gómez y col., 1973). El mismo efecto se ha observado en el hipotálamo, -

hipocampo, corteza y estriado dado que se bloquea en presencia de TTX y es 

dependiente de sodio y calcio. Se presenta un mayor efecto sobre el hipo-

campo y la corteza y un menor efecto sobre el tálamo y en zonas del hipoc~ 
~ 

po donde hay menor liberación de acetilcolina (Macedo y Gómez, 1982). En 

sinaptosomas se ha observado que la TsTx causa la liberación de acetilcoli 

na por un mecanismo de transporte de calcio al interior de las terminacio-

nes sinápticas (Celeste-Henríquez, 1975). 

c) Efectos sobre las membranas axonales 

En los Últimos años el intento de caracterizar los canales ióni 

ca de las membranas excitables por diferentes técnicas, ya sea electrofi--

siolÓgicas como la de voltaje-sostenido ("voltage-clamp") o microelectro--

dos, o bien por técnicas biofísicas como fluorescencia o biofringencia o 

por técnicas bioquímicas con ligandos específicos, ha cobrado un gran auge. 
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La utilización de las toxinas co~o herramientas útiles sobre -

estudios neurofisiológicos surgió a principios de los años 1960 cuando se 

supo que la TTX bloquea específicamente el canal de sodio (Narahashi y col. 

1960, 1964) y que no tiene efecto directo sobre la liberaci6n del transmi-

sor en las terminaciones nerviosas (Katz y Miledi, 1967). Esto estimul6 -

enormemente el estudio de una variedad de neurotoxinas de diversos animales, 

entre ellas las de los alacranes, para el empleo de la acci6n de éstas so

bre los canales iónicos con el fin de poder elucidar las características -

funcionales de éstos sobre las membranas nerviosas. 

Los efectos de los venenos de alacranes sobre los tejidos exci 

tables probablemente resultan de la modificaci6n de las propiedades de di

ferentes canales sensibles al voltaje. Se ha observado que la aplicaci6n 

del veneno produce una despolarizaci6n sobre las membranas de las termina

ciones nerviosas ocasionado por un incremento de la permeabilidad al sodio 

y una prolongación de la duraci6n del potencial de acci6n. 

Los primeros estudios con el veneno de Lqq mostraron que la -

inactivación sobre la dependencia del voltaje se cambia a un potencial de 

membrana más negativo, el retardo de la corriente de potasio hacia afuera 

se reduce a una tercera parte de su valor normal y el potencial de acci6n 

se prolonga marcadamente (Adam y col., 1966¡ Koppenh8fer y Schmidt, 1968). 

Los trabajos posteriores sobre axones gigantes de calamar uti

lizando venenos de alacranes norteafricanos y toxinas puras de estos vene

nos, han confirmado estas observaciones y se ha visto que la uni6n de estas 

toxinas con el receptor son dependientes del voltaje (Narahashi y col., --

1972; Romey col., 1975). Además, con la neurotoxina I del AaH se ha visto 
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que afecta el cierre del canal de sodio y la apertura del canal ~e potasio 

en los axones gigantes de calamar (Rorney y col., 1975) y en células de neu 

rpblastorna (Bernard ~col., 1977). 

Las toxinas de alacranes africanos incrementan la activación -

de los canales de sodio por ciertos agonistas corno la veratridina, aconiti_ 

na y grayanotoxina y rrodifiCan las curvas de concentración-efecto para la -

acción de las toxina&. casi 20 veces a la concentracón más baja (Catterall, 

1975, 1977) • Se ha propuesto un modelo alostérico que dice que las taxi-

nas de alacranes reducen la energía requerida para la activación de los ca 

nales de sodio (Catterall, 1977) . 

En contraste, el veneno del f.· sculpturatus sobre nódulos de 

Ranvier es completamente diferente¡ no tiene efecto sobre la inactivación, 

pero cambia:" la dependencia del voltaje de activación de 40 a 50 mV, a un -

potencial de membrana más negativo. Después de que la despolarización teE_ 

mina se desarrolla una corriente hacia adentro de sodio, que alcanza un -

máximo y decrece lentamente (Cabalan, 1975) • 

útilizando las toxinas puras I, III, IV y V así corno las varian 

tes 1, 2 y 3 del mismo veneno se investigó sus efectos sobre el mismo sis

tema, encontrando diferencias entre ellas. Después del tratamiento con -

las toxinas III, IV y I, al producirse un pulso despolarizante, se produce 

un cambio transitorio de la curva de activación del sodio a potenciales -

más negativos. La toxina I actúa igual que la IV pero es 10 veces menos -

potente. Con la toxina V y las 3 variantes este cambio transitorio no se 

aprecia, pero causa una lenta e incompleta inactivación al sodio. La taxi 

na IV no inhibe el efecto de la toxina V, lo que sugiere que las dos taxi-
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nas actúan sobre diferentes receptores (Meves y col., 1982). 

Estudios recientes con el veneno del c. noxius, utilizando axo

nes gigantes de calamar, demostraron la existencia de dos toxinas denomina

das II-10 y II-11, que en contraste con el veneno de los alacranes africa-

nos, actúan específicamente sobre el canal de sodio y de potasio, respecti

vamente. La II-10 decrece la permeabilidad del sodio y la II-11 bloquea -

totalmente el canal de potasio, ambas actúan independientemente del voltaje 

y son totalmente reversibles (Carbone y col., 1982). 

Se ha dicho que la acción del veneno del alacrán depende del i!!_ 

cremento o decremento de la concentración·de calcio. Altas concentraciones 

antagonizan los efectos excitatorios (Katz y Edward, 1972), en tanto la --

sensibilidad al veneno se incrementa a bajos niveles de calcio. Posiblemen 

te el venenó del alacrán desplace los iones de calcio sobre las membranas ~ 

excitables y/o incremente su permeabilidad sobre los canales iónicos 

(Zlotkin, 1978). De la misma forma que las toxinas del alacrán, el efecto 

depresor de la TTX depende para su fijación del calcio de la membrana, ne-

cesario para incrementar la permeabilidad del sodio. Sin embargo, recien-

tes investigaciones sobre células de cultivo de neuroblastoma han indicado 

que la TTX y el veneno de alacrán no·compiten sobre los mismos receptores 

(Catterall, 1980). 

Se ha visto que las neurotoxinas que alteran las propiedades -

del canal de sodio sobre las células de neuroblastoma son de 3 tipos dife-

rentes (Catterall, 1979, 1980). En primer lugar la TTX y la saxitoxina son 

compuestos heterocíclicos y son inhibidores específicos del canal de sodio. 

En segundo lugar los compuestos policíclicos alcaloides solubles en lípidos 
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como la grayanotoxina, batracotoxina, veratridina y aconitina, despolarizan 

las células excitables incrementando la permeabilidad del sodio. En tercer 

lugar el veneno del a~acrán ~ y la toxina II de la anémona de mar Anemonia 

sulcata y la Antopleurina A de la anémona : Anthopleura xanthogramnica 

(Catterall y Beneski, 1980; Catterall y Beress, 1978), causan potenciales -

de acción repetitivos en las células excitatorias e inhiben o bloquean la 

inactivación de los canales de sodio sensibles al voltaje y actúan cooper~ 

tivamente con las toxinas alcaloides causando una activación persistente -

sobre los canales de sodio, sugiriendo que interaccionan específicamente -

con el mismo sitio receptor, el cual debe de ser un componente regulador -

del potencial de acción del canal de sodio. Recientemente se ha propuesto 

que el sitio receptor de estas toxinas sea un componente proteínico de 

25 000 de peso molecular. Esto demuestra porqué tanto con células de neu

roblastoma •(Catterall y Beress, 1978; Courad y col., 1978) como en prepar~ 

cienes de sinaptosomas (Jover y col., 1978), las toxinas de alacrán Lqq y 

~ respectivamente son desplazadas por la toxina II de la anémona de mar 

~· sulcata. Por otro lado la acción del veneno del alacrán se bloquea no

competitivamente por TTX, indicando que estas toxinas actúan sobre sitios 

~eparados (Catterall, 1979) '·además de demostrarse que la TTX no es susc!:_p 

tible en las células embrionarias de músculo de corazón, en tanto son alta 

mente afectadas por la toxina de alacrán (Courad y col., 1978). 

d) Otros efectos 

Se han estudiado los efectos de las toxinas para insectos y 

para crustáceos del AaH sobre larvas de moscas y crustáceos, las cuales 

causan una contracción corporal acompañada de una completa parálisis 
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(Zlotkin y col., 1972). Esta acción se ha atribuído a un efecto sobre los 

sistern~s neurosecretores debido a una liberación de hormonas como la pupa

rium (Fraenkel y Zlo~kin, 1970). En todas las preparaciones estudiadas s.<?_ 

bre la acción de estas toxinas, se observó un efecto estimulatorio muscular 

originado por una excitación presináptica sobre las terminaciones nervio-

sas, dando lugar a la liberación de neurotransmisores (Zlotkin y col., 

1978). 

5. Sintomatología y Dosis Letal 

A pesar de que la toxicidad del veneno de los alacranes difiere 

ampliamente de una especie a otra, existe una gran semejanza entre la sin

tomatoLogía de envenenamiento producido por la picadura de estos organis--

mas. 

El efecto tóxico del veneno sobre la víctima depende de varios 

factores: de la especie del alacrán, de la dosis de veneno inyectada, del 

volumen y del estado fisiológico de las glándulas, del peso, edad y estado 

de salmd de ~a víctima, así como de su sensibilidad específica al veneno y 

del lugar del piquete (Hoffrnann, 1938) • 

En general la sin toma tología que se presenta es la s.iguiente: 

hiperestesia y dolor local intenso e inmediato, aunque no se produce nin-

gún efecto visible sobre el sitio de inyección, entumecimiento de lengua y 

la garganta que produce dificultades para tragar, hiperexcitabilidad que -

con el tiempo puede conducir a una sensación de angustia, salivación y di~ 

foresis excesiva, lagrimeo, midriasis y en casos severos es frecuente que 

se produzca exoftalmia y fotofobia y distensión gástrica. El pulso se in-
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crementa y se vuelve arrítmico, la presión arterial se incrementa al prin-

cipio·y decrece por debajo de lo normal después. Se producen convulsiones 

y contracciones musculares, parálisis flácida con tetanización en los ca--

sos graves de los miembros inferiores, dificultades para respirar y la 

muerte se origina por una parálisis respiratoria que puede ocurrir de unos 

cuantos minutos a varias horas después de la picadura (Flores, 1963; Balo-

zet, 1971¡ Zlotkin, 1978). 

Debido a que el veneno del alacrán tiene un valor antigénico -

muy bajo y la inmunización en caballos requiere al menos de 8 meses para -

llevarse a cabo, no se puede obtener un suero de alto poder neutralizante. 

Sin embargo, su aplicación ha repercutido ampliamente en la disminución de 

la mortalidad por picadura de alacrán (Del .Pozo, 1962) . En México a pesar 

de que la picadura de alacrán ha representado una de las causas principa--

-les de mortalidad, los datos estadísticos al respecto son muy escasos. Un 

estudio realizado por Bravo-Becherelle y Mazzoti (1961) sobre las tasas 

medias medias anuales de defunciones por cada 100 000 habitantes entre los 

años de 1940-1949 y de 1957-1958, mostraron que los estados con un mayor -

índice son Colima, Nayarit, Guerrero y Morelos con una tasa de 83.7, 41.6, 

41.5 y 13.3 respectivamente, e indican que más de 20,000 personas murieron 

por picadura de alacrán, 2,000 por mordedura de serpiente y 274 por arañas 

y el análisis de los datos sobre defunciones por edad, muestra que éstas 

ocurren entre edades de O a 1 año principalmente, de 1 a 4 años en segundo 

lugar y de 5 a 9 años en tercer lugar, obteniendo un total de 93.5% de mor 

bilidad total (Mazzo.ti y Bravo-Becherelle, 1961). 

Las diferencias atribuídas a los venenos de los alacranes radi 

ca en las dosis letales medias (DL
50

J atribuídas a cada una de las especies, 
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éstas varían.dependiendo de la especie estudiada y de su distribución geo

gráfica. Sin embargo, existen diferencias de DL
50 

por la cepa de ratones 

estudiados, la ruta de inyección y la manipulación estadística de los da

tos. 

Zlotkin y col. (1971) llevaron a cabo DL50 de 16 especies de -

alacranes en un solo experimento, sobre ratones y larvas de mosca utilizan 

do el mismo método en todas y mostrando una tabla comparativa, a la cual -

se le pueden adicionar las especies de los alacranes americanos citados -

por otros investigadores (Ver Tabla I). En particular para el Tityus ~

latus existe una marcada diferencia entre la DL
50 

citada por Possani 

(1977) y por Zlotkin (1971) el primero obtiene una DL50 de 1.25 mg/kg y el 

segundo de 0.43 mg/kg, esto demuestra las posibles diferencias entre los -

criterios utilizados para determinar la DL
50

• Sin embargo, puede decirse 

que la poti!'ncia letal de estos venenos radica entre .25 y 1.25 mg/kg y que 

las especies más potentes citadas hasta el momento, son el alacrán africa

no Leiurus quinquestriatus y el"mexicano Centruroides noxius. 
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TABLA I. DOSIS LETALES MEDIAS (DLso> SOBRE RATONES 
• Y SOBRE LARVAS DE MOSCAS DE DIFERENTES 

ESPECIES DE ALACRANES 

Especie de alacrán DL
50 

mg/kg 

en ratón 

L. g;uinquestriatus 0.25 

c. noxius 0.26+ 

A. aeneas aeneas 0.31 

A. mauretanicus maur. 0.31 

A. australis 0.32 

c. santa maria 0.39 ------
A. crassicauda 0.40 

Tityus serrulatus 0.43 -i.2sí 

Buthiscus bicalcaratus 0.60 

c. limpidus tecomanus 0.69 

A. amoreuxi 0.75 

Buthacus leptochelis o. 77 

B. occitanus tunetanus 0.90 

B. arenicola 0.99 

c. ~ulpturatus 1.12* 

B. occitanus paris 4.15 

Buthotus minax 4.25 

Parabuthus tr ansvaalicus 4.25 

~ornado de Zlotkin y col. (1971) 
l Tomado de Possani y col. (1977) 
+ Tomado de Dent y col. (1980) 
* Tomado de Stahnke (1963) 

DL
50 

mg/kg 

en larva 

2.2 

o.s 

4.7 

2.9 

32.2 

6.8 

21. 7 

0.7 

2.2 

3.6 

0.9 

0.7 

0.7 

0.3 

3.0 

3.5 
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6. El Alacrán de Nayarit 

A pesar de la amplia distribución de los alacranes mexicanos, -

el estudio de sus venenos han empezado a ser estudiados en la Última déca

da. Sin embargo, desde 1938 Hoffmann menciona la utilidad de dichos estu

dios para la valoración especifica de las diferencias morfológicas econ--

tradas y para el estudio zoogeográfico de los mismos. 

Uno de los alacranes más interesantes, por ser el más ponzoñoso 

citado hasta el momento es la especie Centruroides noxius, la descripción 

de la especie se debe a Hoffmann (1932). Este alacrán habita en las lome

rías y cerros del estado de Nayarit y sur de Sinaloa, es un animal de co-

lor moreno rojizo y mide entre 5 y 8 cms. de longitud. 

-Al c. noxius se le considera una especie endémica, desligada -

del resto de los Centruroides mexicanos, caracterizándose por una virulen

cia especial de su veneno, más rápido y más intenso en su acción (Hoffmann 

y Vargas, 1935; Hoffmann, 1938). 

Bioquírnicarnente su veneno .ha sido muy poco estudiado. En esta 

tesis se presentan 3 trabajos realizados con el veneno de este alacrán, 

los cuales se llevaron a cabo con el objetivo de aislar y caracterizar los 

polipéptidos tóxicos que contiene, así corno determinar la estructura prim~ 

ria de cada uno de ellos, para tratar de hacer estudios comparativos sobre 

las homologías que presentan con las secuencias de aminoácidos de otras -

tóxinas estudiadas, que sirvan corno base para estudios taxonómicos, bioge~ 

gráficos y evolutivos de los alacranes. Una vez obtenidas las secuencias 
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de aminoácidos de estas toxinas se podrá determinar la localización del -

sitio activo de cada una de ellas, 

Por otro lado, el aislamiento de estos polipéptidos permitirá -

hacer estudios fisiológicos sobre el mecanismo de acci6n de estas toxinas 

en diversos sistemas, de tal manera que puedan llegar a ser útiles herra

mientas para estudios neurofisiológicos y bioquímicos. 

A continuación se encuentran las copias de los artículos en re

ferencia en donde se describen las metodologías y materiales empleados, -

los resultados obtenidos y una discusión limitada de los hallazgos. A se

guir, en esta tesis se presentan algunos datos no publicados sobre la pu-

rificación de algunas toxinas y una discusión general en la cual se da un 

enfoque a los aspectos de la caracterización química de las diferentes 

toxinas. 
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PURJFICATION AND CHARACTERIZATION OF 
TWO MAMMALIA N TOXINS FROM THE VENOM 

OF THE MEXICAN SCORPION CENTRUROIDES NOXIUS 
HOFFMANN* 

MYRNA A. R. DENT,* LOURIVAL D. PossANI,*t GUILLERMO A. RAMÍREZ,* and 
PAUL L. FLETCHER, JR.t 

*Deparlamenlo de Neurociencias, Ccnlro de Invesligacioncs en Fisiología Celular, UNAM, Apartado 
Poslal 70-600, México 20, D. F., México 

tScction of Ccll Diology, Yalc Univcrsily School of Medicine, Ncw Ha ven, Conneclicul, 06510, U.S.A. 

(Accepted for p11blicalio11 4 Seplember 1979) 

T1m VENOM from thc scorpions belonging to thc genera B11thus, Lei11r11s, A11drocto1111s, 
Tityus and Ce11tr11roides have bcen studied by severa! groups of investigators (RocHAT 
et al., 1970a, 1970b, 1972, 1976; BABIN et al., 1974, 1975; ZLOTKIN, 1971; POSSANI et al., 
1977 ª!Jd sec review by Tu, 1977). Ali these venoms contain more than onc toxic polypeptidc 
containing 60-66 rcsidues crosslinkcd by four disulflde bridges (RoCHAT et al., 1976). 
The genus Ce111r11roides is widcly distributed in Mexico and at least six species are very 
poisonous to mammals (HOFFMANN, 1938). Only the toxins from two species have bcen 
studied in detail; Centruroides sc11/pt11ra/l/s Ewing (BABIN et al., 1975) and Ce11tr11roides 
sujfusus s1!f!i1s11s (RoCHAT et al., 1976). \Ve have recently described two toxins from 
Ce11truroides elegans Thorell (POSSANI et al., 1978) and one from Centrnroides limpidus 
tecoma11us Hoffmann (PossANI et a/., 1980). Ce11tr11roitles11oxi11s Holfmannapparently is the 
most toxic scorpion to man (HOHMANN, 1938) but its toxins are littlc known. In the present 
communication we reporta procedure for thc purification of two toxins, from at least four 
toxic fractions, found in thc vcnom of Centruroides noxius Hoffmann. Also included is 
preliminary information rcgarding thc chemical composition of these toxins. 

MATERIALS AND METHODS 
Scorpions collcclcd in lhc Slalc of Nayaril (México) wcrc anacs1he1izcd with carbon díoxidc and Jhc 

vcnom was obtnincd by clcclrical s1imula1ion of lhc lclsons. Thc vcnom was rccovcrcd in doublc dis1illcd 
water, ccnlrifuged for 10 minal 18,000 g, and lhc supcrnatanl was immcdialcly proccsscd. Thc lclhality of 
thc vcnom was tcsJcd in micc as prcviously dcscribcd (l'ossANI el al., 1977). Whcn small amounts of malcrial 
rcquircd a toxicily test, lwo or thrcc micc wcrc injcctcd i.p. wilh 2-3 ~g ofprolcin (by absorbancy al 280 nm) 
per g of mousc. Thc fraclions injcclcd inlo thc micc wcrc considcrcd Jo be lclhal whcn lhc mico dicd al 
this dosc. This valuc is notan ac1ttal mcasurcmcnt of thc potcncy of thc toxins sincc thc LO'ª valuc could be 
much lowcr lhan 2-3 µg;/g mous..:. J Jyaluronidasc an<l phospholipasc activity wcrc also dctcrminc<l as 
alrcady publishcd (PosSANt et al .. 1977). Protcasc activity was teSlcd using Hidc powdcr azurc (Calbiochcm, 
San Diego, Ca., U.S.A.) as rcportcd hy GU.NN el al. ( 1973). Thc soluble venom was adjuslcd lo 20 mM 
ammonium acelalc buffer (pH 4·7) and applicd 10 a Bio-Gd P-JU column (Bio-Rad Lab. Richmond, Ca .. 

*Parl of Jhis papcr was prcscntcd :L' an abstrnct dttring thc XII Mecling of the Sociedad Mexicana de 
Bioquímica, in Octnhcr J 978, Sans Luis Potosi, México. Part of this work wa" also prcscntcd al thc Facultad 
e.le Cicncias·UNA~f a'\ partial n:quircmcnl for thc B.S. <lc~rcc of Myrna Dcnt. This invcstigation was 
supporlcd in parl by un Nlll Grant fnnn NIGMS GM-21714 lo Yalc Univcrsity Mcdicul School. 

tTo whum rq11int n:qucsl!-1 shouh.I br.: atldrcsscd. 
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U.S.A.) prc-cquilibratcd and clutcd with thc samc buffer. Rcchromatography of thc toxic fractions wns 
pc!formcd in a CM-Scpharosc CL 6B column (Pharmacia Fine Chcmicals, Uppsala, Swcdcn). Thc most 
to:Dc fractions from this column wcrc dialyzcd agninst 20 mM ammonium acetato buffer al pH 4·7, and 
re>,pplicd to an ion cxchangc column (CM·Ccllulosc-CM 32 from Whatman !ne., Clifton, NJ, U.S.A.). 
Tbc dialysis was conductcd using Spcctrapor Typc 3 tubing (mol. wt:::. 3500 cut-off; Spcctrum Medica! 
Industries, Los Angeles, CA, U.S.A.). Thc protcin contcnt, unlcss othcrwisc stntcd, was cnlculatcd assuming 
1 ~'bsorbancy unit at 280 nm cqual to 1 mg/ml, whcn measurcd in a qunrtz ccll with 1 cm optical pnthway. 
Tiac homogcncity of thc fractions was asccrtaincd by polyacrylnmidc gel elcctrophorcsis as dcscribcd by 
REISFELD et al. (1962), with a minor modification. Thc ~-alaninc-acctatc buffer was dilutcd two-fold. Aftcr 
dG:alysis of thc purc toxins against water, they wcre lyophitizcd and. proccsscd for amino acid nnalysis as 
previously dcscribcd (PossANI et al., 1980). Only analytical grade reagcnts and solvcnts wcrc uscd for this 
\\'Ork. 

RESULTS ANO DISCUSSION 

CJ1aracteri=atio11 of the so/11ble venom 
The amount ofvcnom obtaincd per scorpion was approximatcly 200 µg (1409 scorpions 

g;ave 281 mg of soluble venom). The LDso value for albino mice (local Mexican strain) was 
0-26 µg/g weight (recorded 20 hr after i.p. injcction). Polyacrylamide gel elcctrophoresis of 
the soluble venom revealed the prescnce of at least 12 protein bands, five of which were in 
substantial amounts (Fig. 1). Of the thrce cnzyme activities tcsted, hyaluronidasc was 
positive (with JO µg protein); phospholipase and proteasc were negativc with sample 
concentrations up to 2 mg and 50 µg of protcin, respcctivcly. Thcse data indicatc that the 

· amount of venom obtained from C. 11oxi11s is less than that from the venom of C. /. teca-

1.0 

Mb 

¡; l 
0.5 T 

E 
e: 
o .. .. 
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mi 

FIO. 2. GEL FILTRATION CllROMATOGRAPHY OF THE SOLUBLE VENOM. 
A solutionof 1mlcontaining20·6 mg (by absmbance at 280 nm) ofvcnom was applicd in to a 
Bio-Gcl P-10 column (1·25 >: 92·0 cm), cquilibratcd and clutcd with 20 mM ammonium 
acetate buffer at pH 4·7. Fractions of 1 mi wcrc collccteú ata Oow rate of 10·8 ml/hr and 
poolcd as fractions !-VII bascd on absorbancc at 280 nm. Thc total column protcin rccovory 
was 98%. Fraclions Ill-VI wcrc lcthal to micc (indicatcd by T in thc Fig.) and corrcspond 
respectivcly to 27·6, 12·4, 12·4 anú 6·5% of thc protcin rccovcrcd. Bovinc scrum albumin 
(BSA, mol. wt 66,200), myoglobin (Mb, mol. wt 17,800), cytochromc C (Cyt C, mol. wt 

13,370) and sodium chloridc (NaCI), wcrc uscd as mol. wt markcrs. 
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FIO, J, ELECTROPHORESIS OF THE SOLUBLE VENOM. 

Venom (1 = 100 µg protcin; 2 = 80 µg protcin) was run on polyacrylamidc cylindrical gels 
(S·S cm, 4 mA) containing 10 M urca in 0-alaninc-acctatc buffer and staincd with coomassie 
brilliant blue G-250. Thc protcins ran toward thc cathode. lnitially, 12 discrctc bands wcre 
visible: fivc strong (3, 5, 9, 10, 11), thrcc modcrate (4, 7, 8) and four weak (1, 2, 6, 12). A 

is application point, D is tracking dyc. 
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111a1111s (580 µg/scorpion) and C. e/egans (740 µg/scorpion), but its toxicity is highcr than 
tbat of C. l. 1eco111wms (0·65 µg/g mousc) and Ti1y11s serrulatus Lutz and Mello (LDso = 

1·25 µg/g mouse), in comparable experimental conditions (PossANI et al., 1977, 1978, 1980). 

Fractio11atio11 of the re1w111 
The Bio-Gel P-10 column resolved the crudc soluble venom in to scven fractions. Duplicate 

samples werc applicd indcpendently into the column giving the samc pattern shown in 
Fig. 2. Fractions lll-VI wcre letbal to micc and wcrc furthcr rechromatographcd. The 
pooled fractions 111 from Fig. 2 (15·5 mg) were applied to a CM-Sepharose CL 6B column 
(0·5 X 24 cm) equilibrated with 20 mM ammonium aceta te buffer at pl-1 4·7 and eluted 
with a linear gradient of sodium chloridc from O to 0·5 M (75 mi each) in the same bulTer. 
Tubes containing l ·2 mi of solution were collccted al the flow rate of 9·3 ml/hr. Fivc 
fractions (data not shown) wcre resolved, from which fraction 111-4 was lethal to micc and 
constitutes approximatcly 50~-;; of the protein recovered (total column recovery = 93 %). 
Fraction IV from Fig. 2 (6·7 mg) was similarly rechromatographcd in the sume CM
Sepharosc CL 613 (data not shown). Al least three sub-fractions wcre resolved. Fraction 
IV-2 was also lethal to micc and corresponded to 30% of the protein rccovcred (total 
column rccovcry = 92 %). 

Polyacrylamide gel clcclrophoresis of these fractions ha ve shown more than one protcin 
band. Further separation of fractions l!!-4 and IV-2 in a CM-Cellulose column gave 
sevcn and three sub-fractions rcspectively. The toxin Ill-4.6 (Fig. 3) was lethal to mice and 
homogeneous by gel clcctrophoresis. Similarly, toxin IV-2.3 was lethal to mice and homo
geneous (Fig. 4). Thc last two chromatograms gave quantitative recoveries. Fractions V 
and VI from Fig. 2 werc also further rechromatographed by ion exchange chromatography, 
but !ack of material <lid not allow a complete characterization of these lelhal components. 

TABLE 1. COMl'ARATIVf: A~llNO ACID COMPOSI í!ON OF TOXIC PROTEINS ISOLAHD FRO~I nrn VENOM OF SCORl'lONS 

Scorpion spccics• 
Amino Acid C.n. 111 C.n.IV C.l.t. ll C.e. 111 C.e. IV C.s. l C.s.s. ll Asp------4.44 = 5 ---2·44 = 4 ---- _5 ____ 5 ____ 5_. ___ 6 ____ 5 __ 

Thr 1·78 = 2 1·33 = 2 3 3 5 3 
Ser 4·09 = 5 6·03 = 9 2 5 2 4 
Glu 6·80 = 8 5· 38 = 8 7 8 5 5 7 
Pro l ·27 = 1 0·67 = 1 2 2 1 3 2 
Gly 7-23 = 8 7-37 = 11 8 8 6 9 6 
Ala 3·57 = 4 2-65 = 4 3 3 4 o 3 
Half-Cys 4·33 = 5-6 NDt 8 ND 4-5 8 8 
Val 1·98 = 2 1·26 = 2 3 3 2 1 3 
Met 0·05 = O O· !O = O O O O O O 
lle 0·92 = 1 0·65 = 1 1 O 1 1 O 
Lcu 3'67 = 4 1·20 = 2 4 4-5 3 4 6 
Tyr 4·12 = 5 1·31 = 2 6 6 5 6 7 
Phe HJO = 1 0·75 = 1 2 2 1 2 1 
His 0·87 = 1 0·68 = 1 2 2 2 1 1 
Lys 4·44 = 5 1·36 = 2 6 6 4 8 7 
Trp 1'17 = 1 0·51 = 1 1 ND 1 2 2 
A~----- 1·37 =__2_. 0·26 = !__ _ 2 2 2 1 1 
Total 60-61 ND 65 ND 53-54 64 66 
Calculate<l 6623- 7335 6378- 7285 7545 
mol. wt 6725 6480 

•c.n. 111 = Toxin 111 - 4.6, an<l C.n. IV= Toxin IV-2.3 from this work. Thc figureson lhc leíl are 
actual valucs (nmole of amino ació) uscd for obtaining lhc ncarcsl intcger valuc (figure on lhc right). C.l.l. 11 
= Toxin 11- 9.3 (PoSSANI et al., 1980). C.e. 111 and C.e. IV ~ Toxin 111- 3 and lll - 4 (PossANI et al., 1978); 
C.s. 1 ~ ncurotoxin 1 (llAlllN <'/al .. 1975); C.<.s. 11 ~ Tuxin 11 (Roc11AT et 111., 1976). 

tNot !lctcrminc<l. 

TOX, 18/J-·~I 
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C/wracterizatio11 of tlie pure toxins 
Toxins wcre Icthal at doses of 2·5-5 µg/20 g mouse. Although the Wiu valucs werc no! 

detcrmined the lcthalily of the pure toxins injcctcd into mice (four mice for each toxin) 
havc indicated that thc toxins are at least as toxic or twicc as toxic as thc soluble venom. 
Mice treated with 1 µg toxin/20 g survivcd thc injcctions. Toxins 111-4.6 and !V-2.3 are 
basic proteins and apparcntly correspond to protcins JO and 11 rcspectivcly, on the gel 
elcctrophoresis pattern of Fig. l. The amino acid composition of both toxins is shown in 
Table l. The calculate<l mol. wt far these toxins is similar to othcr toxins isolatcd from thc 
genus Ce11rr11roides which are also shown in Table 1 for comparativc purposes. Like al! thc 
other toxins from !he Ce11truroides gcnus, toxins 111-4.6 and IV-2.3 havc no mcthionine 
(Table 1). Toxin 111-4.6 has a total of 60-61 amino acid residucs with five to six half
cystines instcad ofcight half-cystincs found in most ofthc scorpions toxins. Thc amino acid 
composition of toxin 111-4.6 is closcly rclated to toxin 11-9.3 from C. l. teco11ia1111s and 
toxin 111-3 from C. e/cgans. Toxin !V-2.3 Jrns a rnuch lower content of basic rcsiducs but a 
higher contcnt of glycinc and serine than the othcr toxins. Lack of material <lid not allow 
us to obtain the half-cystinc contcnt of toxin JV-2.3, but thc prcsent data lcave littlc doubt 
that toxin 111-4.G and Toxin JV-2.3 are differcnt protcins. 

Ack11011'/edge111eul.>-Thc authors are indcbtcd to Dr. A. C. ALAGÚN for hetpfut discussions. The technicat 
assistancc of Mr. FREDY CORONAS and Mr. GARY DAvts is gratcfutly acknowledgcd. 
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Material Anexo al Artículo de Dent y col., 1980 

Figura 5. Cromatografía de intercambio ionice de los compo-
nentes tóxicos. La fracción II de la Fig. 2 (15.5 mg) se 
aplicó a una columna de CM-Sepharosa Cl 6B (0.5 x 24 cm) equi 
iibrada en amortiguador de acetato de amonio 0.02M, pH 4.7 y 
eluida con un gradiente lineal de cloruro de sodio de o.o -
0.5 M (75 ml cada uno) en el mismo amortiguador. Se colecta
ron fracciones de 1.2 ml a una velocidad de flujo de 
9.3 ml/hr. Se obtuvo una recuperación del 93% de la proteína 
total aplicada y la fracción III-4 representa al 52% de la -
~roteína recuperada. 
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Figura 6. Cromatografía de intercambio iónico. La frac 
ción IV de la Fig. 2 (6.7 mg)se aplicó en una columna de
CM-Sepharosa CL 6B, bajo las mismas condiciones de la 
Fig. S. Se obtuvo una recuperación del 92% de la proteí
na total aplicada. 
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PRELIMINAR Y SPECTROSCOPIC CHARACTERIZATION OF SIX TOXINS FROM LATIN AMERICAN 
SCORPIONS 
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This paper reports on spectroscopic studies of six toxins from the Latin American scorpions Ce11trrrroides 11oxi11s 
Hoffmann, Ce11tniroides e/egat1s Thorcll and Tityus semtlatus Lutz and Mello. The isolation and purification of 
five of these toxins was describcd previously. The preparation of toxin Il.9.2.2 from the venom of C. t1oxi11s is 
first describcd here. Circular dichroism and nuclear magnetic resonance spectra indicate similaritics and differ
ences betwccn thcse scorpion toxins and previously charactcrized snake toxins. While there is evidence that the 
toxins from scorpions and snakes both contain extended {l-sheet sccondary structures, the spectral propcrties of 
the scorpion toxins are overall of a different type from those of snake toxins. Among the six scorpion toxins 
those from T. sern1/a111s havc spectral properties markedly different from those of the Cet1truroides spccics. 
Furthermore, !herma! denaturation and an1ide proton exchange measurements showed that thc globular struc
tures of the Tity11s toxins were markedly less stable and less rigid than !hose of the Ceutmroides toxins. 

Introduction 

Severa! toxins have been isolated from the venom 
of scorpions belonging to thc family Buthidae, genus: 
A11drocto11us [1-4], Buthus [5,6], Ceutruroides [7-
12], Leiurus [5,6] and Tityus (13-15). Ali these 
venoms contain severa! toxic polypeptidcs which 
differ in amino acid composition and in the degree of 
toxicity toward various vertcbrate and invertcbrate 
animals. The toxins contain from 57-78 amino acid 
residues and are usually crosslinked by four disulfide 
bridges [16). For some scorpion toxins the amino 
acid composition and thc scquence are known and 
attempts have been made to correlate thc primary 

~e from Scavcr Chcmistry Laboratory, Pomona Col· 
legc, Clarcmont, CA 91711, U.S.A. 

Abbreviations: TSI', sodium 3-trimcthylsilyl-[2,2,3,3-2 H4 )· 

propionatc; SDS, sodium dodecyl suU'atc. 

structures with the biological activity [6,l 7-19). A 
comparative analysis of thc amino acid sequences of 
scorpion, snakc and bee toxins has also been made 
(6,l 7-19). However, little work has as yct been done 
on the three-dimensional structurcs of scorpion 
toxins and their correlations with the physiological 
activity. 

In this communication we describe CD and NMR 
data obtained on toxins from Ce11tniroides 11oxius 
Hoffmann and Ce11truroides e/egans Thorell (from 
Mcxico) and Tityus sem1/atus Lutz and Mello (from 
Brazil). Furthermorc, thc purification and characteri· 
zation of a new scorpion toxin cxtracted from the 
venom of C. 11oxi11s Hoffmann is described. 

Materials and Methods 

Preparatio11 of the scorpio11 toxlizs 
Thc scorpions from tite spccies C. noxius and 

O 005-2795/81/0000-0000/$02.50 O Elscvicr/North-ltolland Diomcdical Press 
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C. e/ega11s were collected in the States of Nayarit 
and Jalisco (Mexico ), respectively. The animals 
were ·anaesthctiscd wilh carbon dioxide and. the 
vcnom was obtained by electrical stimulation of the 
telsons. The venom was recovered in doubly distil
led water, centrifugcd fer 10 min at 18000 Xg and 
the supcrnatant was immediately lyophilized and 
stored at -20'C. The venom from tite Brazilian 
scorpion T. sermlat11s was a gift from the Instituto 
Butantan, Sao Paulo, Brazil. 

Analytical grade reagents and solvents were used. 
Sephadcx G-50 (mcdium) was from Pharmacia Fine 
Chemicals (Uppsala, Sweden). CM-ccllulose type CM-
32 was from Whatman Inc. (Clifton, NJ, U.S.A.). 
Bio-Rex-70 was from Bio-Rad Laboratories (Rock
ville Centre, NY, U.S.A.). Methanesulfonic acid was 
from Pierce Chemical Co. (Rockford, IL, U.S.A.). 

The toxicity of samples isoiated during purifica
tion was determined by intraperitoneal injection of 
variable amounts of each componen! (2-100 µg per 
20 g body weight) to albino mice (Mexican strain) 
(11-12]. Hyaiuronidase activity was determined 
by the method of Tolskdorf et al. [20]. Unless other
wise stated, the amount of protein was calcuiated 
assuming that 1 absorbancy unit at 280 nm is equal 

. to 1 mg/ml. 

o 20 40 60 eo 100 t20 l40 l60 1eo 200 
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The r-toxin from T. sern1/at11s was obtained by 
a similar technic¡uc, as previously dcscribcd [15], 
with two minar modifications. 111e first step, gel 
filtration on Scphadcx G-50 column, was performed 
Ú1 a longer coiunm (0.9 X 200 cm). The second 
chromatography (CM-cellulose) involved elution with 
a sodium chloride gradicnt from O to 0.5 1\1 NaC!. 
Both coiumns werc run with 20 mM ammonium 
acetate buffer, pH 4.7. 111e Iast step of purification 
was as previousiy rcportcd [ 15]. The toxins from 
C. noxi11s were purified by a new method, which is 
describcd in thc fellowing section. 111e toxins from C. 
e/ega11s were purificd essentially by the same techni
que as that used fer C. 11oxi11s toxins. 

Puriftcatio11 o[ toxi11 II.9.2.2 from C. 11oxi11s 
111e lyophilized venom was resuspended in 20 mM 

ammonium acetatc buffer, pH 4.7, and applied to a 
Sephadcx G-50 column. Thrce components were ob
tained (Fig. !). Fraction 1 contains hyaiuronidase 
activity (7 l 00 units/mg protein) and constitutes 
12.5% of the total soluble venom (Fig. l ). Fraclion II 
is the major fraction (71.5%) and is the only toxic 
fraction. Fraction III corresponds to the iowest mo
lecular weight componenls and adds up to 15.5% of 
the total. The final protein recovery from tlús coiumn 

0 40 .O IZO l&O 200 2'f0 :00 l20 ~ 400 

f mi 

Fig. l. Sephadex G-50 gel filtration of tite soluble venom from C. no.tius. A Scphadcx G-50 (medium) column (0.9 X 200 cm) was 
equilibrated and run in 20 mM ammonium acetate buffer, pH 4.7. A total of 85 mg soluble venom in 1.5 mi was applied to tite 
column and run ata llow rate of 18 mVh. Fractions of 2 mi weie collected. Fractions 1-Jll were pooled according to the absorb· 
ancy al 280 nm and tested for toxicity. T denotes toxic fraction. 

Fig. 2. lon-cxchange purification of tite toxic components from tite vcnom of C. noxius. Fraction I1 from Fig. 1 was cluomatog
raphed on a CM-cellulosc (CM-32 Wltatman) column (0.8 X 30 cm). A total of 55 mg protein in 52 mi solution was applied to tite 
column. A linear gradient (200 mi each) of NaCI from O to 0.5 M was run in U1e presencc of20 mM ammonium acetato buffer, 
pH 4.7, at a flow rate of 30 ml/h. Fractions of 2 mi wcre collected and poolcd as shown by tite horizontal bars to givc fractions 1 
to 14, based on absorbancy at 280 nm. Componcnts Il-8 to Il-11 and Il-13 were JeUtal to mice antl constitute 14.3, 16.8, 7.4, 1.7 
and 1.5% of tite final protein recovery, respcctively. L indicatcs wltcre tite column started laodlng, G where tite gradicnt started. 
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Fig. 3. Rcchromatography of thc toxic componen! 11-9 from the venom of C. 110.<ius. TI1e toxic componcnts 11-9 from severa! 
columns similar to that prcsentcd in Fig. 2 wcrc pooled, dialysed against 20 mM ammonium acctate pi! 4.7 and rcchromatog
raphcd on a CM-cellulose column (0.5 X 41 cm) under the same conditions as in Fig. 2. 75 .5 mi solution containing a total of27 .8 
mg protcin was applicd to thc column. Arbitrary fractions 11-9-1, 11-9-2 and 11-9-3 constitute 8.3%, 25.6% and 66.1 % of thc total 
protcin recovcrcd, rcspectively. The tluec fractions werc toxic to micc. L und G havc thc samc meaning as in Fig. 2. 

Fig. 4. Final purification of thc toxin 11.9.2.2 from the vcnom of C. 110.<ius. The iast two toxic components from Fig. 3,11.9.2 
and 11.9.3, were pooled and rechromatographed under the dcsignation of toxin 11.9.2 on a Bio-Rex 60 column (0.9 X 9.3 cm) pre
parcd according to Karlsson [21]. A total of 22.6 mg protcin in 75 mi solution was applicd to the column. A linear gradient (200 
mi each) of ammonium aceta te buffer, pi! 6.5, from 0.09 M to 0.5 M, was run at a flow rate of 24 ml/h, collccting fractions of 
2.2 mi. Two main toxic componcnts wcre obtained, 11.9.2.I and 11.9.2.2, which constitute 17 and 71 %, respectively, of the total 
protein rccovcred, L and G have the same meaning as in Fig. 2. lnset: Polyacrylamide gel eleetrophoresis in the urea.JJ-alanine
acetate system "descr1bcd by Reisfeld [22]. Left lane, total venom (100 µg); right lane, purified toxin 11.9.2.2 (100 µg) used for 
amino acid analysis and structural analysis by CD and NMR. 

was 93%. When fraction 11 was rechromatographed on 
a CM-cellulose column (Fig. 2) approx. 14 diffcrent 
componcnts wcre obtained, of which the fractions 
11-8 to 11-11 and 11-13 werc toxic to mice. The toxic 
fraction 11-9 constitutes 16.8% of the total protein. 
When it was further rechromatographed under the 
same conditions, the pattern shown in Fig. 3 was ob
tained. Since the components 2 and 3 wcre not 
resolved in this step (Fig. 3) thcy were poolcd and 
rechromatographed on a Bio-Rex-70 column (Fig. 4) 
[21]. The last tluee columns have final recoveries of 
93, 86 and 73%, respectivcly. Tl¡e poolcd fractions 
II.9.2 and Il.9.3 (Fig. 3) constitute 92% ofthe mate
rial recovered, while toxin 11.9.2.2 (Fig. 4) is 71% of 
the total protein recovered. Toxin 11.9.2.1 obtained 
from the first six tubcs (sec horizontal bar labclled 1 
in Fig. 4) and toxin 11.9 .2.2 obtaincd from the nine 
tubes on tlie second peak (see horizontal bar label
led 2 in Fig. 4) were homogcneous by polyacrylamide 
gel electrophoresis in the P-alanine-acetate-urea sys
tcm described by Reisfeld et al. [22) (Fig. 4), and by 

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis using the 
glass capillary technique developed by Rüchel [23). 
Toxin 11.9.2.2 was hydrolyzed in duplica te at 1 IOºC 
for 20, 48 and 72 h in 6 M hydrochloric acid 
[24) or in 4 M methanesulfonic acid containing 0.2% 
3-(2-aminoethyl)indole [25] for 20 h and analyzed 
on a Beckman Instrumen ts Model 120 B amino acid 
analyzcr modified for high sensitivity. The amino acid 
analysis of the toxin (Table 1) revealed the presence 
of 65 amino acids with a calculated molecular weight 
of 7371±7. The toxin has eight half-cystines and 
no methionine, which coincides with observations for 
other scorpion toxins. 

A comparison of the NMR spectra of the 11.9.2.2 
and 11.9.2 toxin preparations (Figs. 5 and 6) demon
strates the efficacy of tite final purification proce
dures. The spectrum of the 11.9 .2 toxin exhibits weak 
peaks duc to minor protein componcnts at -0.43, 
-0.03, 0.42, 6.21 and 6.33 ppm, whereas thesc peaks 
are absent or their intensitics greatly dirninishcd in 
the spectrum of thc 11.9.2.2 toxin. 111e toxicity of 

z 
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0.2" 

0.1 



46 

186 

TADLEI 

AMINO ACID COMPOSITION Ofo TOXIN 11.9.2.2 FROM C. NOXIUS 

Valucs are cxprcsscd in residuos pcr mol. Corrcctcd valucs werc cakulatcd by taking thc numbcr of residuos pcr mol of aspar tic 
ncid, glutamic acid, alaninc, lcucinc, phenylalaninc and histidinc to be 6, 7, 4, 6, 1 and 1, rcspcctivcly. 

Amino acid 6 M HCI hydrolysis Corrcctcd valucs Ncarcst intcger 

20 h 20h 48 h 72 h 

Lysinc 4.78 5.53 5.04 4.59 7.76 8 
Histldinc 0.64 0.63 0.59 0.70 1.00 1 
Argininc 1.21 1.29 1.05 · 1.30 1.89 2 
Tryptophan ª 1.13 1.22 1.17 1 
Aspartic acid 3.43 3.61 3.55 4.74 5.99 6 
Tlueoninc 1.15 1.25 1.08 1.26 1.85 2 
Scrinc 0.67 0.74 0.56 0.57 0.99 1 
Glu tnmic a cid 4.32 4.79 4.45 4.97 7.22 7 
Proline 1.17 1.10 1.07 1.25 1.79 2 
Glycinc 4.69 4.34 4.14 5.18 7.15 7 
Alanine 2.76 2.84 2.44 2.76 4.21 4 
Half cystine b 4.83 4.76 3.90 3.62 7.60 8 
Valinc 1.84 1.06 1.18 1.13 1.72 2 
Methioninc trace trace trace trace o o 
lsoleucinc 0.35 0.40 0.52 . 0.51 0.72 1 
Le u cine 3.56 3.71 3.43 3.77 5.64 6 
Tyrosinc 4.12 4.25 3.69 2.55 5.69 6 
Phcnylalanine 0.51 0.69 0.65 0.61 0.95 1 

Total 65 

Calculatcd molecular wcight 7 371 

ª Tryptophan was obtain<d aflcr 4 M mctlrnncsulfonic acid hydrolysis (25 J for 20 h. Thc values of thc basic amino acids ob
taincd from thc HCI hydrolyzatcs wcrc takcn as thc rcfcrcncc. 

b Taking thc value aftcr 20 h hydrolysis. 

l 
¿, PPM 

Fig. 5. 360 MHz 1 11 NM R spcctrum of an approx. 2 mM solution of the toxin l! .9 .2.2 from C. 11oxius in 211 2 O, p2 ll 2.8, T = 
24ºC. The spectrum was rccordcd after thc amidc protons had bccn partially exchangcd with dcuterium of thc solvcnt. In particu
lar, thc amlde pro ton obmved at 10.33 ppm in the toxin prcparation 11.9.2. (l'ig. 6,E) was also prcscnt in freshly prcparcd solu
tions of 11.9.2.2 and was cxchangcd whcn thc prcscnt spcctrum was rccordcd. Thc largo water peak at approx. 4.8 ppm has bccn 
dclctcd. 
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Flg. 6. 360 MHz 1 H NMR spectra of sLx scorpion toxins. Thc spcctra are displayed in the amide, aroma tic and extreme higl1-field 
regions where a comparison of tite spcctra is most informativc. Unlcss othcrwise noted, thc temperaturc was 22ºC. 11te accumula .. 
tlon of spectra was initiatcd immcdiately (wíthin 20 min) aftcr dissolution of thc toxins in 2H2 0. A, T. serru/atus 11.5.3, p2H 
7.0; B, T. serrularus gamma, p2 112.5,23'C. The sample contained no TSP as refercnce and thc chcmical shift scale is bascd on thc 
spcctrum of a p2H 6.4 samplc tlrnt did contain TSP. The spectrum at p2 H 6.4 showed no amide proton resonances; C, C. elegans 
11.6.1, p2 H 5.6; D, C. e/egans U.7.1, p2 H 6.2; E, C. noxius 11.9.2, p2 H 5.5. The peaks markcd wíth •are duc to impwities and are 
absent in the spectrum ofthc U.9.2.2 prcparations (Fig. 5); F, C. noxius 11.10.2, p2H 6.4. · 

toxin 11.9.2.2 wm; evaluated by intraperitoneal injec· 
tion into severa! mice. At a dose as low as 0.2 µg/g 
mouse weight, the toxin was sufficicnt to kili the 
tested animal with ali the symptoms of scorpion en· 
venomation. 

Toxin II.l 0.2 was obtained by rcchromatography 
of toxin 11.10 (Fig. 2) in a CM·cellulosc column with , 
results similar tQ those in Fig. 3 (data not shown). 

NMR a11d CD spectroscopy 
1 H NMR spectra were recorded ·on a Bruker HXS-

360 spectrometer. Selr.ctive nuclear Overhauser 
effects werc measured as described previously [26]. 
The s:imples were preparcd by dissolving approx. 
5 mg toxin in 0.4 mi of99.8% 2H20. lfneccssary, the 
p2H was adjusted by addition of microliter amounts 
of 0.1 M 2HG. p2H values wcre measurcd using a nor· 
mal glass electrode without .any isotopc effect corree· 
tion [27]. TI1e samplcs initially prepared had a large 
water signal. Therefore, once the amide proton ex· 
change measurements were completed, the samples 

were lyophilized and the toxins were redissolved in 
2 H20. Chemical shifts are reported with rcspect to 
interna! TSP. 

CD spectra werc recorded on a Jasco J-SOOA spec· 
tropolarimeter using thermostat-controlled cells with 
0.2 and 1.0 mm pathlengths. The toxin concentra· 
tion was between 3 and 25 mg/ml. The denaturation 
tempcrature was detcrmined by following the ellipti
city as a function of temperature at a fixed wave· 
length. The wavelength was choscn in the backbone 
region at the extremum in the room temperature CD 
spectrum (see Fig. 7). 

Results 

1 H NMR and CD spectra of the following toxins 
were recorded: T. scrru/atus, IJ.5.3 and gamma: C. 
elega11s, 11.6.l and Jl.7.1 and C. noxius, 11.9.2, 
11.9.2.2 and 11.10.2. Fig. 5 shows the entire 1H NMR 
spectrum of C. 11oxi11s IJ.9.2.2. In Fig. 6 thc spcctral 
region of high·field·shifted aliphatic protons from 
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-0.5 to 0.5 ppm and the region of the aromatic and 
amide protons from 6.0 to 10.5 ppm are shown for 
the othcr six proteins. Fig. 7 presents the CD spectra 
for six of the proteins. 

In oraer to measure the relative stability of these 
toxins, the deuterium exchange of the ami de protons 
was followed in the 11-1 NMR spectra [29] at 22ºC at 
p2 H values bctween 5 .5 and 6.5. Whcreas the Tity11s 
toxins exhibited complete exchange in a matter of 
minutes, the amide ¡noton exchange of the Centruroi
des toxins was incompletc after incubation at 22ºC 
for severa! days. Overnight incubation at 40ºC was 
requircd to complete the cxchange. The measurc
ments on the T. sem1la111s gamma toxin were 
repeated at a lower p2 H, 2.5. Based on studies of 
model peptides and various protcins, thc exchange 
rate at the lower p2 H is expected to be lower by two 
to three orders of magnitude [28-30]. The exchange 
was still complete within 1 day. 

Thc amide proton-cxchange measurements were 
supplcmented by a determination of the dcnaturation 
tcmperature via CD measuremcnts of two toxins: the 
gamma toxin of T. serrnlat11s and the 11.9. 2 toxin of 
C. noxius. The denaturation results for the purified 

. II.9.2.2 toxin wou]d be expectcd to be identical to 

120 " 

48 

.. 120 -12-----~-~~~--~-~-
200 no 240 200 2eo 200 :l20 340. 

WAVELEHGTH (NM) 

the II.9.2 results, as the NMR spectra show that the 
impurity in Il.9.2 is a minor componen! (less than 10 
mol%). The denaturation curve of ellipticity versus 
temperature for the Tityus toxin at p2 H 3.9 is dis
played in Fig. 8. If a two-statc modcl (nativc and 
denatured protein) is assumcd, a thcnnodynamic 
analysis of the dcnaturation curve yields a denatura
tion temperature (at which the. nativc and denatured 
forms have equal mole fractions) of 51 ºC. The toxin 
is cornpletcly denatured at 75ºC, as evidenced by the 
denaturation curve anda featureless CD spcctrum. On 
the other hand. the Ce11t111roides toxin at p2H 3.9 is 
only incomplctcly denatured at 90°C. Finally, the 
room tcmperature CD spectra before and after 
heating were identical, demonstrating that the 
thcrmal denaturation was reversible. The thermal 
denaturation of thc Tityus toxin was also studied at 
p2H 2.5, where a denaturation temperature of 38ºC 
was obtained. The decrcase of the denaturation tem
pertaurc with increasing acidity is probably due to 
the protonation of one or more charged groups wlúch 
are involved in maintaining the tertiary structure. A 
similar effcct was previously observed by Chichepor
tiche ancl Lazdunski [31] in a study of neurotoxin 11 
from the North African scorpion A11drocto1111s austra-

Tlll'llAfURll'CJ' 

Fig. 7. CircubJ dicluoism spcctra of six scorpion toxins. Unlcss othcrwisc notcd, the protein concentration was approx. 10 mg/ 
mi, the solvcnt was 2 1120 and thc tempcrature was 20"C. The cell pathlcnglh was 1.0 mm for tl1e long wavclenglh portion dis
playcd and 0-2 mm far thc shorl wn1•clcngth portian ..... , ., T. scrrulams 11 5.3., p2 H 6.8, 25 mg/ml;. - - •• - ., T. serrulatur 
gamma, p2 H 6.4, 5 mg/ml; --, C. ciega ns 11.6.1, p2 ll 4.0; - - - - - -, C. e/ega11s 11.7 .1, p> 11 5.1; - · - . - •, C. noxiur 11.9.2, 
plH 4.7;- ·- - .. -, C. noxius 11.10.2, p2115.3. 

Fig. 8. A tcmpcralurc dcnaturation curve mcasurcd by circular dichroism oí thc gamma toxin oí T. rerru/a/us at p>H 3.9. Thc 
conccntration was approx. 5 mg/ml. A 0.2 mm pathlcnglh ccll was uscd and lhe cllipticity was measured at 228.5 nm. 
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lis Hecloc. Tiiey also observed that an isothermal 
shift in !he pH rcsulted in very dramatic changes in 
the CD spcctrum. TI1esc changcs were attributed to 
the presence of a pll-scnsitive equilibrium between 
different spatial structures of the toxin. In contras!, 
thc CD spectra ofthe Tityus toxin at p2H 2.5 and 3.9 
are qualitativeiy identicaI, which indicates that no 
majar conformational rearrangcments occur in the 
pH range studicd. 

In the CD spectra (Fig. 7) the backbone region 
from 200 to 250 nm is very similar for the four 
Ccntniroides toxins, 111cy ali show strong negative 
ellipticity with a peak at 208-2 IS nm. 111e two 
Tityus loxins are qualitatively different, with only 
srnall negative ellipticity peaking near 205 nrn. For 
the Ccntnuoidcs toxins the spectra above 250 nm are 
characteñzcd by a positive ellipticity peaking around 
270 mn and by a negative ellipticity peaking around 
290 nm. l11Cse features are due in part to the aro· 
matic amino acids and probably indicate ring·ring 
interactions [32). Such an interpretation must be 
made with cau tion, as disulfide bonds also con tribute 

TABLE 11 
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in this region. The negative ellipticity around 290 nrn 
is unquestionably duc to tryptophan. In this spectral 
region the CD spectra of the two Tityus toxins are 
obviously qualitatively different from those of the 
Centniroides toxins, indicating diffcrent enviran· 
mcnts of the aromatic rings in the spatial protein 
structures. 

1H NMR spectra such as that shown in Fig. S were 
recorded far ali sevcn toxin samples. In addition to 
the above-mentioned studies of the exchangc of labile 
protons, the spcctra were used for a comparison of 
the spatial protein structures. This was based on a 
small number of wcll-separated lines at thc extreme 
high·ficld cnd of the spectrum betwecn 0.3 and -0.5 
ppm, between 5.0 and 7.1 ppm, and to low field of 
8.9 ppm (Table II). For these resonances the chemical 
shift and intensity as well as, in some cases, the multi· 
piel fine structurc could be determined (Table 11). 

To the extcnt that they are indicated in thc frist 
column of Table JI the assignmcnts of the resonanccs 
were quite straightforward. The methyl, o:·proton and 
aromatic proton lincs were identified from the chemi· 

CHEMICAL SIUFTS IN ppm (WITII RESPECTTO TSP) OF RESOLVED RESONANCES WHICH ARE COMMON TO SOME OR 
ALL OF THE SCOl!.PION TOXINS EXAMINED 

For experimental condilions rcfcr lo Fig. 6. 

Nature of resonance T. serrulatus C. e/egans e noxius 

11.5.3 gamma 11.6.1 11.7.l 11.9.2.2 11.10.2 

Methyl -0.39 -0.40 -0.40 -0.40 
Melhyl 0.10 0.05 0.05 o.os 
Methyl 0.16 0.16 0.12 0.10 

l ·Proton line of nCH 5.2 . 5.19 5.22 5.19 5.21 5.20 
1-Proton lini: of .,cH 5.28 5.30 5.32 5.31 5.34 
2-Proton doublct 5.63 5.57 5.65 5.63 5.50 5.65 
l·Proton liue of nCH 5.73 5.67 5.72 

Trp C2H 6.20 6.20 6.18 6.20 
Aromalic, 2-proton doublct 6.30 6.24 6.34 6.40 6.40 6.36 
Aromalic, 2-proton doublet 6.58 6.63 6.58 6.59 

Aromalic. 2"1'roton doublct 6.81 6.79 6.70 6.69 6.65 {or 
6.69 
6.72 

Aromalic 6.89 6.90 6.90 6.88 
.Aromulic, 2-proton doublct 7.02 7.07 7.02 7.01 

Slowly e:<cl\311ging NH 8.98 9.01 8.96 8.98 
Slowly exclumging NH 9.78 9.70 9.77 9.80 
Slowly exch:>inging NH 10.32 10.28 10.33 10.34 
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cal shifts and the intensitics [33], the amide proton 
lines also from the observation th:it they are Jabilc 
with rcspect to exchangc with dcutcrium of the 
solvcnt. From its chemical shift, intcnsity and multi
plicity the onc-proton single! ncar 6.2 ppm had to 
correspond either to an imidazolc proton of histidine 
or C2H of tryptophan [33). Sincc thc p2H depen
dence of the chemical shift was only 0.04 ppm 
between p2H 1.9 and 8.9, it appearcd unlikcly that 
the linc was due to histidinc [33) a1HI it was thercfore 
assigned to the indole C2H of a tryptoplrnn (Table 
11). 

Sin ce a chcmical shift of 6.2 Jl!ll is un usual for the 
C2 índole proton of tryptophan [33). we havc used 
nuclear Overhauser experiments [26) to oblain a pre
liminary characterization of the environment of this 
tryptophan in the protein. 111e peaks in a truncated 
driven nuclear Ovcrhauser differencc spectrum mani
fest close proximity of the observed protons to the 
preirradiatcd proton [26). \Vhen the single! at 6.2 
ppm was preirradiated for 0.4 s in the toxin 11.6.1 of 
C. elega11s, two peaks at 6.58 and 6.89 ppm in lhe 
aroma tic region and onc peak at l .J 7 ppm in the ah
phatic region were observed. In identical experiments 
with two solutions of the C. 11oxius toxin ll.9.2.2 at 
p2H 5.4 and 6.0, nuclear Overhauser peaks were 
observed at 1.17, 6.58.and 6.90 ppm. These data thus 
indicate that the indole C2 proton seen at 6.2 ppm is 
located elose t9 anolher aromatic ring in !he spatial 
protein structure and that the environment of this 
índole ring is very similar in the two proteins. 

Discussion 

The N-t~rminal sequence up to amino acid residue 
29 for toxin gamma from T. serntlatus [15] and half 
of the sequence for the toxin ll.7.2 from C. elegans 
are. known (Fletcher, P.L., Ramircz, G.A. and Pos
sani, L.D., unpublished results) but the complete 
amino acid sequence is noi known for any of !he six 
toxins studied in this paper. Thcrefore, an analysis of 
spectroscopic data is necessarily of a somewhat pre· 
liminary nature. In one case thc 1H NMR spectra 
yielded infornrntion on thc amino acid cornposition. 
This concerns toxin ll.5.3 from T. semtlatus, whcre 
the chemical amino acid analysis yielded a histidine 
content of 0.37 (unpublishcd rcsults) and the pres
ence ofhistidine can now be ruled out by die absence 
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of thc imidazole peaks in the low fleld region of the 
1H NMR spectrum [33). The most valuable infonna
tion, howcver, bcars on the spatial structurcs of the 
proteins. 

Since for ali the toxins numerous resonances of 
labile protons were seen at the low-fleld end of the 
spectra betwcen 8.0 and 10.5 ppm (Fig. 6) we con
clude, in analogy to the basic pancreatic trypsin 
inhibitor [37) and various snake toxins [34,35,38, 
39) which wcre previously studied in rnuch detail, 
that these proteins contain extended regions of 
/3-sheet secondary structure. This appears to be in 
agreemcnt with the crystal structure of a toxin from 
C. sculpturatus, which contains extended /]·sheet 
regions [36). Ilesides the low-ficld·shifted amide pro
ton lines, the appearance of a-proton resonances 
betwcen 5.0 and 6.0 ppm (Table ll) has also bcen 
found to be typical for /3·sheets in globular proteins 
[37]. 

While the chemical shifts of the a- and amide pro
tons indicatc a similar type of polypeptidc back
bone folding in ali the scorpion toxins studicd, addi
tional observations lead to a differentiation bctween 
two grou ps of structurally diffcrent proteins, i.c. 
!hose from the Tityus specics and those from Ce11tn1-
roides. 111e differences between the two types of pro
tein bear on the time-averaged spatial structure as 
weU as on thc flexibility of the proteins [33]. Ali the 
resonances listed in Table 11 have been shifted to 
their positions in the spectrum, which are largcly dif
fcrent from those in random coil polypeptides [33), 
by conformation·dependent interactions with their 
immediatc environment. Their presence or absence 
in the spectrum is therefore a direct manifestation of 
!he average spatial protein structure. lnspection of 
Table JI then implies that the confonnations of the 
four Ce11tniroides toxins are closely related in as far 
as they are manifested in the NMR spectra, whereas 
the two Tityus toxins are different. Furthermore, from 
the amide proton·exchange studies it follows that the 
Centruroides toxins have much more compact and 
rigid structures !han the Tityus loxins. As with pre
vious observations in pro tease inhibitors [40 J and a 
variety of snake toxins, faster exchange of the 
interior amide protons is correlated with a reduced 
stability of the Tityus toxins with respect to thennal 
denaturation. 

The appearance of a tryptophan C2H single! at 6.2 



ppm, i.e., shifted u pfield by 1.2 ppm from the rand
om coil position [33), shows that each of the Ce11tn1-
roides toxins contains a tryptophan in a particular en
vironment in the interior of the proteins. The obser
vation of identical nuclear Ovcrhauser effects in two 
toxins demonstrates that the structural details of thc 
tryptophan environment are conserved, with an aro
matic ring system with protons at 6.58 ppm close to 
the tryptophan ring. 'flle proximity of two aroma tic 
rings would be consisten! with the largc ncgativc 
eilipticity at 290 nm observed in the CD spectra of 
the Centruroides toxins (Fig. 7). In vicw of thc pre
liminary naturc of thc available data it is at prescnt 
only pos.sible to conjccture about thc structural en· 
vironmcnt of that tryptophan. lnspection of thc 
amino acid sequcnccs of other scorpion toxins indi
catcs that a comparison with variant 2 toxin from 
C. sculpturatz1s Ewing (7] might hclp to furthcr 
elucidate thc cxact nature of thc tryptophan cn
vironmcnt which givcs risc to thc high field shift of 
thc C2H line. Thc single tryptophan in this specics is 
in position 4 7 and is located betwecn cystcinc 46 and 
cysteine 48, which are bridgcd to cysteinc 25 and 
cysteine 29, respectlvely (16]. lt could wcll be that. 
the structural constraints by tlie two disulfide bonds 
could contribute effectively to an unusual chcmical 
shift. At present. the fragrnent which would be homo
logous to Cys 46-Trp 4 7-Cys 48 in C. sculpturatus has 
not been scqucnced in any of the toxins studicd in this 
paper. 
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THE AMINO TERMINAL SEQUENCE OF SEVERAL TOXINS 
FROM THE VENOM OF THE MEXICAN SCORPION 

CENTRUROIDES NOXIUS HOFFMANN 
by 
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Thesoluble venom from !he Mcxican scorpion Ccmruroidcs noxius HoFFMANN was rractionatcd by Sephadcx 
G-50dhromatography followcd by ion cxchange scparation on carboxymethykcllulosc and Bio-Rcx 70 columns. 
Six homogencous toxins u·erc obtair:icd by this prnccdurc. The amino acid composition and the amino~terminal 
amino.acid sequence was dctermincd for four of thcm. Thc)' are al! basic polypcptidcs with a molecular weight in 
lhc arder oí 7 ,000, containing from 59 to 65 amino acid rcsiducs with four disulphide bridgcs. 

Toün 11.9.2.2 has thc N-tcrminal scqucnce: Lys-Glu-Gly-Tyr-Leu-Val-Asp·Lys-Asn-Thr-Gly-Cys-Lys-Tyr
Glu-C)•s-Leu-Lys-Lcu-Gly-Asp-Asn-Asp-Tyr-Cys-Lcu-Arg-Glu·Cys-Lys-Gln·Gln·Gly-Tyr-Lys·Gly-Ala-Gly
Gly-Tyr-Cys-Tyr-Ala-Phc-Ala·Cys-Trp-Cys. 

Thi: N-tcrminal scqucncc oí toxin 11-1 O was shown to be: Lys-Glu-Gly-Tyr-Leu·Val-Asn. 
ForToxin 11-IJ thcaminoadtl N-tcrminal scqucncc is: Lys-Glu-Gly-Tyr-llc.Val-Asp-Tyr-flis·Asp-Gly-Cys

Lys-Tyr-X-Cys-Tyr-Lys-Lcu-Gly-Asp-Asn·Asp-Tyr. and Toxin 11-14 has the amino terminal scqucnce: Lys
Asp-Gly-Tyr-Lcu-Val·Asp-Ala-Lys-Gly-Cys-L}'s-Lys-Asn·Cys-Tyr-Lys-Leu·Gly-Lys-Asn-Asp-Tyr-Cys-Asn
Arg-G!lu-Cys-Arg-~lct·Lys-Jlis-Arg-Gly. Sorne oí thc biological propertics oí thcsc toxins are tliscusscd in thc 
communication. 

•As vbiiting profcssor of the Alcx;1ntlcr von Humboldt Foun<lation. 

O 105-1938/81 /0046/0207ISO1.60 



54 

L. D. Po~N• et al.: C. noxius toxin sequcnccs 

l. INTRODUCTION 
The scorpions from lile genus Centruroides 

are widely distributcd in Mcxico and al lcast six 
species are very poisonous to mammals (4). Only 
the toxins from two spccics llave bcen studicd in 
detail, Centruroidcs sculpturatus EwrNG ( 1) and 
Ccntruroidcs suffusus suffusus ( 13). Wc llave 
rccently dcscribcd two toxins from Ccntruroidcs 
elcgans THOHF.Ll. ( 10). onc 1oxin from Ccntruro
ridcs limpidus 1ccomanus Bon MANN (8) and 
severa! toxins from thc vcnom of Ccntruroides 
noxius l101-n1AN (2). No information 011 the 
primary structure of the toxins from Centruroi
dcs noxius is as yet availablc. In this communica
tion we report tllc amino terminal scquence of 
four different toxins obtained from the venom of 
Centruroides noxius. Pan of this work · was 
presemcd ª' an abstract during the 4th Europcan 
Symposium on Plan t. Animal and M icrobial 
Toxins (6). 

2. MATERIALS AND METHODS 
2.1. Matcrials 

Scorpions collccted in thc state of Nayarit 
(Mcxico). were anacsthetized with carbon di oxide 
and the venom was obtained by electrical 
stimulation of the telsons. The venom was 
recovered in double distilled water, cemrifuged 
for 1 O minutes in a Sorvall centrifugc equippcd 
with an SS-34 rotor and operated at 10.000 rpm. 
The supernatant was pooled. lyophilized and 
stored until used al -20 ºC. 

Sephadex G-50. medium and fine. was 
obtained from Pharmacia Fine Chcmicals. Upp
sala, Sweden. CM-ccllulose (CM-32) was a 
product of Whatman !ne., Clifton, N. J .. USA. 
lodo [2.14C] acetic acid (50 µCil was obtained 
from Amersham Buchler, Braunschwcig, West 
Germany and diluted to the appropriate specific 
activity with cold iodoacetic acid. 

The chemicals used for sequence determina
tion wcrc describcd previously (9). Ali other 
chcmicals were reagent grade. 

2.2. Lcthalily tests 
The lethality of the different toxic componcnts 

obtained during the isolation procedure was 
cvaluatcd always in 18-20 g albino mice (strain 
NM Rll by intrapcritoneal injection as dcscribed 
in detail in tire accompanying papcr (91. Thc 
same dcsignations 'Lethal'. l'oxic' and 'Non
toxic' werc uscd (sce footnote of Table (). 

2.3. Purification of toxins 
Three grams of lyophilized soluble vcnom was 

dissolved (80 mg-mi·I) in 0.02 M-ammonium 
acetate buffer. pI-1 4. 7 and fractionaicd hased on 
molecular weight difference. Six indcpcndent 
applications of approximately 500 mg each of 
soluble venom werc gel filtcrcd on a Scphadex 
G-50 column. Figure 1 presents an example of 
the chromatogram obtained. Fraction 11 contain
ed about 63 W, of thc material applied 10 the 
column (by absorbancy at 280 nml and was the 
only toxic fraction. funhcr separation of frac
tion 11 on CM-cellulose ion exchange columns 
gave essentially tire same rcsults as prcviously 
described ( 11 ). At least fourtecn diffcrent compo
nents were developed by a linear NaCI gradient 
(0 to 0.5 M) in 0.02 11-ammonium acelate buffer. 
pH 4. 7 (Fig. 2). Recoverics and lcthality tcsl~ of 
tire diffcrent componcnts are shown in Table l. 
When necessary, funhcr rechromatography was 
conducted using tire same conditions. or using a 
Bio-Rex 70 Column as already published ( l !J. 
The latter procedurc was particularly imponant 
far the final puriftcation of toxin 11.9.2.2 (see 
section 3). Detailed data are presented in the 
foomotes of the figures and in thc prcccding 
publication (11 ). 

Homogcneity of thc different toxins wa• 
verified by polyacrylamide gel electrophoresis in 
the acetate-urea-~-alanine systcm of RF.ISFELD et 
al. (12), and by amino acid sequencing. 

2.4. Reduction and carhoxymethylation 
Reduction of the toxins wa~ done a~ describcd 

previously (9). Howcver. instead of 4-vinylpyri-

Abbreviations, RSA = bovinc scrum albumin; C = Ccmruroidcs: C~I = carhoxymc1hyl: llPLC = high perfor
mance Jiquid chromatography; N.n.s. = n·loxin from Naja naja siamcnsis; PTH = phcnylthiohytlantoin; 
RCM = rcduccd carbo•ymcthylatcd; TLC = thin !ayer chromatogrnphy. 
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Figure l. Fractionation of thc soluble vcnom. 
A 2.9 x 170 cm column of Scphadcx G-50. mcdium. cquilibratcd with 0.02 M-ammonium acetatc, pH 4.7 

was loadcd with 6.3 mi of soluble vcnom containing 500 absorbance units at 280 nm and clotcd with thc samc 
buffer ata ílow ratc of 50 mi.Ir t. Fractions of 1 O mi wcrc collcctcd and poolcd as indicatcd by tite horizontal 
bars. Fractions l. ll and 111 contain ;ipprox.imatcly 17 W1, 63 911 and 20 ?ú respectivcly of the material recovercd. 
The only toxic fraction (n.11) was usually lyophilizcd and kcpt at-20 ºC prior to furthcr chromatography. BSA 
(bovine scrum a!bumin. molecular wcight 66,200), N.n.s. (n-toxin from Naja naja siamcnsis, molecular wcight 
8,000), and NaCI wcre run scparately as molecular wcight markcrs. 

dine, iodo[2-' 4C]acctic acid was uscd far alkyla
tion. The reduced carboxymcthylatcd toxin was 
recovered rrce of cxcess reagents aftcr chroma
tography (Figure 3) on Sephadex G-50 
(2.5 x 120 cm). The radioactivi1y incorporated 
was approximately equal far ali toxin spccies. 

1.5~ E 
e 1.0 
o 
co 
N 0.5 ,.L., 
<( --o.o o 170 --

¿ t 100 
G 

200 

2.5. Scqucncc and amino acid analysls 

Automa1ed EDMAN degradation · was done 
using the Bcckman 890C Scquencer according 10 
the method of EDMAN and BEGG (3). Mcthodo· 
logy far the Scquencer has been described in 
detail in the prcceding paper (9) and elsewhere 

--------

300 400 
Volume (ml) 

r 

f w 

...!.. 
0.4 ~ 

1
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::?: 
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Figure 2. Ion cxchange chromatography of fraction 11 from Scphade• G-50. 
A CM-32 column C0.9 x 27 cm) equilibratcd with 0.02 M·ammonium acctatc, pH 4. 7 was loadcd with 95 mg 

(dry wcighl) or 116.6 absorbancy units (al 280 nm) of fraction 11 (17 mi) indicated hy thc lcucr L. A linear 
gradient containing 240 mi cach of cquilibration buffer and this buffer containing 0.5 M·NaCI was staned as 
indicated by G. At thc end of thc gradicnl thc column was washeJ with thc samc buffer coniaining 1 M·NaCI 
shown by W. The ílow rate was 30 ml.h·l and fractions of 2.4 mi cach wcrc collcctcd and poolcd as indicated by 
the horizontal bars. Rccovcries and lcthality te.sis are shown in Table l. 
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Table 1 

Rccovcry and lethallty ol componcnts obtalncd lrom thc C~l-ccllulosc column (Flg. 2). 

Protein componcnt r\mount rccovcredª) 

Fraction 11 applied 116.0 
<A)iW = 116.6 uniL') 
Fractions obtained 

11- 1 1.0 
11- 2 6.5 
11- 3 0.6 
11- 4 7.7 . 
11- 5 8.6 
11· 6 20.1 
11- 7 12.6 
11- 8 14.I 
11- 9 21.4 
11-10 8.5 
11-11 3.6 
11- 12 3.8 
11· 13 2.4 
11- 14 5.1 

•1 The values represen! total absorbancy units at 280 nm. 

w, Recovery 

99.9 

0.9 
5.6 
0.5 
6.6 
7.4 

17.3 
10.9 
12.1 
18.4 
7.3 
3.1 
3.3 
2.0 
4.4 

Lethalitybl 

lethal 

not tcsted 
non toxic 
non toxic 
non toxic 
non toxic 
toxic 
non toxic 
lethal 
lethal 
lethal 
lethal 
toxic 
lethal 
toxic 

b) Protein was injccted intrnpcritoncally into 20 g micc. Whcn Small amounts of toxin rcquircd a qualitativc 
assay lhen 20-40 µg of protein (by ahsorbancy at 280 nm assuming that Alii' nm = 1 mg·mi·I) was injected 
into onc or two micc. Thc tcrm 'lcthar mcans that the component at thc dosc injcctcd was cnough to kili thc 
tcsted mousc within 20 h of injcction: Toxic' mcans that thc mouse shows any of the fol\owing symptoms: 
excitability, salívation. tcmporary paralysis of rear limbs, dyspnea. but recovcrcd within 20 h aíter injcction; 
'Non-toxic' means normal behaviour similar to injcction oí O. 9% NaCI. 

n 4). ldentilication of lhe rcsulting PTH-amino 
acids was madc by HPLC using a Hewlctt
Packard chromatograph t.lodel 10848 ( 14) and 

º"º [Ji_jtljtº .~~~(o) 
: o.os 0·5 x10·'1•> 

< 0.00 o.o 
o 150 200 250 350 ~00 

Votume (mi) 

Figure 3. Scphadex G-50 gel liltration of RCM-toxin 
11-14. 

One mg of the toxin reduccd with 
iodo{2-14C)acetate was loaded on Sephadex G-50. 
fine column (2.5 x 120 cm) equilihrated and eluted 
with 20;1; acctic acid. The Oow rate was 30 ml.h·I 
and fractions of 5 mi werc collcctcd. The fractions 
eluting bctwc'Cn 170 and 230 mi wcre pooled and 
lyophilized prior to analysis ami scquencing. The 
recovery was quantitativc. Absorbancy al 280 nm 
and radioactivity mcasurcmcnL'i are inUicatcd. 

in sorne cases by TLC (5). "CM -cysteinc was 
located by both H PLC and scimillation counting 
on a Packard 3003 Liquid Scintillation counter. 

Amino acid analysis werc performed on a 
Durrum D-500 aítcr hydrolysis in 5. 7 N-HCI at 
11 O ºC in vacuo as dcscribed (9). 

3. RESULTS AND DISCUSSION 

At lcasl 40,000 scorpions wcrc »milked« 
during the past three years in ordcr to collcct a 
íew grams oí dry venom. The mean lethal dosis 
(LDsol ror thc soluble venom is 0.26 µg·g·• 
weight oí albino mice (2). Thc water extractcd 
vcnom (soluble venom) was chromatographed. 
The lirst scparation in Scplrndcx G-50 column 
afforded thrcc distinct fractions <Fig. 1 ), from 
which íraction 1 comained highcr molecular 
wcight componcnts (hyaluronidasc among them) 
and fraction lll con1ained small molecular 
wcight peptides and other free amina1cd dcriva
tives (M.A.R. DENT and L. D. PossANt, unpub-
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lishcd obscrvations). Fraction 11 corrcsponding 
to molecular wcight components of approx. 
3,000 to 15,000 containcd thc toxic polypc1>1idcs 
that werc furthcr purificd by ion cxchangc 
chromatography as indicatcd in scction 2.3. Thc 
total amount of fractinn 11 V'1ricd from 63 \'(, 
(this communication) to 71 'l(, ( 11) dcpcnding on 
the chromatographic charactcristics of thc Se· 
phadex column. but always constitutcs the majar 
ponían of thc soluble vcnom. 

The general profitc of thc chromatograms 
after CM-ccllulosc was reproducible ffig. 2 in 
this communication and in rcfcrcnce 11 ). This 
initial ion cxchange step allowed in ali cases. the 
separation of at least 14 diffcrcnt constitucnts. 
Sometimes. howcver. the position of thc less 
basic componems (ti.¡ to 11-5. Fig. 2) can be 
diffcrent, depending on thc charactcristics of thc 
column (size). vol u me of thc gradicnt or amount 
of protein applicd. cvcn whcn the buffer and 
NaCI gradients are idcntical. The most constan! 
pan ofthc chromatogram is tllé region where thc 
basic fractions 11-8 lo 11-14 are found (Fig, 2 and 
referencc 11 ). Ten indepcndcnt chromatograms 
gave the same results. lf thc contcnt of thc toxic 
fractions from Table 1 are addcd up. thcy account 
far 77 % of the total material chromatographcd 
on lhe CM-cellulose column. From this figure. 
and the recovery obtained in thc Sephadex G-50 
column (63-71 \\',) it can be concludcd that in the 
orderof48~ú to 55% ofthe total solublcvcnom 
is representcd by some kind of toxic protein. Thc 
tox.icity of fraction 11-6 (Fig. 2) to mammals 
(mouse) is vcry low. but this fraction is a potcnt 
reversible paralysing agcnt far crustaceans c.g. 
crab and crayfish. Fraction 11-5 appcars to be an 
even more potent toxin in thc crustaceans studied 
(L. D. PossANI and J. MorncA-MORAl.F.S, unpub
lished observations). Fraction 11-8 is a lethal 
componen! to mice al the doses assayed. but 
unfortunately is still heterogcneous in the 
polyacrylamidc gel elcctrophoresis system ( 12) 
testcd. The ncxt fraction. 11-9. was furthcr 
chromatographed, first in the same conditions ª' 
Fig. 2 and aftcr using Bio-Rex-70 as airead y 
described ( 11 ). and gave rise to the homogencous 
toxin 11.9.2.2. This polypcptidc is lcthal to micc. 
Preliminary expcrimenL' havc shown that a 
radiolabellcd tlll.toxin 11.9.2.2 dcrivativc is 
capable of binding lo membrancs obtaincd from 
synaptosomes of the central ncrvous systcm of 

mouse (L. D. PossANI and J. MorncA-~lol\Al.ES, 
unpublishcd). 

lf only 2-4 tubcs (peak fractions) from the 
remaining toxic componcms (!l. 1 O to 11-14) 
from figure 2 are analyscd in acernte-urca-~

alanine polyacrylamidc gel clcctrophorcsis (12) 
thcy show sufficicnt homogcncity (only one band 
with 50-100 µg protcin applicd to thc gel) to be 
us~d far chcmical analysis and tcstcd far 
biological propcrtics. 

The 2 peak tu bes from fraction 11-1 O are 
extrcmcly toxic to mammals and havc becn 
recemly shown by CARBONE. WA>iKE, PRESTE· 
PINO, i\-IAELIC'KE and PosSANI (unpublished) to be 
a reversible blocker of thc Na• channcl in the 
squid giant axon, undcr voltagc clamp dependen! 
experiments. Fractions 11-11 to 11-14 ali are toxic 
to mammals but physiological cxpcrimcnts have 
not bcen completcd. yct. As it can be obscrvcd 
again in Fig. 2 and Table l. thc majar toxins 
obtained in pure farm. so far. are toxin ll.9.2.2. 
11-10 (peak tubcs) to 11-14 (peak tubcs). Toxin 
11-11 to 11-13 (peak-tu bes) wcre obtaincd only in 
small amounts. Since thc biological cffccts of 
these toxins scemed to be differcnt. it was vcry 
tcmpting lo see the variations in their amino acid 
compositions and scquenccs. The toxins wcrc 
reduced and carboxymcthylated with 
iodo!2-"C]acetic acid. Both amino acid analysis 
and automatic EDMAN degradation were made on 
thc rcduced carboxymcthylatcd toxins (Figure 3). 
As it can be observcd in Table 11. the molecular 
weight cstimatcd far the four toxins studied is in 
the range of 7 ,000. having 59 amino acid 
residues plus possihle tryptophans far the 
smallest toxin 11-14 to 65 rcsidues including 
tryptophan. far the largcst toxin ll. 9.2.2. the 
values of half cystincs wcre found to be 
consistenlly low far toxins 11-1 O. 11-13 and 
11-14. The chromatograms from the amino acid 
analyzer have always shown trace amounts of 
unalkylated cystines. Far this rcason in Table 11 
we have admitted possible variations of half
cystine bctween 6-8. However. based on hamo· 
logies of othcr Nonh American scorpion toxins 
(1, 13). with thc venom of Centruroides spccies 
we assume that a valuc of 8 half-cystincs is the 
more plausible one. Anothcr interesting linding 
is the presencc of mcthioninc in the amino acid 
composition of toxin 11-1.\. This amino acid 
residue is noncxistent in praclically all thc toxins 
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• Table 11 

Amino acld composillons of toxins from Ccnlruroldcs noxlus lloFFMANN. 

Amino acid 

Asp 
Thrl 
Scr'1 
Glu 
Pro 
Gly 
Ala 

·valdl 
Met 
llcdl 
Leu 
Tyr 
Phe 
His 
Lys 
Arg 
CM-Cys<I 
Trp 

Total 

Toxi~ 11·9.2.2ª1 

65 

al Values taken from rcference 11. 

Toxin 11-10 Toxin 11-13 

6(5.8)hl 6 (5.6)hl 
. 4 (3.5) 2 (1.8) 
3 (2.6) 2 (2.1) 
6 (5.5) 4 (4.1) 
2(2.0l 2 (2.2) 
7 (7.0) 8 (8.0) 
3 (2.8) 4 (3.6) 
1 (1.4) 2(1.9) 
0(0.0) 0(0.0) 
1 (0.9) 1 (1.1) 
4 (4.0) 4 (4.Jl 
s (5.3) 6 (6.4) 
2 (1.9) 1 (1.2) 
1 (0.7) 1 (i .4) 
7 (6.7) 7 (6.8) 
2 (2.2) 2 (2.1) 
8 (5.4) 8 (6. ll 
n. d. n. d. 

62 + Trp 60+Trp 

Toxin 11-14 

7(7.0)hl 
3 (2.7) 
4 (3.6) 
2 (2.3) 
2(2.3) 
8 (8.0) 
1 (1.2) 
1 (0.8) 
1 (0.8) 
0(0.0) 
4 (3.7) 
6 (5.8) 
1 (1.2) 
1 (1.0) 
7 (7.2) 
3 (2.6) 
8 (5.8) 
n. d. 

59 +Trp 

bl Values betwecn parcnthesis are rcsidne/mole based on glycinc = 7 .8 and 8 respectively for toxin 11-1 O. 11-13 
and 11-14. 

<l Valucs obtaincd from cxtrapolation to O 1imc ofhydrolysis. 
di Values obtained after 48 h 
el Half-cystincs dctcrmincd as carboxymcthyl-cysteinc af1er rcduction and alkylation (sec scction RcsulL' and 
• Discussion). 
n n. d. = not detcrmined. 

11-9.2.2 

ll-14 

!!-13 

ll-10 

ll-9.2.2 

ll-14 

!I-13 

!J-9.2.2 

10 15 20 

Lys-Gl u-Gly-Tyr-Leu-Va 1-Asp-Lys-Asn-Thr!Gly-Cys-Lys-Tyr!Gl u!CYS!Leu-Lys-Leu-Gl y-
1.""l 1 1 ~¡= 

Lys-Asp-Gly-Tyr-Leu-Va 1-Asp-A 1 a-Lys---Gly-Cys-Lys-Lys-Asn-Cys-Tyr-Lys-Leu-Gly-
L.::J ci 1. 1 ~I 

Lys-Glu-Gly-Tyr~Va 1? Tyr-H1s-Asp¡Gly-Cys-Lys-Tyr¡ X¡ ~C_y_s_-T_y_r_-L_y_s_-L_e_u-_G_l_y-

Lys-Gl u-Gly-Tyr-Lcu-Va 1-Asn- ••• 

21 25 30 35 40 

Asp-Asn-Asp-Tyr-Cys!Leu!Arg-Gl u-Cysllys-Gl n-Gl n-Gly-Tyr-Lys-Gly-Al a-Gly-Gly-Tyr-

~Asn-Asp-Tyr-~AsnJArg-Gl u-CysJArg-Met-Lys-Hi s-Arg-Gly-

Asp-Asn-Asp-Tyr¡ ••. 

41 45 

Cys-Tyr-A 1a-Phe-A1 a-Cys-Trp-Cys- ••• 

Figure 4. Comparison of thc amino terminal amino acid scquenccs of taxi ns 11. 9.2.2. 11· I O. 11-13 and 11-14 
from the venom oí thc scorpion Ccmruroidcs noxius. 

Half-cystincs havc becn aligncd in ali four scqucnccs and gaps are introduced lo maximizc homology. The 
numbering systom íor amino acid positions has b1.-en adaptcd accordingly. Rcsidues which are invariam in thc 
toxins are cncloscd in boxcs. x im.licatcs an unidcntificd rcsiduc. 
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purilftcd from Cen1ruroidcs spccics ( 1. 2. 8, 13), 
so fuir. From the Nonh African scorpion 1oxins 
il SCJ!ltlts also 10 be a general rule, i.c .. thc lack of 
mctfuioninc ( 13). Exccptions 10 lhis rule are thc 
toxirus y, 111-1 O and 111-8 from Tityus serrulatus 
frorm .Brazil (7. 9). 

lt iis clcar from Table 11 that thcse four 1oxins 
havc:idiffercnt amino acid compositions and lhcsc 
diffl!lrences are evcn more evidcnt in thc amino 
termiinal sequencc. 

Tll1c RC!\1-toxin 11-9.2.2 was scqucnccd, using 
50 mmolcs, allowing 1hc idemification of 1he lirs1 
48 annino acids. Thc rcpcti1ivc yicld for this run 
was '96 % . The sequence of amino acids obtaincd 
is prrcscmcd and comparcd wi1h those from 
11-lffi. 11-13 and 11-14 in Figure 4. lt is 
wort!hwhilc observing tlrnt thc scqucncc 
Cys..,,;Trp47Cys4; was already prcdic1cd by our 
prelirminary spcc1roscopic charactcrization of 
toxim JI. 9.2.2 ( 11 ). Some problcms wcre encoun
tcred.\ when RCM-loxin 11-10 (20 nmolcs) was 
subimiued lo au10111atic ED~tAN dcgradation. Thc 
repetiltivc yicld was 96 '.\i up to rcsidue 6, with a 
drastiic dccrcasc in yicld with thc Asn1, possibly 
due a.o imide formation. Rcduccd alkylatcd toxin 
ll-1.ll. 24 nmolcs. was scqucnccd 24 s1eps wi1h 
23 mmino acids idcmilicd. Thc rcpctitive yicld 
was :upproxima1cly 96 % up to s1ep 20. RC!\1-
toxiw 11-14. 22 nmoles, was scqucnccd for 34 
cycles with positivc idcntilication of ali rcsiducs. 
Thc 'rcpe1i1ivc yicld for this analysis was 95 '.'ii. 
The r,presencc of l\lctio is unusual for scorpion 
toxims as discusscd prcviously. At the same lime, 
the ¡position of this residuc in 1hc middle of the 
molo:cule makcs thc complc1ion of thc amino 
acid :sequcncc a much more anrac1ivc projcct. 

Wfhen wc analyse Figure 4 for arcas of 
homwlogous scqucnce it is clcar that thcse four 
toxinrs havc cxtcnsivc arcas wi1h identical amino 
acid ·scquences. There are four stre1ches of 
sequemce with high homology in the lirst half of 
the rmolcculc. Rcsiducs 1 to 7 ha ve practically the 
same ·.scqucnce Lys1Glu2Gly.i Tyr4Lcus Val.Asp7 

in ali! four toxins studicd, cxccp1 for lwo 
consl!lrVative rcplaccments al Asp, and lles for 
toxi11. '11-14 and 11-13 rcspcc1ivcly. 

Thte sc'COnd idcntical sequcncc appcars al 
Gly1 ~1Cys12Lys13 far 1hrcc toxins anú Tyr14 for 
toxin:r; 11.9.2.2 and 11-10. Thc amino acid 
residmes Cys11, to Cys2s are locatcd in 1he third 
highl.!Y conscrvaiivc region in thcsc scqucnccs, 

except for 2 places Lct111 in toxin 11.9.2.2 and 
Lys21 in toxin 11-14. The lancr toxins have a 
fourth common arca at Arg,1Glu,x and Cys29. 
The positions 8 10 1 O. 15, 26 anú 30 to 35 are 
cxtremely variable rcgions in lhcsc scqucnccs. lf 
we compare thc dcgrcc of homologics found in 
1he scorpion 1oxins of Ccntruroidcs noxius wilh 
1hat ofTilyus scrrula1us (9) il is cvidcnt 1ha1 the 
Cemruroidcs toxins sccm to be more homolo· 
gous among thcmselvcs than lhc Tilyus 1oxins 
when similarly comparcú. 

Howcvcr, funhcr compara1ive studics or 
anempts to corrclatc thcsc s1ruc1t1ral differcnces 
wilh the diffcrcnt biological funclions or mecha· 
nisms of ac1ion of 1hcsc toxins, have 10 await 
more sequcnce data, cspccially for wxin 11-10 
and to somc cxlent for 1oxin 11-1 3. 
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III. RESULTADOS NO PUBLICADOS Y DISCUSION GENERAL 

En los tres artículos anexos se describen los materiales y mé

todos utilizados, así como los resultados más importantes obtenidos. A -

continuación se presentarán algunos datos nuevos y se intentará discutir -

en forma integrada todos los resultados obtenidos hasta el presente. 

La purificación de las toxinas del veneno del alacrán C. noxius 

se ha probado en varios sistemas cromatográficos como puede apreciarse en 

los 3 artículos anteriores, con el objetivo principal de obtener en el me

nor número de pasos posibles el mayor número de componentes tóxicos puros, 

así como la mejor recuperación posible en cada uno de ellos. 

Inicialmente el veneno soluble se cromatogr~fió en Bio-Gel P -

10, obteniendo siete fracciones, de las cuales de la III a la VI fueron -

tóxicas en mamíferos (Fig. 2 de Dent y col., 1980). 

En los trabajos posteriores se cromatografió el veneno soluble 

en Sephadex G-50 medio, obteniendo 3 fracciones, de las cuales solo la frac 

ción II es tóxica en mamíferos (Fig. 1 de Possani y col. 198la, b). 

La fracción I que contiene la actividad de hialuronidasa se -

aprecia en ambos casos, en tanto la fracción III, que no es tóxica sobre -

mamíferos obtenida por Sephadex G-50 correspondiente a péptidos de bajos -

pesos moleculares y algunos derivados aminados libres, no se aprecia en el 

patrón cromatográfico con Bio-Gel P 10. Si bien por este último sistema -

se obtienen 4 fracciones tóxicas y en Sephadex G-50 solo uno. 
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Los componentes tóxicos sobre mamíferos del III-VI obtenidos 

en Bio Gel P 10 (Dent y col., 1980) , se recromatografiaron en CM-Sepharosa 

CL 6B, ·obteniendo una sola fracción tóxica en cada caso. A su vez la frac 

ción III-4 y IV-2 se recromatograf iaron en CM-celulosa obteniendo dos 

fracciones tóxicas que por electroforesis en geles de poliacrilamida en -

el sistema de S-alanina-acetato-urea mostraron una sola banda y se consi

deraron puras. Se efectuó el análisis de aminoácidos correspondiente a -

cada una de ellas. 

En los trabajos posteriores la fracción II obtenida por Sepha

dex G-50 se recromatografió en.CM-celulosa obteniendo un perfil cromatogr! 

fice de 14 fracciones (Figs. 2 Possani y col. 198la, b). La resolución de 

este paso depende mucho de las condiciones utilizadas como es el tamaño de 

la columna, el tratamiento de la resina, el volumen del gradiente y la can 

tidad de proteína empleada en cada caso. En general, puede decirse que a 

medida que la fuerza iónica aumenta la resolución es mejor y constante. 

Comparando las dos gráficas que se muestran en cada uno de estos trabajos 

puede apreciarse que el perfil de la fracción II-8 en adelante es el mismo, 

en tanto de la fracción II-1 a la II-7 varía considerablemente.. (Ver Figs. 

2 de Possani y col. 198la, b). Puede observarse que las condiciones se 

han podido mejorar y se ha obtenido una mayor resolución de cada una de 

·1as fracciones en esta parte inicial. Las fracciones más tóxicas del cro-

matograma corresponden a las toxinas que actúan en mamíferos y son de la -

fracción II-8 a la II-14. Como de esta forma pueden obtenerse al menos 7 

fracciones tóxicas en este segundo paso de recromatografía, éste ha sido -

el sistema de purificación que se ha continuado hasta el momento. 
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De todas las fracciones la II-9 es la más tóxica de éstas, por 

ello fue la que se llevó a homogeneidad inicialmente, recromatografiándola 

primero por una columna de CM-celulosa a pH 4.7 y después por una columna 

de Bio-Rex 60 a pH 6.5, obteniendo la fracción II.9.2.2, que por geles de 

poliacrilamida mostró una sola banda y se consideró pura. Si bien en este 

tiempo tan solo se efectuó el análisis de aminoácidos de esta toxina, no -

se llevó a cabo la secuencia N-terminal para demostrar completamente la -

pureza de ésta, sin embargo, los trabajos de resonancia magnética nuclear 

mostraron que la toxina II.9.2 presentaba ligeros picos debidos a compone!!. 

tes proteícos menores, en tanto estos picos estaban ausentes con la toxina 

II.9.2.2 obtenida en el último paso de purificación. 

Posteriormente se ha logrado purificar en columnas de CM-celu

losa las fracciones II-9, II-10, II-11, II-13 y II-14 cada una por separa

do utilizando amortiguador de fosfato de sodio 0.05M a pH 6.0, obteniendo 

en cada caso una sola banda por geles de poliacrilamida y considerándolas 

puras. Esto representa la posibilidad de obtener las toxinas homogéneas -

únicamente en tres pasos cromatográficos. 

Bajo estas condiciones la fracción II.9 se recromatografió en 

CM-celulosa (Ver. Fig. 2), obteniendo una recuperación total de 85% de la 

proteína aplicada en la columna. Se aprecian dos picos principales que se 

juntaron por separado en 3 fracciones como se observa en la Fig. 2, Ambas 

fracciones son altamente tóxicas al ser inyectadas en ratones con 43 pg de 

proteína en ratones de 20 gr. de peso y corresponden al 43.2 y 28.1% de la 

proteína total. Por análisis de aminoácidos la fracción II.9,l correspon

de a la toxina II.9.2.2 descrita anteriormente (Possani y col., 198la), en 
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Figura 2. Cromatografía de intercambio iónico de la fracción II-9.del 
veneno del c. noxius - ---
Columna de intercambio iónico de CM-celulosa (0.9 x 32 cm) equilibrada 
en amortiguador de fosfatos de sodio O.OS M pH 6.0 a la cual se aplicó 
31~35 mg de la fracción II-9 (3 ml). La columna fue eluida en un gra-
diente lineal de cloruro de sodio de O.O - 0.38 M (250 ml en cada uno) 
con el mismo amortiguador a un flujo de 30 ml/hr colectando fracciones 
de 2.5 ml por tubo. Las fracciones II.9.1 y II.9.2 son tóxicas. 
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tanto ia fracción II.9.3 corresponde al parecer a la fracción III.4 inici~l 

mente descrita por el otro sistema de purificación en Bio-Gel P 10 (Dent y 

col. 1980). 

La fracción II-10 fue recromatografiada en las mismas condicio

nes (Ver Fig. 3), obteniéndose una recuperación total de 92% de la proteína 

aplica<i:l.a a la columna y 5 fraccione~ principales que corresponden al 9.2, -

11.7, 51.5, 3.1 y 3.5% respectivamente de la proteína total aplicada. Por 

geles de poliacrilamida se aprecia una sola banda en todas ellas a excep-

ción de la fracción II.10.2 donde se observa un pequeño contaminante. Las 

fraccicones II.10.3 y II.10.4 son tóxicas con 40 pg de proteína en ratones -

de 20g de peso. Por análisis de aminoacidos la fracción II.10.3 correspon

de a la toxina II.10 descrita anteriormente, en tanto laII.10.4 no corres-

pende a ninguna anterior, lo que sugiere la posibilidad de que sea nueva -

toxina que contenga el veneno del C. noxius. 

La fracción II-11 se recromatografió (Ver Fig. 4) en las mismas 

condic:ñ.ones obteniéndose una recuperación del 100% y la presencia de 3 frac 

ciones principales que corresponden al 29. 5, 5. 2 y 7. 8% respectivamente de 

la pro~eína total y mostraron una sola banda en geles de poliacrilamida. -

Por análisis de aminoácidos la fracción II.11.1 corresponde a la toxina -

II-10, la II.11.2 corresponde a la fracción II.10.4 y la fracción II.11.3 

corresponde a la toxina II.11 determinada anteriormente (Possani y col. da 

tos n0> publicados), que actúa específicamente sobre el canal de potasio 

(Carbaine y col. 1982) • 

Se rccromatografió también la fracción II-13 (Ver Fig. 5) ob-

teniémdose una recuperación del 100% y dos picos principales II.13.1 y 
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Figura 3. Cromatografía de intercambio iónico de la fracción 
II-10 del veneno del f.· noxius. 

Se aplicó 20.25 mg de la fracción II-10 (27 ml) y se siguieron 
las mismas condiciones de la Fig. 2. para la elución de la 
columna. Las fracciones II.10.3 y II.10.4 fueron tóxicas. 



T 

f 
0.3 

0.2 

E 

" o 0.25 ~ CD 
N T T 

T:"° i 
et 0.1 1 1 0.00 z 

:i; 

200 300 400 
Volumen (mi) 

Figura 4. Cromatografía de intercambio iónico de la fracción II-11 del 
veneno del C. noxius. - ---
Se aplicó 14.2 mg de la fracción II-11 (20 ml) y se siguieron las mismas 
condiciones de la Figura 2, con excepción de utilizar un gradiente lineal 
de cloruro de sodio de 0.0-0.SM. Las fracciones II.ll.l, II.ll.2 y 
II.ll.3 son tóxicas. 
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II.13.2 que corresponden al 35.6 y 17% respectivamente de la proteína total 

aplicada; en geles de poliacrilamida mostraron una sola banda y sólo la 

II.13.l fue tóxica en ratones. Por análisis de aminoácidos la fracción 

II.13.l corresponde a la toxina II-13 anteriormente descrita (Possani y 

col., 198lb). 

La fracción II-14 se recromatografió al igual que las anterio

res (Ver Fig. G) obteniéndose una recuperación del 100% de la proteína to

tal y dos picos principales que se juntaron en 4 fracciones. La fracción 

II.14.2 y II.14.4 corresponden al 36.7 y 12.4% respectivamente del total -

de proteína aplicada y en geles de poliacrilamida se observa una sola ban

da, por lo que se consideran puras. La fracción II.14.2 por análisis de -

aminoácidos corresponde a la toxina II.14 anteriormente descrita y al ser 

inyectada (50 pgl en ratones de 18-20g, se aprecian los síntomas de envene 

namiento sin que llegue a ser letal. 

Si bien, el proceso ha podido reducirse a tres pasos para obt~ 

ner las toxinas puras, una limitante importante es la cantidad tan pequeña 

recuperada ~e éstas en forma homogénea, especialmente de las toxinas II-11 

·y II-13 que representan el .24 y .72% respectivamente del veneno soluble -

total. 

Como se aprecia en la Tabla III, las toxinas aisladas hasta el 

momento de ~· noxius presentan ciertas características. en común en su com

posición de aminoácidos. Son proteínas básicas con un peso molecular alre 

dedor de 7,000 contienen entre 59 y 65 residuos de aminoácidos y presentan 

8 cisteínas como la mayoría de las toxinas descritas hasta el momento a -

excepción de la toxina IV.2 que al parecer contiene 6 cisteínas. Como las 



Figura 6. Cromatografía de intercambio iónico de la fracción II-14 del veneno 
del.f.. ~· 

Se aplicó 5.81 mg de la fracción II-14 (10 ml) y se siguieron las mismas condi-
ciones de la Fig. 4. La fracción II.14.2 es tóxica sin llegar a ser letal. 
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TABLA II. SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE IJ\S TOXINAS DE LOS ALACRANES 

II.9.2.2 
II.14 
II.13 
II.10 
II 
III 
I 
I 
II.6.3 
vl 
v2 
v3 

III-10 
III-8 

IV-5 

I 
I' 
I'' 
III 
III 

I 
IV 
VI 
PI 

II 
V 
V 
III 
XI 
MlO 

KEGYLVDKNTGCKYECLKLGDNDY~LRECKQQGYKGAGGYCYAF-----ACWC ••• 
KDGYLVDAK-GCKKNCYKLGKNDYCNRECR,MKHRG ••• 
KEGYIVDYHDGCKYXCYKLGDNDY ••• 
KEGYLVNXY .•. 
KEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYAF-----ACWC-THLY-EQAVVWPLPNK-TCN 
KEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYAF-----ACWC-EALP-DHTOVW-VPNK--CT 
KEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCL .•• 
KDGYLVEK-TGCKKTCYKLGENDFCNRECKWKHIGGSYGYCYGF-----GCYC-EGLP-DSTQTWPLPNK--CT 
KEGYLVBHSTGCKYECFKLGDBDYCLRECR ••• 
KEGYLVKKSDGCKYDCFWLGKNEHNTCECKAKNQGGSYGYCYAF-----ACWC-EGLP-ESTPTYPLPNK--CS 
KEGYLVNKSTGCKYGCLKLGENEGNKCECKAKNQGGSYGYCYAF-----ACWC-EGLP-ESTPTYPLPNK--CSS 
KEGYLVKKSDGCKYGCLKLGENEGCDTECKAKNQGGSYGYCYAF-----ACWC-EGLP-ESTPTYPLPNK-SC 

KEGYLMD-HEGCKLSCF-IRPSGYCGRECGIKK--GSSGYCAWP ••• 
KEGYAMD-HEGCKFSCF-IRPAGFCDGYCKTHLK-ASSGYCAW .•. 
KKDGYPVE-YDNCAYICW-NYDNAYCDKLCKD-KK-ADSGYCYW ••• 

KRDGYIVYPN-NCVYHCVPP-----CDGLCKKN-GGSSGSSC-FLVPSGLACWC-KDLP-DNVPIKDTSRK--CT 
KRDGYIVYPN-NCVYHCIPP-----CDGLCKKN-GGSSGSSC-FLVPSGIJ\CWC-KDLP-DNVPIKDTSRK--CT 
KRDGYIVYPN-NCVYHCVPP---~-CDGLCKKN-GGSSGSSC-FLVPSGIJ\CWC-KDLP-DNVPIKDTSRK--CTR 

VRDGYIVNSK-NCVYHCVPP-----CDGLCKKN-GAKSGS-CGFLIPSGIJ\CWC-VALP-DNVPIKDPSYK--CHS 
GRDGYIVDTK-NCVYHCYPP-----CDGLCK •.• 

GRDGYIAQPE-NCVYHCFPGSHG--CDTLCKEK-GATSGX-CGFLPGXXVA.,. 
GRDAYIAQPE-NCVYECAKNSY---CNDLCTKX-GATSGY-CXW ••. 
VRDAYIAQPD-NCVYHCAKDMY---CNDLCT ••• 
GRDAYIAQPE-NCVYECAKSSY---CNXLC •.. 

VKDGYIVDDV-NCTYFCGR---NAYCNEECTKL-KGESG-YCQWASPYGNACYCYK-LP-DHVRTKGPGR---CH 
LKDGYIVDDK-NCTFFCGR---NAYCNDECKKK-GGESG-YCQWASPYGNACWCYK-LP-DRVSIKEKGR---CN 
LKDGYIIDDL-NCTFFCGR---NAYCDDECKKK-GGESG-YCQWASPYGNACWCYK-LP-DRVSIKEKGR---CN 
VKDGYIVDDR-NCTYFCGR---NAYCNEECTKL-KGESG-YCQWASPYGNACYCYK-VP-DHVRTKGPGR---CN 
LKDGYIVDDR-NCTYFCGT---NAYCNEECVKL-KGE .•• 
VRDGYIADDK-DCAYFCGR---NAYCDEECKK--GAESG-KCWYAGQYGNACWCYK-LP-DWVPIKQKVSGK-CN 
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Lqq 
Anun 

Bot 
6. Bot 

Bot 
Lqq 
Bop 
Bop 

7. C.N. 

8. AaH 

Be 
Arnm P2 9. 

TABLA II. (continuación) 

IV 
VI 

II 
I 
VIII 
III 
I 
II 

II-11 

IT 

IT 

GVRDAYIADDK-NCVYTCGS--~NSYCNTECTKD-GAESG-YCQWLGKYGNACWCIK~LP-DKVPIRIP--GK-CR 

DARDGYIVQPH-NCVYHCGK---NPYC ••• 

GRDAYIAQPE-NCVYECAK---NSYCNDLCTKN-GAKSG-YCQWLGRWGNACYC-IDLP-DKVPIRIEGK---CHF 
GRDAYIAQPE-NCVYECAQ---NSYCNDLCTKD-GATSG-YCQWLGKYGNACWC-KDLP-DNVPIRIPGK---CHF 
VRDAYIAQNY-NCVYTCFK---NDYCNDICTKN-GAXXG-YC •.• 
VRDAYIAKNY-NCVYECFR---NSYCNDLC ... 
GRGVYIADIA-NCAY ... 
GRDAYIADDX-NCAYXCAL---XXYCN; .• 

TII. .• 

· KKNGYAVDSS-GKAPECLL---SNYCNNQCTKV-HYADKGYCCLL-----SCYCFGLNDDKKVLEISDTRKSYCDTTIIN 

MCMPCFTTRPDMAQQCRACCKGRGKCFGPQCLCGYD 
CGPCFTTDPYTESKCATCCGGRGKCVGPQCLCNRI 

C.n. II.9.2.2., II-14, II-13, II-10, II-11 del Centruroides noxius activas en mamíferos (Possani y col., 
1981); Css I, II, III de Centruroides suffusus suffusus activaseñ mamíferos (García 1976; Zlotkin y col., 
1978); CsE I activa en pollos del Centruroides sculpturatus Ewing (Babin y col,, 1975), CsE vl, y2, y3 
variantes del mismo veneno activas en insectos (Babin y col,, 1974); T.S. III-10, III-8, IV-5 del Tityus 
serrulatus activas en mamíferos (Possani y col., 198lb); AaH I, I', I' ', III, II del Androctonus a~is 
Hector activas en mamíferos (Rochat y col., 1976; 1970 abe, 1972) ; AaH IT toxina del mismo alacrán activa 
en insectos (Zlotkin y col., 1971; Rochat y col., 1979); Amm III, V, VI del Androctonus mauretanicus 
mauretanicus activa en mamíferos; Amm P2 péptido homólogo al Be IT activa en insectos (Rochat y col,, 1979); 
Be IT del Buthus epeus activa en insectos (Zhdavona y col., 1977); Bop I, II del Buthus occitanus parís 
activa en mamíferos (Rochat y col., 1976); Bot I, II, III, VIII, XI del Buthus oc~us tunetanus activa 
en mamíferos (Rochat y col., 1976, 1970b, 1979); Lqq III, IV, V del Leiuru;-qüinguestriatus quinquestriatus 
activa en mamíferos (Kopeyan y col., 1978; Rochat y col., 1976, 1970). Be MlO del Buthus epeus activa en -
mrnamíferos (Grishin y col., 1981); Bom I, IV, VI, PI del Buthus occitanus mardochei (Vargas-y-col,, 1982) 
Las secuencias de aminoácidos se alinearon respecto a la posición de los residuos de Cisteína y se asignaron 
arbitrariamente deleciones (-). (X) significa residuo no identificado. 

...¡ 
N 



TABLA III. COMPOSICION DE.AMINOACIDOS DE LA.S TOXINAS DEL CENTRURQIDES NOX~US HOFFM.Atm 

Aminoácido 
II.9.2.2.* II.9.3 II.10* II.10.4 II.13* II,13.2 II,14* III.4;f; ;rv.í 
(II.9.1) (II.10.3) (II.13,1) (IJ;.14.1) 

Aspártico 6 (5. 3) 5 6 6.3) 6 6 (7 .4) 7 7 (4.4) 5 4 
Treonina 2 (1.9) 2 4 ( 5.3) 5 2 (3.0) 3 3 (1.8) 2 2 
Serina 1 (3. 5) 4 3 (10.3) 10 2 (6.2) 6 4 (4.1) 5 9 
Glutámico 7 (6.6) 7 6 ( 7.9) 8 4 (6.5) 7 2 (6.8) 8 8 
Prolina 2 (0.9) 1 2 ( 2.2) 2 2 (O. 7) 1 2 (1.3) 1 1 
Glicina 7 (7 .2) 7 7 (9.9) 10 8 (9.9) 10 8 (7 .2) 7 11 
Alanina 4 (3.8) 4 3 (4.6) 5 4 (4.9) 5 1 (3 .6) 4 4 
Valina 2 (1.6) 2 1 (O.O) o 2 (l. 7) 2 1 (1.9) 2 2 
Metionina o (O.O) o .o (O.O) o o (O.l) o 1 (O.O) o o 
Isoleucina 1 (0.6) 1 1 (2.1) 2 1 (0.9) 1 o (0.9) 1 1 
Leucina 6 (5.3) 5 4 (3 .2) 3 4 (3.8) 4 4 (3. 7) 4 2 
Tirosina 6 (4. 7) 5 5 (2.3) 2 6 (5.8) 6 6 (4.1) 5 2 ...¡ 
Fenilalanina 1 (1.1) 1 2 (l. 7) 2 1 (1,4) 1 1 (1,0) 1 1 w 

Histidina 1 (1.8) 2 1 (l. 7) 2 1 (2.9) 3 l (0,9) l l 
Lisina 8 (5.2) 5 7 (3. 7) 4 7 (7 .1) 7 7 (4,5) 5 2 
Arginina 2 (l. 7) 2 2 (3. 2) 3 2 (2.4) 2 3 (1,4) 2 1 
Triptofano 1 n.d. n.d. n.d n.d. n.d, n.d, (1,2) 1 1 
Cisteína 8 n.d. 8 n.d. 8 n.d. 8 (4,3) 5-6 n,d. 

Total 65 n.d. 62 + n;d. 60 + n.d. 59 + 60 - 61 n.d. 
Trp Trp Trp 

t Val.ores tomados Possani y col., 1981. 
Valores tomados Dent y col., 1980. 

n.d. = no determinado 
Los valores entre paréntesis representan la integración de los valores reales que se llevaron a cabo de acuer-
do al método de Moore y Stein (1963) • 



otras toxinas citadas en la literatura no contienen Metionina, excepto la 

toxina II-14 que presenta una. Es la primera toxina del género 

Centruroides descrita hasta el momento que contiene Metionina y constitu-· 

ye una excepción al igual que las toxinas II.11 (III-10, Y ) y III-8 del -

'l'. serrulatus (Possani y col. 1981). Las toxinas II.10.4, II.13.2 y IV.2 

presentan un alto contenido de Serina comparándolas con las otras toxinas 

descritas en la Tabla III. 

Las secuencias que se aprecian en la Tabla II del género 

Centruroides presentan zonas de alta homología entre los residuos del 1-5, 

8-10, 18-20, 21-25 y la posición de las cisteínas, a excepción de los tres 

primeros residuos obtenidos de la toxina II-11 que son totalmente diferen-

tes al de todas las toxinas citadas hasta el momento en la literatura; p~ 

siblemente pertenezca esta toxina a una familia diferente (Carbone y col., 

1982), en tanto todas las otras toxinas del género Centruroides, en que se 

conoce la secuencia N-terminal, pueden agruparse en un solo grupo (Ver 

Tabla II). Con las toxinas del'.!'..· serrulatus mantienen iguales los cuatro 

primeros residuos a las de los Centruroides, sin embargo, se observan cla-

ras diferencias que las hacen coiocarse en dos grupo distintos. En general. 

la porción e-terminal de las toxinas de los diferentes grupos es la más --

variable. 

Considerando que este trabajo de tesis se ha centrado en forma 

preponderante en el aislamiento y en la composición química de las toxinas 

del alacrán de Nayarit, no se tomará tiempo y espacio para discutir en fer-

ma más general las secuencias de aminoácidos que aparecen en el trabajo --

Nº 3 (Pág. 58) y en la Tabla II. Asimismo no se detendrá a discutir los -

1 

1 

1 

1 

1 

! 

1 

1 
1 
¡ 
1 

1 
1 
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resultados de resonancia magnética nuclear (NMR) y rotación óptica (CD) ob 

tenidos con las toxinas de este alacrán y otras del alacrán Sudamericano. 

Se qu~ere, no obstante mencionar que se h~ podido establecer por NMR y CD 

cierta:s características importantes sobre la estructura secundaria y ter

ciaria de estas moléculas, por ejemplo, la gran diferencia de estabilidad 

ternnodinámica de·las toxinas del género Centruroides de México con las -

del género Tityus de Brasil. 
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IV. DISCUSION ESPECIFICA Y PERSPECTIVAS FUTURAS 

El estudio sobre las características de estas toxinas así como 

la determinación de su estructura primaria es uno de los pasos iniciales -

sobre el estudio del veneno de los alacranes. Una vez determinadas las se 

cuencias de aminoácidos las perspectivas se abren tanto en la parte quími

ca, sobre la localización del sitio activo de las toxinas mediante modifi

caciones químicas o por síntesis de péptidos en el laboratorio, como para 

estudios fisiológicos sobre las terminaciones nerviosas. 

Como se mencionó anteriormente las toxinas actúan sobre los ca 

nales iónicos de las membranas nerviosas y por lo tanto pueden llegar a 

ser útiles herramientas específicas para estudios en Fisiología o en Bio-

química para el aislamiento de estos canales en las preparaciones biológi-

cas. 

Como se ha dicho, el conocimiento de los mecanismos de acción 

de las toxinas se inició con los alacranes norteafricanos, se observó que 

éstas actúan a nivel del canal de sodio y que su acción es dependiente del 

voltaje (Catterall, 1979). Se vió también que la toxina II del AaH afecta 

la cerrada del canal de sodio y la apertura del canal de potasio (Romey y 

col., 1975). En sistemas de cultivo de neuroblastomas (Catterall y col., 

1976) y en preparaciones sinaptosomas (Jover y col., 1978) se ha demostra

do que la afinidad.de las toxinas por los sitios receptores depende del -

potencial de membrana: a mayor polaridad, mayor afinidad. 

Sin embargo, con los alacranes del género Centruroides se ha -

observado ciertas diferencias, con la toxina II del C. suffusus suffusus 
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se demostró que no compiten con los Norteafricanos y que su acción es inde 

pendiente del voltaje (Jover y col., 1980a). 

Recientemente utilizando dos toxinas del veneno del f.. noxius, 

se obtuvieron algunos datos nuevos complementarios, utilizando axones gi-

gantes de calamar en experimentos de voltaje-sostenido ("voltage-clamp). -

(Carbone y col .• , 1981). Se encontró que la toxina II-10 actúa como bloqu!:_ 

dor específico del canal de sodio, afectando exclusivamente la entrada del 

sodio en forma reversible. Utilizando la toxina II-11 se observó que esta 

afecta selectivamente el canal de potasio bloqueándolo también en forma -

reversible y son independientes del voltaje. Estos datos muestran claras 

diferencias con los venenos de los alacranes Norteafricanos que actúan 

sobre la inactivación del sodio, no son reversible, son dependientes del 

voltaje y a+ menos la toxina II del AaH no actúa en forma selectiva sobre 

un solo canal, sino ,que su acci6n se ejerce tanto sobre el canal de sodio 

como el de potasio. Estas diferencias por lo tanto crean mayor interés -

por el estudio de las toxinas del género Centruroides. 

El conocimiento de la secuencia de aminoácidos de estas toxi-

nas, permitirá la obtención de éstas mediante la síntesis de péptidos en el 

laboratorio, las cuales podrán utilizarse ya sea para los estudios sobre el 

modo de acción de las mismas o como herramientas para estudios neurof isio 

lógicos. 

De gran utilidad será también la determinación de la estructura 

primaria de estas toxinas para estudios taxonómicos y zoogeográficos. Dado 

que este tipo de trabajos en los alacranes no se han realizado más que en 

forma provisonal, los estudios bioquímicos sobre la composición de su vene 
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no podrán compararse con las diferencias morfológicas y zoogeográficas que 

presentan. 

Taxonómicamente, los trabajos sobre la estructura primaria del 

veneno del c. noxius mostrará al comparar las secuencias de sus toxinas 

con los otros venenos, si es realmente una especie endémica, desligada del 

resto de los Centruroides mexicanos como lo propone Hoffmann (1938) • Tam

bién podrá determinarse si el ~· elegans que habita en Jalisco, Nayarit 

y Sinaloa es la misma subespecie con el que se localiza en Guerrero y Oax~ 

ca, a pesar de encontrarse separados geográficamente o pertenecen a dife--

rentes especies o subespecies. Asimismo con el ~· infamatus que habita -

en el centro del país podrá verificarse su relación con el que se localiza 

en Jalapa, Ver. y clasificarlos ya sea como dos subespecies que habitan e~ 

pacios distintos o corno dos especies diferentes. De esta forma se podrán 

obtener mayores eiementos de juicio para proponer la filogenia de estos or 

ganismos. 

Otro factor que sería interesante investigar sería la posibil_i 

dad de encontrar diferencias en la composición del veneno de los alacranes 

de la misma especie situados en diferentes localidades, que se encuentren 

separados por unos cuantos Km de distancia entre ellos. Nosotros hemos -

siempre trabajado con una población muy grande de animales (alrededor de 

10 a 40 mil individuos) de los cuales se ha obtenido el veneno y mezclado 

para el estudio bioquímico que se ha llevado a cabo. Si bien los indivi-

duos utilizados en estos trabajos provienen de regiones con un diámetro no 

mayor de 50 Km, sería interesante verificar si el veneno de poblaciones de 

alacranes de una misma localidad, muestra diferencias en relación con las 



79 

ESTA TESIS MB DEBE 
SAUR OE tA Bl~LIOTE CA 

toxinas de otra población de la siguiente localidad, a pesar de que la dis 

tancia geográfica no fuera superior a los SOKJn. 

A pesar de que los alacranes no han presentado variaciones si_[ 

nificativas en su estructura a lo largo del tiempo, es muy probable que su 

adaptabilidad ecológica, sí haya.presentado cambios importantes en su fi--

siología, como lo sugieren las diferencias embrionarias entre ·algunas fami 

lis (Vachon, 1953), es decir, seguramente la composición de estos venenos 

estuvieron sujetos a importantes presiones de selección como resultado de 

las diferentes fuentes alimenticias a las que deben haber estado sujetos -

los alacranes a lo largo del tiempo,. dando lugar a una adaptación química 

de los venenos. 

Con base en el registro fósil los alacranes habitaron desde el 

Silúrico, esto significa que habitaron con los ostracodermos y cefalópodos 

de entonces (Camacho, 1974) / seguramente las toxinas para crustáceos son -

un reflejo importante de este hecho, que demuestra la coexistencia de es--

tos organismos. Recientemente hemos descubierto en el veneno del f.· noxius 

que la fracción II-6 obtenida de la columna de CM-celulosa (Possani y col., 

1981) , es una potente toxina que actúa sobre crustáceos como acociles y --

cangrejos, mostrando una parálisis reversible en éstos. 

Es de esperarse que si bien todavía no se ha demostrado la exis 

tencia de toxinas para insectos en el veneno del Centruroides ~; éstas 

se encuentran presentes, dado que los alacranes son principalmente predad~ 

res de insectos y las toxinas para insecto son desde el punto de vista eco 

lógico, el componente esencial de los venenos de los alacranes. Este tipo 
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de tox:ii.nas se han encontrado y estudiado en el veneno del E_. sculpturatus 

· (Babin y col., 1974). 

Estos estudios sobre las toxinas para crustáceos y para insec-

tos colbran mayor importancia tanto por su aspecto fisiológico sobre la ac

ción neuronal de estos organismos, dado que se ha demostrado su acción so

bre la .actividad despolarizante de las membranas nerviosas de insectos 

(Walther y col., 1976), como por su aspecto evolutivo. 

Posiblemente las homologías que se encuentren entre las toxi-

nas pa~a crustáceos de los alacranes Norteafricanos y los Americanos sean -

mayore<s que entre las toxinas para mamífero. Esto podría sugerir que los 

alacraiies habitaron un espacio común antes de que los continentes se sepa

raran. Posiblemente los alacranes se originaron en el continente de 

Gondwama, como sugiere la actual distribución geográfica de estos alacra-

nes en el mundo y ·cruzaran los alacranes Norteamericanos, como los 

Centrmroides, por el mar de Tetis hacia el continente de Laurasia. Si es

to fuera cierto los alacranes Norteamericanos tendrían un origen Neártico 

y no Nleotropical como podría suponerse. Esto podría explicar en gran par

te la ·distribución geográfica del género Centruroides en México y porqué -

existe una escasa comunicación entre las especies de alacranes de América 

del Nairte con los del Sur. También concordaría con Hoffmann (1938), el -

cuaL considera que estos alacranes han tenido una larga evolución aislada 

en cem:tros de desarrollo distintos entre sí por largas épocas geológicas. 
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V. RESUMEN Y CONCLUSION 

En resumen, se puede decir que el veneno del alacrán C. noxius 

contiene al menos 9 toxinas, dirigidas en contra de mamíferos y 1 en contra 

de crustáceos. Se pueden aislar estas toxinas por cromatografías sucesivas 

en columnas de Sephadex G-50, seguida por· dos pasos de intercambio iónico -

en diferentes sistemas amortiguadores. 

La composición de aminoácidos revela que las toxinas para mamí

feros son semejantes en cuanto al peso molecular, basicidad, composición de 

··aminoácidos y secuencia N-terminal, excepto la toxina III.4 (II.9.3) y IV.2 

(Dent y col., 1980) y la toxina II-11 (Carbone y col., 1982). 

Desde el punto de vista fisiológico y del mecanismo de acción -

molecul.ar existen marcadas diferencias entre ellas. Estas diferencias pro

bablemente se pueden explicar por la presencia de regiones variables en la 

secuencia de aminoácidos, que a su vez pueden producir diferencias a nivel 

de la estructura secundaria y terciaria de éstas. 

En conclusión, queremos expresar nuestra opinión de que posibl~ 

mente las toxinas de alacranes, bien estudiadas, puedan llegar a ser una de 

las herramientas m~s valiosas para el estudio de los mecanismos neurobioló

gicos y bioquímicos de comunicación entre las membranas celulares excita-

bles y de ciertos mecanismos de secreción celular dependiente de iones. 

También· el estudio de su composición química pueden llegar a ser de gran -

valor para los estudios de Taxonomía y Evolución de estos organismos. 
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