R - VR -
T

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

/ -rt{g (:}(f, ‘aow‘.,:nvo .4/;8*
f’y .2 J -

CONTRIBUCION AL ESTUDIO DE LAS TOXINAS
DEL VENENO Y ULTRAESTRUCTURA DEL
TELSON DEL ALACRAN DE NAYARIT
CENTRUROIDES NOXIUS HOFFMANN

T E S l S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
B i O L o G o
P R E S E N T A

MYRNA ALEXANDRA R- DENT

MEXICO, D. F. 8355 1979

o, -~ '
55 6? : 5



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



INDICE

S Pag.
INTRODUCCION
a) Generalldades ......... Cereseercinnnns e PR |
b) Quimica de los venenos de alacranes .....eoevceveseas 4
c) Aspectos fisiolSgicos y accién de los venenos veiraa 9
d) Aspectos ecolégicos ....... heeareenean Cetirieenenan 12
e) El Atacrdn de Nayarit ....... eretesarsreaneannanas 15
MATERIAL Y METODO et sesutettasersent e anas P
RESULTADOS  ..... P X |
DISCUSION Seseresassraesersenan s erserseensaannas , b5

B‘BL!OGRAF{A LU I B B R B B I Y B e a st b o mesre b dasenae LIS 50



INTRODUGCCION

GENERAL)DADES ‘

“Périkuté, “WEL Duefio de tos Animales'™, tuvo temof de qué‘el alacrén hi-
ciera dafio a la gente y pldié al zopilote que acarreara un canasto de los que
-usan Jos chamanes. Debfa coiocarlo en una repisa alta. No le dijo que conte=

nfa el méds peligroso de los alacranes y le ordenb que no mirara; pues lo que
estaba aprisionado podia escapar. Pero el zopilote era curioso y abris el ca~
nasto; el alacran salié y se escondié. El zopilote no pudo hallarlo y es por
eso que ahora nos importunan los alacranes' (Furst y Nahméd, 1972).

Como en toda leyenda, su contenldo se encuentra enriquecido por el medio
amblente que rodea al hombre; asf, los hulcholes tienen muchas historias a
propésito de Jos alacranes que participan dentro de sus ritos y supersticiones.
En todas ellas, los alacranes aparecen como animales dafiinos para el hombre,
representantes del mal, del dolor y de la muerte, envuel tos dentro de una fan-
tasfa y una imaginacidn asombrosa. Esto es aceptable, si se toma en cuenta
que los huicholes habitan la porci6n de la Sierra Madre Occidental, localizada
en el estado de Nayarit, donde se encuentra la especie de alacrén més venenoso
de México.

Como los huicholes, existen muchas civilizaciones donde se hace alusién,
no s6lo a los alacranes, sino a varios de los animales ponzofiosos. Se mencio-
nan en la literatura religiosa o mitolégica, como en la Biblia o el Talmud, o
en la leyenda de Oridén de la Mitologla Griega. En ocasiones aparecen en monu-
mentos como en el Antiguo Egipto o en la cultura Maya donde la serpiente es un
representante religioso muy importante. Los Aztecas !lamaban al alacrén ''Co-
lot!" y en ocasiones acompafaban al Dios del Sol junto con arafias, ciemplies y

alacranes. Incluso existen documentos como Los Papiros del Viejo Egipto (1600



a.c.) donde se indica el tratamiento para el piquete de alacrén y mordeduras
de serbiente (Baerg, 1928; Balozet, 1971),

Dentro de los clésicos griegos, AristSteles escribi6 que la nocividad .
de los alacranes no era la misma en todos ellos, mis adln, en algunas locali-
dades su picadura era inofensiva, mientras que en otros era mortal.

Sin embargo, no fue sino hasta el siglo XVIi que se efectut un estudio
ausente de misticismo y supersticidn por Francesco Redi en 1668, el cual lle=-
v6 a cabo un estudio sistematléo sobre serpientes y determiné ademds, las va-
riaciones en la toxicidad del veneno de los alacranes, basandose en la distri-
bucién geogré&fica de los alacranes europeos y africanos. A pesar de ello, no
existe una continuidad sobre el estudio clentifico de estos animales. En 1731,
Maupertuis estudia el efecto del veneno de alacrén sobre perros y polios. En
el siglo XIX aparecen algunos trabajos como los de Maccary (1810), Bert (1865,
1885), Valentin (1876) y otros, pero son escasos. Es realmente hasta princl-
plos de este siglo que el estudio sobre animales ponzoficsos cobra mayor inte-
rés (Balozet, 1971). Son en su mayorla trabajos de interés médico, donde se
describen las sintomatologlfas producidas y los tratamientos utilizados para la
curacion de la intoxicacidn originada por la accién del veneno sobre el hombre.

Actualmente se ha despertado un gran interés por la investigaclén cientf-
fica de los venenos animales. £n los Gltimos afios el incremento de trabajos
sobre este tema es Increible, lo que rebasa el Interés médico y se adentra ya
en el conocimiento a nivel molecular. Se calcula que cada afio se publican al-
rededor de 10,000 articulos en este campo (Zlotkin, 1973).

Su Interés poslblemente se deba a la convergencia evolutiva de los orga-
nismos, que se observa en el amplio espectro de los animales ponzofiosos exls-

tentes, que por diferentes caminos han dado lugar a la formacién de componen-
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tes t6xicos tan diversos. Asl se incluyen, desde organfsmos unfcelulares (DI~
noflagellata), moluscos (Gastropoda, Cephalopoda), equinbdermos {Asteroidea,
Echinoidea), aradcnidos {Scorpionida, Araneae), &caros (Acarida), insectos (Hy=-
menoptera, Lepidoptera, Isoptera, Hemiptera, Coleoptera), peces (Tetraodonti-
formes), anfiblos (Anura), reptiles (Ophidia, Saﬁria) hasta mamfferos (Mono-
tremata, Inséctivora). Cabe menclonar que den;ro del! Phylum Chordata, las a-
ves es la Gnlca clase que no los presenta (Zlotkin, 1973}.

La diversidad de los organismos, refleja la variabilidad en la composi-
cién de las estructuras anatémicas para la formaci6n y liberacién de 3as subs-
tancias t6xicas que contienen, desde los pelos urticantes de algunos insectos,
hasta estructuras especlalizadas para la inoculacién del veneno, como es el tel-
son de los alacranes.

AsT también, la amplia heterogeneidad de su composiclén quimica, desde
compuestos aliféticos slmples o ciclicos de algunos artrfpodos, compuestos al-
gégenos como el acido férmico de las hormigas (Habermann, 1972), compuestos he=-
teroclclicos de algunos peces y moluscos (Karlsson, 1973), complejos glucolipo-
protefnicos como la primnesina secretada por un dinofiagelado, hasta una gran
variedad de moléculas polipeptidicas, ya sean neurotéxicas de bajo peso molecu-
lar como en elapidos y alacranes o de alto peso molgcular como en la arafa ''‘ca-
pulina" o “"Wiuda Negra' (Tu, 1977).

Uno de Tos fines perseguidos dentro del estudlo de los venenos, es lograr
ta determinaclon de la estructura de sus componentes téxicos, Sin embargo, el
objetivo principal se funda en el descubrimiento de la dindmica estableclda
entre la forma y la funcion, la cual contribuye a la fisiologfa y 1a bioqufmi-

ca comparativas de los receptores nerviosos y musculares,



Algunos de ellos, juegan ya un papel Importante como drogas dentro de
1a bioqutmica farmacolégica, en los estudios del sistemé nervioso; por ejem-
plo la saxitoxina o la tetrodotoxina, actfan como bloqueadores no-despolq:i-
zantes, en fendmenos como la transmisidén sindptica o conductancia idnica
(Kérlsson, 1973; Zlotkin, 1973; Caterall y Morrow, 1978); o actdan sobre las
membranas célulares. como la melitina o la fosfolipasa A, y en otros fenbme-
nos fisiolégicos (Habermann, 1972).

AsT, a medida en que los estudios sobre venenos se incrementen, estosh.
podrén ser Gtiles herramientas para la investigaclén derlos mecanismos mole-
culares, fuentes potenciales como nuevos agentes terapéuticos, recursos para
el estudio de relaciones zooecolbgicas, etolégicas, asi como para el estudio
taxon6mlco de los animales venean. Este trabajo versaré principalmente so-

bre venenos de alacranes, por lo que se hard mayor énfasis sobre ellos.

QUIMICA DE LOS VENENOS DE ALACRANES

El veneno del alacrén es una mezcla de diversos componentes; se encuentra
constituido principalmente por un 90% de protelnas farmacolégicamente activas,
Algunas protefnas son enzimas que participan sobre la accidn tdxica del vene-
no o presentan otro tipo de moléculas como ]ipoprotefnas,’mucopoliéacéridos,
etc. Sin embargo, la accit6n letal se atribuye principalmente a una o varias
protefnas neurotdxicas, que difieren en el grado de toxicidad al ser probadas
sobre vertebrados e invertebrados, asT como a la acci6n de algunas enzimas hi-
drollticas, las cuales juegan un papel biolégico especifico (Babin, et al, 1975;
Tu, 1977).

El término neurotoxina se reflere a aquellas protefnas de los venenos de

elépidos y de alacranes que bloquean la transmisidn sindptica al combinarse con



laé membranas sindpticas del sistema nervioso periférico (Babin, et al 1974;
Watt, et al 1974), Sin embargo, en el dltimo Congreso Internacional de To-
xinologla, efectuado en 1976, se sugirié uti?lzar el término toxina en vez
de neurotoxina, hasta satisfacer los criterios requeridos para aseverar su
accl6n neurotéxica sobre el sistema nervioso.

Todas las toxinas del venenc de alacrdn son proteinas bdsicas, de cadenas
polipeptidicas sencillas, de bajo peso molecular, entre 6500 y 9000, la mayo-
ria alrededor de 7000; presentan cuatro puentes de disulfuro, con algunas ex-
cepciones, constan de 57 a 78 amino&cidos, la mayor parte entre 62 y 66, y
ausencia de metionina (Watt, et al! 1974; Tu, 1877), a excepcién del veneno del
Tityus serrulatus, que contiene la primera toxina de alacrén descrita (compo-
nente -¥} que presenta metionina (Possani, et al 1977).

Las toxinas de serplentes son tamblén pol ipéptidos de cadenas sencillas,
bésicas, de bajo peso molecular, con 4 o 5 puentes de disul furo, las neuroto-
xinas cortas presentan de 60-62 aminodcidos y las largas de 70-74 aminodcidos.
Sin embargo, differen de las de los alacranes en que pertenecen a otra familia
de protelnas homéSlogas, dado que difieren en su estructura primaria, en la jo-
callzacién de las clstelnas y presentan diferente actividad flsliolégica e in-
munol 6gica, Esto se refleja en el diferente tipo de accién de las toxinas
de ambos grupos (Rochat, et al 1970b; Tu, 1977 Watt, et al 1974).

De los venenos mas estudiados se encuentran los de los alacranes del Nor-

te de Afrlca: Androctonus australils (Chellala, Argelia), Leiurus guinguestratus

(Khartum, Sudan), y Buthus occitanus (Mecheria, Argelia), de los cuales se han

aislado 11 toxinas que difleren en la composicidn de aminodcidos y en el gra-
do de toxlicidad sobre vertebrados e invertebrados. En todas se observa un

total de 57 a 65 aminodcidos, ausencia de metionina y presencia de & puentes
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de disulfuro. . Ademis se aprecia un‘efecto sinergfstico al mezclar las toxi~-
nas (Miranda et al 1970).

De las tres toxinas de A. australis se determind la secuencia completa de
amino&cidos de ia toxina I, la cual contiene 63 aminoacidos y un peso molecu-'
lar de 6808 (Rochat, et al 1970a} y de la toxina i, compuesta por 64 aminoa-
cidos y un peso molecular de 7249 (Rochat, et al 1972). Ambas toxinas pre-
sentan un 50% de homologfas entre si. Se hallé una isoneurotoxina 1' de los
alacranes colectados en Tunez, la cual difiere de ia toxina | de los alacranes
capturados en Argelia, por la sustitucidén de un residuo de valina, en la posi-
ci6n 17, por una isoleucina. Esta diferencia genética, sugiere una heteroge-
neidad taxondmica.

Usando enzimas proteollticas se determinaron las posiciones de los 4 puen-
tes de disulfuro de la toxina Il. Probablemente dadas las homologfas entre
dichas toxinas de alacranes, estas posiciones se mantengan constantes en todas
las todas las toxinas de alacranes que tienen efectos sobre mamiferos. La lo-
calizacidn.de estos puentes es fundamental, dado que juegan un papel importante
en la determinaci6n de la relacitn entre la estrucutra y la funcién de las pro-
telnas (Kopeyan, et al 1974),

Estas 11 toxinas se describen como componentes protefnicos con efectos té6-
xicos sobre mamfferos. Sin embargo, se ha alslado y purificado una proteina
especifica, alfamente téxica al inyectarse sobre insectos, derivada del veneno
de A. australls, denominada ‘‘toxina para insecto'. Difiere de 1a que actda
sobre mamiferos, tanto en composicidén de aminodcidos, actividad, como en res-
puestas flsiolégicas. Esta toxina presenta 67 aminoicidos, 4 puentes de disul-
furo, ausencia de metionina y un peso molecular de 7,498, Es curioso observar,

que a pesar de ser lo alacranes, depredadores naturales de Insectos, el porcen-




taje de la '"toxina para insecto', es 6 veces menor que el de la toxina para
mém[fero en el veneno de A. australls (Zlotkin, et al 1971).

Las escasas homologias entre las secuencias N-terminal de ambas toxinas
sugieren que pertenecen a diferentes familias de protelnas homélogas.  Sin
embargo, ésto sélo se podrd verificar en la medida en que se efectCien un ma-
yor numero de caracterizaciones sobre toxinas para insectos,

Del mismo veneno se ha aislado una protelna téxica sobre Isépodos cono-
cida como "toxina para crustééeos", de 70 residuos de aminoacidos, presencia
de § puentes de disul furo y un peso molecular de 8,191 (Zlotkin, 1976).

Del alacr&n norteamericano Centruroldes sculpturatus se ha efectuado el

aislamiento de 4 toxinas designadas 1, 11, il y |V, las cuales actGan sobre
vertebrados (Mc Instosh y Watt, 1973) y 3 variantes menos tdxlcas que produ=-
cen paralisis sobre insectos y, en grandes proporciones sobre vertebrados (Ba-
bin, et al 1974). Se ha determinado la estructura primaria de la toxina |
que contiene 64 aminoicidos y ausencla de metlionina y alanina (Babin, et al
1975) y de las tres variantes que presentan 65, 66 y 65 aminodcidos respecti-
vamente (Babin, et al 1974), Las secuencias de estas toxinas muestran gran-
des homologlas, lo que sugiere que pertenecen a una familia de protelnas homé&-
logas.

Del veneno del alacrén brasileio Tityus serrulatus se han purificado dos

toxinas denominadas Tityus-toxina 1 y |1 (G6mez y Diniz, 1966; Toledo y Neves,
1976), las cuales contienen 63 y 78 aminodcidos respectivamente. A diferen-
cla de otras toxinas la Tityus-toxina |l presenta 6 puentes de disulfuro (To-
ledo y Neves, 1976), 1o que representa una excepcién al igual que la toxina ||

de C, sculpturatus y la toxlna para crustéceo de A. australis (Zlotkin, 1973).

Mediante diferente metodologfa, se han caracterizado 5 toxinas del T. serrula-



tus, de éstas la més toxica, denominada toxina-¥ contiene 62 aminoédcidos, la
presenclé de una metionfna y un peso molecular alrededor de 7,000 (Possant,
et al 1977).

La caracterizaci6n de. las toxinas aparece como una herramienta Gtil para
estudios de filogenla y taxonomfa, Se ha intentado obtener un méximoc de ho-
mologfas entre las secuencias N-terminal de las toxinas de diferenteé espe-
cies de alacranes, alineando los aminoacidos con el minimo de cambios por tn-
terconversién, suponiendo que han permanecido inalterados durante la evolu-
cién, Las secuenclas presentan un 50% de homologfas aproximadamente entre
ellas, se han agrupado hasta el momento en 5 grupos estructurales con base en
los amino&cidos flatantes. Esto podria indicar que los § grupos representan
1 Tneas evolutivas divergentes de un ancestro comin (Rochat, et al IS?Ob; Po-
ssani, et al 1977). EI alto grado de homologlas sugiere que la conservacién
de estos aminodcidos juega un papel importante en las funciones biolégicas,
dado gue pueden constituir el sitio activo, ser esencliales para mantener la
conformacién activa o servir para el doblamiento de la cadena peptidica {Zlot~
kin, et al 1971; Karlsson, 1973). Recientemente, se ha sugerido que las to-
xlnas de serplentes, alacranes y abejas evolucionaron de un polipéptido ances-
tral comin, de la mitad de largo que las toxlinas actuales, a través de dupli-
cacién génica Interna y doblamiento génico (Erickson, 1978).

Ademas de las toxinas, el veneno de alacrdn presenta enzimas de tipo hi-
drolitico, que ayudan a la toxicidad del veneno, aunque en menor porcentaje y

diversidad que las serpientes. Buthus quinquestriatus presenta actividad de

fosfolipasa A y B (Mohamed, et al 1969a) y de proteasa. slendo negativo para

colinesterasa, transaminasa y amilasa (Mohamed, et al 1969b). Otros alacra-

nes como Heterometrus fulvipes presentan actividad de succinato-deshidrogenasa
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(Selvarajan, et al 1975); en C. seulpturafus y Hadrurus hirsutus se encohtré,

aunque en un porcentaje muy bajo, actividad foafodiesterasa, pero no asl en

Vejovis spinigerus y Anuroctonus phaiodactylus (Russel, 1966). Al veneno .del

aldcran T. serrulatus se le detectd actividad hialuronidisica, pero no de fos-

folipasa, fosfodliesterasa, proteasa o fibrinolftica (Possani, et al 1977).

ASPECTOS FISIOLOGICOS Y ACCION DE LOS VENENOS.

Se han efectuado estudios fisioldgicos y farmacoldgicos con el fin de ob-
servar los efectos producidos por los venenos de alacrén, ya que originan pa-
rélisis respiratoria, y en consecuencia la muerte de los organismos. Ismail,

et al (1974a) utilizé sobre rata, la toxina del alacrén L. quinquestratus mar-

cada con iodo radicactivo, encontrando que la mayor radloaﬁtividad se hallaba
en los rifones y la méds baja en el cerebro. El gran contenido en el rifién su-
glere una ripida tasa de excrecién del veneno, dado que se encuentra en la ori-
na 15 min. después de la inyeccion.

La inyeccién Intravenosa del veneno de alacran sobre perros, gatos y co=-
‘nejos muestra un incremento en la presién sangufnea (Patterson, 1960; Del Pozo,
et al 1944; Biicherl 1971), asi como la liberacién de catecolaminas de las gléan-
dulas suprarrenales de la rata, su efecto se produce principalmente sobre es=-
tructﬁras nerviosas (Celeste, et al 1968).

Los efectos cardiovasculares de los venenos de Pandinus exitalis (lsmail,

et al 1974b), T. serrulatus (Corrado, et al 1974) y Androctonus amoreuxi (Gha-

zai, et al 1975) parecen ser originados a través de la estimulacitn del siste-
ma nervioso auténomo, particularmente el simpdtico, con Ta liberacién de cate-
colaminas. Se sugiere que el veneno prevenga la destruccidn de las catecol~

aminas o facilite su accién sobre los receptores adrenérglicos.



- 10 -

Se ha observado la ultraestructura del misculo estriado de cucarachas in-
- yectadas con el veneno del T, serrulatus, demostrandose mionecrosis y degene-
raci6n de las miofibritlas (Rossi, et al 1973). |

Utilizando una toxina pura del alacrén T, serrulatus, se han observado
efectos cardiovasculares y arritmias resplratorlias en ratas, como taquipnea,
hipotensié6n, amplitud e irregularidad en los movimientos respiratorios y apnea.
Sobre Ileum aislado de rata se aprecia una contraccién, seguida por un incre-
mento en la amplitud de los movimientos pendulares y una variacién ritmica del
tono. Estos efectos probablemente se deban a la liberacidén de acetilcolina,
catecolaminas y la substancia P (Cunha Melo, et al 1973; Freire-Maia, et al
1973; Del Pozo, et al 1945). Las necropsias indican un agudo edema pulmonar
(Lima, et al 1975).

Las toxinas del veneno de varios alacranes se asocian con las terminacio-
nes colinérg!cas‘y adrenérglcas nerviosas presindpticas, para estimular la li-
beracién de neurotransmisores (Benolt y Mambrini, 1967; Celeste, et al 1968;
Katz y Edwards, 1972; Smythies, et al 1974), como la acetilcolina (Diniz, et
al 1974; Gémez, et al 1973), serotonina, norepinefrina (Moss, et al 1974) 6 a-
cldo ¥-aminobutlirico (Romey, et al 1976).

Las toxinas denominadas para crustéceo, para Insecto y para mamffero 1 y
11 del alacrdn A. australlis, fueron estudiadas sobre preparaciones de misculo-
nervio de cangrejo, arafia, Insecto e [leum de cobayo, mostrando un efecto ex-
citatorio muscular debido a la acci6n presinaptica postgangllonar despolarizan-
te sobre los nervios motores, liberando acetilcolina, S61o la toxina para in-
secto fue selectiva, dado que tnicamente presenta actividad sobre preparaciones
de Insecto (Rathmayer, et al 1978; Tintpulver, et al 1976).

Se ha observado que !a acci6n de los venenos de los alacranes L, quinques-
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tratus, T. serrulatus y A, australis produce una prolongada despolarizacit6n
de -1as membranas nerviosas'y musculares y en consecuencia una prolongécién del
potencial de acci6n. Esto parece deberse al cierre del canal de sodio y a la
apertura del canal de potasio, reduciendo la tasa y la cantidad de activacién
del sodio (Romey, et al 1975; 1976; Koppenhbfer y Schmidt, 1968; Moss, et al
1974).

Con el veneno de T, serrulatus se observ sobre células de neuroblastoma,
que la toxina pura parece unirse sobre el canal de sodlo, el cual es distinto.

del stitlo de accidén de la tetrodotoxina y de los sitios de uniones de los al-

" caloides (Linden y Raftery, 1976; Cahalan, 1975).

Se ha demostrado con el veneno de T. serrulatus y L. quinquestratus que

1a liberacién de los neurotransmisores acetilcolina y norepinefrina respectiva-
mente, dependen del pH, la concentracidn de la toxina, la energfé del sistema

y el tlempo de exposicidén. La liberacién de los neurotransmisores, se acompa-
fia por una estimulacidén en la tasa de entrada de €alcio en cerebro y sinaptoso-
mas alslados de rata; posiblemente este incremento en la permeabilidad al cal-
clo, se deba a una Interacci6n directa sobre el canal de calcio, sin afectar el
potencial de membrana o a una despolarizacién de 1a membrana presinéptica {Moss,
et al 1974; Romey, et al 1976).

La toxlina de alacrén es semejante a la batracotoxina, dado que ambas pro-
ducen una despolarizacifn antagonizada por la tetrodotoxina; posiblemente ac-
tGe en el mismo sitio que la toxina del T. serrulatus (Gémez, et al 1973). Tam-
bién la veratridina se asemeja a la toxina de alacrén, aunque se aprecien algu-
nas diferencias (Romey, et al 1976).

Esto sugliere, que los venenos de alacranes pueden ser herramlentas utiles

para la caractdrizacion quimica de las moléculas, que intervienen sobre el fun-



- 12 -

cionamiento y acoplamiento del sodio y el potasio de la membrana del axdn;
para estudios sobre la transmisién sindptica, sobrg la liberaci6én y almacena-~
miento de neurotransmisores, principalmente donde las técnicas électrofislo—
16gicas no pueden ser aplicadas, para la liberacién de neurohormonas y estu-
dios sobre membranas celulares (Gomez, et al 1973; Moss, et al 1974; Romey,

et al 1975, 1976).

ASPECTOS ECOLOGICOS

Distribucién geogrifica

Los alacranes son uno de los organismos mds antiguos que se conocen. A
pesar de ser anlmal;s con escasas probabilldades de fosllizaci6n, exlsten po~-
co més de un centenar de fésiles, desde el Silidrico hasta el 0Oligoceno. Se
les considera '"fésiles vivientes" dado que han permanecido desde el Sildrico
hasta nuestros dfas, virtualmente inalterada su morfologfa, no obstante los
grandes cambios geoldgicos y climdticos ocurridos a través del tiempo., Esto
demuestra, una evolucién continua e independiente entre los artrépodos, con

ligeras varlaciones. Como ejemplo f6sil, se tiene Palaeophonus nuncius, que

posiblemente fue un alacrén acudtico durante el Silarico; es la especie més
primitiva que se conoce, proviene de la Isla de Gotland del Sildrico Superior
(vachon, 1953; Moore, 1952).

México posee una amplia distribucién de especies de alacranes venenosos,
los altamente t6xicos pertenecen al género Centruroides Marx y su distribucién
aparece a través de toda Ta vertiente del Pacifico, en la zona Tropical y Sub-
tropical de México. Esta regién ocupada por los alacranes se encuentra cor-
tada en dos partes por la Slierra Volcénica Transversal e interrumpida en tra-

mos por la Sierra Madre Occidental. Al Norte, pero siempre en la misma direc-
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cién, se aprecia el foco de Centruroides sculpturatus.

Al parecer son 6 las especies mds venenosas del pals, que son seguramen-
te los restos de una antigua fauna norteamericana, producto de una larga es-

tancia en la misma zona. Asi se tiene: el alacrén de Durango C. suffusus su-

[
ffusus en Durangc, NO de Zacatecas y E de Sinaloa; el C* noxius, habita en Na-

yarit y SE de Sinaloa; el C. limpidus limpidus o alacrén de Guerrero, que ade=

m&s habita en Morelos, SE del Estado de México, SE de Michoacdn y SO de Puebla,

esencialmente en la Cuenca del Rio Balsas; el C. 1impidus tecomanus en Colima,

S0 de Jallsco y SO de Michoacén; el C. elegans al O de Jalisco y &reas coste-
ras de Nayarit, Sinaloa, Guerrero y Oaxaca; el C. Infamatus al Sur de Durango,
Zacatecas, Aguascalientes, Michoacdn y Jaiisco y el (. sculpturatus al Sur de
Arizona y Norte de Sinaloa (Hoffmann, 1938; Dfaz N&jera, 1970; Navarro, et al

1975) (Ver Mapa, Fig. 1).

Importancia Médlca,

Desde el siglo XVII{, Franciscoe J. Clavi§ero, en la Historla Antigua de
México, comenta sobre los alacranes mexicanos: '... en las tlerras frfas o
templasan son por 1o comin pocos y no considerablg%su picada. En las tierras
cdlidas y en aquellas en que el aire es muy seco, aunque el calor sea modera-
do, abundan mis y es tal su ponzofia que en algunas partes basta quitar la vida
a los nifios y ocasionar anslas terribles en los adultos. Se ha observado que
la ponzofia de los escorpiones pequefios y rubios es mds activa que la de los
grandes y negros, y que es menos funesta su picada en aquellas horas del dia
en que calienta mis el sol'', »

Desde entonces se citan los alacranes como un grave problema de salud pi-

blica, dada la elevada morbilidad y la severidad de las manifestaciones clini-

cas que originan,
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De Jos estados citados, la mayor mortalidad se 9re§enta en Colima, Naya-
rit, Guerrero y Morelos, con una tasa medis anual por cada 100,000 hab. de 83.7,
41.6, 41,5 y 37.5 respectivamente (Bravo—Becherefle y Mazzoti, 1961). Los da-
tos de mortalldad en México, durante los perfodSs de 1940 a 1949.y de 1957 a
1958 indican que m&s de 20,000 personas murieron p;i picadura de alacrén, 2,000
por mordedura de serpiente y 274 por arafias (Mazzoti y Bravo-Becherelle, 1961),
esto significa que los alacranes constituyen un Indice mayor de mortalidad que
las serplentes, como frecuentemente se Supone.

La severidad de la plcadura de alacrén estd condlicionada por la toxicidad
de la especle, talla del alacrén, peso y edad de la victima, as! como su estado
generat. Es también Importante el estado flsiolégico de 1a gléndula venenosa
y la dosis de la toxina inoculada, ya que dosls grandes de los venenos menos ac-
tivos causaron los mismos efectos; que dosis pequefias de venenos m&s actlvos
(Hof fmann y Nieto Roaro, 1939).

Lla accidn del veneno puede ser de dos tipos: local y sistémica. ta ac-
cion local puede variar desde una sensacidn de ardor alrededor de la picadura,

que puede durar de unos cuantos minutos a varlas horas, como la producida por

los géneros Heterometrus, Scorpio, Vejovis, hasta una hinchazdén local temporal
y dolor intesivo como el producido por el género Diplocentrus. La accién sis-
témica es principaimente neurotfxica, que en ocasiones produce la muerte como

en el caso de los géneros Centruroides, Tityus, Androctonus, etc. {Bucherl,

1971).  El an&llsis de los datos sobre defunciones por edad, muestra que éstas
ocurren entre edades de 0 a 1 afio principalmente, de 1 a 4 afios en segundo lu-
gar y de 5 a 9 afios en tercer lugar, obteniendoiun total de 93.3% de morbllidad

total (Mazzoti y Bravo-Becherelle, 1961).

La acclén neurotéxica del veneno produce los siguientes s{ntomas: dolor lo-
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cal, éntumecimiento de la lengua y la garganta, hipersensibilidad, rinorrea;
disnea, convulsiones, sudoresis, hipersalivaci6n, aumento de la presién arte-
rlal, hlperestesia, taquicardia, fiebre hasta de 40 y 4] °c, fotofobia, paré-
llgis de los misculos oculares, mldriésts, los movimientos respiratorio . son
irregulares y la muerte se debe a una pardlisis respiratoria (Flores, Jb3;
éucherl, 1971; Watt, et al 197h4; Navarro, et al 1975).

Aunque el bajo valor antigénico del veneno no permite la obtencion de
suero de alto poder neutralizante, la aplicaclién de suero antialacrdn hia teni-
do influencia en 1a disminucién de la mortalidad. Representa, sin em.uryo,
"un pellgro por sensibilizacién en un cierto ndmero de personas (Del Pozn, et
al 1844; pel Pozo, 1962).

A pesar de esta amplia distribucién y la Importancia que los alacranes
representan, el estudic de los venenos es escaso. Hoffmann (1938) menciona
la utllidad de dichos estudios para la valoracién especifica de las diferen-
cias morfolSgicas encontradas y para el estudio zoogeogré&fico de Jos mismos.
De tos venenos de alacranes mexicanos estudlados h;sta e} momento, se encuen-

tra el de C. suffusus suffusus (alacrén de Durango) por Rochat, et al 1976;

el C. sculpturatus (alacrdn de Arizona) estudiado por Babin, et al (1974) y

recientemente el C. eleqgans (atacran de Jallsco) por Possani et al (1978),

el C. limpldus tecomanus (alacrsn de Colima) por Possani et al (comunicaclén

personal) y el presente trabajo sobre el alacrén de Nayarit, C. noxlus,

EL ALACRAN DE NAYARIT

El alacrén Centruroldes noxius habita en las lomerfas y cerros del esta-

do de Nayarit y Sur de Sinaioa. Seqgin Hoffmann y Vargas (1935) es conside-
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rado como la especie més ponzofiosa del pals, es & veces ‘més téxica que el

C. limpidus 1impidus y 6 veces m&s t6xica que el €. suffusus suffusus,

El €. _noxius es un animal de color moreno rojizo y de tamafio pequefio, en~
tre 5 a 8 cms. de longitud. Se encuentra durante el invierno en terrenos ba-
jos y agrietados. Al caer las lluvias los alacranes abandonan sus refugios,
localizéndoseles en las cortezas de los arboles, bajo los troncos y las pie~
dras {(Gonzélez, 1945).

Los alacranes son el remanente de una fauna muy antigua del continente
Norteamericano., Al C. noxius se le considera una especie endémica, desligada
del resto de los Centruroides mexicanos, éaracterizéndose por una virulencla
especlal de su veneno, m&s ré&pido y m&s intenso en su acclén (Hoffmann y Var-
gas, 1935; Hoffmann, 1938).

éioqulmlcamente su veneno no ha sido estudlado, por tanto el presente tra=-
bajo pretende incrementar el conocimiento de éste alacran, mediante el aisla-

miento y caracterizacifn de sus toxinas, asl como el estudlo ultraestructural

de su telson,



MATERIAL Y METODO

Fuente del veneno

Se colectaron 300 alacranes Centroroides noxius Hoffmann, identificados

por el Prof. Jordi Juli4, en la poblacién de Pantanal, Mayarit, a 10 Km de la
ciudad de Tepic.

Los alacranes fueron anestesladﬁs con bidéxido de carbono y el veneno se
le extrajo por estimulacién eléctrica del telson, colecténdose en cajas de
Petri. Se recuperS el veneno con agua bidestilada, se centrifugé a 18,000 x g

durante 10 min. y el sobrenadante se congel6.

Fuente de Material

Se emple6é el 4cldo hialur6nico de Nutritional Biochemical Corp., el Hide
Powder Azur de Calbiochemistry, el Bio-Gel P-10 de Bio-Rad Laboratories, CH-
Sepharosa 6B Cl de Pharmacia Fine Chemicals, Carboxi-metil-celulosa (CM-32) de
Whatman, el Citocromo C, Mioglobina y Albimlina de Schwarz/Man, OrangeBurg, N.Y.
el cloruro de sodio y 4cldo clorhfdrico de Merck. Solamente reactivos de pu-

reza analltica fueron utilizados en este trabajo.

Determinacion de la toxicidad,

La toxiclidad de las diferentes fracciones proteinicas fue observada sobre
ratones albinos de 15 a 20 grs de peso inyectados intraperitonealmente, con
cantidades variables de protelna en 0.1 a 0.3 ml de solucidn salina o de amor-
tiguador de acetato de amonlo,

La dosis letal media (DLSO) del veneno soluble se obtuvo utilizando diez
dosis distintas con dlez ratones por lote, para cada una de las dosis emplea-
das y graficando el procentaje de muertes obtenidas 20 hrs. después de la in-

yeccldn, contra el logaritmo de la dosis, Se efectuaron Inyecciones de solu-
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cién salina o de amortiguador de acetato de amonio como control, sin que se
produjera algdn efecto téxico. Entre menores sean los valores de la DLgg ma-

yor serd la toxididad del veneno.

Determinaciones enzimaticas.

La determinacién de la actividad hialuronidésica se realizé turbidimétri-
camente. Una unidad de actividad se define como la cantidad de protefna nece-
saria para hidrollzar | ug de 4cido hialurénico por minuto, a 25°C utiltizando
ho‘pg de &cido hialurénico disuelto en 0.2 ml de amortiguador a pH 5.3 (Tolks-
dorf, et al 1949). La actlividad de fosfolipasa se midié por el procedimiento
tituTométrico, utiiizando yema de huevo como substrato (Shiloah, et al 1973).
La actlvidad de proteasa fue medida utilizando el reactivg Hide Powder Azure
como se cita en Glenn, et al 1973.

La homogeneidad de las fracclones cromatografiadas se determiné por elec-
troforesis en gel de poliacrilamida en el sistema de,@-alanina-acetato-urea,

descrito por Reisfeld, et al (1962), utilizando la mitad de la concentracién

del amortiguador.

Procedimientos experimentales

El veneno soluble fue ajustado con amortiguador 20 mM de acetato de amo-
nio, pH 4.7, se centrifugs a 18,000 x g durante 10 min, el sobrenadante se lio-
fillz6 y se le midi6 su densidad 6ptica.

Se calibré una columna de Bio-Gel P-10 {92 x 1.25 cm)} aplicando | mg de
citocromo ¢ (Cyt. C, peso molecular 13,370), mioglobina (Mb, peso molecular

17,800), albamina (BSA, peso molecular 66,220) y cloruro de sodio {NaCl) Fig 2.
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Fig.2 Calibracién de )a columna de Bio-Gel P-10 (92 x 1.25 cm)

Se aplicd un mg de citocromo £, mioglobina, albamina y ¢loruro de sedio.
(Para detalles, ver la seccién de Procedimientos Experimentales),
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Se aplicsé I' ml due contenfa 20.6 9 de veneno en lé misma columna de Bio-
Gel P-10, eluida con el mismo amortiguador. Se efectud un ensayo cualitativo
para determinar la toxicidad de las fracciones en ratones albinos de 18 a 20
grs.

Las distintas fracclones obtenidas por cromatografia en Bio-Gel P-10, se
Jjuntaron y cromatograflaron cada una por separado, sobre una columna de CM-Se-
pharosa 68 €1 (24 x 0.5 cm), equilibrada en amortiguador de aéetato de amonio
20 mM, pH 4,7. La toxicidad se determiné de la forma antes mencionada.

En electroforesls discontinua en g;l de poliacrilamida, las fracciones
mas téxicas resultaron Impuras, por 1o que se d!alizarog y recromatograflaron
por separado en una columna de Intercambio i6nico de Carboxi-metil-celulosa
CH-32 (42 x 0.65 cm), equilibrada con el mismo amortiguador. La tox!cidadvde
las fracclones se determind de la misma forma.

Para remover el exceso de sales después de las cromatografias en CM-Sepha-
rosa y Carboxi-metil-celulosa, se efectus di&lisis contra la soluci6n de 1 mM
de acetato de amonio, 20 mM, pH 4.7, utllizando membranas Spectrapor Type 3
como tubo de didlisis 3500 Mr cutoff, Spectrum Medical lndustries).

El contenido de protefna, en general, se calcul6 asumiendo que una unidad
absorbencia es igual a ! mg/ml a 280 nm, en una cubeta de cuarzo con un cm, de

paso 6ptico (E%ag";m)., Las columnas se corrieron a temperatura ambiente

(26°¢).

Andlisis de aminogcidos.

Después de dializar las toxinas puras contra agua, se liofilizaron y se
Ilevé a cabo el an8)lisis de amino3dcidos. Se prepararon muestras de proteina

por duplicado, por hidrélisis dcida en 6 N de acido clorhidrico con 0.5% de fe-
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nol adicionado para .la proteccién de tirosina en tubos de vidrio cerrados y
évacuado individuaimente. El! anélisis de amlnoécqus se Ilevs a cabo sobre
muestras hidrolizadas a 110°C por 20, 40, 72 y 120 horas, midiendo la Iibera-
clién progresiva de Jos aminodcidos de hidrélisis lenta como valina, isoleuci-
na y la destruccion de aminodcidos sensibles, como resina y treonina. - El
contenido de cisteina de las protefnas se determiné previa oxidacién de la
muestra con dcldo perférmico o cistéfco de acuerdo al método de Moore (1963).

E! triptofano se determiné después de la hidrolisis de la protelna en
4.2 N de hidréxido de sodio como lo citan Hugli y Moore (1972), modiflicéndo-
o para un volumen de 100 ul,

Se utiliz6 en lugar de almidén soluble tiodiglticol al 4%. E1 andlisis
de aminodcidos se efectud con un Analizador de aminodcidos Durrum D-500, mo=

dificado para alta sensibilidad con el Sistema de Andlisis de Datos Mark II.

Ultraestructura del telson del alacrén.

Se separs el telson del cuerpo de dos alacranes Centruroides noxlius, és~-

tos se partieron longitudinalmente para permitir la fijaci6n tanto de la qui-
tina como de las gléndulas. Se transfirieron inmediatamente a glutaraldehido
al 3% (Electron Mlcroscopy Sclences) para su fijacién, en amortiguador de fos-
fatos 0.1 M, pH 7.4, a 4°C durante 2 horas (Sabatini, et al 1963), al cabo de
las cuales se retlré el glutaraldehido y se substituy$ por medio de lavado,
constltuldo por sacarosa .25 M con el mismo amortiguador, manteniéndose por
toda la noche a 4°C. La postfijacién se realizé con tetraéxido de osmio (0s0y)
(Electron Microscopy Sclences) al 2% en el mismo amortiguador durante 2 horas
a 4°C (Claude y Fullan, 1946),

Después de la postfijacién, el osmio se eliminé por medio de 4 cambios,
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cada 15 min, con medio de lavado. La deshidratacién se efectud en serle de
etanol (Merck) del 30% a absoluto, con dos cambios de 10 min. en cada uno, a
L°C. Se transfirieron a 6xido de propilenc (Merck) haciendo dos camblos de

30 min., cada uno a temperatura ambiente. La Infiltraci6n de las muestras se
efectué en una mezcla 1:1 de Epon {(Miller-Stephenson Chemical Co. Inc) con 6x1 -
do de propileno durante 24 horas a temperatura ambiente en desecador sin vacio.
Se transfirieron a cépsulas BEEM que contenfan resina diluida y se polimeriza-
ron a 60°C de 36 a 48 horas (Luft, 1961).

Los cortes ultrafinos (600-900 nm) se realizaron, con navaja de diamante
(DuPont), en un ultramicrotomo Reichédrt UMO 3 y se colectaron en rejillas de
cobre de 3 mm.

Se contrastaron con acetatovde uranilo (Merck) al 2% en agua, 10 min. a
60°C y cltrato de plomo al 2% durante 10 min.

Los cortes fueron observados al microscopio electrdnico JEOL 100 B opera-

do a 60 KV y con apertura de 100 poen el condensador.



RESULTADOS

Caracterizacidén de! venenc soluble

Se obtuvo un promedlo de 200 r9 de veneno soluble por alacran (300 ala-
cranes dieron 57.517 mg).

La dosis letal media (DLgg) sobre ratones albinos de 15 a 20 grs fue de
0.26 pa/gr de peso. La electroforesis en gel de poliacrilamida del veneno so-
fuble (sobrenadante) revelé la presencia, de al menos 12 bandas de protelna
(Fig. 3).

Al veneno soluble se le determiné la actividad de tres enzimas, la hia-
luronidasa probada con 10 mg de protefna fue la dnica positiva, en tanto la
fosfolipasa y la proteasa resul taron negativas, con conceﬁtraciones hasta de

2 mg y 50 pg de protefna respectivamente.

Fraccionamiento del veneno soluble

Del veneno soluble cromatografiado inicialmente en la columna de Bio-Gel
P-]0, se obtuvleron siete fracciones de diferente peso molecular. El veneno
se apllicé independlientemente por duplicado, mostrando el mismo patrén que se
observa en la Fig, k. Las fracciones 1, IV, V y VI, resultaron téxicas al
efectuarse un ensayo cualitativo sobre ratones albinos de 20 grs. y se obtuvo
una recuperaclén del 98%,

Las fraccliones téxlicas se recromatografiaron por separado en una columna
de CM-Sepharosa 68 C!, dando un nimero varlable de subfracclones, como se a-
precia en las Flguras 5, 6, 7 y 8. Resultaron letales, sobre ratones albf-
nos, las fracciones V11.4, 1V.2, V.2 y VI.1, siendo las dos primeras toxinas

les mds abundantes como lo muestran los perfiles de los cromatogramas de las
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Fig. 4. Cromatografia en Bio-Gel P-{0 del veneno soluble.

Una solucidén de | ml, conteniendo 20,6 ug de venens se aplictd en una
cnlumna de Bio-Gel P~10 (1.25 x 92.0 cm}, se equilibrd y eluyd e emorti-
guadar de acetato de amonlo 20 mM, pH L.7. Se colectaron fraccionas de
1 ml & unp velocidad de flujo de 10,8 ml/ hr y se clasificaron como frac-
cionrs Je | & VI, basado sobre la absorbancia a 280 nm, Las recuperacio-
nes y los datos de toxicidad se dan en la Tabla 1,
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Fig. 5. Cromatografies de Intercamblo 14nico de los componentes t6xicos.

La fracclén 111 de la Fig. & (15.5 mg) se aplicd a una columna de CH-
Segharosa 6 CL B (0.5 x 24 cm) equilibrada ea amortiguador de acetats de
amonio 20 mM, pH 4.7 y eluida con un gradiente lineal de clorurp de sodlo
de 0 a 0.5 M (JS ml cada uno) en el mismo amortiguador, %Se colectaron frac-
ciones de 1.2 mi & una velocidad de flujo de 9.3 ml/hr. f{as carras horlzon-
tales indlcan las fracciones que se juntaron, tuyas recuperaciones y toxici-
dad se presentan en Ja Tabla ). Wsignifica javado de ta columna con )} M
de clorurp de sodio.

M NaCi ()
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Fig 6. Cromatografia de intercambio idnico de ios componenles téxicos.

La fracclon tV de 1a Fig. 4 (6.7 mg) se aplicd y corris en una columna
de CHM=Sepharosa 6 CL B, bajo las mismas condiciones de la Fig. &.
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Flg. 7. Cromatografis de intercamblo idnico de Jos componentes téxicos.

Ls fracclén V de Ta Fig. & (4.946 mg) se aplicd y corrid en una columa
de CH-Sepharosa 6CL B, bajo Yas mismas condictones de ia Fig. 5,
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Fig, 8. Cromatografla de intercambio idnico de los componentes téxicos.

La fracclidn VI de la Fig. 4 (2.7b mg) se aplicd y corrié en una columna
de CM-Sephnrosa 6 CL B, bajo las mismas condic.ones de la Fig, §5.
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Figuras 5 y 6. Se obtuvo una recuperacién del 93, 92, 100 y 85% respectiva~-
mente.‘ Lé Tabla | sintetiza las recuperaciones y ios datos de toxicidad de
los cromatogramas previos.

En electroforesié discontinua, en gel! de poliacrilamida, las fracciones
t6xicas mostraron m&s de una banda de protelna. Por lo que se efectuf una se=
paracitn posterior de las fracclones més abundantes, lli.4 y 1V.2, cada una
por separado, en una columpa de Carboxi-metil-celulosa, obteniéndose slete y
tres subfracciones respectivamente. Los componentes 111.4.6 (Fig 9) y 1v.2.3
{Fig 10) resultaron téxicos sobre ratones albinos, mostrando una sola banda de
protefna en electroforesis en gel de poliacrilamida, considerédndolas por lo
tanto homogéneas.  Los componentes fueron denominados toxina [11.4.6 y toxi-

na 1V.2.3 respectivamente. Los dos Gltimos cromatogramas dieron recuperacio-

nes cuantitativas.

Caracterizacién de las toxinas puras.

Las toxinas puras fueron letales a concentraciones de 15 a 30'Pg por 20
gramos de ratén, matando a los animales dentro de los primeros 30 minuto§ des-
pués de la inyeccidn., Las toxinas 1i1.4.6 y 1V.2.3 son protefnas bisicas y
aparentemente corresponden, sobre el patrén de la electroforesis en gel, a
las protefnas 10 y 1] respectivamente, como lo muestra la Fig. 3. La compo-
slcién de aminodcidos se aprecia en la Tabla 2, donde se observan la presencia
de ocho clstefnas. Los datos indican que la toxina 1i1.4.6 contiene 60-61 re-
siduos de amino4dcidos, en tanto la toxina 1V.2.3 contiene 52 aminodclidos, més
las clstefnas que no fueron deturminadas. El peso molecular calculado para
estas toxinas fluctda alrededor de 7000, que es semejante a otras toxinas als-
tadas del género Centrurofdes, como se observa en la Tabla 2, para fines compa=

rativos.
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Fig. 9. Purificaci6n de la toxina 111.4.6

La fraccidn 111.4 de 1a Fig. 5 (7.5 mg de protefna) se dializé y se apli-
¢5 a una columna de Carboxi-metil celulosa (0.65 x 42 cm). La columna se elu-
y6 con un gradiente |ineal (200 m] en cada compartimento), de 0 a 0.4 M de
cloruro de sodlo en amortiguador de acetato de amonio 20 mM, pH 4.7. La velo-
cidad de flujo fue de 30 mi/hr y se colectaron fracciones de 2 ml. La columna
se lavs con alta fuerza lo6nica | M de cloruro de sodio. Las barras horizonta=-
tes indican las fracciones que se juntaron par.s caracterizarlas. T significa
fraccldén téxlica, G significa principio de! gradiente y W significa lavado con
1 M de clorurc de sodio,
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Fig. 10, Purificacién de }a toxina 1V.2.3

1V.2 de la Fig. 6 (1.5 mg de protefna) se dializé y aplicé

Carboxi-meti! celulosa, bajo ias mismas condiciones de la
los geles cilindricos discontinuos de poliacritamida, v

soluble {80 ug protelna, 3 significa toxina tV,2.3 {20 T

e protefna), A y D se definen en la Flg. 2.
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TABLA 1

RECUPERACIONES_Y TOXICIDAD DE LOS COMPONENTES CROMATOGRAF1COS

Columna empleada

Unidades de absor-

ot

Componente Proteinico bancia a 280 nm Toxlicidad
Bio=Gel P-10 Veneno soluble 20.6 0.26
(Fig. &)
Fraccion | 1.22 No-téxico
Fraccion 11 4,70 No-téxico
Fraccidn 11 7.32 Letal
Fraccion IV 2:52 Letal
Fraccién V 2.52 Letal
Fracclén Vi 1.32 Letal
Fraccidn VI 0.64 No=probada
Protefna recuperada 20.24 (98%)
CM-Sepharosa 6 CL Fraccidn 11) cargada 15.5 Letal
(Fig. 5)
Protefna no-unida i.69 No-téxico
Fraccion 111.1 0.58 No-téxico
Fraccién 111.2 1.27 No-téxico
Fraccién 111.3 2.19 No-téxico
Fraccién 111.4 7.60 Letal
Fraccién 1t1.5 0.49 No-probada
Tubos remanentes 0.68 No-probada
Protefna recuperada 14,36 (93%)
CM-Sepharosa 6 CL Fraceidn 1V cargada 6.7 Letal
(Fig. 6}
Protefna no-unida 2.40 No-téxico
Fraccidn (V.1 0.34 No=téxico
Fracclén V.2 .60 Llatal
Tubos remanentes’ 1.82 No=probada
Protefna recuperada 6.16 (92%)
CH~Sepharosa 6 CL Fraccitn V cargada L. 96 Letal
(Fig. 7)
Protefna no-unida 0.7836 No-téxico
Fracclén V.1 0.871 No-téxico
Fraccidn V.2 2.2176 Letal
Fraccién V.3 1.0932 No=téxico
Proteina recuperada L9  (100%)
CM-Sepharosa 6 CL Fraccién VI cargada 2.743 Letal
(Fig. 8)
Protefna no-unida 0.807 No-t6xico
Fraccidn V1.1 1,067 Letal

Protefna recuperada

1.974 (85%)
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* la protélna se inyectd intraperitonealmente sobre ratones de 20 grs. E? va-
lor_numérico en microgramos de protefna por gramo de peso de ratén (LDgg) .

Cuando se requirieron pequefias cantidades de toxina para efectuar un ensayo

cualitativo, se utilizaron 50 a 70 pug de proteina en uno o dos ratones.

- "No-téxico" significa un comportamiento normal, semejante al inyectado con sa-

lina; “Téxico'" indica salivacién, excitabilidad y disnea; y "Letal® significa

pardlisis respiratoria y muerte.

+ Protefna de tubos localizados fuera de los picbs claros de toxina



TABLA 2

TABLA COMPARATIVA DE LA COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE ALGUNAS DE LAS PROTEINAS

TOXICAS AISLADAS DEL VENENO DE {0S ALACRANES PERTENECIENTES AL GENERD CENTRUROIDES -

Aminoéacidos Especies de Alacranes™

Con. 1) C.n.dV C.l.t.il C.e.lll C.e. iV C.s.i, C.s.s.il

ASP

5 4 5 5 5 6 5

THR 2 2 3 3 2 5 3
SER 5 9 2 2 5 2 L
GLY 8 8 7 8 S 5 7
PRO 1 1 2 2 1 3 2
GLY 8 - 11 8 8 6 9 6
ALA L 4 3 3 4 (4] 3
1/2 CY§ 5-6 - # '8 -} 4-5 8 8
VAL 2 2 3 3 2 1 3
MET 0 o 0 0 0 0 0
{LE 1 1 1 0 1 1 0
LEU L 2 L 4-5 3 4 6
TYR 5 2 6 6 5 6 7
PHE 1 i 2 2 1 2 1
H1S 1 1 2 2 2 1 1
LYS 5 2 6 6 L 8 7
TRP 1 1 1 - f 1 2 2
ARG 2 1 2 2 2 1 1
Total 60-61 - F 65 - f 53-54 64 66
Peso
Molecular 6,623~ . 7335 6378~ 7285 7545
Calculado 6,725 6480
*# C.n. 01l = Toxlna 111,46 y C.n. IV = Toxina 1V.2,3 de este trabajo;

C.l.t.1! = Toxina 11.9.3 (Possanl, et al, comunicaci6n personal);

C.e.lll y C.e.lV = Toxinas 111.3 y Iil.4 (Possani, et al 1978);

C.s.| = neurotoxina | (Babin, et al 1975);

C.s.s.11 = Toxina Il {Rochat, et al 1976).

£ significa que no fue determinado.
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Microscopla electrénica del telson

Se observé por microscopfa electrénica un corte de aguljon donde se mues~-

tran dos de las capas de la cutlcula, la exocuticula y la endocuticula, asl
como una capa de células cuboldales que se adhiere a la cuticula y el aculeo o
conducto por donde atrav!ésa el veneno para ser [nyectado.

Las gléndulas presentan una tinica muscular estriada que se une a ios apo-
demas de la cutfcula, en el espacio intermuscular se aprecia material paracris-

talino amorfo no identificado (Fig. 12 y 13). Entre el misculo y el epitelio

secretor exlste la matriz de tejldo conectivo, la cual se encuentra compuesta
por fibras de col&gena, células tipo fibrohlasto y nicleos de forma irregular.
Estas células tlenen aparlencla aplanada (Fig. I4).

Se localizan entre el epitelio glandular y la cutfcula una capa de célu-
tas cuboidales. En la Fig. 15 se observa una de ellas y se apreclan los ele-
mentos Intracelulares como nicleo, complejo de golgl y mitocondrias. Las cé-
lulas se interdigltan una con la otra formando una capa contlnua.

Existe otro tipo de células con dos tipo de cuerpos nerviosos celulares.
En la Fig. 16 se muestra el tipo | con numerosas vesTculas sindpticas, algunas
en forma de gota, pocas mitocondrias, el complejo de golgl, asl como numerosas
membranas.

Dentro del epltelio secretor o glandular se pueden observar las células
secretoras de veneno (Fig. 19), algunas fibras tipo-colégena o tipo-fibrina, al-
gunos axones no mielfnicos, pocas vesfculas sindpticas, asT como el retlculo
endoplésmico rugoso que es extenso y en algunos casos se encuentra altamente
distendido formando una espiral. Existe también una capa de nlcleos que corre
a lo largo del epitelio secretor (Fig. 17 y 18).

El epitelio glandular se encuentra limitado por pliegues a manera de vello-
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_sidades;_  En la Fig. 20 sé muestran las células secretoras de veneno forman-
.dO'iPS pliegues y'afgﬁnq§ organelos, como nﬁcleos, mitocondrias vy compiéjo de
golgi. Este epitelio termina en una cavidéd amplia,doﬁdé se vierte el vene-
no, con una capa de microvei]osidades, seguido del epitelio (Fig. 21),

" Los productcs de secrecidén exhiben diferentes densidades, estructuras vy
tamafios ; pueden ser homogéﬁeos, granulares o reticuladoé._ Dentro de las cé-
lulas secretoras los grénulos de veneno presentan membranas y una forma més ho-

mogénea (Fig. 20) a diferencia del veneno encontrado en el lumen, donde se mues-

tra con y sin membrana, asf como de diferentes formas.
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Flg. 23. Producto de secresifin. Se aprecian los

oy

ardnulos de wveneno en formas variables y
de diferentes densldades y estructuras, alqunos homogénens, granulosos o reticula~
dos, alqunos se encuentran vaclos. Se apreclan fosfolipidos (F1) mezelados con ve-
neno formando Vipidos., En l1a parte inferior izquierds se Tucaliza una célula se-
eretora sin romger {€S). 52,000 x Sarra = .5 . :



DISCUSION

El alacrdn Centruroides noxius es un animal de 5 a 8 cms. de largo, es

es el mds pequefio de los alacranes peligrosos pertenecientes al género Centru-
rofdes. Su tamafio se encuentra en relacién directa coﬁ la cantidad de vene-
no que se obtiene en el laboratorfo por alacrén (200 pg), que en comparacién
con las otras especies de éste género estudiados, es el que menor cantidad de

veneno produce. AsT, del Centruroides limpidus tecomanus se obtiene del or-

den de 580‘Fg/alacrén {Possani, et al comunicacién personal), y del Centruroi-
des elegans, que es el mayor de los tres, se obtiene del orden de 740 pa/ ala-
crén (Possani, et al 1978). La primera ordeiia, realizada tan pronto como son
capturados los alacranes en el campo, es la que se utiliza para obtener el va-
lor del veneno producido por alacrén y se emplea para fines comparativos; dado
que en cautlverio existen una serie de varlables imposibles de controlar en el
laboratorio, como el habitat, alimento y agua requerida por los animales en con~
diciones apropladas. Esto origina un decremento en la cantidad de veneno ob-
tenido en las subsecuentes ordefias.

Sin embargo, a pesar de ser el fentruroldes noxius, el mds pequefio de los

alacranes peligrosos, posee la Digg més baja, de 0.26 pg/gr de ratén, en tanto

en el C. limpidus tecomanus es de 0.65 p9/gr de ratén. El veneno de ambas

especles, bajo las mismas condiciones, es m&s téxico que el veneno del alacrén

brasilefo Tytius serrulatus Lutz & Mello, que presenta una Digp = 1.25 pa/gr

de ratén (Possani, et al 1977). Estos datos apoyan el considerar al €. noxius
como el mis venenoso de los alacranes mexicanos (Hoffmann, 1935), dado que a
menor valor de la DLgg, mayor es la toxicidad del veneno.

La hialuronldasa que actda como factor dispersante, fue positiva en el ve-

neno de €., noxius, pero la fosfolipasa y proteasa fueron negativas.
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El patr6n electroforético obtenido en los geles de polfacrilamlda, es di~-
ferente en las tres especies estuﬁiadas: C. noxius (12 bandas), C. limpidus te-
comanus (15 bandas) ¥ T. serrulatus (16 bandas).

De la cromatografla del veneno en Blo-Gel P-fc, se obtuvieron siete %rac-
ciones, a diferencia del C. elegans donde se aprecian L fracciones con la mis-
ma resina (Possanl, et al 1978). Sin embargo, la resolucidén es mayor en el
veneno de C. eleqans comparado con el de L. noxlus, donde las fracciones se en-
cuentran muy sobrepuestas. Esta baja resolucién dificulta la interpretacién
en cuanto al nimero de toxinas presentes en el veneno total.

Cada una de las fracciones recromatografiadas por separado en CM-Sepharosa
mostraron al menos un componente téxico, kil.b4, IV.2, V.2 y VI.], como se apre=
cia en los perfiles de los cromatogramas de las figuras 5, 6. 7 y 8 respectiva-
mente. Las fracciones V.2 y Vl.l no se obtuvieron en forma homogénea, dada la
poca cantlidad de veneno disponible en cada una de ellas, en tanto las fraccio-
nes IHl.4 y 1V.2 se purificaron hasta homogeneidad, recromatografiéndolas en
Carboxi-metil-celulosa. Se obtuvo un componente téxico homogéneo de cada una,
1i1.4,6 y 1v,2.3,

La composici6n de aminodcldos de las toxinas I11.4.6 y 1V.2.3 (Tabla 2)
muestra la diferencia de ambas protefnas, presentando de 60 a 61 amino&cidos y
52 aminogcidos mids cistelnas respectivamente. No se tiene indicacliones de la
composicién de aminodcidos de las otras dos toxina Impuras V.2 y VI.1. El pa-
trén electroforético de las toxinas puras indica que son proteinas bdsicas y
sugiere que la toxina 111.4.6 puede corresponder a la banda 10 de proteina y la
toxina 1V.2.3 a la banda de protefina 11 de la Fig. 3. La composicién de ami-
nodcldos muestra la ausencia de metfonina en ambas toxinas, slendo consistente

con las toxinas de alacranes estudiadas del género Centruroldes, La presencia
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de‘cfnco o seis residuos de cistefnas en la toxina 111.4.6, representa la po-
sible existéncla de tres puentes de disulfuro, a diferencia de ias ocho cis-
tefnas encontradas en la mayorfa de las toxinas de alacranes. La secuencia
de aminodcidos determinard el nimero exacto de aminodcidos. De la toxina
1V.2.3 no hubo materfal suficiente para la determinacidn de cistelnas.
Comparando estos andlisls con la composicidon de otras toxinas del mismo
género (Tabla 2), existe una clara semejanza entre todas las toxinas anallza-
das hasta el momento. La toxina 1!1.4,6 presenta una estrecha relacidén con

la toxina 11.9.3 del! (. limpidus tecomanus y Ja toxina I1t.3 del C. eleqans

La toxina IV.2.3 presenta un mayor nimero de serinas y glicinas y un menor nd-
mero de residuos de llsina y tirosina en comparacifn con las otras toxinas ca-
racterizadas.

Sin embargo, el andllsis de aminodcidos de todas las toxinas del veneno
del C. noxius, y eventualmente la determinacién de las secuencias de éstas de-
ben de ser obtenidas antes de establecer el nimero exacto de toxinas para ma-
mfferos presentes en este veneno.

La simetrfa de los picos de toxicidad obtenidos por cromatografia y la
presencia de una sola banda de protelna en electroforesls discontinua, son e-
lementos fisicoquimicos utilizados como criterios necesarios, pero no sufi-
cientes, para asegurar la homogeneidad de dichas toxinas. S1 bien, el ana-
lisis de aminodcidos proporciona los elementos necesarios para establecer la
homogeneidad de las protefnas como son: el nimero de aminodcidos de cada toxi-
na alrededor del entero y ausencia de algunos aminodcidos como la metionina.
La ausencla de uno o varlos aminodcidos se considera como un buen criterio de
pureza de la protefna, dado que en prepraraciones de toxinas impuras se en-

cuentran presentes todos los aminodcidos. Sin embargo, el anélislis de la se~
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- cuencla de éminoécldosves el que confirma la pureza de estas protelnas,

AsT, un estudio posterior sobre la secuencla de aminodcidos de las toxi-
nas corroborard la homogeneidad de las toxinas; moszraré Iaé posibles homolo-
gfas existentes entre las diferentes especies del género Centruroides y la
comparacién con otros géneros, su utilizacidn para estudios sobre la relacidn
entre ia_estruqtura y la funcién de estos polipéptidos, asi como su posible
utilizacién como herramientas para estudios sobre filogenia, zoogeograffa y
taxonomTla,

El veneno del alacrén se localiza en un par de gldndulas en el Interlor
del telson. La cutfcula del telson se compone de tres capas superpuestas: la
epicuticula o capa mis externa que es laxa, la exocutlcula o capa media que es
homogénea en cuanto a su estrucutra y composicién y la endocuticula o capa in-
terna formada por capas alternas de quitina y proteina (S&mano y Gémez, 1964).
S6lo las dos Gltimas se aprecian en la Fig. 11.

La tinica muscular estriada corresponde con la observada en . sculptura-
Egg_(Mazurkiewicz y Bertke, 1972), perc el material paracristalino del espacio
intermuscular no lo mencionan, probablemente sea material protefnico.

La gléndula del veneno del €. noxius (Hoffmann) presenta pliegues en for-
ma de saco en el lado opuesto a la cutfcula (Fig. 20), en tanto que el epite-
110 sobre la cutfcula forma una capa sencilla (Fig. 11).

En C, sculpturatus se localizan entre las células cuboidales y el epite-

1lo secretor, vasos de hemolinfa, delimltados por células planas y por una ca-
pa de estructuras filamentosas que cubren los vasos. Ninguna estrucutra i-
gual o semejante se encontrd en C. noxlus.

Los axones nerviosos no miellnicos asoclados a las células epiteliales

concuerda con las observaciones sobre las gldndulas del veneno de C. sculptu-
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ratus y Latrodectus mactans (Jirlfors, et al [969), las cuales posiblemente ac-

tden como un sistema efector inervado con respecto a la fuente nerviosa motora.
Los diferentes tipos estructurales de veneno, que difieren tanto en densi-
dad como en estructura, probablemente se mezclen cuando é\ veneno es inyectado.
Como se observa en las Figuras 22 y 23 en el sitio de almacén extracelular pa-
ra el veneno o lumen, no se locallzan organelos celulares, esto significa Que

no es un mecanismo de secrecidén holécrina.

En L. sculpturatus (Mazurkiewics y Bertke, 1972) se encontrdé que el vene-
no extraldo y fijado inmediatamente presenta la misma forma y estructura que el

que se encuentra en las células secretoras.
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