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I. INTRODUCCION

1. Generalidades

Como el miedo a la muerte, como el miedo a lo desconocido, los
animales ponzofiosos han sido fuente de inspiracidn para el desarrollo de -

una asombrosa imaginacién en diferentes civilizaciones.

El £errot que pequeflos organismos como los alacranes han produ
cido al hombre a lo largo del tiempo, ha permitido la creacidén de numero--
sos mitos y leyendas escritos al respecto como signo de maldad, de divini-
dad o de muerte. Aparecen mencionados en diferentes religiones como en la
Biblia o el Talmud o en diferentes Mitologias como la Maya, la Egipcia o -
la Griega. Se‘representan también sobre varios monumentos, pinturas o re-

lieves o sobre tiinicas o escudos como simbolos siniestros (Balozet, 1971).

Para los egipcios por ejemplo, "Selket", la hija de Ra, es la
diosa escorpidn, representada con un alacrin sobre su .cabeza y juega un im
portante papel dentro de la ceremonia de embalsamamiento, protege a la muer
te extendiendo sus brazos alados sobre las paredes internas de los sarcéﬁg.

gos.

Para los huicholes, "Parikuté", el Duefio de los Animales, tuvo
temor de que el alacran Hiciera dafio a la gente y le pidié ai zopilote que
acarreara un canasto de los que usan los chamanes. Debia colocarlo en una
repisa alta; no le dijo que contenia el mis peligrosoc de los alacranes y '
le ordend gue no mirara, pues lo que estaba aprisionado podfa escapar. Pero

El zopilote era curioso y abrié el canasto, el alacrdn sali6 y se encondid.



El zopilote no pudo hallarlo y es por eso que ahora nos importunan los -~

alacrames" (Furst y Nahmad, 1972).

Sin embargo, no es causal esta relacidén, finalmente toda leyen
da reflleja en mayor o en menor grado su medio ambiente circundante. En -~
Egipto se localizan algunas de las especies de alacranes mas dafiinas para

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

México, los huicholes ocupan la porcidn de la Sierra Madre Occidental den-
tro dell Estado de Nayarit donde se localiza la especie de alacrdn mds vene

noso de México, Centruroides noxius.

El primer estudio sistemitico sobre las variaciones de toxici-
dad de los alacranes aparece hasta 1668 realizado por Francesco Redi, el
cual hiace referencia a la toxicidad y a la distribucidn geogrdfica de los
alacrames. A este trabajo le siguieron escasos estudios posteriores, pero
tendriamn que pasar casi dos siglos para que el estudio de los vénenos de -
los alacranes cobrara mayor auge cientifico. Dado el pfoblema de salud ~-
piblica que representan ciertas especies de alacraneé por su nocividad so-
bre el hombre, los primercs trabajos se relacionan {inicamente con el trata

miento y la sintomatologia del piquete del alacrdn.

Es realmente en los (ltimos afios en que el avance cientifico -
y tecnoldgico ha hecho posible que los bioquimicos, fisidlogos, inmundlo--
gos y ffarmacdlogos enriqueci'eran el conocimiento a nivél molecular sobre -
la estzructura y funcidn de los venenos. Se calcula que cada afio se publi-

can alrededor de 10 000 articulos en este campo (zlotkin, 1973).



El tema sobre venenos cobra gran interé; si se aprecia el am--
plio espectro de organismos venenosos que existen, tanto terrestres como -
marinos desde organiémos unicelulares como los dinoflagelados hasta verte-
brados como los reptiles o mamiferos, que producen componentes téxicos tan
diversos desde compuestos aliféticos'simples o heterociclicos como en pe--
ces o en moluscos hasta proteinas de bajo peso molecular como en eldpidos
o en alacranes o de alto peso molecular, como en la arafia Viuda Negra. Se
encuentran contenidas ademis, en una gran heterogeneidad de estructuras --
anatémicas especializadas para su liberacidn, desde formas simples como --
los tejidos corporales'dg los peces ponzofiosos hasta formas mds especiali-
zadas como el telson del alacrin; producen también efectos clinicos muy --
diversos desde una simple irritacién corporal hasta necrosis o la pardli--

sis respiratoria (Zlotkin, 1973).

Toda esta importante convergencia evolutiva que por tan diver-
sos caminos se ha producido a través del tiempo sobre la utilizacidn de ve
neno como un mecanismo de defensa y de obtencidén de alimentos, puede consi
derarse, desde el punto de vista ecoldgico, de amplio valor adaptativo --

como resultado de un menor gasto de energia.

Asi, en la medida en gque los trabajos sobre el yeneno de estos
organismos se incremente para dilucidar la dindmica entre su estructura y
su funcidn mediante él aislamiento y la caracterizacidn de sus venenos y -
los efectos fisioldgicos de los mismos, podrdn ser {itiles herramientas en
neurologia sobre la caracterizacidn quimica de las moléculas involucradas en
la conductancia ibnica, en diferentes procesos fisioldgicos de fendmenos -

excitatorios neuronales o induccidn de la transmisién quimica, como fuen--



tes potenciales para nuevos égentes terapéuticos, asi como para el estudio

taxon@mico y zcogeogrdfico de estos organismos.

En particular, este trabajo versa sobre el estudio del veneno

del alacrdn, por lo que se hard hincapié sobre ellos.

2. Origen, Taxonomia y Distribucidén Geogréfica

Los alacranes se cuentan entre los organismos actuales mds an-
tiguos que se conocen, sus restos fdsiles aparecen desde el Sildrico y se
supone que evolucionaion‘de los Euriptéridos, que fueron organismos de --
aguas dulces o salobres que aparecieron en el Cambrico y en el Silfirico; --
por esa razdn se les ha at;ibuido a los antiguos alacranes una existencia
acuitica, que podria explicar la ausencia de estigma en dichos fésiles, -
0 bien, podrian haber sido formas de vida terrestre que habitaban las cos
tas durante las bajas mareas, los cuales fueron atrapados y confundidos -
con otxos organismos acuiticos y deberse la carencia de estigmas a su mal
estado de conservacidn, si ésto fuera asi‘los alacranes junto con los --
cienpies serian los primeros animales terrestres que se conocen (Moody,

1962; Camacho, 1974).

Como resultado del procesc evolutivo, se encuentran peguefas
diferencias entre.las formas fésiles y las actuales de los alacranes ya -
que han permanecido casi inalterados morfolégicamente a travéé del tiempo,
gracias a su gran adaptabilidad ecoldgica, por eso en ocasiones se les --—
describe como "fésiles vivientes". Los alacranes tienen ademis la carac-

teristica de no ser estructuras intermedias en la evolucién animal, sino



el resaultado de una linea totalmente independiente dentro de los artrdpo--
dos que ha sido capaz de resistir los cambios geolSgicos durante millones

de aflos 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 -
" ar3cnidos que pertenecen al Orden Scorpionida, las especies peligrosas pa-
ra el hombre corresponden en su totalidad a la familia Buthidae que es la
vfamilia mds grande de alacranes, con mas de 500 especies distribuidas por
todo el mundo, de las cuales alrededor de 25 especiés se consideran dufii--

nas (Shulov y Levy, 1978).

El patrdn de distribucidén de las especies altamente tdxicas se
confinanen el Viejo Mundo al Norte de Africa, Medio Oriente e India, y per

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

trus; 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 Trirnidad Tobago y pertencen al género Tityus

(Balozet, 1971; Blcherl, 1971).

En México, los alacranes venenosos presentan una amplia distri
bucidén a través de toda la vertiente del Pacifico en la zona Tropical y --
Subtropical de Mé&xico, interrumpida en tramos por la Sierra Madre Occiden-

tal y cortada en dos por la Sierra Volcinica Transversal.

Los estudios taxondmicos y biogeogridficos 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 taxondmico mas -



profundo dado que en 1932 Hoffmann elabord una.clave en donde separa las -
especies en rayadas y no rayadas, &sto podria crear especies artificiales,
dado gue a pesar de que han sido utilizados con frecuencia patrones de co-
loracidn, manchas y rayas en la sistemdtica de los alacranes, un estudio --
reciente sobre dos especiés de al;cranes basado sobre su distribucidn geo-
grafica, comparacién de patrones electroforéticos del veneno y reproduccién‘
en cautiverio demostrd que estas dos especies clasificadas, originalmente

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

Se requiere tambi€n un estudio m3s completo sobre la distribu-
cidn geogrifica de las diferentes especies de alacranes mexicanos, dado que
los estudios realizados son ensayos provisionales y los limites exactos de
cada especie no estan bien delineados. Sin embargo, en virtud de que no -
existe ningiin estudio posterior al respecto, basdndonos en estos trabajos;
puede decirse que existen en México 6 especies de alacranes peligrosos por
el hombre conocidos hasta el momento pertenecientes al género Centruroides
(Hoffrmann, 1938). Asi se tiene: el C. sculpturatus al Sur de Arizona y. -
Norte de Sinaloa, el gr‘ghffusus presenta'al menos dos subespecie; -
C.s. chiaravigli al Norte de la Mesa Central y el C.s. suffusus al Sur de
Durangeo, Noroeste de Zacatecas y Este de Sinaloa. E1 C. noxius habita en -
Nayarit y Sureste de Sinaloa, el C. limpidus con dos subespecies, el --
C.l. limpidus que habita en Morelos, Sureste del Edo. de México, Sureste -~
de Michoacin y Suroeste de Puebla, esencialmente la Cuenca del Rio Balsas
y el C.L tecomanus que se localiza en Colima. El C. elegans que presenta
al menos dos subespecies el C.e. insularis en las Islas Marias y el -
C.e. elegans que habita dos regiones geograficas separadas, una al Norte,

la forma tipica, en el Edo. de Jalisco y &reas costeras de Nayarit y Sina-
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loé:y'la otra ‘al Sur‘que bien podiia ser otra subespecies, en la regidn -~
'éosiera de Guerrero‘y un poco de Oaxaca y el C. infamatus que cubre el cen
tro del pais desde el Sur de Durango, Zacatecas, Aguascalientes, Michoacén
y Jalisco, asi como un pequefioc 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; Diaz Nijera, 1970). (Ver -

Mapa, Fig. 1).

3. Composicidn Quimica de los Venenos

Siguiendo el criterio de que "el mids venenoso es ei mds intere
sante" y como la toxicidad de los venenos de los alacranes varia de acuer~
do con su lugar de origen, no es de extrafiar que los primeros estudios de
purificacidn 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 purificacidn de dichos componen
tes realizados por Wilson (1904), Mohamed (1942) y Adam y Weiss (1959) --
fueron totalmente infructuosos, postériormente se realizaron algunos trapé
jos que aportaron un amplio proéreso sobre el andlisis bioquimico de los -
venenos, como e; que se encuentran constituidos por proteinas, migran ha--
cia el citodo, son solubles en agua y precipitan en acetona (Lissitzky y -
col., 1956; Miranda y col. 1960; 1961). Sin embargo, es hasta el surgimien
to de las nuevas t&cnicas cromatogrdficas por filtracidén en gel y por in--
tercambio iGnico que se con;iguié'desarrollar el campo scbre la purifica--

cidn y caracterizacidn de las proteinas neurotSxicas de los venenos. El1 -



grupo de Miranda logrd purificar del veneno de Androctonus australis Hector,

después de cerca de 10 afios de trabajo, las primeras dos toxinas contra ma-
miferos en 1967 y estimar sus pesos moleculares minimos por la composicién

de aminodcidos (Rochat, 1967).

En general el veneno de los alacranes es de apariencia'lgchosa,
bpalescente y con un pH alrededor de 7.0. EL veneno obtenido por estimula
cidn eléctrica del telson del alacrdn disuelto en agua contiene un material
insoluble que puede separarse por centrifugacidén y carece de toxicidad, al
parecer son mucoproteinas y desechos celulares como membranas, aungue la -
composicidn exacta no.ha sido estudiada. La parte soluble contiene todos
los componentes tSxicos y consiste en su mayor parte de -una mezcla de pro--
teinas y péptidos de diferentes pesos moleculares y en menor cantidad de --

1lipidos, nucledtidos, sales inorgdnicas y aminodcidos libres.

Aungue se encuentran presentes algunas enzimas, la accién letal
del veneno se atribuye principalmente a una serie de polipéptidos neurotd-
xicos que difieren en el grado de toxicidad y composicidn de aminodcidos -

al ser probados sobre vertebrados e invertebrados.

Tratindose de alacranes y de eldpidos el término neurotoxina -
se refiere a aquellas proteinas o polipéptidos de los venenos qﬁe blpquean
la transmisidn sindptica 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 Toxicologia efectuado en 1976, se sugiridé utili-~
zar el término toxina en vez de neurotoxina, haéta satisfacer los criterips

requeridos para aseverar su accidén neurotdxica sobre el sistema nervioso.



Lés toxinas de alacrdn son p;oteinas muy estables, como se ha'
observado pﬁr experimentos de termodesnaturalizacidn, seguidos por disper-
sidn Sptica rotatoria, los cuales han mostrado que las toxinas de los ala-
cranes mexicanos y brasilefios son moldculas altamente empacadas y estabili

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

También utilizando dispersidn dptica rotatoria y espectrofotoe

tria diferencial de ultravioleta con la toxina de Androctonus australis --

Hector II, se encontrd una forma predominante entre pH 4 y 9, de las 4 po-
sibles, ademds de ser altamente estable contra la desnaturalizacién por --

calor o tratamiento con urea 9.5M (Chicheportiche y Lazdunski, 1970).

Con el veneno del Centruroides sculpturatus se observd que al

cale#tarse a 92°C por 40 min. pierde potencialidad, dado gue la dosis le--
tal media (DLSO) sube de 1.46 a 4.29 mg/kg, pero sigue siendo tSxica. Con
otras toxinas de Centruroides al hervirse por 5 min. las proteinas vuelven
a geplegarse tridimensionalmente conservando su toxicidad (Watt y col. -~

1964; Possani y col. 1981).

A pesar de la dificultad que representa la purificacidn de es
tas protelnas por tener pesos moleculares semejantes y propiedades fisico-
quimicas parecidas, se ha logrado aislar a homogeneidad'54toxinas de diferen
tes venenos.de alacranes, de ellas se conocen 38 reqioﬁes N-terminal y s8-

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

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

de la estructura primaria de los venenos de alacranes, de las especies nor



teafriwcanas: AaH, Amm, Bop, Bot y Iag. Han seguido un patrdn general de
purificacidn que consiste en la extraccidn del veneno por estimulacidn —-
eléctrica y obtencién del material soluble, seguido por separacién del --
venenw soluﬁle por filtracién en gel de Sephadex G-50 con reciclamiento a
>pH 8.6. y cromatografias de intercambio idnico en Amberlita IRC 50, pH 6.3
y 6.7 w DEAE-Sephadex A50 a pH 8.5 todo con amortiguador de acetato de -~
amonio. Hasta el momento han conseguido aislar y caracterizar estos vene
nos par su toxicidad y composicidn de aminoécidos 31 toxinas que tienen -
efecto tbxico sobre animales superiores O "toxinas para mamiferos" (Rochat

y col., 1979).

Todas estas toxinas son proteinas de bajo P.M. (alrédedor de
7,000) , presentan un alto contenido de aminodcidos aromiticos y bajo conte
nido de Histidina y Fenilalanina, ausencia de Metionina y Presencia de 4
pueﬁtes de disulfuro. Ademds se aprecia un efecto sinergistico hasta de

un 50%” al mezclar las fracciones tdxicas (Miranda y col., 1970).

El estudio comparado de los venenos del alacr@n AaH pertene--
cientes a diferentes regiones geogridficas del Norte de Africa mostraron -

‘diferemncias en la composicidn de sus toxinas para mamiferos.

Se encontrd que los alacranes colectados en Tozeur (Tdnez) con

tienem: las toxinas I, II y I', en tanto los de Chellala (Algeria) presen-

Nota: Abreviaciones: AaH = Androctonus austalis Hector, Amm = Androc-
tonus mauritanus mauritanus; Bop = Buthus occitanus paris;
Bot = Buthus occitanus tunetanus; Lqq = Leiurus quinquestriatus
quinquestriatus.




tsn las tbxinas I, II y III. Las toxinas 1' y III se consideran isotoxinas
de la toxina I, dado que la toxina I' difiere en la substitucidn de una -
Valina por una Isoleucina en la posicidn 17 (Rochat y col. 1970) y la toxi
na III por un mayor niimero de residuos de aminodcidos (Miranda y col. 1970).
Esto es un ejemplo claro de la utilidad de las implicaciones taxonamicas -
derivadas de la informacién quimica, dado que esta diferencia genética su-
giere una heterogeneidad taxondmica, que ha repercutido sobre la reconside

racidn de la taxonomia de estos alacranes.

Tambi&n se ha obtenido en forma homogénea uné. toxina que ejerce
su accidn tdxica especificamente sobre insectos o "toxina para insectos", -
Provenientes del veneno del AaH. Difieren tanto en composicidn de aminodci
dos, actividad, camo en respuestas fisioldgicas con las de mamiferos. Am--
bas son proteinas bdsicas, la primera tiene un PM de 7498, 4 puentes de ---
disulfuro, r‘xo contiene Metionina, se ha secuenciédo en su totalidad y se en
cuentra en menor proporcién en el veneno total que las de mamiferos -
(2lotkin y col. 1971). La segunda tiene 70 residuos de aminodcidos, no pre

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

de disulfuro (Zlotkin y col. 1976).

Los venenos de los alacranes americanos correspondient.es al gé-
nero Centruroides también han sido estudiadoes. En C. 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 sdlo de la toxina I se conoce toda
su estructura primaria (Babin y col. 1975) adem3s se han purificado 3 varian

tes que son tdéxicas sobre insectos y en grandes cantidades sobre vertebra~-



dos, las cuales han sido secuenciadas en su totalidad .y muestran grandes -

homologias entre si (Babin, y col. 1974).

Garcia (1976), trabajando en el laboratorio de Miranda y Rochat
aislS y secuencid dos toxinas para mamiferos del veneno del C. suffusus -

suffusus.

Por otro lado, el grupo de Possani en Mé&xico ha caracterizado -
los venenos de otros alacranes del género Centruroides y ha logrado purifi-
car hasta el momento 15 toxinas de las especies C. noxius (Dent y col. 1980;

Possani y col. 198l) C. elegans (Possani y col. 1978) y C. limpidus tecomanus

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

El veneno del alacrdn sudamericanoc Tityus serrulatus fue ini--

cialmente estudiado por el grupo de Diniz en Brasil. Purificaron dos toxi
nas para mamiferos denominadas- Tityustoxina (TsTx) T y II, la segunda con

una DL50 mds alta (Gémez y Diniz, 1966; Toledo y Neves 1976).

En forma independiente Possani en M8xico ha trabajado con el -

veneno del Tityus serrulatus, inicialmente aisld y caracterizd 5 toxinas,

dé ellas, la mis t6¥ica denominada.Y, contiene 62 aminodcidos y una Metio-
nina, y representS la primera toxina aislada que contenia Metionina, tam--
bién se le determind su secuencia N-terminal (Alagdn y col. 1976; Possani

y col. 1977). Posteriormente aislaron y obtuvieron la secuencia N-termi--
nal de 4 toxinas denominadas II-11, ITII-10, III-8 y IV-5. Por andlisis de
aminoéciéos y secuencia N-terminal la II~1ly la III-10 son iguales entre

sf e iguales a la toxina Y caracterizada anteriormente, hasta los aminoici

dos secuenciados (Possani y col. 198lc). Toledo y Neves (1976) determina-



ron de las toxinas TsTx I y II la composicidn de aminodcidos, la primera -
presenta 1 Metionina y 4 puentes vde disulfﬁro, en "canto que la II tiene -~
dos Metioninas y 6 puentes de disulfuro. Las caracteristicas mds sobresa-
lientes son la presencia de Metioninas en las toxinas y la presencia de 6
puentes de disulfuro, que es una excegcién al igual que la toxina II del -

C. sculpturatus y la toxina para crusticeos del AaH.

Por otro lado la TsTx I y la toxina II-11 (III-10, Y) presen--—
tan un patrén cromatogrdfico muy semejante, asi como su composicién de ami
nodcidos, posiblemente todas se refieran a una misma toxina, pero la res--
puesta final deberd aguardar hasta que se conozcan las secuencias totales

de cada una de ellas.

El aislamiento de toxinas de alacranes menos venenosos ha sido
poco imvestigado; sin embargo recientemente se han aislado varios componen

tes dell alacrdn Scorpio maurus palmatus, perteneciente a la familia -

Chactidiae, que poseen muy baja toxicidad sobre mamiferos, pero una sintoma
tologia muy distinta sobre insectos de la presentada por los venenos de los
Buthidae. la fraccidn neurotdxica de este veneno produce una pardlisis de
accidn ripida pero reversible y una de accidn ?.enta pero letal y presentan
cooperativismo entre ambas. De esta Giltima fraccién se aislaron y caracte
1! IT2 de -

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

rizarom quimica y farmacol&gicamente dos toxinas denominadas IT

La caracterizacién de las toxinas aparece como una herramienta
{itil para estudios de filogenia y taxonomia. Se ha intentado obtener un -

maximo de homologias entre las secuencias N-terminal de las toxinas de di-



ferentes especies de alacranes), alineandc los aminodcidos con el minimo de
cambios por interconversién, suponiendo que han permanecido inalterados --
durante la evolucidn. Las secuencias presentan un 50% de homologias apro-

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

tructurales con base en los aminodcidos faltantes. (Ver Tabla II; p. 71/72).

Esto podria indicar que los 9 grupos representan lineas evolu-
tivas divergentes de un ancestro comiin (Rochat y col. 1970); Possani y col.
1977). E1 alto grado de homologias sugiere que la conservacién de estos -
aminoécidos juega un papel importante en las funciones bioldgicas, dado que
pueden constituir el sitio activo, ser esenciales para mantener la coﬁformi
cibn activa o servir paravel doblamiento de la cadena peptidica (Zlotkin,

y col. 1971). Recientemente, se ha sugerido que las toxinas de serpientes,
alacranes y abejas evolucionaron Ae un polipéptido ancestral comin, de la
mitad del Yargo que las toxinas actuales, a través de duplicacidn génica -~

interna y doblamiento génico (Erickson, 1978).

Es muy probable que la presencia de 4 puentes de disulfuro en -
proteinas tan pequefias sean responsables.de la gran estabilidad de estas ~-
toxinas. La localizacidn de los puentes de disulfuro es por lo tanto, muy

importante por el papel que juegan entre la relacién estructura-funcién.

De la toxina II de AaH se han determinado las posiciones de los
puentes de disulfuro, utilizando enzimas proteoliticas: tripsina, quimo--
tripsina, papaina y termolisina, encontrando &stos entre los residuos 12-63,
16-36, 22-46 y 26-48 (Kopeyan y col. l974f. Con la variante 3 del D
€. sculpturatus se determinaron los puentes de disulfuro por cristalogra--

o
fia a resolucidn de 3 A, hallando las uniones entre los residuos 12-65, --



16-41, 25—46 y 29-48 que son homdlogos en las posiciones del AaH (Ver Ta--~
bla II). ﬁstb ha sugeridé la posibilidad de que los residuos de cisteina
se apareen en posiciones homélogas en todas las toxinas para mamiferos --
(Fontecilla-Camés y ;ol., 1980) .

Con el objeto de obtener informacién sobre el sitio de accidn,
se han llevado a cabo varias modificéciones quimicas sobre las toxinas del
AaH I y II, encontrando que con la reduccién de un puente de disulfuro, -
modificaciones de carboxilados y acetilacidn de grupos aminos nulifican -
la actividad de las toxinas, en tanto que el {inico residuo de triptofano
no ejerce accidn sobre el sitio acéivo. También la reaccién con dcido -
iodoacético inactiva ambas toxinas, en el caso de la toxina I se debe a -
una modificacién covalente con el residuo de Lisina en la posicién 56, --
que sugiere su ;mportancia sobre.la toxicidad de estas protefinas (Sampieri

Yy Habersetéér—Rochat, 1975; Chicheportiche y Lazdunski, 1970).

Los estudios sobre estructura secundaria y terciaria son esca
sos, se sabe, por técnicas de dicroismo circular y resonancia magnética -
nuclear que la toxina del alacradn C. noxius IX.9.2.2 tiene cerca de 11% -~
de éstructura o hélice y 22% de estructura élegada de tipo beta (Watters y
col. 198l1). Por otro lado, con la variante 3 del C. sculpturatus se ha --
determinado su estructura cristalina tridimensional a resolucién de 3 g, -
presentando dos y media vueltas de O hélice y tres vueltas amplias de es--
tructura antiparalela de B hélice'que corre en forma paralela a la @ héli-
ce. La molécula tiene apariencia de un pufic de la mano derecha, la & h&li
ce cor?e a lo largo de los nudillos del pufic y la B hélice sobre la unién

entre el segundo y tercer dedo formando una porcién densa con 3 puentes de



disulfuro, la mufieca corresponde a la porcifn C-terminal de la proteina --

(Fontecilla-Camps y col., 1980).

Ademd@s los venenos de alacranes presentan actividades enzimd--
ticas que a diferencia del de las serpientes se encuentran en un porcenta-
je muy bajo y han sido descritas {inicamente a nivel cualitativo sin haber

sido aisladas y caracterizadas hasta el momento, a excepcidn de la hialuro

nidasa de C. limpidus limpidus (Alagén y Possani, 1981). En L. guingues—-
triatus se detectd actividad de fosfolipasa A y B y de proteasa (Mohamed y

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

nato-deshidrogenasa (Selvarajan y col. 1975), en Buthus talamus se separa-
ron electroforéticamente las actividades proteolitica y fosfodiesterdsica
(Master y col., 1963). En los venenos de T. serrulatus (Possani y col., -
1977), Scorpio maurus (Zlotkin y col., 1972), B. occitanus (Jaques, 1956)
yC. EP§E&E§ (Dent y col., 1980) se detectd actividad dé hialurodinasa que
al parecer es la finica enzima constante en todas las especies de alacranes
peligrosos y se supone que actlian como factor de difusidn y penetracién --

del veneno sobre su victima.

También se ha encontrado la presencia de J-hidroxitriptamina -
en el veneno de L. guinguiestratus (Adam y Weiss 1958, 195%a), que a pesar
de encontrarse en mayores cantidades que en otros venenos de animales no -

juega ningilin papel sobre el efecto tdxico del mismo.

4, Fisiologia y Accidn del Veneno

La sintomatologia com@in presentada por el veneno de alacrin --

sugiere la participacidn del sistema nervioso autdnomo, tanto del parasim-



patico (lagrimeo, salivacién, hipotensidn, etc.) como del simp&tico (midria
sis, hipertensién, taquicardia, etc.) y su accidn semeja tanto a substan--’
cias parasimpaticomiméticas como la muscarina, como compuestos simpatico--
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 misculo -
esquelético mostraron que la aplicacidn del veneno L. quinquiestratus pro--
ducia fuertes contracciones, originadas por una despolarizacién de la mem~-
brana, las cuales eran antagonizadas por altas concentraciones de calcio y
potenciadas por bajas concentraciones de este ion, proponiendo que el vene-
no desplazipa él calcio del misculo. S5in embargo, la adicién de tubocura--
rina que bloqﬁea la respuesta ; la acetilcolina no mostfaba ningin efecto -

sobre la accién del veneno.

Trabajos mds recientes sobre las uniones neuromusculares con --

veneno de T. serrulatus, C. suffusus, L. quinguestriatus y A. australis han

demostrado que la despolarizacidn 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
liberacidén de acetilcolina por accidn del veneno sobre las uniones nervio--
sas, semejante al mecanismo que se produce en el impulso nervioso (Brazil y
col. 1973; Lin y col. 1975). Esta accibn excitatoria presindptica causada
por la liberacifn de acetilcolina ha sido demostrada tanto en preparaciones

en vertebrados (La Grange y Russell, 1971) como en artrdpodos (Parnas y -



col. 1970).

Por otré lado se ha demostrado por varios estudios que el vene-
no eé impermeable a la membrana excitable, esto sugiere que el veneno actiia
sobre el 4rea expuesta en las terminaciones del axdn (Del Pozo y Anguiano,
1947; Katz y Edwards, 1972; Z2lotkin y col. 1971). También se ha visto que
el veneno del C. noxius no actfia sobre la inhibicién de la colinesterasa --

(Del Pozo, 1948).

En preparaciones de miisculo liso ha sido blogueada con tetrodo
toxina y atropina la activiacién espasmddica autorritmica producida por --
los venenos, sobre Tleo de cobayo, de A. australis (Tazieff—Depierre, 1972;
Tintpulver, 1975) y de C. sculpturatus (Patterson, 1962) y en f{leo de rata
con veneno de T. serrulatus (Cunha-Melo y col., 1973). Existen algunas --
diférencias observadas entre los venenos del A. australis y la Tityustoxina
(TsTx) dado que en esta iltima la atropina produce un bloqueo parcial de la
actividad espasmédica; sobre estas bases y algunas pruebas indirectas, se -
ha sugerido que la contraccifn originada por el veneno del T. serrulatus --
se debe a la Iiberacién de mds de un mediador, uno de ellos la acetilcolina
y posiblemenée la substancia P sea otro (Freire-Maia y col., 1976; Cunha-
Melo y col. 1973); ademis se ha observado una respuesta relajatoria transi
toria blogueada por agentes simpaticoliticos que indican un origen adrenér
giéo. Estas diferencias no solo pueden indicar una diferencia en el modo
de accién de las toxinas sino en las respuestas entre el Ileo de rata y el

de cobayo (2lotkin y col., 1978).

Utilizando la toxina para mamifero, para crustdceo e insecto del

veneno de A. australis se observd que sobre preparaciones de misculo liso -



de cobayo la toxina para crusticeo produce una contraccién prolongada a --
diferencia del comportamiento espasmédico ritmico producido por el veneno
total o las toxinas para mamifero, y que la toxina para insecto fue inac-
tiva sobre la preparacidn 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 mediédos -
por el sistema nervioso auténomo en particular por el simpatico debido a
un incremento en el nivel circulante de catecolaminas como la adrenalina,
o la norxepinefrina. Histol8gicamente se ha observado miocarditis, aprecidn
dose ciertos cambios degenerativos de las fibras nerviosas, necrosis y ede
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 idnica de la membrana celular (Yaromby Braun, 1971).

Una caracteristica de todos los venenos de los alacranes de la
familia Buthidae es producir un incremento en la presién sanguinea, al pa-
recer se debe a una liberacién de catecolaminas originada por una estimula
cién preganglionar, ganglionar o postganglionar del simpdtico, asi como a
una estimulacidn de la glandula adrenal, como se ha sefialado con el género
Centruroides (Del Pozo, 1956), con el veneno del Tityus (Corrado, 1974; -~

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

Leiurus, Androctonus y Buthus (Cheymol1974). A esta hipertensién le sigue

una hipotensidn, atribuida en parte a un blogueo senoauricular y auriculo-




ventricular.

Sobre vasos deferentes de cobayos se observd que'una toxina del
Lgg induce la libera¢idn de norepinefrina, la cual es disminuida por hexame
tonio. Se propone un mecanismo exocitético, dado que la enzima dopamina-R-
hidroxilasa se libera junto con la norepinefrina en proporciones similares
y sugiere que la toxina induce la liberacién de catecolaminas por una ac--

cién directa sobre las neuronas adrendrgicas (Moss y col. 1974).

Los efectos bradicdrdicos han sido también estudiados y son el
resultado de la activiacidn de fibras parasimpdticas. Freire-Maia y col,'-
k1974) encontrd que los efectos bradicdrdicos 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 liberacién de acetilcolina y catecolaminas por la acti-
vacién del ganglio vagal y de las terminaciones postganglionares del cora--
zén. En concordancia con lo anterior Corraéo y col. (1968) observd con el
mismo veneno que la accidn de éste se expresa mediante una pequefia y tran--
sitoria bradicardia, le sigue una reépueséa fuerte.y cronotrdpica que se --
puede abolir con propranolol y se encuentra ausente en el corazdn de los ~-
animales tratados‘con reserpina, sugiriendo que el veneno activa ambos com-
ponentes del sistema nervioso autdnomo a nivel posganglionar, como producto
de la liberacifn de neurotransmisores. Con los venenos de Lgg, RaH y Bot
(Cheymol y col., 1974; Ismail y col.,‘l972, 1973), la accién cardiaca ini--
cial es estimulatoria mientras con el veneno de Tityus es inhibitoria y el
propranolol antagoniza el efec£o estimulatorio mientras la at;opina antago

niza los efectos depresores.



Una diferencia importante son los datos obtenidos por Fayet -
(1974), el cual utilizando c&lulas de cultivo cardfaco de embridn de pollo
y veneno de égg.encontré que la accién téxica del veneno no se abate en --
las células tratadas.con reserpiné ni con DL-propranolol, es decir, se ob;
serva un efecto cronotrdpico positivo y arritmia seguido por fibrilacién y
tetanizacifn respectivamente. BAunque estos datos contradicen los datos aﬁv
teriores sobre la accién de los venenos de alacrin sobre el corazén, la --
diferencia puede deberse a distintas respuestas al veneno de alacrdn entre
las c&lulas embrionarias del corazén y las preparaciones aisladas de &ste
(Zlotkin y col, 1978), como se ha observado con la TTX en diferentes eta--
pas del desarrollo embrionario del corazdn de po;lo (Shigenobu y Sperelakis,

1971) .

Se ha investigado también en células de cultivo de corazén de
embridn de‘bollo 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 concentracién de potasio externo y que estimula el
desplazamiento del calcio por accién de las toxinas. La veratridina despo

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

actilie sobre ésta, ademds se aprecia que el veneno de C. suffussus suffusus
(C.s.s.) es completamente inactivo sobre el movimiento del calcio y no des
plaza la toxina II de AaH en las células de corazdn, esto puede deberse a
que act{lan sobre diferentes receptores o que su afinidad es muy baja. El1
efecto sobre el sodio ée la toxina probablemente se deba a una modifica---

cién del potencial de membrana inducido por la adicidn de la toxina. Un -



efecto similar ha sido mostrado en sinaptosomas de cerebro (Jover y col.,
1980) y en céiulas 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 §;§L§..sobre la uniéh a los sitios receptores, demostrd que
" estas toxinas no competian entre sf y que la toxina del Centruroides es -
independiente del voltaje y presenta de 6 a 10 veces menos sitios recepto

res (Jover y col. 1980b).

Un estudio sobre rebanadas de corteza de cerebro de rata u£;li
zando la TsTx, mostrd que la toxina incrementa la liberacidn de acetilcolina
(Gémez y col., 1973). El mismo efecto se ha observado en el hipotdlamo, -
hipocampo, corteza y estriado dado que se bloguea 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 tdlamo y en zonas del hipocam
po donde hé& menoxr liberacidn de acetilcolina (Macedo y Gémez, 1982), En
sinaptosomas se ha observado que la TsTx causa la liberacién de acetilcoli
na por un mecanismo de transporte de calcio al igtérior de las terminacio-

nes sindpticas (Celeste-Henriquez, 1975).

¢) Efectos sobre las membranas axonales

En los ltimos afios el intento de caracterizar los canales idni
co de las membranas excitables por diferentes técnicas, ya sea electrofi--
siolégicas como la de voltaje-sostenido ("volitage-clamp") o microelectro--
dos, o bien por técnicas biofisicas como fluorescencia o biofringencia o

por técnicas bioguimicas con ligandos especificos, ha cobrado un gran auge.



La utilizacidén de las toxinas como herramientas {itiles sobre -
estudios neurofisiolégicos surgié a principios de los afios 1960 cuando se
supo que la TTX bloquea especificamente el canal de sodio (Narahashi y col.
1960, 1964) y que no tiene efecto directo sobre la liberacién del transmi--
sor en las terminaciones nerviosas (Katz y Miledi, 1967). Esto estimulé --
enormemente el estudio de una variedad de neurotoxinas de diversos animales,
entre ellas las de los alacranes, para el empleo de la accién de éstas so-~
bre los canales idnicos con el fin de poder elucidar las caracteristicas -

funcionales de &stos sobre las membranas nerviosas.

Los efectos de los venenos de alacranes scbre los tejidos exci
tables probablemente resultan de la modificacién de las propiedades-de di-
ferentes canales sensibles al voltaje. Se ha observado que la aplicacién
del veneno produce una despolafizacién sobre las membranas de las termina-

ciones nerviosas ocasionado por un incremento de la permeabilidad al sodio

y una prolongacidén de la duracién del potencial de accidn.

Los primeros estudids con el veneno de Lggq mostraron que la —-
inactivacidén sobre la dependencia dei voltaje se cambia a un potencial de
membrana mas negativo, el retardo de la corriente de potasio hacia afuera
se reduce a una tercera parte de su valor normal y el potencial de accién

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 unién de estas
toxinas con el receptor son dependientes del voltaje (Narahashi y col., -=-

1972; Romey col., 1975). Ademds, con la neurotoxina I del AaH se ha visto



que afecta el cierre del canal de sodio y la apertura del canal de potasio
en los axones gigantes de calamar (Romey y col., 1975) y en células de neu

roblastoma (Bernard y col., 1977).

Las toxinas de alacranes africanos incrementaﬁ la activacién -~
de los canales de sodio por ciertos égonistas como la veratridina, aconiti
na y grayanotoxina ymodifican las curvas de concentracién-efecto para la -
accidn de las toxinas. casi 20 veces a la concentracén mis baja (Catterall,
1975, 1977). Se ha propuesto un modelec alostéricc que dice que las toxi--
nas de alacranes reducen la energia requerida para la activacién de los ca

nales de sodio (Catterall, 1977).

En contraste, el veneno del C. sculpturatus sobre nédulos de
Ranvier es completamente diferente; no tiene efecto sobre la inactivacidn,
pero cambid la dependencia del voltaje de activacién de 40 a 50 mV, a un ~
potencial de membrana mds negativo., Después de que la despolarizacidn texr
mina se desarrolla una corriente hacia adentro de sodio, que alcanza un --

maximo y decrece lentamente (Cahalan, 1975).

Utilizando las toxinas puras I, III, IV y V asi como las varian
tes 1, 2 y 3 del mismo veneno se investigd sus efectos sobre el mismo sis-
tema, encontrando diferencias entre ellas. Despuds del tratamiento con --
las toxinas III, IV y I, al producirse un pulso despolari;ante, se produce
un cambio transitorio de la curva de activacién del sodio a potenciales --
mds negativos. La‘toxina I actiia 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 inactivacidn al sodio. 1la toxi

na IV no inhibe el efecto de la toxina V, lo que sugiere que las dos toxi-



nas actiian sobre diferentes receptores (Meves y col., 1982).

Estudios recientes con el veneno del C. noxius, utilizando axo-
nes gigantes de calamér, demostraron la existencia de dos toxinas denomina-
das II-10 y II-11, que en contraste con el veneno de los alécranes af;ica--
nos, act@ian especificamente sobre el canal de sodio y de potasio, respecti-
vamente., La II-10 decrece la permeabiiidad del sodio y la II-11 blogquea --
totalmente el canal de potasio, ambas actlian independientemente del voltaje

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

Se ha dicho que la accién del veneno del alacrdn depende del in
cremento o decremento de la concentracién de calcio. Altas concentraciones
antagonizan los efectos excitatorios (Katz y Edward, 1972), en tanto la ---
sensibilidad al veneno se incrementa é bajos niveles de calcio.l Posiblemen
te el venend del alacrdn desplace los iones de calcio sobre las membranas =
excitables y/o incremente su permeabilidad sobre los canales iénicos -
(Zlotkin, 1978). De la misma forma que las toxinas del alacrédn, el efecto
depresor de la TTX depende para su fijacidn del calcio de la membrana, ne--
c;sario para.incrementar la permeabilidad del scdio. Sin embargo, recien--
tes investigaciones sobre c&lulas de cultivo de neuroblastoma han indicado
que la TTX y el veneno de alacrdn no-compiten sobre los mismos receptores

(Catterall, 1980),

Se ha visto que las neurotoxinas que alteran las proéiedades -
del canal de sodio sobre las cé&lulas de neuroblastomarson de 3 tipos dife--
rentes (Catterall, 1979, 1980). En primer lugar la TTX y la saxitoxina son
compuestos heterociclicos y son inhibidores especificos del canal de sodio.

En segundo lugar los compuestos policiclicos alcaloides solubles en lipidos



como la grayanotoxina, batracotoxina, veratridina y aconitina, despolarizan

las células excitables incrementando la permeabilidad del sodio. En tercer

lugar el veneno del alacrdn Lgq 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 accidn repetitivos en las células excitatorias e inhiben o bloguean la
inactivacidn de los canales de sodio sensibles al voltaje y actidian coopera
tivamente con las toxinas alcaloides causando una activacibn persistente -
sobre los canales de sodio, sugiriendo que interaccionan especificamente -
con el mismo sitio receptor, el cual debe de ser un componente regulador -
del potencial de accidn del canal de sodico. Recientemente se ha propuesto
que el sitio receptor de estas toxinas sea un componente proteinico 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 prepara
ciones de sinaptosomas (Jover y col., 1978), las toxinas de alacrdn Lag ¥
AaH respectivamente son desplazadas por la toxina II de la anémona de mar.
A. sulcata. Por otro lado la accidn del veneno del alacrdn se bloguea no-
competitivamente por TTX, indicando que estas toxinas actfian sobre sitios
separados (Catterall, 1979), ademds de demostrarse que la TTX no es suscep
tible en las células embrionarias de misculo de corazén, en tanto son alta

mente afectadas por la toxina de alacr3n (Courad y col., 1978).

d) Otros efectos

Se han estudiado los efectos de las toxinas para insectos y -~
para crusticeos del AaH sobre larvas de moscas y crustdceos, las cuales --

causan una contraccién corporal acompafiada de una completa parflisis -
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(zlotkin y col., 1972). Esta accién se ha atribuido a un efecto sobre los
sistemas néurosecrétores degido a una liberacién de hormonas como la pupa-
rium (Praenkel y Zlotkin, 1970). En todas las preparaciones estuﬁiadas S0
bre la accidn de estas toxinas, se observd un efecto estimula£orio muscular
originado por una excitacidn presiniptica sobre las terminaciones nervio--
sas, dando lugar a la liberacidn de neurotransmisores (Zlotkin y col., =--

1978).

5. Sintomatologia 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-
tomatologia de envenenamiento producidec por la picadura de estos organis--

mos.

El efecto tdxico del veneno sobre la victima depende de varios
factores: de la especie del alacrdn, de la dosis de veneno inyectada, del
volumen y Ael estado fisioldgico de las gléndulas, del peso, edad y estado
de éalmd de la victi@a, asi como de su sensibilidad especifica al veneno y

del lugar del piquete (Hoffmann, 1938).

En general la sintomatologia que se presenta es la siguiente:
hiperestesia y dolor local intenso e inmediato, aungue no se produce nin--
glin efecto visible sobre el siti& de inyeccién, entumecimiento de lengua y
la garganta que produce dificultades para tragar, hiperexcitabilidad que -
con el tiempo puede conducir a una sensacibn de angustia, salivacién y dia
"foresis excesiva, lagrimeo, midriasis y en casos severos es frecuente que

se produzca exoftalmia y fotofobia y distensién gdstrica. EI pulso se in-



crementa y se vuelve arritmico, la presidn arterial se incrementa al prin-
cipio'y decrece por debajo de lo normal despuds. Se producen convulsiones
y contracciones musculares, pardlisis fldcida con tetanizacidén en los ca--
sos graves de los miémbros inferiores, dificultades para respirar y la --
muerte se origina por una pardlisis respiratoria que puede ocurrir de unos

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

zet, 1971; 2lotkin, 1978).

Debido a que el veneno del alacrdn tiene un valor antigénico -
muy bajo y la inmunizacidn en caballos requiere al menos de 8 meses para -
‘llev&rse a cabo, no se puede obtener un suero de alto poder neutralizante.
Sin emBargo, su aplicacidn ha repercutido ampliamente en la disminﬁcién de
la mortalidad por picadura de alacrdn (Del Pozo, 1962). En México a pesar
de que la picadura de alacrén.ha representado una de las causas principa--
les de morfélidad, los datos estadisticos al respecto son muy escasos. Un
estudio realizado por Bravo-Becherelle y Mazzoti (1961) sobrellas tasas ~~
medias medias anuales de defuncioneﬁ por cada 100 000 habitantes entre los
afios de 1940-1949 y de 1957-1958, mostraron que los estados con uﬁ mayor -
Indice son Cqlima, Nayarit, Guerrero y Morelos con una tasa de 83.7, 41.6,
41.5 y 13.3 respectivamente, e indican que mis de 20,000 personas murieron
por picadpra de alacrin, 2,000 por mordedura de serpiente y 274 por arafas
y el and3lisis de los datos sobre defunciones por edad, muestra que &stas
ocurren entre edades de 0 a 1 afio principalmente, de 1 a 4 afios en segundo
lugar y de 5 a 9 anos en tercer lugar, obteniendo un total de 93.5% de mor

bilidad total (Mazzoti y Bravo-Becherelle, 1961).

Las diferencias atribuidas a los venenos dec los alacranes radi

ca en las dosis letales medias (DLSO) atribuidas a cadaunade las especies,
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8stas varfan dependiendo de la especie estudiada y de su distribucién geo-

grédfica. Sin embargo, existen diferencias de DL o Por la cepa de ratones

5

estudiados, la ruta de inyeccidn y la manipulacidn estadistica de los da-

tos.
-

Zlotkin y col., (1971) llevaron a cabo DL 0 de 16 especies de -

5 .
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 serru-
latus existe una marcada diferencia entre la DL citgda por Possani -

50

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

50
éegundo de 0.43 mg/kg, esto demuestra las posibles diferencias entre los -~

. Sin embargo, puede decirse

criterios utilizados para determinar la DL50

que la potéhcia letal de estos venenos radica entre ,25 y 1.25 mg/kg y que
las especies mis potentes citadas hasta el momento, son el alacrdn africa-

no Leiurus quinguestriatus y el mexicano Centruroides noxius.




TABLA I. DOSIS LETALES MEDIAS (DL 0) SOBRE RATONES
*Y SOBRE LARVAS DE MOSCAg DE DIFERENTES
ESPECIES DE ALACRANES

DLSO mg/kg DL__ mg/kg

Especie de alacrdn 50
: en ratén en larva
L. quinguestriatus 0.25 2,2
C. noxius 0.26+ -
A. aeneas aeneas 0.31 0.5
A. mauretanicus maur. 0.31 4.7
. A. australis 0.32 ' 2.9
C. santa maria 0.39 32.2
A. crassicauda 0.40 6.8
Tityus serrulatus 0.43 —1.25¢ 21.7
?uthiscus bicalcaratus 0.60 ) 0.7
C. limpidus tecomanus 0.69 '2.2
A. amoreuxi 0.75 3.6
Buthacus leptochelis 0.77 0.9
B. occitanus tunetanus 0.90 0.7
B. arenicola < " 0.99 0.7
C. sculpturatus 1.12% -
B. occitanus paris 4.15 0.3
Buthotus minax 4.25 3.0

Parabuthus transvaalicus 4,25 : 3.5

%omado de Zlotkin y col. (1971)
Tomado de Possani y col. (1977)
+ Tomado de Dent y col. (1980)

* Tomado de Stahnke (1963)



6. EL Alacrin de Nayarit

A pesar de la amplia distribucidén de los alacranes mexicanos, -
el estudio de sus venenos han empezado a ser estudiados en la dltima déca-
da. Sin embargo, desde 1938 Hoffmann menciona la utilidad de dichos estu-~
dios para la valoracidn especifica de las diferencias morfoldgicas econ---

tradas y para el estudiobzoogeogréfico de los mismos.

Uno de los alacranes mds interesantes, por ser el mis ponzofoso

citado hasta el momento es la especie Centruroides noxius, la descripcidn
de la especie se debe a Hoffmann (1932). Este alacrdn habita en las lome-
rias 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.

LAl g,'noxius se le considera una especie endémica, desligada --
del resto de los Centruroides mexicanos, caracterizdndose por una virulen-
cia especial de su veneno, mds ridpido y mis intenso en su accidn (Hoffmann

y Vargas, 1935; Hoffmann, 1938).

Bioquimicamente su veneno ha sido muy poco estudiado. En esta
tesis se presentan 3 trabajos ;ealizadoscon el veneno de este alacrdn, --
los cuales selllevaron a cabo con el objetivo de aisiar y caracterizar los
polipéptidos tdxicos que contiene, asi como determinar la estructura prima
ria de cada uno de ellos, para tratar de hacervestudios comparativos sobre
las homologias que presentan con las secuencias de aminodcidos de otras --
t6xinas estudiadas, que sirvan como base para estudios taxondmicos, biogeo

gridficos y evolutivos de los alacranes. Una vez obtenidas las secuencias




de aminodcidos de estas toxinas se podrd determinar la localizacidn del --

sitio activo de cada una de ellas.

Por otro lado, el aislamiento de estos polipéptidos permitird -
hacer estudios fisioldgicos sobre el mecanismo de accién de estas toxinas
en diversos sistemas, de tal manera que puedan llegar a ser dtiles herra-

mientas para estudios neurofisioldgicos y bioquimicos.

A continuacidn se encuentran las copias de los articulos en re-
ferencia en donde se describen las metodologias y materiales empleados, --
los resultados obtenidos y una discusidn limitada de los hallazgos. A se-
guir, en esta tesis se presentan algunos datos no publicados sobre la pu--
rificacién de algunas toxinas y una discusién general en la cual se da un
enfoque a los aspectos de la caracterizacidn qufmica de las diferentes —-

-

toxinas.
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THE VENOM from the scorpions belonging to the genera Buthus, Leiurus, Androctonus,
Tityus and Centruroides have been studied by several groups of investigators (ROCHAT
et al., 1970a, 19700, 1972, 1976; BABIN et al., 1974, 1975; ZLOTKIN, 1971; PossaNi ¢t al.,
1977 and see review by Tu, 1977). All these venoms contain more than one toxic polypeptide
containing 60-66 residues crosslinked by four disulfide bridges (RocHAT et al., 1976).
The genus Centruroides is widely distributed in Mexico and at least six species are very
poisonous to mammals (HOFFMANN, 1938). Only the toxins from two species have been
studied in detail; Centruroides sculpturatus Ewing (BABIN et al., 1975) and Centruroides
suffusus suffusus (ROCHAT et al., 1976). We have recently described two toxins from
Centruroides elegans Thorell (PossaNt et al., 1978) and one from Centruroides limpidus
tecomanus HolTmann (Possani et al., 1980). Centruroidesnoxius Hoffmannapparently is the
most toxic scorpion to man (HOFFMANN, 1938) but its toxins are little known. In the present
communication we report a procedure for the purification of two toxins, from at least four
toxic fractions, found in the venom of Centruroides noxius Hoffmann. Also included is
preliminary information regarding the chemical composition of these toxins.

MATERIALS AND METHODS

Scorpions coflected in the State of Nayarit (México) were anacsthetized with carbon dioxide and the
venom was obtained by clectrical stimulation of the telsons. The venom was recovered in double distilled
water, centrifuged for 10 min at 18,000 g, and the supernatant was immediately processed. The Icthality of
the venom was tested in mice as previously described (Possant ef al., 1977). When small amounts of material
required & toxicity test, two or three mice were injected 1.p, with 2-3 pg of protein (by absorbancy at 280 nm)
per g of mouse, The fractions injected into the mice were considered to be lethal when the mice died at
this dose. This value is not an actual measurement of the potency of the toxins since the LDso value could be
much lower than 2-3 pg/g mouse, Hyaluronidase and phospholipase activity were also determined as
already published (Possant ef al., 1977). Protease activity was tested using Hide powder azure (Calbiochem,
San Diego, Ca., U.S.A.) asreporled by GLENN ef al. (1973). The soluble venom was adjusted to 20 mM
ammonium acetate buller (pH 4:7) and applied to a Bio-Gel P-10 colunin (Bio-Rad Lab, Richmond, Ca.,

*Part of this paper was presented s an abstract during the X1 Mceting of the Sociedad Mexicana de
Bioguimica, in October 1978, Suns Luis Potosi, México. Part of this work was also presented at the Facultad
de Ciencias-UNAM as partial yequirement for the B.S. degree of Myrna Dent, This investigation was
supported in part by an N Grant from NIGMS GM-21714 (v Yale University Medical School,

3To whom reprint requests should be addressed.
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US.A)) pre-equilibrated and eluted with the same bufler. Rechromatography of the toxic fractions was
peeformed in a CM-Sepharose CL 6B column (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sweden). The most
toxic fractions from this columin were dizlyzed against 20 mM ammonium acetate buffer at pH 47, and
rezpplicd to an fon exchange column (CM-Cellulose-CM 32 from Whatman Inc., Clifion, NJ, US.AJ).
The dialysis was conducted using Spectrapor Type 3 tubing (mol. wt ~ 3500 cut-off; Spectrum Medical
Inclustrics, Los Angeles, CA, U.S.A.). The protein content, unless otherwise stated, was calculated assuming
1 absorbancy unit at 280 nm equal to 1 mg/ml, when measured in @ quartz cell with 1 cm optical pathway.
The homogencity of the fractions was ascertained by polyacrylamide gel electrophoresis as described by
REISFELD ¢f al, (1962), with a minor modification, The B-alaninc-acetate bufler was diluted two-fold. After
dalysis of the purc toxins against water, they were lyophilized and processed for amino acid analysis as
previously described (Possant ef al., 1980). Only analytical grade reagents and solvents were used for this
work. -

RESULTS AND DISCUSSION

Characterization of the soluble venom
“The amount of venom obtained per scorpion was approximately 200 pg (1409 scorpions
gave 281 mg of soluble venom). The LDso value for albino mice (local Mexican strain) was
0-26 pg/g weight (recorded 20 hr after i.p. injection). Polyacrylamide gel electrophoresis of
the soluble venom revealed the presence of at least 12 protein bands, five of which were in
substantial amounts (Fig. 1). Of the three enzyme activities tested, hyaluronidase was
positive (with 10 pg protein); phospholipase and protease were negative with sample
concentrations up to 2 mg and 50 pg of protein, respectively. These data indicate that the
“amnount of venom obtained from C. noxius is less than that from the venom of C. L teco-
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F10. 2. GEL FILTRATION CHROMATOGRAPHY OF THE SOLUBLE VENOM,
A solution of 1 mlcontaining 20-6 mg (by absorbance at 280 nm) of venom was applied into a
Bio-Gel P-10 column (125 32 92:0 cm), cquilibrated and cluted with 20 mM ammonium
acetate buffer at pH 4-7, Fractions of 1 mi were collected at a flow rate of 10-8 mifhr and
pooled as fractions I-VII bascd on absorbance at 280 nm. The total column protein recovery
was 98%. Fractions HI-VI[ were lethal to mice (indicated by T in the Fig.) and correspond
respectively to 27:6, 12+4, 12-4 and 6:5% of’ the protein recovered. Bovine serum albumin
(BSA, mol. wt 66,200), myoglobin (Mb, mol, wt 17,800), cytochrome C (Cyt C, mol. wt

13,370) and sodium chloride (NaCl), were used as mol, wt markers.,
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F1G, 1. ELECTROPHORESIS OF THE SOLUBLE VENOM.
Venom (1 = 100 g protein; 2 = 80 yg protein) was run on polyacrylamide cylindrical gels
(5'5 cm, 4 mA) containing 10 M urea in B-alanine-acctate buffer and stained with coomassie
brilliant blue G-250, The proteins ran toward the cathode. Initially, 12 discrete bands were
visible: five strong (3, 5, 9, 10, 11), three moderate (4, 7. 8) and four weak (1, 2, 6, 12), A .
is application point, D is tracking dyc.
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FIG. 3. PURIFICATION OF TOXIN 111 — 4.6,
Fraction M1 - 4 from the CM-Sepharose CL 68 column (75 mg of protein), was dialyzed.and
applied to a column (0-65 < 42 cm) of CM-cellulose. The column was eluted with a linear
gradicnt containing 200 mi cach of 20 mM ammonium acetate at pH 4-7, and 0-4 M sodium
chloride in the same acetate buffer. The flow rate was 30 mi/hr and 2 mi fractions were
collected. Horizontal bars indicate fractions pooled for characterization, T denotes toxic
fraction (Jethal to mice), G starting gradient and W washing with | M sodium chloride. Inset;
discontinuous cylindrical polyacrylamide gels. ¥ = soluble venom (100 pg protein) 6 =
toxin 11 - 4.6 (100 pg protein), A = application point and D == tracking dyc.
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FiG. 4. PURIFICATION OF TOXIN IV - 2.3,

Fraction 1V - 2 from the CM-Sepharose CL 6B column (1-5 mg protein) was

applied to a CM-cellulose column under the same conditions as in Fig,

3, Insct: discontinuous

cylindrical polyacrylamide gels. V == soluble venom (80 pg proteint, 3 = toxin IV - 2.3
(20 pg protein), A = application point and D = tracking dye.
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* manus (580 pg/scorpion) and C. elegans (740 pg/scorpion), but its toxicity is higher than
that of C. I. tecomanus (065 pg/g mouse) and Tityus serrulatus Lutz and Mello (LDso =
1-25 pg/g mouse), in comparable experimental conditions (PossaNt ¢t al., 1977, 1978, 1980),

Fractionation of the venom

The Bio-Gel P-10 column resolved the crude soluble venom into seven fractions. Duplicate
samples were applied independently into the column giving the same pattern shown in
Fig. 2. Fractions III-VI were lethal to mice and were further rechromatographed. The
pooled fractions II1 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 acetate butfer at pH 4-7 and eluted
with a lincar gradient of sodium chloride from 0 to 0-5 M (75 ml each) in the same buffer.
Tubes containing 1-2 ml of solution were collected at the flow rate of 9-3 ml/hr. Five
fractions (data not shown) were resolved, from which fraction 1114 was lethal to mice and
constitutes approximately 509 of the protein recovered (total column recovery = 93%).
Fraction 1V from Fig. 2 (6-7 mg) was similarly rechromatographed in the same CM-
Sepharose CL 6B (data not shown). At least three sub-fractions were resolved. Fraction
IV-2 was also lethal to mice and corresponded to 30% of the protein recovered (total
column recovery = 929).

Polyacrylamide gel electrophoresis of these fractions have shown more than one protein
band. Further separation of fractions 11I-4 and IV-2 in a CM-Cellulose column give
seven and three sub-fractions respectively. The toxin IH-4.6 (Fig. 3) was lethal to mice and
homogencous by gel electrophoresis. Similarly, toxin 1V-2.3 was lethal to mice and homo-
geneous (Fig. 4). The last two chromatograms gave quantitative recoveries. Fractions V
and Vi from Fig. 2 were also further rechromatographed by ion exchange chromatography,
but lack of material did not allow a complete characterization of these lethal components,

TABLE 1. COMPARATIVE AMINO ACID COMPOSITION OF TOXIC PROTEINS ISOLATED FROM THE VENOM OF SCORPIONS
Scorpion species*

Amino Acid Cn. Il C.nlv Clt 1T Ce 1l Ce. IV Cs. 1 C.ss. I
Asp - 444 =5 244 =4 5 5 5 6 5
Thr 1178 =2 133 =2 3 3 2 5 3
Ser 409 =5 603 =9 2 2 5 2 4
Glu 680 =8 538=28 7 8 5 5 7
Pro 127 =1 067 =1 2 2 1 ] 3 2
Gly 723 =8 737=11 8 8 6 9 6
Ala 357 =4 265=4 3 3 4 1] 3
Half-Cys 433 =5-6 NDft 8 ND 4-5 8 8
Val 198 =2 126 =2 3 3 2 1 3
Met 005 =0 010 =0 0 0 0 [ 0
ile 092 =1 0-65 = 1 1 0 1 1 0
Leu 367 =4 120 =2 4 4-5 3 4 6
Tyr 412 =5 13t =2 6 6 5 6 7
Phe 100 = | 075 =1 2 2 1 2 1
His 087 =1 068 =1 2 2 2 1 1
Lys 444 =5 1436 = 2 6 6 4 . 8 7
Trp 1117 =1 0-51 =1 1 ND 1 2 2
Arg 1-37 =2 026 =1 2 2 2 1 1
Total 60-61 ND 65 ND 53~54 64 66
-Calculated 6623~ 7335 6378- 7285 7545
mol, wt 6725 6480

*C.n, Ul = Toxin ill - 4.6, and C.n. IV = Toxin IV ~2.3 from this work. The figureson the leltare
actual valucs (nmole of amino acid) used for oblaining the nearest integer value (figure on the right), C.Lt. 11
= Toxin 11 - 9.3 (Possani er al,, 1980). C.c. !l and C.e. IV = Toxin 11 -3 and 1§l - 4 (Possant ef al., 1978);
Cs. b = ncurotoxin I (Barin e ul., 1975); Cs.s, 11 = Toxin 1T (RocitaT er al., 1976),

tNot delermined.
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Characterization of the pure toxins

Toxins were lethal at doses of 2:5-5 pg/20 g mouse. Although the Lbsy values were not
determined the lethality of the pure toxins injected into mice (four mice for cach toxin)
have indicated that the toxins are at least as toxic or twice as toxic as the solublc venom.
Mice treated with ! pg toxin/20 g survived the injections. Toxins 111-4.6 and 1V-2.3 are
basic proteins and apparently correspond to proteins 10 and 11 respectively, on the gel
electrophoresis pattern of Fig. 1. The amino acid composition of both toxins is shown in
Table 1. The calculated mol. wt for these toxins is similar to other toxins isolated from the
genus Centruroides which are also shown in Table 1 for comparative purposes. Like all the
other toxins from the Centruroides genus, toxins 111-4.6 and 1V-2.3 have no methionine
(Table 1). Toxin 11i-4.6 has a total of 60-61 amino acid residues with five to six haif-
cystines instead of eight half-cystines found in most of the scorpions toxins. The amino acid
composition of toxin 111-4.6 is closely related to toxin 11-9.3 from C. /. tecomanus and
toxin 111-3 from C. elegans. Toxin 1V=2.3 has a much lower content of basic residues but a
higher content of glycine and serine than the other toxins. Lack of material did not allow
us to obtain the half-cystine content of toxin 1V-2.3, but the present data leave littlc doubt
that toxin 111-4.6 and Toxin [V-2.3 are different proteins.

Acknowledgements—The authors are indebted to Dr. A. C. ALAGON for helpfut discussions. The technical
assistance of Mr. FREDY CoroNas and Mr. Gary Davis is gratefully acknowledged.
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Material Anexo al Articulo de Dent y col., 1980
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Figura 5. Cromatografia de intercambio idnico de los compo=-
nentes t6xicos. La fraccién II de la Fig. 2 (15.5 mg) se -~
aplic6 a una columna de CM-Sepharosa CL 6B (0.5 x 24 cm) equi
librada en amortiguador de acetato de amonio 0.02M, pH 4.7 vy
eluida con un gradiente lineal de cloruro de sodio de 0.0 -
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/hx. Se obtuvo una recuperacidn del 93% de la proteina
total aplicada y la fraccidn III-4 representa al 52% de la --
proteina recuperada.
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Figqura 6. Cromatografia de intercambio idnico. La frac
cidn IV de la Fig. 2 (6.7 mg) se aplicd en una columna de

CcM-Sepharosa CL 6B, bajo las mismas condiciones de la --
Fig. 5. Se obtuvo una recuperacidén del 92% de la protei-
na total aplicada.
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This paper teports on spectroscopic studies of six toxins from the Latin American scorpions Centruroides noxius
Hoffmann, Centruroides elegans Thorell and 7ityus serrulatus Lutz and Mello. The isolation and purification of
five of these toxins was described previously. The preparation of toxin 11.9.2.2 from the venom of C, noxius is
first described here. Circular dichroisin and nuclear magnetic resonance spectra indicate similarities and differ-
ences between these scorpion toxins and previously characterized snake toxins. While there is evidence that the
toxins from scorpions and snakes both contain extended f-sheet secondary structures, the spectral properties of
the scorpion toxins are overall of a different type from those of snake toxins. Among the six scorpion toxins
those from T. serrulatus have spectral properties markedly different from these of the Centruroides species.
Furthermore, thermal denaturation and amide proton exchange measurements showed that the globular struc-

tures of the Tiryus toxins were markedly less stable and less rigid than those of the Centruroides toxins.

Introduction

Several toxins have been isolated from the venom
of scorpions belonging to the family Buthidae, genus:
Androctonus {1-4}, Buthus [56], Centruroides [7—
12}, Leiurus [5,6] and Tityus [13—15]. All these
venoms contain several toxic polypeptides which
differ in amino acid composition and in the degree of
toxicity toward various vertebrate and invertebrate
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 the sequence are known and
attempts have been made to correlate the primary

* On leave from Seaver Chemistry Laboratory, Pomona Col-
lege, Claremont, CA 91711, US.A.,

Abbreviations: TSP, sodium 3-trimethylsilyl-[2,2,3,3-2H, ]~

propionate; SDS, sodium dodecyl sulfate.

structures with the biological activity [6,17-19). A
comparative analysis of the amino acid sequences of
scorpion, snake and bee toxins has also been made
[6,17—19]. However, little work has as yet 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 Centruroides noxius
Hoffmann and Centruroides elegans Thorell (from
Mexico) and Tityus serrulatus Lutz and Mello (from
Brazil). Furthermore, the purification and characteri-
zation of a new scorpion toxin extracted from the
venom of C. noxius Hoffmann is described.

Materials and Metllxods

Preparation of the scorpion toxins
The scorpions from the species C. noxius and

0005-2795/81/0000~0000/$02.50 © Elsevier/North-Holland Biomedical Press
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C. elegans were collected in the States of Nayarit The vy-toxin from 7. serrulatus was obtained by
and Jalisco (Mexico), respectively. The animals a similar technique, as previously described [15],
were -anaesthetised with carbon dioxide and the with two minor modifications. The first step, gel
venom was obtained by clectrical stimulation of the filtration on Sephadex G-50 column, was performed
telsons, The venom was recovered in doubly distil- in a longer column (0.9 X200 cm). The sccond
led water, centrifuged for 10 min at 18000 X g and chromatography (CM-cellulose) involved elution with
the supernatant was immediately Iyophilized and a sodium chloride gradient from 0 to 0.5 M NaCl.
stored at —20°C. The venom from the Brazlian Both columns were run with 20 mM ammonijum
scorpion 7. serndlatus was a gift from the Instituto acetate buffer, pH 4.7. The last step of purification
Butantan, Sao Paulo, Brazil. was as previously reported [15]. The toxins from
Analytical grade reagents and solvents were used. C. noxius were purified by a new method, which is
Sephadex G-50 (medium) was from Pharmacia Fine described in the following section. The toxins from C.
Chemicals (Uppsala, Sweden). CM-cellulose type CM- elegans were purified essentially by the same techni-
32 was from Whatman Inc. (Clifton, NJ, US.A.). que as that used for C. noxius toxins.

Bio-Rex-70 was from Bio-Rad Laboratories (Rock-
ville Centre, NY, US.A.). Methanesulfonic acid was Purification of toxin 11.9.2.2 from C. noxius

from Pierce Chemical Co. (Rockford, IL, US.A.). The lyophilized venom was resuspended in 20 mM
The toxicity of samples isolated during purifica- ammonium acetate buffer, pH 4.7, and applied to a

tion was determined by intraperitoneal injection of Sephadex G-50 column, Three components were ob-
variable amounts of each component (2—-100 pg per tained (Fig. 1). Fraction1 contains hyaluronidase
20 g body weight) to albino mice (Mexican strain) activity (7100 units/fmg protein) and constitutes

. [11-12]. Hyaluronidase activity was determined 12.5% of the total soluble venom (Fig. 1). Fraction II
by the method of Tolskdorf et al. [20]. Unless other- is the major fraction (71.5%) and is the only toxic
wise stated, the amount of protein was calculated fraction. Fraction III corresponds to the lowest mo-
assuming that 1 absorbancy unit at 280 nm is equal lecular weight components and adds up to 15.5% of
to 1 mg/ml. the total. The final protein recovery from this column

»
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Fig. 1. Sephadex G-50 gel filtration of the soluble venom from C. noxius. A Sephadex 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 ml was applied to the
column and run at a flow rate of 18 mi/h. Fractions of 2 ml were collected. Fractions I-III were pooled according to the absorb-
ancy at 280 nm and tested for toxicity. T denotes toxic fraction.

Fig. 2. lon-exchange purification of the toxic components from the venom of C, noxius. Fraction II from Fig. 1 was chromatog-
raphed on a CM-celtulose (CM-32 Whatman) column (0.8 X 30 cm). A total of 55 mg protein in 52 ml solution was applied to the
column. A linear gradient (200 ml each) of NaCl from 0 to 0.5 M was run in the presence of 20 mM ammonium acetate buffer, -
pH 4.7, at a flow rate of 30 ml/h. Fractions of 2 ml were collected and pooled as shown by the horizontal bars to give fractions 1
to 14, based on absorbancy at 280 nm, Components {18 to 11-11 and I1-13 were lethal to mice and constitute 14.3, 16.8, 7.4, 1.7
and 1.5% of the final protein recovery, respectively, L indicates where the column started laoding, G whete the gradient started.
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Fig. 3. Rechromatography of the toxic component 119 from the venom of C. noxius. The toxic components 11-9 from several
columns similar to that presented in Fig. 2 were pooled, dialysed against 20 mM ammonium acctate pH 4.7 and rechromatog-
raphed ona CM-celiulose column (0.5 X 41 cm) under the sane conditions as in Fig. 2. 75.5 ml solution containing a total of 27.8
mg protein was applicd to the column, Arbitrary fractions 11-9-1, 11-9-2 and 1I-9-3 constitute 8.3%, 25.6% and 66.1% of the total
protein recovered, respectively, The threc fractions were toxic to mice. L and G have the sanie meaning as in Fig. 2.

Fig. 4. Final purification of the toxin 11.9.2.2 from the venom of C. noxius. The last two toxic components from Fig, 3,11.9.2
and I1.9.3, were pooled and rechromatographed under the designation of toxin I1.9.2 on a Bio-Rex 60 column (0.9 X 9.3 cm) pre-
pared according to Karlsson [21]. A total of 22.6 mg protein in 75 ml solution was applicd to the column. A linear gradient (200
ml each) of ammonium acetate buffer, pH 6.5, from 0.09 M to 0.5 M, was run at a flow rate of 24 mi/h, collecting fractions of
2.2 ml. Two main toxic components were obtained, 11.9.2.1 and 11.9.2.2, which constitute 17 and 71%, respectively, of the total
protein recovered, L and G have the same meaning as in Fig. 2. Insct: Polyacrylamide gel clectrophoresis in the ureag-alanine-
acetate system described by Reisfeld [22]. Left lane, total venom (100 ug); right lane, purified toxin 11.9.2.2 (100 ug) used for
amino acid analysis and structural analysis by CD and NMR.

was 93%. When fraction I was rechromatographed on
~a CM-cellulose column (Fig. 2) approx. 14 different
components were obtained, of which the fractions
1I-8 to II-11 and II-13 were toxic to mice. The toxic
fraction II-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 were not
resolved in this step (Fig. 3) they were pooled and
rechromatographed on a Bio-Rex-70 column (Fig. 4)
[21]. The last three columns have final recoveries of
93, 86 and 73%, respectively. The pooled fractions
11,9.2 and 11.9.3 (Fig. 3) constitute 92% of the 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 tubes (see horizontal bar labelled 1
in Fig.4) and toxin 11.9.2.2 obtained from the nine
tubes on the second peak (see horizontal bar label-
led 2 in Fig. 4) were homogeneous by polyacrylamide
gel electrophoresis in the f-alaninc-acetate-urea sys-
tem described by Reisfeld et al. [22] (Fig. 4), and by

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis using the
glass capillary technique developed by Riichel [23].
Toxin 11.9.2.2 was hydrolyzed in duplicate at 110°C
for 20, 48 and 72h 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 Instruments Model 120 B amino acid

analyzer modified for high sensitivity. The amino acid -

analysis of the toxin (Table I) 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 the final purification proce-
dures. The spectrum of the 11.9.2 toxin exhibits weak
. peaks due to minor protein components at 043,
-0.03, 0.42, 6.21 and 6.33 ppm, whereas these peaks
are absent or their intensities greatly diminished in
the spectrum of the 11.9.2.2 toxin. The toxicity of
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TABLEI _
AMINO ACID COMPOSITION OF TOXIN 11.9.2.2 FROM C. NOXIUS

Values are expressed in residues per mol. Corrected values were calculated by taking the number of residucs per mol of aspartic
acid, glutamic acid, alanine, leucine, phenylalanine and histidine to be 6,7, 4, 6, 1 and 1, respectively.

Amino acid 6 M HCI hydrolysis Corrected values Nearest integer
20h 20h 48 h 72h

Lysine 4.78 5.53 5.04 4.59 7.76 8
Histidine 0.64 0.63 0.59 0.70 1.00 1
Arginine 1.21 1.29 1.05 *1.30 1.89 2
Tryptophan 3 1.13 1.22 -8 -a 1.17 1
Aspartic acid 343 3.61 3.55 4,74 5.99 6
Threonine 1.15 1.25 108 1.26 1.85 2
Serine 0.67 0.74 0.56 0.57 0.99 1
Glutamic acid 4.32 4.79 445 4.97 7.22 7
Proline 117 1.10 1.07 1.25 179 2
Glycine 4.69 4.34 4.14 5.18 715 7
Alanine 2.76 2.84 244 2,76 4.21 4
Half cystine 4.83 4.76 3.90 3.62 7.60 8
Valine 1.84 1.06 1.18 . 1.13 1.72 -2
Methionine trace trace trace trace 0 0
Isoleucine 0.35 0.40 0.52 . 0.57 0.72 1
Leucine 3.56 371 343 - 3.7 5.64 6
Tyrosine 4.12 4.25 3.69 2.55 5.69 6
Phenylalanine 0.51 0.69 0.65 0.61 0.95 1
Total 65
Calculated molecular weight . 731
3 Tryptophan was obtained after 4 M } ifonic acid hydrolysis {25] for 20 h. The values of the basic amino acids ob-

tained from the HCI hydrolyzates were taken as the reference.
b Taking the value after 20 h hydrolysis.

b

Fig. 5. 360 MHz *H NMR spectrum of an approx. 2 mM solution of the toxin 11.9.2.2 from C. noxius in 2H,0, p2H 2.8, T=
24°C. The spectrum was recorded after the amide protons had been partially exchanged with deuterium of the solvent. In particu-
lar, the amide proton observed at 10,33 ppm in the toxin preparation 11.9.2, (Fig. 6,E) was also present in freshly prepared solu-
tions of 11.9.2.2 and was exchanged when the present spectrum was recorded. The large water peak at approx. 4.8 ppm has been
deleted.

v
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Fig. 6. 360 MHz 'H NMR spectra of six scorpion toxins, The spectra are djsplayed in the amide, aromatic and extreme high-field
regions where a comparison of the spectra is most informative. Unless otherwise noted, the temperature was 22°C, The accumuia-
tion of spectra was initiated immediately (within 20 min) after dissolution of the toxins in *H,0. A, T. serrulatus 11.5.3, p*H
1.0; B, T serrulatus gamma, p>H 2.5, 23°C, The sample contained no TSP as reference and the chemical shift scale is based on the
spectrum of a p?H 6.4 sample that did contain TSP, The specuum at p*H 6.4 showed no amide proton resonances; C, C, elegans
116.1, p?H 5.6; D, C. elegans 11.7.1, pH 6.2; &, C. noxius 11.9.2, p?H 5.5. The peaks marked with * are due to impurities and are
absent in the spectrum of the 11.9.2.2 preparations (Fig. 5); F, C. noxius 11.10.2, p*H 6.4,

toxin 11.9.2.2 was evaluated by intraperitoneal injec-
tion into several mice. At a dose as low as 0.2 pg/g
mouse weight, the toxin was sufficient to kill the
tested animal with all the symptoms of scorpion en-
venomation.

Toxin I1.10.2 was obtained by rechromatography
of toxin I1.10 (Fig. 2) in a CM-cellulose column with
results similar to those in Fig. 3 (data not shown).

NMR and CD spectroscopy

'H NMR spectra were recorded-on a Bruker HXS-
360 spectrometer. Selective nuclear Overhauser
effects were measured as described previously [26].
The samples were prepared by dissolving approx.
5 mg toxin in 0.4 ml of 99.8% *H, 0. If necessary, the
p*H was adjusted by addition of microliter amounts
of 0.1 M 2HCL. p?H values were measured using a nor-
mal glass electrode without any isotope effect correc-
tion [27]. The samples initially prepared had a large
water signal. Therefore, once the amide proton ex-
change measurements were completed, the sumples

were lyophilized and the toxins were redissolved in
2H,0. Chemical shifts are reported with respect to
internal TSP.

CD spectra were recorded on a Jasco J-500A 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
temperature was determined by following the ellipti-
city as a function of temperature at a fixed wave-
length. The wavelength was chosen in the backbone
region at the extremum in the room temperature CD
spectrum (see Fig, 7).

Results

'H NMR and CD spectra of the following toxins
were recorded: T. serrulatus, 11.5.3 and gamma: C,
elegans, 11.6.1 and 117.1 and C. noxius, 119.2,
11.9.2.2 and 11.10.2. Fig. 5 shows the entire 'H NMR
spectrum of C. noxius 119.2.2. In Fig. 6 the spectral
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 the 11.9.2 results, as the NMR spectra show that the

amide protons from 6.0 to 10.5 ppm are shown for impurity in 11.9.2 is a minor component (less than 10
the other six proteins. Fig. 7 presents the CD spectra mol%). The denaturation curve of ellipticity versus
for six of the proteins. temperature for the Tityus toxin at p>H 3.9 is dis-

In order to mcasure the relative stability of these played in Fig. 8. If a two-state model (native and
toxins, the deuteriiin exchange of the amide protons denatured protein) is assumed, a thermodynamic
was followed in the 'H NMR spectra {29] at 22°Cat analysis of the denaturation curve yields a denatura-
p?H values between 5.5 and 6.5, Whereas the Tityus tion temperature (at which the native and denatured
toxins exhibited complete exchange in a matter of forms have equal mole fractions) of 51°C. The toxin
minutes, the amide proton exchange of the Centruroi- is completely denatured at 75°C, as evidenced by the
des toxins was incomplete after incubation at 22°C denaturation curve and a featureless CD spectrum. On
for several days. Overnight incubation at 40°C was the other hand. the Centruroides toxin at p?H 3.9 is
required to complete the exchange. The measure- only incompletely denatured at 90°C. Finally, the
ments on the 7. sermulatus gamma toxin were room temperature CD spectra before and after
repeated at a lower p*H, 2.5. Based on studies of heating were identical, demonstrating that the
model peptides and various proteins, the exchange thermal denaturation was reversible. The thermal
rate at the lower p?H is expected to be lower by two denaturation of the Tityus toxin was also studied at
to threc orders of magnitude [28-30]. The exchange p*H 2.5, where a denaturation temperature of 38°C
was still complete within 1 day. was obtained. The decrcase of the denaturation tem-

The amide proton-exchange measurements were pertaure with increasing acidity is probably due to
supplemented by a determination of the denaturation the protonation of one or more charged groups which
temperature via CD measurements of two toxins: the are involved in maintaining the tertiary structure. A
gamma toxin of T. serrulatus and the 11.9.2 toxin of similar effect was previously observed by Chichepor-
C. noxius. The denaturation results for the purified tiche and Lazdunski [31] in a study of neurotoxin Il
11.9.2.2 toxin would be expected to be identical to . from the North African scorpion Androctonus austra-
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Fig. 7. Circular dichroism spectra of six scorpion toxins, Unless otherwise noted, the protein concentration was approx, 10 mg/
ml, the solvent was 2H,0 and the temperature was 20°C. The cell pathlength was 1.0 mm for the long wavelength pertion dis-
played and 0.2 mm for the short wavelength portion. .. ... . o T. serrulatus 11 5.3., p?H 6.8, 25 mg/ml; -~ -~ -, T serrulatus
gamma, p?H 6.4, 5 mg/ml; , C. elegans 11.6.1, plll 40;------ , C. elegans 1L7.1, pH 5.1; — - — . — +, C. noxius 11.9.2,
p*H 4.7~ - = « —, C. noxius 11.10.2, p?1 5.3,

Fig. 8. A temperature denaturation curve measured by circular dichroism of the gamma toxin of T. serrulatus at p*H 3.9, The
concentration was approX. § mg/ml. A 0.2 mm pathlength celt was used and the eliipticity was measured at 228,5 nm,



lis Hector. They also observed that an isothermal
shift in the pH resulted in very dramatic changes in
the CD spectrum. These changes were attributed to
the presence of a pl-sensitive equilibrium between
different spatial structures of the toxin. In contrast,
the CD spectra of the Tityus toxin at p?H 2.5 and 3.9
are qualitatively identical, which indicates that no
major conformational rearrangements occur in the
pH range studied.

In the CD spectra (Fig. 7) the backbone region
from 200 to 250 nm is very similar for the four
Centruroides toxins, They all show strong negative
ellipticity with a peak at 208—215 nm. The two
Tityus toxins are qualitatively different, with only
small negative cllipticity peaking near 205 nm. For
the Centrieroides toxins the spectra above 250 nm are
characterized by a positive ellipticity peaking around
270 nm and by a negative ellipticity peaking around
290 nm. These 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 caution, as disulfide bonds also contribute

TABLE 1L

‘189

in this region, The negative ellipticity around 290 nm
is unquestionably due to tryptophan. In this spectral
region the CD spectra of the two Tityus toxins are
obviously qualitatively different from those of the
Centruroides toxins, indicating different environ-
ments of the aromatic rings in the spatial protein
structures.

'H NMR spectra such as that shown in Fig. 5 were
recorded for all seven toxin samples. In addition to
the above-mentioned studies of the exchange of labile
protons, the spectra were used for a comparison of
the spatial protein structures. This was based on a
small number of well-separated lines at the extreme
high-ficld end of the spectrum between 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-
plet fine structure could be determined (Table II).

To the extent that they are indicated in the frist
column of Table II the assignments of the resonances
were quite straightforward. The methyl, a-proton and
aromatic proton lines were identified from the chemi-

CHEMICAL SHIFTS IN ppm (WITH RESPECT TO TSP) OF RESOLVED RESONANCES WHICH ARE COMMON TO SOME OR

ALL OF THE SCORPION TOXINS EXAMINED

For experimental conditions refer to Fig. 6.

Nature of resonance 7. serrulatus C. elegans C. noxius
11.5.3 gamma 6.t 1L.7.1 11.9.2.2 11.10.2

Methyl -0.39 -0.40 -0.40 -0.40
Methyl 0.10 0.05 0.05 0.05
Methyl - 0.16 0.16 0.12 0.10
1-Proton lime of «CH 5.2 . 5,19 5.22 5.19 5.21 5.20
1-Proton line of oCH 5.28 5.30 532 5.31 5.34
2-Proton doublet 5.63 5.57 5.65 5.63 5.50 5.65
1-Proton lime of «CH 5.73 5.67 5.72
Tep C2H 6.20 6.20 6.18 6.20
Aromatic, 2-proton doublet 6.30 6.24 6.34 6.40 6.40 6.36
Aromatic, 2-proten doublet 6.58 6.63 6.58 6.59
Aromatic, 2-proton doublet 6.81 6.79 670 - 669 6.65 for :gg
Aromatic . 6.89 6.90 6.90 6.88
.Aromatic, 2-proton doublet 7.02 1.07 7.02 7.01
Slowly exchanging NH . 8.98 9.01 - 896 8.98
Stowly exchusnging NH 9.78 9.70 977 9.80
Slowly exchanging NH 10.32 10.28 10.33 10.34
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cal shifts and the intensities [33], the amide proton
lines also from the observation that they are labile
with respect to exchange with deuterium of the
solvent. From its chemical shift, intensity and multi-
plicity the one-proton singlet near 6.2 ppm had to
correspond either to an imidazole proton of histidine
or C2H of tryptophan [33]. Sincc the p?H depen-
dence of the chemical shift was only 0.04 ppm
between p*H 1.9 and 8.9, it appeared unlikely that
the line was due to histidine {33] and it was therefore
assigned to the indole C2H of a tryptophan (Table
).

Since a chemical shift of 6.2 pm is unusual for the
C2 indole proton of tryptophan [33], we have used
nuclear Overhauser experiments [26] to obtain a pre-
liminary characterization of the environment of this
tryptophan in the protein, The peaks in a truncated
driven nuclear Overhauser difference spectrum mani-
fest close proximity of the observed protons to the
preirradiated proton {26]. When the singlet at 6.2
ppm was preirradiated for 04 s in the toxin IL.6.1 of
C. elegans, two peaks at 6.58 and 6.89 ppm in the
aromatic region and one peak at 1.7 ppm in the ali-
phatic region were observed. In identical experiments
with two solutions of the C. noxius toxin 11.9.2.2 at
p*H 5.4 and 6.0, nuclear Overhauser peaks were
observed at 1.17,6.58and 6.90 ppm. These data thus
indicate that the indole C2 proton seen at 6.2 ppm is
located close to another aromatic ring in the spatial
protein structure and that the environment of this
indole ring is very similar in the two proteins.

Discussion

The N-terminal sequence up to amino acid residue
29 for toxin gamma from T. serrnidatus [15] and half
of the sequence for the toxin 11.7.2 from C. elegans
are- known (Fletcher, P.L., Ramirez, G.A. and Pos-
sani, L.D., unpublished results) but the complete
amino acid sequence is not known for any of the six
toxins studied in this paper. Therefore, an analysis of
spectroscopic data is necessarily of a somewhat pre-
liminary nature. In one case the 'H NMR spectra
yielded information on the amino acid composition.
This concerns toxin 11.5.3 from T. serrulatus, where
the chemical amino acid analysis yielded a histidine
content of 0.37 (unpublished results) and the pres-
ence of histidine can now be ruled out by the absence

50 .~

of the imidazole peaks in the low ficld region of the
'H NMR spectrum [33]. The most valuable informa-
tion, however, bears on the spatial structures of the
proteins.

Since for all the toxins numerous resonances of
labile protons were scen at the low-field end of the
spectra between 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 were previously studied in much detail,
that these proteins contain extended regions of
B-sheet secondary structure. This appears to be in
agreement with the crystal structure of a toxin from
C. sculpturatus, which contains extended g-sheet
regions [36]. Besides the low-field-shifted amide pro-
ton lines, the appearance of a-proton resonances
between 5.0 and 6.0 ppm (Table II) has also been
found to be typical for f-sheets in globular proteins
[37].

While the chemical shifts of the a- and amide pro-
tons indicate a similar type of polypeptide back-
bone folding in all the scorpion toxins studied, addi-
tional observations lead to a differentiation between
two groups of structurally different proteins, i.c.
those from the Tityus specics and those from Centru-
roides. The differences between the two types of pro-
tein bear on the time-averaged spatial structure as
well as on the flexibility of the proteins [33]. All the
resonances listed in Table II have been shifted to
their positions in the spectrum, which are largely dif-
ferent from those in random coil polypeptides [33],
by conformation-dependent interactions with their
immediate environment. Their presence or absence
in the spectrum is therefore a direct manifestation of
the average spatial protein structure. Inspection of
Table II then implies that the conformations of the
four Centruroides toxins are closely related in as far
as they are manifested in the NMR spectra, whercas
the two Tityus toxinsare different. Furthermore, from
the amide proton-cxchange studies it follows that the
Centruroides toxins have much more compact and
rigid structures than the Tityus toxins. As with pre-
vious observations in protease inhibitors {40] 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 thermal
denaturation.

The appearance of a tryptophan C2H singlet at 6.2



ppm, i.e., shifted upfield by 1.2 ppm from the rand-
om coil position [33], shows that each of the Centru-
roides toxins contains a tryptophan in a particular en-
vironment in the interior of the proteins, The obser-
vation of identical nuclear Overhauser effects in two
toxins demonstrates that the structural details of the
tryptophan environment are conserved, with an aro-
matic ring system with protons at 6.58 ppm close to
the tryptophan ring. The proximity of two aromatic
rings would be consistent with the large negative
eilipticity at 290 nm observed in the CD spectra of
the Centruroides toxins (Fig. 7). In view of the pre-
liminary nature of the available data it is at present
only possible to conjecture about the structural en-
vironment of that tryptophan. Inspection of the
amino acid sequences of other scorpion toxins indi-
cates that a comparison with variant 2 toxin from
C. sculpturatus Ewing [7] might help to further
elucidate the exact nature of the tryptophan en-
vironment which gives rise to the high field shift of
the C2H line. The single tryptophan in this species is
in position 47 and is located between cysteine 46 and
cysteine 48, which are bridged to cysteine 25 and
cysteine 29, respectively {16]. It could well be that
the structural constraints by the two disulfide bonds
could contribute effectively to an unusual chemical
shift. At present_the fragment which would be homo-
logous to Cys 46-Trp 47-Cys 48 in C. sculpturatus has
not been sequenced in any of the toxins studied in this

paper.
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The soluble venom from the Mexican scorpion Centruroides noxius Horrsmann was {ractionated by Sephadex
G-50 chromatography followed by ion exchange separation on carboxymethylcellulose and Bio-Rex 70 columns.
Six hesnogeneous toxins were obtained by (his procedure. The amino acid composition and the amino-terminal
amino-acid sequence was determined for four of them. They are all basic potypeptides with a molecular weight in
the order of 7.000, comaining from 59 to 65 amino acid residues with four disulphide bridges.

Toxan 11.9.2.2 has the N-ierminat sequence: Lys-Glu-Gly-Tyr-Leu-Val-Asp-Lys-Asn-Thr-Gly-Cys-Lys-Tyr-
Clu-Cys-Leu-Lys-Leu-Gly-Asp-Asn-Asp-Tyr-Cys-Leu-Arg-Glu-Cys-Lys-Gin-GIn-Gly-Tyr-Lys-Gly-Ala-Gly-
Gly-Tyr-Cys-Tyr-Ala-Phe-Ala.Cys-Trp-Cys,

The N-terminal sequence of toxin [i-10 was shown to be: Lys-Glu-Gly-Tyr-Leu-Val-Asn,

For Toxin I{-13 the amino acid N-terminal sequence is: Lys-Glu-Gly-Tyr-He-Val-Asp-Tyr-His-Asp-Gly-Cys-
Lys-Fyr-X-Cys-Tyr-Lys-Leu-Gly-Asp-Asp-Asp-Tyr, and Toxin I1-[4 has the amino terminal sequence; Lys-
Asp-Gly-Tyr-Leu-Val-Asp-Ala-Lys-Gly-Cys:Lys-Lys-Asn-Cys-Tyr-Lys-Leu-Gly-Lys-Asn-Asp-Tyr-Cys-Asn-
Arg-Glu-Cys-Arg-Met-Lys-His-Arg-Gly. Some of the biological properties of these oxins are discussed in the
commeinication.
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1. INTRODUCTION

The scorpions from the genus Centruroides
are widely distributed in Mexico and at least six
species are very poisonous to mammals (4}, Only
the toxins from two species have been studied in
detail, Centruroides sculpuratus Ewing (1) and
Centruroides suffusus sulfusus (13). We have
recently described two toxins [rom Centruroides
elegans TrnoreLL (10), one toxin from Centruro-
rides limpidus tecomanus Horrmany (8) and
several toxins from the venom of Centruroides
noxius Horrsman (2. No information on the
primary structure of the toxins from Centruroi-
des noxius is as yet available. In this communica-
tion we report the amino terminal sequence of
four different toxins obtained from the venom of
Centruroides noxius. Part of this work- was
presented as an abstract during the 4th European
Symposium on Plant, Animal and Microbial
Toxins (6).

2. MATERIALS AND METHODS
2.1, Materials

Scorpions collected in the state of Nayarit
{Mexico), were anaesthetized with carbon dioxide
and the venom was obtained by electrical
stimulation of the telsons. The venom was
recovered in double distiiled water, centrifuged
for 10 minutes in a Sorvall centrifuge equipped
with an $S-34 rotor and operated at 10,000 rpm.
The supernatant was pooled. lyophilized and
stored until used at ~20 °C,

Sephadex G-50, medium and fine, was
obtained from Pharmacia Fine Chemicals, Upp-
sala, Sweden. CM-cellulose (CM-32) was a
product of Whatman Inc., Clifion, N. J., USA.
lodo [2-14C) acetic acid (50 pCi) was obtained
from Amersham Buchler, Braunschweig, West
Germany and diluted to the appropriate specific
activity with cold iodoacetic acid.

The chemicals used for sequence determina-
tion were described previously (9). All other
chemicals were reagent grade.

2.2. Lethality tests

The lethality of the different toxic components
obtained during the isolation procedure was
evaluated always in 18-20 g albino mice (strain
NMRI) by intraperitoneal injection as described
in detail in the accompanying paper (9). The
same designations 'Lethal’, Toxic' and ‘Non-
toxic' were used {see footnote of Table I}

2.3. Purification of toxins

Three grams of lyophilized soluble venom was
dissotved (80 mg-ml'") in 0.02 s-ammonium
acetate buffer, pH 4.7 and fractionated based on
molecular weight difference. Six independent
applications of approximately 500 mg each of
sofuble venom were gel filtered on a Scphadex
G-50 column. Figure 1 presents an example of
the chromatogram obtained. Fraction H contain-
ed about 63% of the material applied to the
column (by absorbancy at 280 nm) and was the
only toxic {raction. Further separation of frac-
tton Il on CM-ceflulose ion exchange columns
gave essentially the same results as previously
described (11). At least fourteen different compo-
nents were developed by a linear NaCl gradient
(0 10 0.5 a}in 0.02 M-ammonium acetate buffer,
pH 4.7 (Fig. 2). Recoveries and fethality tests of
the different components are shown in Table 1.
When necessary, [urther rechromatography was
conducted using the same conditions, or using a
Rio-Rex 70 Column as already published {11),
The latter procedure was particularly important
for the final purification of toxin {1.9.2.2 (see
section 3). Detniled data are presented in the
footnotes of the figures and in the preceding
publication (11).

Homogeneity of the different toxins was
verified by polyacrylamide gel electrophoresis in
the acetate-urea-B-alanine system ol REISFELD et
al, {12), and by amino acid sequencing.

2.4, Reduction and carhoxymethylation
Reduction of the toxins was donc as described
previousty (9). However. instead of 4-vinylpyri-

Abbreviations: BSA = bovine serum albumin; C = Centruroides; CM = carboxymethyl: HPLC = high perfor-
mance liquid chromatography:; N.n.s. = a-toxin from Najo naja siamensis: PTH = phenylthiohydantoin;
RCM = reduced carboxymethylated; TLC = thin layer chromatogruphy.

208 Carlsberg Res. Commun. Veol. 46, p. 207-214, 198}
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Volume (1)

Figure 1. Fractionation of the soluble venom.

A 2.9 170 cm column of Sephadex G-50. medium, equilibrated with 0.02 M-ammonium acetate, pH 4.7
was loaded with 6.3 m! of soluble venom containing 500 absorbance units at 280 nm and cluted with the same
buffer at a flow rate of 50 mLh-!. Fractions of 10 m! were collected and pooled as indicated by the horizontal
bars. Fractions [, 1l and I11 contain approXimately 17%, 63 % and 20% respectively of the material recovered.
The only toxic fraction (n.11) was usually lyophilized and kept at =20 °C prior to further chromatography. BSA
(bovine serum albumin, molecular weight 66,200), N.n.s. {a-toxin from Naja naja siamensis, molecular weight
8.000), and NaCl were run scparately as molecular weight markers.

dine. iodof2-'4Clacetic acid was used for alkyla-  2.5. Sequence and amino acid analysis

tion. The reduced carboxymethylated toxin was
recovered free of excess reagents aller chroma-
tography (Figure 3) on Sephadex G-50
(2.5 % 120 cm). The radioactivity incorporated
was approximately equal for all toxin species.

Automated Epman degradation’ was done
using the Beckman 890C Sequencer according to
the method of EpmaN and Begg (3). Methodo-
logy for the Sequencer has been described in
detail in the preceding paper (9) and elsewhere

. 1.5 ;_[.—- 11,0 -~

|
c 10 04
3 %
N 05 02 =2
< =

°'°'g ) 100 200 300 200 ) 00
L G Volume (mi) W

- Figure 2. lon exchange chromatography of fraction Il from Sephadex G-50.

A CM-32 columin (0.9 x 27 cm) equilibrated with 0.02 M-ammonium acetate, pH 4.7 was loaded with 95 mg
(dry weight) or 116.6 absorbancy units (at 280 nm) of fraction Il (17 mt) indicated by the letter L. A linear
gradient containing 240 ml each of equilibration buffer and this buffer containing 0.5 M-NaCl was started as
indicated by G. At the end of the gradient the column was washed with the same buffer containing 1 M-NaCl
shown by W. The flow rate was 30 mL.h-! and Fractions of 2.4 ml each were collecied and pooled as indicated by
the horizontal bars. Recoveries and lethality tests are shown in Table L.

Carlsberg Res, Commun. Vol. 46, p. 207-214, 1981 209
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Table 1

C. noxius toxin sequences

Recovery and lcthality of components obtained from the CM-cellulose column (Fig. 2).

Protein component Amount recovered® % Recovery Lethality?!
Fracnon H applied 116.0 99.9 lethal
(AJ® = 116.6 units) :
Fractions obtained
-t 1.0 0.9 not tested
It- 2 6.5 5.6 non toxic
-3 0.6 0.5 non toxic
1n- 4 1.7 6.6 non toxic
n- s 8.6 74 non toxic
- 6 20.) 17.3 toxic
-7 12,6 10.9 non toxic
- 8 14.1 2.1 lethal
-9 21.4 18.4 fethal
n-10° 8.5 7.3 lethal
-11 3.6 3.1 lethal
f-12 3.8 3.3 toxic
n-13 2.4 2.0 lethal
i-14 5.1 4.4 Loxic

- The values represent total absorbancy units at 280 nm.

b} Protein was injected intraperitoneally into 20 g mice. When small amounts of toxin required a qualitative
assay then 20-40 pg of protein (by absorbancy at 280 nm assuming that A, = | mg-ml-!) was injected
into one or two mice. The term ‘lethal” means that the component at the dose injected was enough to Kill the
tested mouse within 20 h of injection: ‘Toxic' means that the mouse shows any of the following symptoms:
excitability, salivation, temporary paralysis of rear limbs, dyspnea, but recovered within 20 h after i mju.uon.
‘Non-toxic” means normal behaviour similar to injection of 6.9 % NaCl.

(14). ldentification of the resulting PTH-amino
acids was made by HPLC using a Hewleut-
Packard chromatograph Model 1084B (14) and

10 cpm
21072 (0}
005 %% 5107 (a)
00

200 250 350 400
Voiume (ml)
Figure 3. Scphadex G-50 gel filtration of RCM-toxin
I1-14.

One mg of the toxin reduced with
iodo{2-19Clacetate was loaded on Sephadex G-50.
fine column (2.5 x 120 cm) equilibraied and eluted
with 20% acctic acid. The flow rate was 30 mlLh-!
and fractions of 5 ml were collected. The fractions
eluting between 170 and 230 ml were pooled and
lyophilized prior to analysis and sequencing. The
recovery was quantitative. Absorbancy at 280 nm
and radioactivity measurements are indicated.

A 280 nm

in some cases by TLC (5). “CM-cysteine was
located by both HPLC and scintillation counting
on a Packard 3003 Liquid Scintillation counter,

Amino acid analysis were performed on a
Durrum D-500 after hydrolysis in 5.7 N-HCl at
110 °C in vacuo as described (9).

3. RESULTS AND DISCUSSION

At least 40,000 scorpions were »milked«
during the past three years in order to collect a
few grams of dry venom. The mean lethal dosis
(LDsg} for the soluble venom is 0.26 pg-g!
weight of albino mice (2). The water extracted
venom {soluble venom) was chromatographed.
The first separation in Sephadex G-50 column
afforded three distinet fractions (Fig. 1), from
which fraction 1 conlained higher molecular
weight componcents (hyaluronidase among them)
and fraction IIT contained small molecular
weight peptides and other free aminated deriva-
tives (M.ALR. DEnT and L. D. Possant, unpub-

210 Carlsberg Res. Commun, Vol, 46, p. 207-214, 1981
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lished observations), Fraction Il corresponding
to molecular weight components of approx.
3,000 1o 15,000 contained the toxic polypeptides
that were further purified by ion exchange
chromatography as indicated in section 2.3, The
total amount of fraction 11 varied from 63%
{this communication) to 71 % (1 1) depending on
the chromatographic characteristics of the Se-
phadex column, but always constitutes the major
portion of the soluble venom.

The general profile of the chromatograms
after CM-celiulose was reproducible (Fig. 2 in
this communication and in reference 11). This
initial ion exchange step allowed in all cases, the
separation ol at least 14 different constituents.
Somctimes, however, the position of the less
basic components (11-1 o 11-5, Fig. 2) can be
different, depending on the characteristics of the
column (size), volume of the gradient or amount
of protein applicd, even when the buffer and
NaCl gradients are identical. The most constant
part of the chromaltogram is the region where the
bastic fractions 11-8 to t1-14 are found (Fig, 2 and
reference |1). Ten independent chromatograms
gave the same results. [f the content of the toxic
fractions from Table [ are added up. they account
for 77% of the total material chromatographed
on the CM-cellulose column. From this figure.
ang the recovery obtained in the Sephadex G-50
column (63-71 %) it can be concluded that in the
order of 489 to 55% of the total soluble venom
is represented by some Kind of toxic protein, The
toxicity of fraction iI-6 (Fig. 2} 10 mammals
(mouse) is very low, but this fraction is a potent
reversible paralysing agent for crustaceans e.g.
crab and crayfish. Fraction 11-5 appears to be an

_ even more potent toxin in the crustaceans studied
(L. D. Possani and J. Mocuca-MoRALEs, unpub-
lished observations). Fraction II-8 is a lcthal
component to mice at the doses assayed, but
unfortunately is still heterogeneous in the
polyacrylamide gel electrophoresis system (12)
tested. The next [raction, 1I-9. was further
chromatographed, first in the same conditions as
Fig. 2 and after using Bio-Rex-70 as already
described (11), and gave rise to the homogeneous
toxin 11.9.2.2. This polypeptide is lethal to mice.
Preliminary experiments have shown that a
radiolabelied 1'?5-toxin 10.9.2.2 derivative is
capabte of binding to membranes obtained from
synaptosomes of the central nervous system of

mouse (L. D, Possani and J. MocHcA-MORALES,
unpublished).

If only 2-4 tubes (peak f{ractions) from the
remaining toxic components (I1-10 w0 I11-14)
from figure 2 are analysed in acetate-urca-p-
alanine polyacrylamide gel electrophoresis (12)
they show sufficient homogeneity (only one band
with 50-100 pg protein applied (o the gel) to be
used  for chemical analysis and tested for
biological properties.

The 2 peak tubes from fraction [-10 are
extremely toxic to mammals and have been
recently shown by CARBONE, WANKE, PRESTE-
pINO, MatLIckE and Possani (unpublished) to be
a reversible blocker of the Na* channel in the
squid giant axon, under voltage clamp dependent
experiments. Fractions I1-11 to tI-14 all are toxic
to mammals but physiological experiments have
not been completed. yet, As it can be observed
again in Fig. 2 and Table [, the major toxins
obtained in pure form. so far, are toxin 11.9.2.2,
11-10 (peak tubes) to H-14 (peak tbes). Toxin
11-11 to 11-1 3 (peak-tubes) were obtained only in
small amounts. Since the biological effects of
these toxins seemed to be different. it was very
tempting to see the variations in (heir amino acid
compositions and sequences. The toxins were
reduced  and carboxymethylated with
iodo 2-"Clacetic acid. Both amino acid analysis
and automatic Epmax degradation were made on
the reduced carboxymethylated toxins (Figure 3).
As it can be observed in Table {1, the molecular
weight estimated for the four toxins studied is in
the range of 7,000, having 59 amino acid
residues plus possible tryptophans for (he
smallest toxin 1I-14 to 65 residues including
tryptophan, for the largest toxin 11.9.2.2. The
values of half cystines were found to be
consistently fow for toxins II-10. II-{3 and
{I-14. The chromatograms from the amino acid
analyzer have always shown trace amounts of
unatkylated cystines. For this reason in Table 1
we have admitted possible variations of hall-
cystine between 6—8. However. based on homo-
logies of other North American scorpion toxins
(1. 13), with the venom of Centruroides species
we assume that a value of 8 half-cystines is the
more plausible one. Another interesting finding
is the presence of methionine in the amino acid
composition of toxin Il-14. This amino acid
residue is nonexistent in practically all the toxins

Carlsberg Res. Commun. Vol. 46, p. 207-214, 981 211
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, Table I

Amlno acld compositions of toxins from Centruroides noxius HOFFMANN,

Amino acid Toxin 11-9.2.2% Toxin 11-10 Toxin H-13 Toxin I1-[4
Asp 6 6 (5.8 6(5.6) 7(7.00
Thr® 2 -4(3.5) 2(1.8) 3(2.7)
Ser® 1 3(2.6) 2.0 4(3.6)
Glu 7 6(5.5) 4(4.1) 2(2.3)
Pro 2 2(2.0) 2Q2.2) 2(2.3)
Gly 7 7(1.0) 8(8.0) 8(8.0)

JAla 4 3(2.8) 4(3.6) 1(1.2)
Vald) 2 1(1.4) 2(1.9) 1(0.8)
Met 0 0(0.0) 0(0.0) 1(0.8)
Ted) | 1(0.9) 1(1.1) 0(0.0)
Leu 6 4(4.0) 4(4.3) 4(3.7)
Tyr 6 5(5.3) 6(6.4) 6(5.8)
Phe 1 2(1.9) 141.2) 1(1.2)
His t 1(0.7 1(1.4) 1(1.0)
Lys 8 7(6.7) 7(6.8) 7(1.2
Arg 2 2002 20,0 3(2.6)
CM-Cys?) 8 8(5.4) 8(6.1) 8(5.8)
Trp 1 n.d. n.d. n. d.
Total ~ 65 62+ Trp 60+ Trp 59+ Trp

 Values taken from reference 11.

b Values between parenthesis are residue/ mole based on glycine = 7.8 and 8 respectively for toxin H-10, [I-13
and [I-14.

9 Values obtained from extrapolation to 0 time of hydrolysis.

9 Vatues oblained afier 48 h

¢ Half-cystines determined as carboxymethyl-cysteine afier reduction and alkylation (see section Results and

« Discussion).

0 n.d. = notdetermined.

1 5 10 15 20
. (A1 e Tie ol f f
11-9.2,2 Lys-Glu-Gly-Tyr-Leu-Val-Aspilys-Asn-ThriGly-Cys-Lys-Tyr-GluiCys: Leu—Lys ~Leu-Gly-
11-14 Lys=Asp=Gly~Tyr-Leu-Val-Asp-Ala-Lys-e=—=-Gly-Cys-Lys<Lys-Asn-Cys-Tyr-Lys-Leu-Gly-
11-13 Lys-Glu-Gly-Tyr-I]e—|Va1-Asp-Tyr-H1's-Asp Gly-Cys-Lyﬁ-Tyﬁ- X 1Cys-Tyr-Lys-Leu-Gly-
11-10 Lys-Glu-Gly-Tyr-Leu-ValsAsn-..,

21 25 30 35 40
11-9.2.2 Asp~Asn-Asp-Tyr-Cys-Leu Arg-Glu-Cyleys-Gln-Gln-G]y-Tyr-Lys-Gly-Ala-Gly-G]y-Tyr-
11-14 Lys=Asn-Asp-Tyr-Cys-Asn-Arg-Glu-Cys-Arg-Met-Lys-His-Arg-Gly-

11-13 Asp-Asn-Asp-Tyr~...

4 45

11-9.2.2 Cys-Tyr-Ala-Phe-Ala-Cys-Trp-Cys-...

Figure 4. Comparison of the amino terminal amino acid sequences of toxins 11,9.2.2, 11-10, {I-13 and 11-14
from the venom of the scorpion Centruroides noxius.

Half-cystines have been aligned in all four sequences and gaps are introduced to maximize homology. The
numbering system for amino acid positions has been adapted accordingly. Rcslduc.s which are invariant in the
toxins are enclosed in boxes. x indicates an unidentified residue, )
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puriffied from Centruroides species (1. 2, 8, 13),
so famr. From the North African scorpion toxins
it seezms also to be a general rule, i.e., the lack of
metlmionine (I 3). Exceptions 1o this rule are the
toxims y, 11110 and 111-8 from Tityus serrulatus
froma Brazil (7. 9).

[eiis clear from Table 11 that these four toxins
have:different amino acid compositions and these
dilfesrences are even more evident in the amino
terminal sequence.

Tie RCM-toxin 11-9.2.2 was sequenced, using
50 mmoles, allowing the identification of the first
48 azmino acids. The repetitive yicld for this run
was 96 % . The sequence of amino acids obtained
is prresented and compared with those from
1I-1@, 1113 and H-14 in Figure 4. It is
wortthwhile observing that the  sequence
CysuTrpsCysss was already predicted by our
prelirminary spectroscopic characterization of
toxim 11.9.2.2 (11). Some problems were encoun-
teredt when RCM-toxin 11-10 (20 nmoles) was
subtmitted to automatic Epstan degradation. The
repetiitive yield was 96% up o residue 6, with a
drastiic decrease in yield with the Asny, possibly
due no imide formation. Reduced alkylated toxin
[I-13, 24 nmoles, was sequenced 24 steps with
23 wmmino acids identified. The repetitive yield
was. approximately 96% up to step 20. RCM-
toxim II-14, 22 nmoles, was sequenced for 34
cycless with positive identification of all residues.
The rrepetitive yield for this analysis was 95%,
The ppresence of Metyg is unusual for scorpion
toxims as discussed previously. At the same time,
the gosition of this residue in the middle of the
molescule makes the completion of the amino
acid sequence a much more autractive project.

Wihen we analyse Figure 4 for areas of
homislogous sequence it is clear that these four
toxines have extensive arcas with identical amino
acid -sequences. There are four streiches of
sequeznce with high homology in the first haif of
the nolecule. Residues | 10 7 have practically the
same:sequence Lys GluyGlyTyrsLeusValgAspr
in alil four toxins studied, except for two
consarvative replacements at Asp: and lles for
toxir. 1I-14 and 11-13 respectively.

The second identical sequence appears at
Gly) x@CysyaLysa for three toxins and Tyryy for
toxins 11.9.2.2 and 11-10. The amino acid
resideaes Cysia 1o Cysys are located in the third
highby conservative region in these sequences,

except for 2 places Leuyy in toxin 11.9.2.2 and
Lysa; in toxin 1I-14. The latter toxins have a
fourth common area at Arga7Gluag and Cyss.
The positions 8 10 10. 15, 26 and 30 to 35 are
extremely variable regions in these sequences, If
we compare the degree of homologies found in
the scorpion toxins of Centruroides noxius with
that of Tityus serrulatus (9) it is evident that the
Centruroides toxins seem 0 be more homolo-
gous among themselves than the Tityus toxins
when similarly compared.

However, further comparative studies or
attempts to corrclate these structural differences
with the different biological functions or mecha-
nisms of action of these toxins, have to await
more sequence data, especially for toxin 1-10
and to some extent for toxin 11-13.
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III. RESULTADOS NO PUBLICADOS Y DISCUSION GENERAL

En los tres articulos anexos se describen los materiales y mé-
todos utilizados, asi como los resultados mds importantes obtenidos. A --
continuacidén se presentar&n algunos datos nuevos y se intentard discutir -

en forma integrada todos los resultados obtenidos hasta el presente.

La purificacidén de las toxinas del veneno del alacrin C. noxius
se ha probado en varios sistemas cromatogrdficos como puede apreciarse en
los 3 articulos anteriores, con el objetivo principal de obtener en el me-
nor nﬁmerp de pasos posibles el mayor nimero de componentes tSxicos puros,

asi como la mejor recuperacidén posible en cada uno de ellos.

Inicialmente el veneno soluble se cromatogr=fif en Bio-Gel P -

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

téxicas en mamiferos (Fig. 2 de Dent y col., 1980).

En los trabajos posteriores se cromatografié el veneno soluble
en Sephadex G-50 medio, obteniendo 3 fracciones, de las cuales solo la frac

cidén II es tdxica en mamiferos (Fig. 1 de Possani y col. 198la, b).

La fraccidén I que contiene la actividad de hialuronidasa se ~-
aprecia en ambos casos, en tanto la fraccidn III, que no es tSxica sobre -
mamiferos obtenida por Sephadex G-50 correspondiente a péptidos de bajos -
pesos moleculares y algunos derivados aminados libres, no se aprecia en el
patrdn cromatogrdfico con Bio-Gel P 10. Si bien por este Gltimo sistema -

se obtienen 4 fracciones tdxicas y en Sephadex G-50 solo uno.



Los componentes t8xicos sobre mamiferos del III-VI obtenidos
en Bio Gel P 10 (Dent y col., 1980), se recromatografiaron en CM-Sepharosa
CL 6B, obteniendo una sola fraccidn tdxica en cada caso. A su vez la frac
cidén III-4 y IV-2 se recromatografiaron en CM-celulosa obteniendo dos =~
fracciones t6xicas que por electrofo;esis en geles de poliacrilamida en -
el sistema de B-alanina-acetato-urea mostraron una sola banda y se consi-
deraron puras. Se efectud el andlisis de aminodcidos corxrespondiente a -

cada una de ellas.

En los trabajos posteriores la fraccidén II obtenida por Sepha-
dex G-50 se recromatografid en CM-celulosa obteniendo un perfil cromatogrd
fico de 14 fracciones (Figs. 2 Possani y col. 198la, b)f La resolucién de
este paso depende mucho de las condiciones utilizadas como es el tamafo de
la columnaa el tratamiento de la resina, el volumen del gradiente y la can
tidad dé proteina empleada en cada caso. En general, puede decirse que a
medida que la fuerza idnica aumenta la resolucidn es mejor y constante. --
Comparando las dos gradficas que se muestran en cada uno de estos trabajos
puede apreciarse que el perfil de la fraccidén II-8 en adelante es el mismo,
en 1.:anto de la fraccidn II-1 a la II-7 varia considerablemente.. (Ver Figs.
2 de Possani y col. 198la, b). Puede observarse que las condiciones se =--
han podido mejorar y se ha obtenide una mayor resolucidn de cada una de --
"las fracciones en esta parte inicial. Las fracciones mids tdxicas del cro-~
matograma corresponden a las toxinas que actfian en mamiferos y son de la -
fracciép II-8 a la II-14. Como de esta forma pueden obtenerse al menos 7
fracciones tbxicas en este segundo paso de recromatografia, &ste ha sido -

el sistema de purificacién que se ha continuado hasta el momento.



De todas las fracciones la II;9 és la.més téxica de éstas, por
ello fue la que se llevd a homogeneidad inicialmente, recromatografidndola
primero.por una columna de CM-celulosa a pH 4.7 y despuds por una columna
de Bio—Réx 60 a pH 6.5, obteniendo la fraccién II.9.2.2, que por geles de
poliacrilamida mostrd una sola banda y se considexd éura. Si bien en este
tiempo tan solo se efectué el andlisis de aminodcidos de esta toxina, no ~
se llevd 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 componen
tes proteicos menores, en tanto estos picos estaban ausentes con la toxina

IT.9.2.2 obtenida en el dltimo paso de purificacidn.

Posgeriormenté 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 éeles de poliacrilamida y consideréﬁdolas
puras. Esto representa la posibilidad de obtener las toxinas homogéneas -

Unicamente en tres pasos cromatogrificos.

Bajo estas condiciones la fraccifn II.9 se recromatografid en
CM-celulosa (Ver. Fig. 2), obteniendo una recuperacidn total de 85% de la
proteina aplicada en la columna. Se aprecian dos picos principales que se
juntaron por separado en 3 fracciones como se observa en la Fig. 2, BAmbas
fracciones son altamente téxicas al ser inyectadas en ratones con 43 P9 de
pro;eina en ratones de 20 gr. de peso y corresponden al 43.2 y 28.1% de la
proteina total. Por andlisis dé aminodcidos la fraccidén I1I.9.,l correspon-

de a la toxina IX.9.2.2 descrita anteriormente (Possani y col., 198la), en



| ‘ Volumen (mi)

Figura 2. Cromatograffa de intercambio idnico de la fraccidn II-9.del
veneno del C. noxius

Columna de intercambio ibnico de CM-celulosa (0.9 x 32 cm) equilibrada

en.amortiguador de fosfatos de sodio 0.05 M pH 6.0 a la cual se aplicd

31.35 mg de la fraccidén II-9 (3 ml). La columna fue eluida en un gra--
diente lineal de cloruro de sodio de 0.0 - 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 tdxicas.

M NaCl (a——a)

%9



tanto Ra fraccidén II.9.3 corresponde al parecer a la fraccidn III.4 inicial
mente descrita por el otro sistema de purificacidén en Bio-Gel P 10 (Dent y

col. 1280).

La fraccidén II-10 fue recromatografiada en las mismas condicio-
nes (Ver Fig. 3), obteniéndose una recuperacién total de 92% de la proteina
aplicada a la columna y 5 fracciones principales que corresponden al 9.2, -
11.7, 51.5, 3.1 y 3.5% respectivamente de la proteina total aplicada. Por
geles de poliacrilamida ge aprecia una sola banda en todas ellas a excep-~
cién de la fréccién I1.10.2 donde se observa un pequefio contaminante. Las
fracciones II1,10.3 y II.10.4 son tc’)‘xicas con 40 g de proteina en ratones -

_de 20g de peso. Por andlisis de aminoacidos la fraccién II.10.3 correspon-
de a 1a toxina II.10 descrita anteriormente, en tanto 1aIIl.10.4 no corres--
ponde a ninguna anterior, lo que sugiere la posibilidad de que sea nueva --

toxinz que contenga el veneno del C. noxius.

la fraccibn II-11 se recromatografi6 (Ver Fig. 4) en las mismas
condiciones obteniéndose una recuperacifén del 100% y la presencia de 3 frac
ciones principales que corresponden al 26.5, 5.2 y 7.8% respectivamente de
la proteina total y mostraron una sola banda en geles de poliacrilamida. -
Por andilisis de aminodcidos la fraccidn I1I.11.1 corresponde a la toxina --
I1-10, la IX.1l.2 corresponde a la fracecién I1I.10.4 y la fraccidn II.11.3
correspponde a la toxina II.1l determinada anteriormente (Possani y col. da
tos no publicados), que actiia especificamente sobre el canalbde potasio -~
(Carbane y col. 1982).

Se recromatografid también la fraccidn II-13 (Ver Fig. 5) ob~-

teniémdose una recuperacién del 100% y dos picos principales II.13.1y --
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Figura 3. Cromatografia de intercambio idnico de la fraccién
II-10 del veneno del C. noxius.

Se aplicd 20.25 mg de la fraccién II-10 (27 ml) y se siguieron
las mismas condiciones de la Fig. 2. para la elucién de la -
columna. Las fracciones II.10.3 y II.10.4 fueron tdxicas.
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Figura 4. Cromatografia de intercambio idnico de la fraccién II-11 del
veneno del C. noxius.

Se aplicd 14.2 mg de la fraccidn II-11 (20 ml) y se siguieron las mismas
condiciones de la Figura 2, con excepcidn de utilizar un gradiente lineal
de cloruro de sodio de 0.0-0.5M., Las fracciones II.11.1, II.1ll.2 y
II.11.3 son téxicas.
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Figura 5. Cromatografia de intercambio idnico de la fraccién II-13 del veneno
del C. noxius.

Se aplicé 6.03 mg de la fraccidn II-13 (6 ml) y se siguieron las mismas condi--
ciones de la Fig. 4. La fraccifn II.13.1 es tdxica.



II.13.2 que corresponden al 35.6 y 17% respectivamente de la proteina total
aplicada; en geles de poliacrilamida mostraron una sola banda y sélo la --
II.13.1 fue tdxica en ratoﬁes. Por andlisis de aminodcidos la fraccidén -~
II.13.1 corresponde a la toxina II-13 anteriormente descrita (Possani y --

col., 1981b).

La fraccién II-14 se recromatografid al igual que las anterio-
res (Ver Fig, 6) obtenifndose una recuperacidén del 100% de la proteina to-
tal y dos picos principales que se juntaron en 4 fracciones. La fraccidn
IX.14.2 y 1I.14.4 coxresponden al 36.7 y 12.4% respectivamente del total ~
de proteina aplicada y en geles de poliacrilamida se observa una sola ban-
da, por lo que se consideran puras. La fraccién II.14.2 por andlisis de -
aminodcidos corresponde a la toxina II.1l4 anteriormente descrita y al ser
inyectada (50 Pg) en ratones de 18—20g,.se aprecian los sintomas de enveng

namiento sin que lleque a ser letal.

Si bien, el proceso ha podido feducirse a tres pasos para obte
ner las toxinas puras, una limitante importante es la cantidad tan pequeiia
recuperada le &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 C. noxius presentan ciertas caracteristicas en comiin en su com-
posicidn de aminodcidos. Son proteinas bdsicas con un peso molecular alre

dedor de 7,000 contienen entre 59 y 65 residucs de aminodcidos y presentan

8 cisteinas como la mayoria de las toxinas descritas hasta el momento a --

excepcifn de la toxina IV.2 que al parccer contiene 6 cisteinas. Como las
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Figura 6. .Cromatografia de intercambio iSnico de la fraccién II-14 del veneno
del C. noxius.

Se aplicd 5.81 mg de la fraccién II-14 (10 ml) y se siguieron las mismas condi--
ciones de la Fig. 4. La fraccidén II.14,2 es t8xica sin llegar a ser letal.
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Grupo

C.n.
C.n.

AaH

AaH
AaH
Amm

Bom
Bom
Bom
Bom

AaH
Laq

Bot
Bot
Bep -

TABLA II. SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LAS TOXINAS DE LOS ALACRANES

I1I1.9.2.2
II.14
II.13
II.10

II

III

II.6.3
vl

v3

I11-10
III-8
Iv-5

I!

T
III
II1

v
VI .
PI

II
IIX

XI .
M10

KEGYLVDKNTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQGYKGAGGYCYAF ~~~~—, ACWC., ..
KDGYLVDAK-GCKKNCYKLGKNDYCNRECRMKHRG. . .
KEGYIVDYHDGCKYXCYKLGDNDY. ..

KEGYLVNXY. ..
KEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYAF =« =~ -ACWC-THLY -EQAVVWPLPNK~TCN
KEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKS SGGYCYAF ~=~—~ ACWC-~EALP-DHTOVW-VPNK-~CT
KEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCL. . .

KDGYLVEK-TGCKKTCYKLGENDFCNRECKWKHIGGSYGYCYGF = =m=m GCYC-EGLP~DSTQTWPLPNK--CT
KEGYLVBHSTGCKYECFKLGDBDYCLRECR. . .
KEGYLVKKSDGCKYDCFWLGKNEHNTCECKAKNQGGSYGYCYAF ==~~~ ACWC-EGLP~ESTPTYPLPNK-~CS
KEGYLVNKSTGCKY GCLKLGENEGNKCECKAKNQGGSYGYCYAF ~ ===~ 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~=~m- CDGLCKKN~GGS SGSSC~FLVPSGLACWC-KDLP ~DNVPIKDTSRK~-~CT
KRDGY IVYPN~NCVYHCVPP~-==-CDGLCKKN-GGSSGSSC-FLVPSGLACWC~KDLP -DNYPIKDTSRK~~CTR
VRDGYIVNSK-NCVYHCVPP~=m—— CDGLCKKN-GAKSGS-CGFLIPSGLACWC~VALP ~DNVPIKDPSYK~~CHS
GRDGYIVDTK~NCVYHCYPP~wm= = CDGLCK. .. '

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

VKDGY IVDDV-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




TABLA II. (continuacién)

Griipo
Lag v ‘ GVRDAYIADDK-NCVYTCGS"--1NSYCNTECTKD-GAESG-YCQWLGKYGNACWCIK—LP-DKVPIRIP--GK-CR
Amm VI DARDGYIVQPH-NCVYHCGK---‘NPYC coe
Bot II1 GRDAYIAQPE-NCVYECAK~=~-NSYCNDLCTKN~ GAKSG-YCQWLGRWGNACYC-IDLP—DKVPIRIEGK———CHF
6. Bot I GRDAYIAQPE- NCVYECAQ———NSYCNDLCTKD-GATSG-YCQWLGKYGNACWC-KDLP—DNVPIRIPGK-——CFE‘
Bot VIII VRDAYIAQNY-NCVYTCEFK=-~~-NDYCNDICTKN-GAXXG~YC. ..
Lgg IIT VRDAYIAKNY-NCVYECFR~-~-NSYCNDLC.
Bop I GRGVYIADIA-NCAY..
Bop II ’ GRDAYTIADDX~-NCAYXCAL--~XXYCN, ..
7. C.N. II-11 TII.,.
. 1
8. - AaH IT - KKNGYAVDSS-GKAPECLL---SNYCNNQCTKV ~-HYADKGYCCLL = =w=~= SCYCFGLNDDKKVLEISDTRKSYCDTTIIN <
nN
9 Be IT ‘MCMPCFTTRPDMAQQCRACCKGRGKCFGPQCLCGYD l'
¢ Amm P2 CGPCFTTDPYTESKCATCCGGRGKCVGPQCLCNRI

C.n. II.9.2.2,, II-14, II-13, II-10, II-1l del Centruroides noxius activas en mamiferos (Possani y col.,
1981); Css I, II, III de Centruroides suffusus suffusus activas en mamiferos (Garcfa 1976; Zlotkin y col.,
1978); CsE I activa en pollos del Centruroides sculpturatus Ewing (Babin y col,, 1975), CsE vl, v2, v3
variantes del mismo veneno activas en insectos (Babin y col,, 1974); T.S. III-10, III-8, IV-5 del Tityus
serrulatus activas en mamiferos (Possani y col., 1981b); AaH I, I', I'', III, IT del Androctonus australis
Hector activas en mamiferos (Rochat y col., 1976; 1970 abc, 1972); AaH IT toxina del mismo alacrdn activa
en insectos (Zlotkin y col., 1971; Rochat y col., 1979); Amm III, V, VI del Androctonus mauretanicus
mauretanicus activa en mamiferos; Bmm P2 péptido homSlogo 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 paris
activa en mamiferos (Rochat y col., 1976); Bot I, II, III, VIII, XI del Buthus occitanus tunetanus activa
en mamiferos (Rochat y col., 1976, 1970b, 1979); Lgq III, IV, V del Leiurus quinquestriatus quinquestriatus
activa en mamiferos (Kopeyan y col., 1978; Rochat y col., 1976, 1970). Be M10 del Buthus epeus activa en -
mmamiferos (Grishin y col., 1981); Bom I, IV, VI, PI del Buthus occitanus mardochei (Vargas y col,, 1982)
Las secuencias de aminodcidos se alinearon respecto a la posicidén de los residuos de Cisteina y se asignaron ~
arbitrariamente deleciones (-). (X) significa residuo no identificado.




TABLA III. COMPOSICION DE:. AMINOACIDOS DE LAS TOXINAS DEL CENTRURQIDES NOXIUS HOFFMANN

Aminodcide | II+9:2.2.%  II.9.3 1I.10%  II,10.4  II,13* 11,13.2  II,14* 1‘1:1.4i w.k
(I1.9.1) (1r.10.3) (I1.13.1) (IT.14.1)
¥

Aspartico 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
Glutamico 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 (0.7) 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 (0.0) 0 2 (1.7) 2 1 (L.9) 2 2
Metionina 0 (0.0) O .0 (0.0) 0 4] (0.1) 0 1 (0.0) 0 0
Isoleucina 1 (0.6) 1 1 (2.1) 2 1 (0.9) 1 0 (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 .7y 2 1 (1,4) 1 1 (L.0) 1 1
Histidina 1 (1.8) 2 1 (1L.7) 2 1 (2.9) 3 1 (0,9) 1 1
Lisina 8 (5.2) 5 7 (3.7) 4 7 (7.1 7 7 (4,5) 5 2
Axginina 2 (1.7) 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
Cisteina 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

* Yalores tomados Possani y col., 1981.
Valores tomados Dent y col., 1980.
n.d. = no determinado
Los valores entre paréntesis representan la integracidén de los valores reales que se llevaron a cabo de acuer-
do al método de Moore y Stein (1963).
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otréé toxinas citadas en 1; liéeratura no contienen Metionina, excepto la
toxina II-14 que presenta una. Es la primera toxina del género -—-
Centruxoides descrita hasta el momento que contiene Metionina y constitu-
ye una excepcién al igual que las toxin;s II.11 kIII—lO,Y ) y III-8 del -
T, serrulatus (Possani y col. 1981). Las toxinas II.10.4, II.13.2y IV.2
presentan un ;lto contenido de Serina compardndolas con las otras toxinas

descritas en la Tabla III.

lLas secuencias que se aprecian en la Tabla II del género -~—
Centruroides presentan zonas de alta homologia entre los residuos del 1-5,
8—10, 18-20, 21-25 y la posicidn de las cisteinas, a excepcién dé los tres
primeros residuos obtenidos de la toxina II-1l que son totalmente diferen-
tes al de todas las toxinas citadas hasta el momento en 1a‘literatura; po.
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 T. serrulatus mantieneﬁ_iguales los cuatro.
primeros residuos a las de los Centruroides, sin embargo, se observan cla-
ras diferencias que las hacen colocarse en dos grupo distintos. En general.
la porcidn C-terminal de las toxinas de los diferentes grupos es la mds -~

variable.

Considerando que este trabajo de tesis se ha centrado en forma
prepopderante en el aislamiento y en la composicién quimica de las toxinas
del alacrdn de Nayarit, no se tomard tiempo y espacio para discutir en for-
ma mis general las secuencias de aminodcidos que aparecen en el trabajo --

N° 3 (Pig. 58) y en la Tabla II. Asimismo no se detendrd a discutir los -




resultados de resonancia magnética nuclear (NMR) y rotacidn &ptica (CD) ob
tenidos con las toxix';as de este alacrdn y otras del alacré@n Sudamericano.
Se quiere, no obstante mencionar que se ha podido eétablecer poxr NMR y CD
ciertas caracteristicas importantes sobre la estructura secundaria y ter-
ciaria de estas moléculas, p‘or ejemplo, la gran diferencia de estabilidad
: temodinémica de ‘las téxinas del género Centrﬁroides de México con las -

del g&nero Tityus de Brasil.



IV; DISCUSION ESPECIFICA Y PERSPECTIVAS FUTURAS

El estudio sobre las caracteristicas de estas toxinas asfi como
la determinacién 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 aminodcidos las perspectivas se abren tanto en la parte quimi~
ca, sobre la localizacidn del sitio activo de las toxinas mediante modifi-
caciones quimicas o por sintesis de péptidos en el laboratorio, como para

estudios fisioldgicos sobre las terminaciones neryiosas.

. Como se menciond anteriormente las toxinaé actlan sobre los ca
nales idénicos de las membranas nerviosas y por lo tanto pueden llegar a --
ser {itiles herramientas especificas para estudios en Fisiologia o en Bio-~
quimica para el aislamiento de estos canales en las preparaciones biol&gi-

cas.

Como se ha dicho, el conocimiento de los mecanismos de accién
de las toxinas se inicid con los alacranes norteafricanos, se observé que
éstas actflan a nivel del canal de sodio y que su accidn es dependiente del
voltaje (Catterall, 1979). Se vidé también que la toxina II del AaH afecta
la cerrada del canal de sodio y la apertura del canal de pota§i§ (Romey y
col., 1975). En sistemas de cultivo de neuroblastomas kCatterallvy 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




se demostrd que no compiten con los Norteafricanos y que su accién es inde

pendiente del voltaje (Jover y col., 1980a).

Recientemente utilizando dos toxinas del veneno del C. noxius,
se obtuvieron algunos datos ﬁuevos éomplementarios, utilizando axones gi--
gantes de calamar en experimentos de voltaje-sostenido ("voltage-clamp). -
(Carboney col.., 198l). Se encontré que la toxina II-10 actlia como blogue
dor especifico del canal de sodio, afectando exclusivamente la. entrada del .
sodio en forma reversible. Utilizando la toxina II-1l se cbservd que esta
afecta selectivamente el canal de potasio bloquedndolo también en forma --
‘reversible y son independientes del voltéje. Estos datos muestran claras
diferencias con los venenos de los aiacranes Norteafricanos que éctﬁan -
sobre la inactivacién del sodio, no son reversible, son dependientes del
voltaje y al ﬁenos la toxina II Ael AaH no actfia en forma selectiva sobre
un solo canal, sino que su accidn 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 aminoicidos de estas toxi--
nas, permitird la obtencidn de &stas mediante la sintesis de péptidos en el
laboratorio, las cuales podrdn utilizarse ya sea para los estudios sobre el
modo de accién de las mismas o como herramientas péra estudios neufofisig

18gicos.

De gran utilidad seri también la determinacidn de la estructura
primaria de estas toxinas para estudios taxondémicos y zoogeogradficos. Dado
que este tipo de trabajos en los alacranes no se han realizado més que en

forma provisonal, los estudios bioquimicos sobre la composicién de su vene



no podrén compararse con las diferencias morfoldgicas y zoogeogrdficas que

presentan. 4

Taxondmicamente, los trabajos sobre la estructura primaria del
veneno del C. noxius mostra?é 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 podri determinarse si el C.e. elegans que habita en Jalisco, Nayarit
y Sinaloa es la misma subespecie con el qﬁe se localiza en Guerrero y Oaxa
ca, a pesar de encontrarse separados geogrdficamente o pertenecen a dife--
_rentes especies o subespecies. Asimismo con el C. infamatus que habita -
en el centro del pais podrid verificarse su relacidn con el que se localiza
en Jalapa, Ver. y clasificarlos ya sea como dos subespecies que habitan es
pacios distintos o como dos especies diferentes, De esta forma se podrdn
obtener mayores elementos de juicio para proponer la filogenia de estos or

ganismos.

Otro factor qﬁe seria interesante investigar seria la posibili
dad de encéntrar diferencias en la composicidn del veneno de los alacranes
de la misma especie situados en diferentes localidades, que se encuentren
separados por unos cuantos KXm de distancia entre ellos. Nosotros hemos -
siempre trabajado con una poblacidn muy grande de animales (alrededor de -
10 a 40 mil individuos) de los cuales se ha obtenido el veneno y mezclado
_ para el estudio bioguimico que se ha llevado a cabo. Si bien los indivi--
duos utilizados en estos trabajos provienen de regiones con un di&metro no
mayor de 50 Km{ seria interesante verificar si el veneno de poblaciones de

alacranes de una misma localidad, muestra diferencias en relacién con las
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toxinas de otra poblacién de la siguiente localidad, a pesar de que la dis

tancia geogrdfica no fuera superior a los 50Km.

A pesar de que los alacranes no han presentado variaciones sig
nificativas en su estructura a lo 1arg6 del tiempo, es muy probable que su
Adabtabilidad ecoldgica, si haya.presentado cambios importantes en su fi--
siologia, como lo sugieren las diferencias embrionarias entre 'algunas fami
lis (Vachon, 1953), es decir, seguramente la composiciéﬁ de estos venenos
estuvieron sujetos a importantes presiones de seleccidén como resultado de
las diferentes fuentes alimenticias a las que deben haber estado sujeto; -
los alacranes a lo largo del tiempo, dando lugar a una adaptacién quimica

de los venenos.

Con base en el registro f6sil los alacranes habitaron desde el
Sildrico, e%to significa que habitaron con los ostracodermos y cefaldpodos
de entonces (Camacho, 1974), seguramente las toxinas para crustdceos son -
un reflejo importante de este hecho, que demuestra la coexistencia de es--
tos organismos. Recientemenﬁe hemos descubierto en el veneno del C. noxius
que la fraccidn II-6 obtenida de la columna de CM-celulosa (Possani y col.,
1981), es una potente toxina que actiia sobré crustdceos como acociles y --

cangrejos, mostrando una pardlisis reversible en &stos.

Es de esperarse que si bien todavia no se ha demostrado la exi;

tencia de toxinas para insectos en el veneno del Centruroides noxius, éstas

se encuentran presentes, dado que los alacranes son principalmente predado

res de insectos y las toxinas para insecto son desde el punto de vista eco

16gico, el componente esencial de los venenos de los alacranes. Este tipo



de toxilnas se han encontrado y estudiado en el veneno del C. sculpturatus

"(Babin y col., 1974).

Estos estudios sobre las toxinas para crustédceos y para insec~-
tos cobran mayor importancia tanto por su aspecto fisioldgico sobre la ac-
cién neuronal de estos organismos, dado que se ha demostrado su accién so-
bre la actividad despolarizante de las membranas nerviosas de insectos -

(Walther y col., 1976}, como por su aspecto evolutivo.

Posiblemente las homologias que se encuentren entre las toxi--
nas para crusticeos de los alacranes Norteafricanosy los Americanos sean -
'mayores que entre las toxinas para mamifero. Esto podria sugeri¥ que los
alacrames habitaron un espacio comiin antes de que los continentes se sepa-
raran. Posiblemente los alacranes se originaron en el continente de -

Gondwama, como sugiere la actual distribucidn geogréfica de estos alacra--
nes en el mundo y cruzaran los alacranes Norteamericanos, como los -
Centruroides, por el mar de Tetis hacia el continente de Laurasia. Si es-
to fuera cierto los alacranes Norteamericanos tendrfan un origen Wedrtico

¥ no Meotrépical como podria suponérsé. Esto podria explicar en gran par-
te la distribucidn geogrdfica. del género Centruroides en México y porqué -
existe una escasa comunicacién entre las especies de alacranes de América

del Norte con los del Sur. También concordaria con Hoffmann (1938), el --

cual considera que estos alacranes han tenido una larga evolucidn aislada

en cemtros de desarrollo distintos entre si por largas épocas geoldgicas.



V. RESUMEN Y CONCLUSION

En resumen, se puede decir gque el veneno del alacrin C. noxius
contiene al menos 9 toxinas, dirigidas énvcontra de mamiferos y 1 en contra
de crusticeos. Se pueden aislar estas toxinas por cromatografias sucesivas
en columnas de Sephadex G-50, seguida por-dos pasos de intercambio i&nico -

en diferentes sistemas amortiguadores.

La composicién de aminodcidos revela que las toxinas para mami-
feros son semejantes en cuanto al peso molecular, basicidad, composicidn de
-amino&cidos 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).

.6esde el punto de vista fisioldgico y del mecanismo de accién -
molecular existen marcadas diferencias entre ellas. Estas diferencias pro-
bablemente se pueden explicar p&r la presencia de regiones variables en la
secuencia de aminofcidos, que a su vez pueden producir diferencias a nivel

de la estructura secundaria y terciaria de &éstas.

En conclusidn, queremos expresay nuestra opinién de que posible
mente las toxinas de alacranes, bien estudiadas,'puedan llegar a ser una de
las herramientas mas valiosas para el estudio de los mecanismos neurobiold-
gicos y Bioquimicos de comunicacién entre las membranas celulares excita--
bles y de éiertos mecanismos de ;ecrecién celular dependiente de iones. -

TambiBn' el estudio de su composicidn quimica pueden llegar a ser de gran -

valor para los estudios de Taxonomia y Evolucién de estos organismos.



VvI.

BIBLIOGRAFIA

Adam, K.R., Weiss, C. (1958) The occurrence of 5-hydroxytryptamine
in scorpion venom. J. Exp. Biol. 35: 39-41.

Adam, K.R., Weiss, C. (1959a) 5-hydroxytryptamine in scorpion venom.

Nature (Lond), 183: 1398.

Adam, K.R., Weiss, C. (1959b) Action of scorpion venom on skeletal

muscle. Brit. J. Pharmacol. 14: 334-339.

Adam, K.R., Schmidt, H., Stampfli, R., Weiss, C. (1966) The effect
of scorpion venom on single myelinated nerve fibres of the frog.

Brit. J. Pharmacol. 26: 666-677.

Alagdn, A., Possani, L.D. (1981) Utilizacidén de cromatografia por
afinidad para la purificacidn de enzimas de venenos animales. I

Simp. Intern. sobre Biotec. de Enzimas.

Alagbén, A., Possani, L.D., Erickson, B.W. (1978) 1Isolation and

characterization of several proteins from Tityus serrulatus scorpion

venom. Proc. 5th Inter. Symp. on Animal, Plant and Microbial Toxins.

San José&, Costa Rica. Pergamon Press, New York. pp. 609-618.

Babin, D.R., Watt, D.D., Goos, S.M., Mlejnek, R.V. (1974) Amino
acid sequence of neurotoxic protein variants from the venom of

Centruroides sculpturatus Ewing. Arch, Bioch. Bioph. 164: 694-706.

Babin, D.R., Watt, D.D., Goos, S.M., Mlejnek, R.V. (1975) Amino

-acid sequence of neurotoxin I from Centruroides sculpturatus Ewing.
. L

Arch. Bioch. Bioph. 166: 125-134.

éalozet, L. (1971) Scorpionism in the old world, In: Venomous
Animals and their Venoms. Eds. Blicherl, W., Buckley E.E. Vol. IIX.
Academic Press, New York, pp 349-371.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Bernard, P., Couraud, F., Lissitzky, S. (1977) Effects of a

scorpion toxin from Androctonus australis venom on action potential

of neuroblastoma cells in culture. Biochem. Biophys. Res. Commun.

77: 782-788.

Bravo-Becherelle, M.A. y Mazzotti, L. (1961) Distribucién geogri-
fica de la mortalidad por picadura de alacrdn en México. Rev. Inst.

Sal. Enf. Trop. (M&x.) 21: (3-4) 129-140.

Brazil, 0.V., Neder, A.C., Corrado, A.P. (1973) Effects and mecha-

nisms of action of Tityus serrulatus venom on skeletal muscle.

Pharmacol. Res. Commun. 5: 137-150.

Blicherl, W. (1971) Classification, biology and venom extraction of
scorpions. In: Venomous animals and their venoms. Eds. Blicherl,
WL, Buckley, E.E. Vol. III. Academic Press, New York, London pp.
317-347.

Cahaian, M.D. (1975) Modification of sodium channel gating in frog
myelinated nerve fibers by Centruroides sculpturatus scorpion venom.

J. Physiol. 244: 511-534.

Camacho, H.H. (1974) Invertebrados Fésiles. Editorial Universitaria

de Buenos Aires.

Carbone, E., Wanke, E., Prestipino, G., Posséni, L.D., Maelicke, A.
. +
{1982) Selective blockage of voltage-dependent K channels by a

novel scorpion toxin. Nature 296: 90-91.

Catterall, W.A. (1975) Cooperative activation of action potential
+ . .

Na -ionophore by neurotoxins. Proc. Nat. Acad. Sci. 72 (5): 1782~

1786.

Catterall, W.A. (1977) Activation of the action potential Na+
ionophore by neurotoxins. Jour. Biol. Chem. 252 (23): 8669-8676.



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Catterall, W.A. (1979) Neurotoxins as allosteric modifiers of
voltage-sensitive sodium channels. In: Advances in Cytopharmacology
Vol. 3. E4. B. Ceccarelli and.F. Clementi, Raven Press, New York

pp. 305-316.

Catterall, W.A. (1980) - Neurotoxins that act on voltage-sensitive
sodium channels in excitable membranes. Ann, Rev. Pharmacol.

Toxicol. 20: 15-43.

Catterall, W.A., Ray, R., Morrow, C. (1976) Membranes potential

oo : . . . +
dependent binding of scorpion toxin to action potential Na

Jionophore. Proc. Natl. Acad. Sci. 73 (8): 2682~2686.

Catterall, W.A., Beress, L. (1978) Sea anemone toxin and scorpion
toxin share a common receptor site associated with the action

potential sodium ionophore. Jour. Biol. Chem. 253 (20): 7393-7396.

Catterall, W.A., Beneski, D.,A. (1980) Interaction of polypeptide
neurotoxins with a receptor site associated with voltage-sensitive

sodium channels. Jour. Supramol. Structure 14: 295-303.

Celeste Henriques, M., Gazzinelli, G., Diniz, C.R., GSmez, M.V.

(1968) Effect of the venom of theAscorpion Tityus serrulatus on

adrenal gland catecholamines. Toxicon 5: 175-179.

Celeste Henriques, M., GOmez, M. V. (1975) Effect of scorpion
venom, tityustoxin on the uptake of calcium by isolated nerve ending

particles from bain. Brain Res. 93: 182-187.

Carrado, A.P., Riccioppo Neto, F. and Antonio A. (1974) The
mechanism of the hypertensive effect of Brazillian scorpion venom

(Tityus serrulatus Lutz e Mello). Toxicon 12: 145-150.

Couraud, F., Rochat, H. and Lissitzky, S. (1978) Binding of
scorpion and sea anemone neurotoxins to a common site related to the

+ . .
action potential Na ionophore in neuroblastoma cells. Bioch.

-Biophys. Res. Comm. 83 (4): 1525-1530.




28.

29.

30.

3l.

32.

33.

34.

35.

36.

Couraud, F., Rochat, H. and Lissitzky, S. (1980) Binding of
scorpion neurotoxins to chick embryonic heart cells in culture and
relationship to calcium uptake and membrane potential. Biochemistry

19 (3): 457-461.

Cunha-Melo, J.R., Freire-Maia, L. Tafuri, W.L., Maria, T.A. (1973)
Mechanism of action of purified scorpion toxin on the isolated rat

intestine. Toxicon ll: 81-84.

Cheymol, J., Bourillet, F., Roch-Arveilier, M., Heckle, J. (1974)
Action cardiovasculaire de trois venins de scorpions nord-africains

(A. australis, L. guinguestriatus, B. occitanus) et de deux toxines

extraites de 1l'un d'entre eux. Toxicon 12: 277-282.

Chicheportiche, R., Lazdunski, M. (1970) The conformation of
small proteins. The state-diagram of a neurotoxin of Androctonus

austalis Hector. Eur..J. Biochem. 14: 549-555.

Del Pozo, E.C. (1948) The action of the venom of a mexican scorpion-

(Centruroides noxius, Hoffmann) on cholinesterases. Brit.-J.

Pharmacol. 3: 219-222.

Del Pozo, E.C. (1956) Mechanism and pharmacological actions of
scorpion venoms. In: Venoms. Eds. Buckley, E.E., Porges, N. Amer.

Ass. Advanc. Sci. p. 123.

Del Pozo, E.C. (1962) Estudios experimentales sobre las acciones
del veneno de alacrén. Rev. Inst. Sal. Enf. Trop. (M&x.). 22(3-4):

173-178.

Del .Pozo, E.D., Anguiano, L.G. (1947) Acciones del veneno de ala-
crén sobre la actividad motora de mdsculo estriado. Rev. Inst. Sal.

Enf. Trop. (Méx.) 8: 231-263.

Dent, M.A.R., Possani, L.D., Ramirez, G.A., Fletcher, P.L. Jr.
(1980) Purification and characterization of two mammalian toxins

from the venom of the mexican scorpion Centruroides noxius Hoffmann.

Toxicon 18: 343-350.



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

Diaz Najera, A. (1970) Contribucién al conocimiento de los alacra
nes de México (Scorpionida). Rev. Inv. Sal. Publ. (M&x.) 30(2):

111-122,

Erickson, B.W. (1978) Sequence homology of snake, scorpion and bee
toxins. In: Toxins: Animal, Plant and Microbial (Proceed V Inter.
Sym.) Ed. P, Rosenberg. Pergamon Press, Oxford, New York. pp.
1071-1086.

Féyet, G., Couraud, F., Miranda, F. Lissitzky, S. (1974) Electro-
optical system for monitoring activity of heart cells in culture:
application to the study of several drugs and scorpion toxins. Eur.

J. Pharmacol. 27: 165-174.

Flores, R. (1963) Observaciones sobre la sintomatologia y trata-

miento de la intoxicacidn por picadura de alacrdn. Rev. Ins. Sal.

" Enf. Trop. (MEx.) 23 (3-4): 175-178.

Fontecilla-Camps, J.C., Almassy, R.J., Suddath, F,L., Watt, D.D.
Bugg, Ch.E. (1980) Three-dimensional structure of a protein from
scorpion venom: A new structural class of neurotoxins. Proc.

Natl. Acad. Sci. 77(11): 6496-6500.

Fraenkel, G., Zlotkin, E. (1970) Acceleration of puparium forma-

tion in Sarcophaga argyrostoma by electrical stimulation and

scorpion venom. J. Insect. Physiol. 16: 1549-1554.

Freiré-Maia, L., Ribeiro, R.M. Beraid, W.T. (1970) Effects of

purified scorpion toxin on respiratory movements in the rat.

‘Toxicon 8: 307-310.

Freire-Maia, L., Pinto, G.I., Franco, I. (1974) Mechanism of the
cardiovascular effects produced by purified scorpion toxin in the

rat. J. Pharmacol. Exp. Ther. 188: 207-213.




45.

46,

47.

48.

49,

50.

51.

52.

53.

Freire-Maia, L., Qunha—Melo, J.R., G6mez, M.V. Tafuri, W.L., Maria,
T.A;, Calixto, S.L., Futuro-Neto, H.A. (1976) Studies on the

mechanism of action of Tityustcxin. In: Animal, Plant and Micro-
bial toxins. Ed. A Ohsaka, K. Hayashi and Y. Sawai. Plenum Press,

New York Vol. 2. pp 273-285.

Furst, P., Nahmad, S. (1972) Mitos y arte Huicholes. Sep. Setentas,

Méx.

Garcia, G.P. (1976) Ftude des neurotoxines du venin du scorpion

mexican Centruroides suffusus suffusus. Francia. Tesis (Doctorado)

Universidad de Nice, Francia.

Gbmez, M.V., Diniz, C.R. (1966) Separation of toxic components

from the Brazilian scorpion Tityus serrulatus venom. Mem. Inst.

Butantan Simp. Intern. 33(3): 899-902.

Gémez, M.V., Dai, M.E. and Diniz, C.R. (1973) Effect of scorpion
venoﬁ, Tityustoxin, on the release of acetylcholine from incubated

slices of rat brain. J. Neur. 20: 1051-1061.

Grishin, E.V., Soldatov, N.M., Soldatova, L.N., Ovchninnikov, Y.A.
(1978). Studies of the toxins from Buthus eupeds scorpion venom,
5th Inter. Symposium on Animal Plant and Microbial Toxins, San José&

Costa Rica, Pergamon Press, New York.

Gueron, M., Yarom, R. (1970) Cardiovascular manifestations of
severe scorpion sting. Clinopathologic Correlations. Chest. 57:

156-162.

Hoffman, C.C. (1932) Monografias para la entomologia médica de
México. Monografia Nim. 2. Los escorpiones de México. Segunda

Parte: Buthidae. Anales. Inst. Biol. 9(1,2): 318-337.

Hoffmann, C.C. (1938) Nuevas consideraciones acerca de los alacra

nes mexicanos. An. Inst. Biol. 9(1,2): 318-337.




54,

55,

56.

57.

58.

59.

60.

6l.

62.

63.

Hoffmann, C.C., Vargas, R. (1935) Contribuciones al conocimiento
de los venenos de los alacranes mexicanos. .Inst. Hig. 2(4):

182-193.

Ismail, M., Osman, O.H., Ibrahim, S.A., El-Asmar, M.F. (1972)
Cardiovascular and respiratory responses to the venom from the

scorpion Leiurus quinquestriatus. E. Afr. Med. J. 49: 279-285.

Ismail, M., Osman, 0.H., El-Acmar, M.F. (1973) Pharmacological
studies of the venom from the scoprion Buthus minax (L. Koch).

Toxicon 11: 15-20.

Jagues, R. (1956) The hyaluronidase content of animal venoms. In:

Venoms, Amer. Ass. Advanc. Sci. 291.

Jover, E., Martin-Moutot, N., Couraud, F., Rochat, H. (1978)
Scorpion toxin: Specific binding to rat synaptosomes. Bioch.

Biophys. Res. Comm. 85:(l): 377-382.

Jover, E., Martin-Moutot, N., Couraud, F., Rochat, H. (1980a)
Binding of scorpion toxins to rat brain synaptosomal fraction.
Effects of membrane potential, ions, and other neurotoxins.

Biochemistry 19: 463-467.

Jover, E.,, Couraud, F., Rochat, H. (1980b) Two types of scorpion
neurotoxins characterized by their binding to two separate receptor
sites on rat brain synaptosomes. Bioch. Bioph. Res. Comm. 95(4):

1607~-1614.

:

Katz, B., Miledi, R. (1967) Ionic requirements of synaptic

transmitter release. Nature (Lond) 215: 651.

Katz, N.L., Edwards, Ch. (1972) The effect of scorpion venom on

the neuromuscular junction of the frog. Toxicon 10: 133-137.

Kopeyan, C., Martinez, G., Lissitzky, S., Miranda, F., Rochat, H.
(1974) Disulfide bonds of toxin II of the scorpion Androctonus

australis Hector,Eur. J. Bioch. 47: 483-489.



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

1.

72.

Kopeyan, C., Martinez G., Rochat, H. (1978) Amino acid sequence

of neurotoxin V from the scorpion Leiurus quinquestriatus

quinquestriatus. FEBS Letters 89(1): 54-58.

Koppenhdfer, E., Schmidt, H. (1968) Incomplete sodium inactivation
in nodes of Ranvier treated with scorpion venom. Experientia

(Basel) 24: 41-42.

La Grange, R.C. Russell, F. (1971) Effects of Centrurcides

sculpturatus and C. gertschi venom on the mammalian nerve-muscle

preparation: a possible mechanism of action. Proc. West.Pharmacol.

Soc. 14: 163-165.

Lazaroviei, P., Yanai, P., Pelhate, M., Zlotkin, E. (1982) Insect
Toxic components from the venom of a Chactoid scorpion, Scorpio

maurus palmatus (Scorpionidae). Jour. Biol. Chem. 257(14):

8397-8404.

Lin,.S.S., Huang, M., Tseng, W.C., Lee, C.Y. (1975) Comparative

.studies on the muscular contracture induced by cobra cardiotoxin

and scorpion toxin. Communication at 4th International Symposium

on Animal, Plant and Microbial Toxins. Tokyo 1974. Toxicon 13: 108.

Lissitzky, S., Miranda, F., Etzensperger, P., Mercier, J. (1956)
Sur la toxicité& du venin de deux especes de scorpion nord-africans.

C.R. Soc. Biol. (Paris). 150: 741-743.

Macedo, T.M., Gémez, M.V, (1982) Effects of tityustoxin (TsTx)
from scorpion venom on the release and synthesis of acetylcholine

in brain slices. Toxicon 20(3): 601-606.

Master, R.W.S., Rao, S., Soman, P.D. (1963) Electrophoretic
separation of biologically active constituents of scorpion venom.

Bioch. Biophs. Acta 71: 422.

Mazzoti, L., Bravo-Becherelle, M.A. (1961) Escorpionismo en la Repg

blica Mexicana. Rev. Ins. Sal. Enf. Trop. (Méx.) 21(1-2): 3-19.



73.

74.

75.

76.

77,

78.

79.

80.

McInstosh, M., Watt, D. (1973) Purification of toxins from the

North American scorpion Centruroides sculpturatus. In: Toxins

of Animal and Plant Origin. Eds. A. DeVries and E. Kochva. vol.
2, Gordon and Breach, New York pp 529-544.

Meves, H., Rubly, N., Watt, D.D. (1982) Effect of toxins isolated

: +
from the venom. of the scorpion Centruroides sculpturatus on the Na

Currents of the node of Ranvier. Pflligers Arch. 393: 56-62.

Miranda, F., Rochat, H., Lissitzky, S. (1960) Sur la neurotoxine
du venin de scorpion. I-~Purification a partir du venin de deux
especes de scorpions nord-africains. Bull. Soc. Chim..Biol.

(Paris) 42: 379-391.

Miranda, F., Rochat, H., Lissitzky, S. (1961) Sur la neurotoxine
du venin des scorpions. II- Utilisation de 1"&lectrophorese sur
papier pour l'orientation et le controle de la purification.

Biochimie. 43: 945-952.

Miranda, F., Kopeyan, C., Rochat, C., Lissitzky, S. (1970) Puri-
fication of animal neurotoxins. Isolation and characterization of
eleven neurotoxins from the venom of the scorpions Androctonus

australis Hector, Buthus occitanus tunetanus and Leiurus guinques-

triatus. Eur. J. Biochem. 16: 514-523,

Mohamed, A.H. (1942) Preparation of antiscorpion serum. Use of

atropine and ergotine. Lancet 2: 364-365.

Mohamed, A.H., Kamel, A., Ayobe, M.H. (1969a) Studies of phospho

lipase A and B activities of egyptian snake venoms and scorpion

" toxin. Toxicon 6: 293-298.

Mohamed, A.H., Kamel, A., Ayobe, M.H. (1969b) Some enzymatic
activities of egyptian snake venoms and a scorpion Venom. Toxicon

7: 185-188.




8l..

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

Moody, P.A. (1962) Introduction to Evolution. Harper & Row, New
York and John Weatherhill, Inc., Tokyo.

Moore, S. and Stein, W.H. (1963) in.Methods in Enzymology
(Colowick, S.P. and Kaplan, N.O. eds.) Vol. 6 Academic Press, New
York pp 819-831.

Moos, J.; Thoa, N.B., Kopin, I.J. (1974) On the mechanism of
scorpion toxin induce release of norepinephrine from peripheral

adrenergic neurons. J. Pharm. Exp. Ther. 190(1): 39-48.

Narahashi, T., Deguchi, T., Urakawa, N., Ohkubo, Y. (1960)
Stabilization and rectification of muscle fiber membrane by tetro-

dotoxin. BAm. J. Physiol. 198: 934-938,

Narahashi, T. Moore, J.W., Scott, W.R. (1964) Tetrodotoxin
blockage of sodium conductance increase in lobster giant axons. J.

Gen. Physiol. 47: 965-974.

Narahashi, T., Shapiro, B.I., Deguchi, T., Scuka, M., Wang, Ch.M.
(1972) Effects of écorpion venom on squid axon membranes. Am. J.

Physiol. 222: 850-857.

Parnas, I., Avgar, D., Shulov, A. (1970) Physiological effects of

venom of Leiurus quinquestriatus on neuromuscular systems of locust

and crab. Toxicon 8: 67-79.

Patterson, R.A. (1962) Pharmacologic action of scorpion venom on

intestinal smooth muscle. Toxicol appl. Pharmacol. 4: 710-719.

Possani, L.D., Alagdén, A.C., Fletcher,'P.L., Jr., Erickson, B.W.

(1977) Purification and properties of mammalian toxins from the

venom of the Brazilian scorpion Tityus serrulatus Lutz and Mello.

Arch. Biochem. Biophys. 180: 394-403.



90. -

91.

92.

93.

94.

95,

96.

97.

Possani, L.D., Ramirez, G.A., Fletcher, P.L. Jr., Gurrola, M.A.H.

71197é) Isolation of two mammalian toxins from the venom of the

mexican scorpion Centruroides elegans. (Thorell). FEBS Letters 91
(2): 261-264.

Possani, L.D., Fletcher, P.L. Jr., Alagdn, A.B.C., Alagén, A.C.,
Julid, J.%2. (1980) Purification and characterization of a mam-
malian toxin from venom of the mexican scorpion, Centruroides

limpidus tecomanus Hoffmann. Toxicon 18: 175-183.

Possani, L.D., Steinmetz, W.E., Dent, M.A.R., Alagdén, A.C.,
Wuthrich, K. (198la) Preliminary spectroscopic characterization of
six toxins from Latin American scorpions. Bioch, Bioph. Acta

669: 183-192.

Possani, L.D., Dent, M.A.R., Martin, B.M., Maelicke, A., Svendsen, I.

*(1981b) The amino terminal sequence of several toxins from the

venom of the mexican scorpion Centruroides noxius Hoffmann.

Carlsberg Res. Commun. 46: 207-214.

Possani, L.D., Martin, B.M., Mochca-Morales, J., Svendsen, I. (198lc)
Purification. and chemical characterization of the major toxins from

the venom of the brazilian scorpion Tityus serrulatus Lutz and Mello.

Carlsberg Res. Commun. 46: 195-205.

Rochat, C., Rochat, H., Miranda, F., Lissitzky, S. (1967) Purifi-

. cation and some properties of the neurotoxins of Androctonus

australis Hector. Biochemistry 6: 578-585.

Rochat, H., Rochat, C., Kopeyan, C., Miranda, F., Lissitzky, S.,

"Edman, P, (1970a) Scorpion neurotoxins: a family of homologous
proteins. FEBS Lett. 10: 359-351.

Rochat,'H., Rochat, C., Miranda, F., Lissitzky, S., Edman, P. (1970b)
The amino acid sequence of neurotoxin I of Androctonus australis

Hector. Eur. J. Bioch. 17: 262-266.




98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

Rochat, H., Rochat, C., Sampieri, F., Miranda, F., Lissitzky,is.

(1972) . The amino acid sequence of neurotoxin II of Androctonus

australis Hector. Europ. J. Biochem. 28: 381-388.

Rochaf, H., Kopeyan, C., Garcia, L.G., Martinez, G., Rosso, J.P.
Pakaris, A., Martin, M.F., Garcia, A., Martin-Moutot, N,., Gregoire,
J., Miranda, F. (1976) Recent results on the structure of scorpion
and snake toxins. In: Animal, Plants and Microbial Toxins Vol. 2.
Eds. A. Ohsaka, K. Hayashi and Y. Sawai, Plenum Press, New York.

pp. 79-87.

Rochat, H., Bernard, P., Couraud, F. (1979) Scorpion Toxins:
Chemistry and mode of action.” In Aannces in Cytopharmacology

Vol. 3, ed. B. Ceccarelli and F. Clementi. Raven Press, New York.

Romey, G., Chicheportiche, R., Lazdunski, M., Rochat, H., Miranda,

F., Lissitzky, S. (1975) Scorpion neurotoxin: a presynaptic toxin
+

which affects both Na+ and K channels in axons. Biochem. Biophys.

Res.’ Commun. 64: 115-121.

Sampieri, F., Habersetzer-Rochat, C. (1975) Structure function
relationship of scorpion neurotoxins, Communication at the 4th
International Symposium on Animal, Plant and Microbial Toxin,

Tokyo (1974) Abstract: Toxicon 13: 120.

Selvarajan, V.R., Narayana Reddy, K., Swami, K.S. (1975) Scorpion
Venom effects on succinate dehydrogenase activity of sheep tissues.

Toxicon 13: 143-144.

Shigenobu, K., Sperelakis, N. (1971) Development of sensitivity

. to tetrodotoxin of chick embryonic hearts with age. J. Molec,

Cell. Cardiol. 3: 271-286.

Shulov, A., Levy, G. (1978) Venoms of Buthinae. In: Arthropod
Venoms Handbook of Experimental Pharmaceology Vol. 48 Ed. Sergio
Bettini. Springer-Verlag, New York, pp. 309-317.




106.

107.

108.

109.

110.

111,

112,

‘113, -

114.

115,

Vscorpion Centruroides sculpturatus. Toxicon 2: 171-180.

Stahnke, H.L. (1963) Some pharmacological and biochemical characte-

ristics of Centruroides sculpturatus venom. 2nd Int. Pharm. Meeting

Prague pp. 63-70.

Stahnke, H.L. (1971) Some observations of the genus Centruroides

(Buthidae, Scorpionida). Entomol. News 82: 281-307.

Tazieff-Depierre, F. (1972) Venin de Scorpion, calcium et émission
d'acetylcholine par les fibres nerveuses dans l'ileon de cobaye.

C. R. Acad. Sci. (Paris) D. 275: 3021-3023.

Tintpulver, M. (1975) The action of different toxins derived from
scorpion venom on the ileal smooth muscle preparation. M. Sc.

thesis, Hebrew University Jerusalem.

Tintpulver, M., Zerachia, T., Zlotkin, E. (1976) The action of
toxins derived from scorpion venom on the ileal smooth muscle

preparation., Toxicon 14: 371-377.

Toledo, D., Neves, A. (1976) Purification and partial characteri-

zation of a second toxin from the scorpion Tityus serrulatus. Comp.

Biochem. Physiol. 55b: 249-253,

Vachon, M. (1953) La Biologia de los Escorpiones. Endeavour 12
(46) : 80-89.

Vargas, 0., Gregoire, J., Martin, M.F., Bechis, G., Rochat, H. (1982)
Neurotoxins from the venoms of two scorpions: Buthus occitanus

tunetanus and Buthus occitanus mardochei. Toxicon 20(1): 79.

Walther, Ch., Zlotkin,'E., Rathmeyer, W. (1976) -Action of different

toxins from the scorpion Androctonus australis an a locust nerve-

muscle preparation. J. Insect. Physiol. 22: 1187-1194.

Watt, D.D. (1964) Biochemical studies of the venom from the




1le.

117.

118.
119.
120.

121.

122.

123,

124.

Watt, D.D., Babin, D.R., Mlejnek, R.V. (1974) The protein neuro-
toxin in scorpion and elapid snake venoms., J. Agric. Food Chem.

22: 43-51.

Watters, J.J., Possani, L.D., Mochca-Morales, J., Hess, B. (1981)
Determination of alfa-helix and beta~sheet structure in toxins puri-
fied from the venoms of Latin American scorpions. 4th Eur. Symposium-
on Animal, Plant and Microbial Toxins, Marseille, Francia.

Abstract: Toxicon 20(1): 81.

Wilson, W.H. (1904) The physiological action of scorpion venom. J.
Physiol. (Lond) 31: 48-49.

¥Yarom, R., Braun, K. (1971) ca24 changes in the myocardium following

scorpion venom injections. J. Molec. Cell cardiol. 2: 177-179.

Zhdavona, L.N., Adamovich, T.B., Nazimov, I.V., Grishin, E.V.,

Ovchinnikiv, Y.A. (1977) Bioorganidreskaya Khim 3: 485-493.

Zlotkin, E., Blondheim, S.A., Shulov, A. (1970) Effect of the venom

of the scorpion Leiurus quinquestriatus on the tympanic nerve of the

locust Locusta migratoria migratorioides. Toxicon 8: 47-49.

‘Zlotkin, E., Fraenkel, G., Miranda, F., Lissitzky, S. (1971a) The
effect ‘'of scorpion venom on blowfly larvae: a new method for the

evaluation of scorpion venom potency. Toxicon 9: 1-8.

Zzlotkin, E., Rochat, H., Kopeyan, C., Miranda, ¥., Lissitzky, S.

(1971b) Purification and properties of the insect toxin from the

venom of the scorpion Androctonus austalis Hector. Biochimie 53:

1073-1078.

Zlotkin, E., Lebovitz, N., Shulov, A. (1972a) Toxic effects of the

venom of the scorpion Scorpio maurus palmatus (Scorpionidae). Riv.

Parassit., 33: 237-243.




125,

126.

127,

128.

Zlotkin, E., Miranda, F., Lissitzky, S. (1972b) A toxic factor to

crustacean in the venom of the scorpion Androctonus australis

Hector. Toxicon 10: 211-216.

Zlotkin, E. (1973) Chenistry of animal venoms. Experientia

(Basel) 29: 1453-1466.

Zlotkin, E., Martinez, G., Rochat, H., Miranda, F. (1976) A
protein from scorpion venom toxic to crustaceans. In: Animal,
Plant and Microbial Toxins. Eds. A. Ohsaka, K. Hayashi and Y. Sawai.

Plenum Press, N.Y. pp 73-80.

Zlotkin, E. Miranda, F., Rochat, H.. (1978) Chemistry and Pharma-
cology of Buthinae scorpion venoms. In: Arthropod Venoms.
Handbook of Experimental Pharmacology Vol. 48. Ed. Sergio Bettini.
Springer Verlag, New York. pp. 317-369.



	Portada
	Índice
	I. Introducción
	II. Materials and Methods
	III. Resultados no Publicados y Discusión General
	IV. Discusión Específica y Perspectivas Futuras
	V. Resumen y Conclusión
	VI. Bibliografía



