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En la ne1t.ural e:?.A ex:i oeste una ampl i a variedad de 

especies animales que ut i l izan los venenos como mecanismos de 

defensa y/o como ~rma p~ra on'tener s11 ali men1'.o. C:st i=I 

biológica constituye un proceso convergente evolutivo de enorme 

valor para ) a superv:i venc::i A de l aE espec:i es qlle la pc-.~ee11. 

Durante mucho tiempo, el es~udio de estos venenos 

tuvo un en.¡:oq11e casi exclus:ivamente c:Jínico; 

tendencia ha cambiado, y hoy ~1 

son utilizadc:\s t.c"\mbién como el ne 

procesos f i si ol ógi ces básicos, siendo 

agentes terapéuticos nuevos y para el 

fuentes 

e=-tudio 

potenciales de 

de rel é.lC::i nnes 

zooecológicas, y taxonómicas. Ejemplo de esto lo constituyen los 

venenos de varias espec:i es de alacranes cie en-t.re ) DS c11ales 

destaca el del alacrán mexicano Centruroides noxius Hoffmann~ por 

la var:i edad de estr11ct:1.1ras qui m) cas y acc1 one~ f.;1rmi'l.:0J Oq) e-as rte 

sus toxinas. 

EJ veneno c:fe r.:. nox; us es c:ons1 der aoo c:-omC"t uno cie J os 

más potentes hasta ahora descritos <su dosis letal media es de 

sólo 0.'26 mg por Kg de ra:t.ón>. S11s constit.ttyentes han siclo 

aislados, purificados y caracterizados: de los 14 componentes 

peptidicos identificados, han resultado las toxinas Il-9.2.1, 

II-9.2.2, II-10.1, II-10.2, II-11, II-12, 

para mamíferos, y las toxinas 11-5.3 y 

crustáceos. 

II-13, 

] A l l-6 

I I--14, tóxicas 

t.óxi c:as para 
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se ha óe;;,;::;;;-."t;-~:!o ~~,.,. de las toxinas ant.es menc;onadas 

la II-10.2 modifica especificamente la corriente 

sodio y que el t:C'lmponente 11-1, o Nt'lx; "stox:i na 

selectivamente el canal de potasic~ en axón gig~nte de calamar y 

en s;naptosomas de cerebro de ratón. Además se han potH t1o 

establecer dos grupos (o f~milias> de toxinas de alta homología 

de secuencia de ami nC'lát:i dos: por un le.do el 

homólogas cie 
__ .... __ _ 
'-e\ t-1 e:"• • ~~ de aprox i madament.e 7000 de peso 

mo]ecular <Il-9.2.2, 11-10, Il-13 y 11-i.I\), 

farmacológicas ocurren sobre corrientes de sodio <Ma >;por;::;;:.-;:; 

lado se enc:nent.ra el grupo de toxinas de cadena de 

aproximadamente 4000 de peso molecular <I!-11 y II-:10.2) las 

cual es bloquean el canal de pota~;:i ü. 

E:-tos grupos de toxinas homólogas en ~ec:uenc:ia rle 

aminoácidos y en acc:ióon recuerdan a otras fami 1 i as de 

la ü!tima década. Estas fami 1 i as se 

~riginan de precursores proteicos qt1e, con frecuenc:i a, c:ont:i enan 

varias secuencias de aminoácidos homólogas o péptidos que ai ser· 

cortados enzim~ticamente del precursor, generan nn grllpo de 

péptidos con semejanzas, no sólo estruct1~ales, sino que también 

de acción. Las famil;as de neurot.oxinas; pud:i eran generar se de 

manera aná.i.oga, ~ pt.•r:li eran revelar un alternativo de 

producción de familias de péptido~ <si empre que la ql ánd11l a del 

veneno resultara un modelo accesible y relativamente simple de 

experi mentac:i ñn>. En et.tal quier- c~so, la estrateqi a tie 

investigación exitosa y probada para definir la génesis de una 

1 
¡ 

' 1 
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familia de péptido~ bioactivos - probada y exito~a. ha~ta .Ahora. 

con Aos neuropéptidos - se inici.s con la identificac::lón del o de 

los tipos celularf':>E< cap.:u:e!!' de prod1tc:ir B loF cHi:;i·i1iir>F 

de la familia; de hecho, la seqreqar: i r.'ln y espec:I al izac:i ón 

celular en su s:l n-t.es:i s emp:I e:?- ñ a de-f :i ni r Hna f ami l :1 A de pépt i rloF 

de origen comó.n. 

f-'or io ant.eri ormen-te exp11est-D, el 

problema de la génesis rle las toxinas, deb:íamos, en 1u1a primera 

etapa, conocer Ja histología de 

veneno~ identific;:ir 

morfológicas y t:i nt.ori ñl es y Sii 

frecuencia de ocurrencia en las 

cuerpo de esta Tests. 

I <'J.S ql ánr!Hl as pr oc111c- t nr af; de 

s•1s c:¿i.ract.er ! !;ti ce.s 

loc:a1:12ac::ión. di stri li11c:i ón y 

glándulas. C:sto c:onst :l. tuye el 

Con es~ce marco de referenc:j a será posi hl e rec-onoc:er e 

identificar por métodos inmunocitoquímicos a las células que 

producen 1 as di sti nt.as toxinas; aquí pre~entamoi;;:. tamhién 

eX?eriencias preliminares C?Ue mu""'c;tr.,.n l.::.c; c:ii.C:i.-;-u1t.:::>~e: y 

hallazgos inesperados que ofrecen estos métC'.\dc>s. 
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ANTECEDENTES 

I GENERAi _ ¡ DADES SORR'='. 

- Datos Históricos 

Los an:i mal es pon:zoñ·osos en-tre eJ Jos Jos al Ar:r aneF-. hRn 

s:I do 'fuente de i nspi ración para 1 a creación de un sinnamero de 

mi tos. J evenda~ y en ) .:;.s 

c1.1aJes~ se hr.1ce e!usí ón a las propiedaMes máqicas-y divinas de 

estas espec1es biológ1cast --·- " --.. - ........... C".I~ r ""'ferenc:i as 

que se hacen de estos animales en la Biblia, el Talmud, y en la 

iconografía de algunas mitologías como la Maya, Ja Hui cho), Ja 

Egipcia y la Griega <Balo:zet, 1971>ª 

En el siglo J:l'I a.,'J.t:·. • Ar:i s+óteJ es 

especies de alacranes 

tomando en cuenta la letalidad de su veneno; sjn emhargo nn fue 

sino hasta el aÑo de 1668 que Francesco Redi real i :z 6 el primer 

~~~t~m~~i~o sobre las variacionms d~ la toxicidad de los 

venenos de los animales que nos ocupan haciendo además referencia 

a su di st.ri bu:.::i on geográfica. A este trabajo Je si gu; eron pocas 

inve~tigaciones y tuvieron que pasar casi dos siqlos para que el 

estudio de Jos alacranes cobrara mayor jmportancia científica~ 

- Origen, Clasificación y Distribución Geográfica. 

Los alacranes o escorpiones son artrópodos terrestres 

antiquísimos y quizá hayan sido los primeros miembros de este 

4ilum en conquistar Ja tierra; su registro fósil data del período 

Si 1. 'c:-o; se supone que evo 1 uc i. on aron de los Eoriptt!tr)r:lnc;; que 
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-fueron los primeros organismo~ de 

ej °'" ' ·"'- .¿ .-,...,. • 
.................. _____ .,. !'.'nr este razón, los 

antigt1os al ac::r ane: ha atrih11ido 11na for·111a 

vida que podría eY.plicar la ausencia de est~gmas <pulmones "en 

libro"> en di r.hos fósjles; también l a posi hi l i clac! tie 

ql.\e fueran formas de vida terrestre que habitaban J as costas 

durante las mareas bajas pud:iendo ser .:>.trapa.das 

altas y así ser confundidas con organismos acuáticos, la 

carencia de estigmas podri a deberse entonces. ffii'IJ 

estado de preservac: ¡u,-, j c;:jerto~ los 

alacranes junto con ) os c:ent:ipedos ser:ian primeroE 

animales terrestres de los cuales se tiene reqi stro fósil. 

(P~rent:i • j 973; Camac:ho, l 97Lt >. 

Se han encontrado pequeñas diferencias entre 

formas fósiles y las actuales de los alacranes ya q1.1e han 

casi :inalterados morfológ:icamente del 

tiempo gracias a su 

esto. en ocas:i ones. 

gran ~·-•--..L-L...,:. , ...... ~,... 
c:tUC!\f-' "-~-,,., ... - --···· c:>r:: o J óo i r.: a : por 

.f.ósi les vi vi entes 

<Meglisch, 1981). Los aiacre;,.118-S tit:tt:::-: !a c:~r~r:terl.stica de no 

ser especies intermedi3s en la evolución an:i mal s:i no que• son 

el resultado de una línea totalmente independiente dentro de 

los artrópodos que ha si do capaz de resi s't. :ir rambi os geC"tl óqi e-os 

durante millones de a.Kas sin d•r 1 ugar a n1.\evas formas <Vachon, 

1953>. 

Los alacranes son 

pertenecen al orden Scorpionida compuectn por seis fami Ji as: 

Buthidae, Srorpionidae, D:i pl oren-tri dae, C-:hi'<c-ti ci.;:1e, 
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Bothriuridae, que es la familia grande con más de 

qui 11:í e11tas espec:ies l é1S 

cuales, alrededor de 25 se consideran dañinas al hombre 

<Bucherl. 1971; Shul ov y 1 evy, 1978). 

Los alacranes se localizan en 1 as zonas templadas 

correspondientes a climas tropicales y ~11htr-npicale:>~ 

hemisferios terrestres. La distribuc)ón qeoqr á-f j e a de las 

especies extremadamente tóxicas es para los qéneros Anrlr nr.ton11s. 

Leiurus, Buthus y Heterometros: Europa meridional, el Morte de 

Africa, el medio Or.i ente e India; para el género Centn1rni cies: 

una área del sur de los Estados Unidos y México y para el género 

Tityus: Brasil y lrinidad y lobago C Bazolet. 1 i 9·7 :1 ; Bl ir.her l , 

En Méx:i co~ los alacranes venenosos presentan 11na 

amplia distribución en zonas tropicales y subtropicales de la 

o~-.!s..:--• _.._ __ ... --, ...... -a-~e. .:&--~-= - .. -··-- -· __ __., '_ ... ___ •• .....,_ .. ri~-= ---
... ··--· • ....... •r·- _,. ...... _ ... ,_ .. _. ! e 

sierra Madre Occidental y por el Eje Volcánico. 

Los est.udi os taxon6mi cos y biogeográ+iros de l ns 

alacranes mexicanos se realizaron, casi en su totalidad, por 

Hof-fmann entre lo=- aríos de 1930 y 3939; ~in embargo, hRsAnrln~e 

en la comparación de las carac:terístic:as eiectroforét.ic:as de los 

venenos, se ha demostrado que a) gunas rle la 

descritas con anterioridad son artificiales <Stahnke, J971) y 

por lo tanto, se requieren est1•.di o~- más c-e>mpletos 

sobre taxonomía y distribución geográfica. 

En virtud de que no existe un est11di o poster"i or Rl 

respec t.o, puede decirse rp 1e hay en Mé~: j r.::o sej s espec:ies de 
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alacrenes peligrosos perteneri ent.es al qéner o 

l~n4' 4=m:.nn. . - -·- . . ·-· ...... .. 11i ~t.ri buci ón geográfica se J nrH ca a 

continuación: 

Centruroides sc:1tlptt1rat11s: lor:.;oilizadr> en Pl enr de 

Arizona y norte de Sinaloa. 

- Centruroides suffussus c:on dos sutlespec:ies: 

a) C. suffussus suffussus chiaravigli 

al norte de la meseta central de México. 

b} c. suffUSSHS SllffH!;;Sllt=. lor~l:i-z..-dc> 

al sur de Durango, norte de Zacatecas y este de Sinaloa 

- Centruroi des noxius que habita en el e~tado de 

Nayarit y sureste de Sinalaa 

Centruroides l :i mpi du~ con dos st tbespec: i es: 

ai c. i. i tnµ í tit.ts .. , --- , -"·--
.t .!. UlfJ J. U•.t."'=t 

encuentra pr:inc::ipalmente en la cuenc:a del ri o Bal s<.'ls, en el 

estado de Morelos, sureste del estado de Héx i co, sureste de 

b > C. l i mp:i dus tec:omanus que hab:i ta en 

el estado de Colima. 

Centruroides elegans con dos 

a> c. elegans insularis que se 

encuentra en las islas Marias. 

b) c. elegans eleqans q11e habita 

en dos regiones geográficas separadas: la primera de 

ellas corresponde al norte de Jalisco, áreas costeras Me NAyarit 

y al estado de Si nal oa; la seg linda zona corresponde a 1 a 

región costera de Guerrero y parte de Oax?ca. 
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Centruroides infamatus se localiza en el centro 

.Jalisco y una pequeña área cercana a .Jal epa en el estado de 

Veracruz; cuenta con dof\ subesroec:i es: c.:. :i nfRmad:11F> i ntR111¡;¡t11s y C. 

infama.tus ornatus <Hoffmann, 1938; Díaz-NáJera, 1970). <Ver fig. 

1 ) 



l.. c. 
2. c. 
3. c. 
4. c. 
5. c. 
6. c. 
7. c. 
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u 

D~ibuci.6n g~áfica de las especies más 
pe~grosas del genero Centruroides en la RepThli 
M=xicana. ( H:>ffmann, 1.938 ) ca 
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DE 

MEX ICO 

GUATEMALA 
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- Anatomi. a General 

l.os al ac-r anes son 

promedio de 3cm. a 9 cm. de longí tud. Se sabe 

escorpiones dE>l S:i l •\r:i c:o al c:anzarnn l ongi t.t1der. de 44c::m. ~ Bb rm. 

< Meglisch, 1981 ). 

El cuerpo del alacrán consta de un prosoma r11hierto 

por un sol o capara-z ón y un opistosoma con seqmentos separados, 

este l'\l t :i mo, consta de un meso::-oma i=tnc-ho < pre~bdomen de !=iete 

segmentos, v un meta soma estrecho post.abdomen ) de ci neo 

segmentos que t.ermi na en un agu:i j ón. 

Las coxas de las patas oc::Hpan Ja mayor parte de la 

superficie ventral, excepto por una placa media, el esternón. Los 

quel i ceros son pequei'\os. ·tr; arti cuJ a.dos y quel ados, prO)'ert~ndose 

en cii rece i cin .. - ·- -·-.: ---
~·· Lt::!'I .a. '-'1 e: a par a:::: ón. Los 

pedipalpos son los apénd:i c::es más grandes y forman nn par de 

pinzas destinadas a capturar sus presas. 

t:::n preai:n-iume;.1,, ~ -- -~.: --
~ \.#\,. ~ .. "--·· 

genitales sobre la cara ventral del primer segmento abdominal. 

Por detrás de las placas genitales y adherido al 5eq11ndo segmento 

abdominal, destacan un par de apéndices sensoriales conocidos 

como péc.tenes o peines, característico~ de lns Ala~ranes. En c:ada 

uno de lo~ segmentos abdominales, del segundo al qujnto, se 

observan sohre Ja cara ventral un par de hendiduras transver·sal es 

C espiráculos que se abren en los estigmas o p11lmones en 

"libro". 1 os segmE·nt.os correspondientes · al 

no tienen apéndices; el último, denominado telson, es portador de 

Ja abertl\ra anal sobre la c:ara ventral pe>~ter·; or y t amhi P11 
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sostiene el aparato punzante característico de Jos 

alacranes. <Megl:isr:h, 1981). <ver ·fig. ?) 

Ei -·-----Cll.1.c:;tl.'\...t C"-t• .¡..--· An'loll"'!!rt.-+ r'\ 
"'--'":1 ...... ···-· .. --

c:onst i tu:í. do par un epii"elio C".L\b:ic:o !?\lmp)e rec11hiPri"n pc-r 11n~ 

qruesa capa de c:utic:ulc::, dichos elementos celulares vierten su 

. secrec:i ón a canales que atrav]esan la cut :í r:lll a, est.o!?'> re\nal es, 

permanecen intactos o se rellenan de material cuticular 

const:i tuyendo p:i 1 ares que proporc::i onan mayor r:i g:i dez P!?'t.r11c:t1.1ral 

( Sámano et. al.,1964 >. 
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Fig. 2. 

12 

c;¡enl to 1 

A 

venenosos 

Anatomía externa de los alacranes. A. Vista ventral 
B. Vista dcrsal; c. Esquema de una secci6n longitu
dinal del telson mostrando la musculatura. 
(Tomado de Meglisch, 1981) 
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- Morfo) ogi a, H:I stol ogí a y Func:i en del Aparato VenenoF.o 

Las glándulas venenosas del alacrán estan situadas en 
... 

el extremo posterior del metasoma, en el Snterior del tels~1~ el 

c:uaJ , está const i tu:t do por- una porci on bulbosa < J a ves:í c:ul a o 

ámpula> dentrt:'\ de Ja cual se aJoj.=i;n 11n par rie ql c'\nrf11l as y eJ 

agu.l jan, aculeus o conducto por el c:ual atraviesa el veneno para 

ser inyectado <Stanhke, J978). 

En ia base de la vesí c:11J a pecH r11J f.""I r.nye> 

tamaño varía dependiendo de la especie; en Ja base de este 

üii:imo. se encuentran las papilas anales y 11na p] acc:1 c¡u:i ti noi;;,;1 

llamada placa pedicular.En la D<':lrte dista! de la 

local :izan dos cerdas s:i mpJ es a part:i r de ) as c:ual es E="-e c:oni;;:i der a 

que comienza el aguijón en cuya base presenta un diente 

subac:ulear bSen desarrollado en Ja espec:i e Centruroi rles no~:; 11s 

Hoffmann <Sámano et al, 1964; Gómez, 1963; Ruiz, 1963) CFig. 3a>. 

Comn el resto del cuerpo, eJ teJPon t amhi én 

enc11ent.ra cubierto de cutícula .que a este ni veJ esf:a bien 

desarrollada. la cutícula es t. a 

l::Uperpuestas: 

La ext.erna o ep; c:ut i cul a. 

La media o exocutícula relativamente rígida. 

La interna o endocut.ic:L~l a di v:i d:i ria en 11na pc-orC'.iór1 

exuvial constituida de capas sobrepuestas de quitina y formada 

después de Ja muda, y otra preexuvi Rl formada antes de J r.o 11111rf,:;i. 

El nócleo de la cutícula la forma la asociación de la 

e}:ocutí cul a con la endocutí cul a (Góme;;: • j 96:~; Dent • 19·¡9). 

"El tejido glandular se enc11entra 



simétricamente dentro de Ja vesícula r.:nni::.tit.11yenrln do!?: ql #lnt:l11l ¡:¡¡:; 

ovoides iimi~adas en su parte ~uperi0~ 

la inferior por una fuerte t~nica los 

apodemas de la cutícula por la parte superior de 1 as paredes 

laterales envolviendo a las glándulas solamente por el lado libre 

de quitina. Las glándulas oc11pan toda la longitud de la vesfcula 

dejando en Ja región super:ior un espacio amplio lleno cie veneno 

y linfa" <Sámano et al, 1964>. 

La glándula es t. a c:onst:i tni d;:i un ep:i tel i t"I 

d:lspuesto en dobleces a manera cie veiiosi~adas 

superficie epitelial nna est.r11c:t 11r a ar.inar· 

{Mazurkiewicks y Bertke, 

formando 

.!972). De acuerdo a la cantidad de 

que presentan las glándHlas p\1eden 

clasificarse en primitivas o embrionarias, cuando poseen pocos 

dobleces y en defin:it:ivas cuando la estructurR 

basada en el esb1dio del 

desarrcllo de glándulas venenosas en d1:teren+ es 

alacranes <Pawlowski, 1914>. 

De la parte anterior del teison se ¿;} 

interior de la luz glandular algunas vel l osi t1ades ql.le recorren 

l ong:i tür1i nal mente toda la ve1:;:í r:11J a~ ci:i r.IH~F- vel l o¡::;i d:-rlei:= pr eRent an 

ramificaciones transversales; desde la porción qJ'3nd11Jat· Jjbre de 

cubi erts musc\1) ar se presentan proyecci nnes 

J ongi tudi nal 

ocupan casi 

de 

la 

la vesícula, de este modo, 

'totalidad de la cavj dad 

eje 

l~s vellosidades 

11n espac-in 

reducido en donde se vierte el veneno <Martínez, 1964). 

El epitelio ql and\\l ar· l lrt:"I 
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m~mbrama basal nue se adhiere íntimamente a la superficie interna 

proyectarse hacia la cavidad qeneral formando ramific~ciones. Las 

c:él ul as son es l; ndri cas y -forman un epS t.eJ jo sj mpl e; s11 al tura e!=-

de 100 micras aunque varia segón la especie <Sémano, 1964); 

poseen nt\c:l eos redondos, adyacentes a l B memhrani'\ nasal g el 

aparato de Golgi form~ un retículo colocado cerca del nócleo y 

nrientado hacia el polo secretor de la célula, además, presenta 

microvellosidades en su borde libre. Los productos de secreción 

parecen ser almacenados en gránulos U::lucher:; , 

observarse gránulos finos, medianos y grandes que se tiñen de 

azul obscuro con colorantes metac:romátic:os. CC'\da ii:élula r.ontine 

trn solo tlpo de gr~nu!o <Ke~~·n y Lockwood, 1971>; varios autores 

asumen que estos gránulos c:ontSenen veneno. 

Entre las células epitelialeu se encuentran otras no 

secretoras, :; as 

descritacs por 

-··-- ... ~':::J-'-· --~- .. 

Pawlows!!y ( 1926} 

nasal han sido 

como células cie sopor \:.a 

<Stutzel len>, por Buc:herl < j 964 > como c:é) tü as 

<Ersatz > ~ y como células mioepiteliales por Sémano et ai "• -1 A'\ 
\ 1 '70""T, • 

En base a ti nci ones met.acromáti cas uti l j zando azul de tol u:i ril na~ 

se han descrito dos tipos celulares mucosos independientes de los 

que contienen veneno, uno de ellos c:on glóbulos de var:io~ tamaños 

y el otro, con un contenido amorfo < Keegan y Lockwood, 1971>. 

La rel ac:i ón entre la produc:c:i ón oel veneno y las 

células productor· as del mismo ha sido discutida por varios 

autores: !<llbt."lt. B, jC,18; Bucherl , 1964; Sáman["I et B) , J96.l4; 

Probst,1972; e~te último piensa que la secreción se forma en la 
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para ser arrojada hacia el lumen después de que las células 

adyacentes han vaciado su contenido. De acuerdo con él Ja m;sma 

célula es capaz de producir veneno varias veces, es decir, son 

esencialmente glándulas merocrinas cuya secreción es prodnc:to 

del metabolismo celular y se expulsa a través de su membrana en 

vesiculas de modo que la célula se mantiene ; nt.eqra y sin 

pérdida de citoplasma; sin embargo la mayoría de ios e1•tLwr-es 

nc11pa rrimo 

apocrina en las cuales el citoplasma celular se incorpora a la 

secreción. Basándose t.\n i e amente en c:ri teri os mnr-fol ógi e.os 

<Sámano et al., 1964; Bucherl, 1971) se considera que la 

actividad secretoria consta de cuatro -fases: 

Fase de reposo: en la cual las células presentan 

citoplasma homogéneo. 

Fase de el aborac:i ón: con células q11e pr esent an 

en su parte basal numerosas granulaciones finas muy uniformes. 

Fase de acumulación c:arac:teri zada por la t"ldopci 0!1 

de una forma celular similar a la de un cáliz originada por el 

almacenamiento de grandes gránulos en el citoplasma.· 

- Fase de expulsión: en la que el veneno contenido en 

los gránulos sale de la célula junto c-on pequeii·as cani í dact?;;:; 

citoplasma. 

El lumen de la glándula SE ha propuesto como un 

reservorio de veneno ya que se ha observado abundante material 

membranoso unido a vesiculas <Mazurkiewic:ks y Bertke. '~~2J. 
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El proc:eso de i noc:ul ac:i ón del veneno deJ aJ ac:rán está 

---~~-~---~- --- ,_ ~ ....,. 1 '-' .1 \.... .l. \. •t t C"' t..I L' J • ~.•1 .1 C"'I. rt-ir=. r- ,=:1.n.:31.c 
~- ~ --· -- -~, -·· -

1 ongi tudi naJ y otra circ:uler>, esta ac:ción comprime al epitelio 

glandular en contra de la c:ut:icula forzando, ne esta ffic"ner.-=1, 

e:xµul si ón del veneno a través del aculeus, el c:ual, est• formado 

por un par de c:onductos revestidos por una c:apa de c:él 11] as 

c~tboi dales di spt1esta sobre 

recubiertos por una capa quitinosa 

mPmbrana 

( Bue her j , 

basal 

l o-·• 
, I J ' 

delgada y 

• ,c,-,o \ .,,,,J,, cnn-forme se acerca el 

extremo caudal del acul eus; la d:i smí nuc:í ón progre~i va ele S\\ 

di~metro explica la incapacidad de generar un flujo retrógrado 

así como J as presiones elevade1s que SE' c:rean rlur i'n't e } i'!I 

inyección y ex pul si ón del veneno; es probable que los 

componente!;=. se me:: e: len durante es-te l\ J t.; rno prnc-eso romo E'J 

resultado del rompí miento de la vesículas r.1eterminado por l~s 

factores de presíón y flujo antes y 

Befftke, 1972} 
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Fig. 3. Aparato vene"noso de Alacrán. A. Telson compuesto de 
(1) Aguij6n o Aculeus; (2) Tubérculo subaculear; {3) 
¡i,.mpolla o vesícula;(4) Apertura del canal del veneno 

B. Secci6n Transversal a nivel de la apertura del ca
nal. e.Amplificación del aculeus. D. Sección transver 
sal que muestra los canales del veneno. E. Sección -= 
transversal que muestra ambas glándulas (5j del veneno; 
(6) Músculo estriado; (7) Cutícula. F. Glándula venenosa 
removida del telson. (Según Stahnke, 1978) 
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- Venenos Animales 

En la nat.uraleza existen una gran 

espec:ies animales que poseen venenos, de'Sde orqo3nismos 

un:i cel u1 ares hasta mamíferos. Est.a b:i Pl óq:i ra 

<producción de veneno), es acompaff ada por qran 

de diseños anatómicos adecuado!=- a ) as ner:es:i d<'Jdee:. 

de formación y liberación de sustancias tóxicas. fambién son de 

gran d3versidad los efectos patogénicos de los venenos. Dichas 

diferencias son la expresión de una composic:ión quimic~ variada: 

algunos compuestos alif~t:icos et r. ••• > y 

cíclicos ~+eno1es, y quinonas; ------~----::;)l:::'t-1 '11:'1-. A,_,, t-.;;;'::) 

defensa en artrópodos; ] os al cal oi dee:. de 

triterpénica-esteroidal son característicos de los venenos de 

los péptidos son comunes en Ja serrecj ón i.eqttmen-i: .,., j"" 

de anfibios, en venenos de serpientes y de alacranes; compuestos 

glucoproteicos son secretados por algunos dinoflaqelados <Miranda 

et. al, 1961; PavRn y Dazzini 1971). 

Estos compuest.os no aparecen como c-con!=>t i t 11yente~ 

únicos en los venenos, sino que forman parte de una mezcla 

heterogénea la C:Llal explica la diversjdad de los efectos 

patol ói;ii cos; así tenemos que algunos componentes tienen efectos 

sinergistas ya que poseen una acción semej.;:1nte especifica sobre 

un tejido, v. gr. la lisis directa de eritrocitos debida a la 

acción sinergista de la fosfolipasa A y el fac-t.or l:ítir.o dir·ecto 

en los venenos de serpientes y de abejas <Slotta et al., i967>. 
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penet r <'Ir i c.'ln 

facilitada de componentes tóxicos por otros no tó~dcos, caso que 

se puede observar c:on el veneno del alacrán Mi3sti qoproc:t11s el 

cual contiene ácido acético, ácido caprílico y aqua, mezcla 

sirve como solvente permitiendo la penetración y d:i f11si ón que 

de los otros 

Dt:-sde 

componentes del veneno < ZJ. oti::i n, 1973). 

el de vi st~ el 

sustancias químicas con propósitos de defensa o para la obtención 

de alirnentc,•s p11ede ser c:onsider~dc-1 como una solución eficiente rie 

ahorro energético. De hecho, la amplia distribución de estos 

mec:ani smos en e) reino animal es una e}:presi ón del enorme VC\'1 or 

que tienen par.a la supervivencia por lo que se Jes considera 

como mecan; smos evo:i ui:i vos convergeni:es. Si encin .,.s.; ""¡_, t-;;¡-1t-i' ,;;.;· i;;;.. 

encontrar una relación selectiva entre las composición del veneno 

y su actividad contra organismos que habitan el amtli ente nr>t11ral 

del animal venenoso, sin embargo, la mayoría de ~os venenos de 

reptiles, alacranes y arañas tienen una potencia letal para 

mamíferos y artrópodos e inclusive p.ara organismos unicelulares 

< .Johnson, 1966 > ; en estos casos puede pensarse que la le-tal:idad ?-

diferentes organismos se debe a un mismo facto~ o factores del 

veneno que afect.an a un tejido esenc:i al 

-fisiológico común a todoi:; los org_ani smos o quizás 

factores que af ec: t-. an sel ect.i vamente diferentes 

organismos. La evidencia experimental apunta hacia 

Hn 

a 

eJ 

proreso 

diversos 

de 

sequndo 

enLtnc:i ado, así por ejemplo el estudio del veneno de 18 especies 

de alacranes demostró que tenían actividad letal para ratones, 

mi entras C'JL•e indujeron paráJ; sis en ; nsert.os <.'.lohnson, 1966). 
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Se sabe que los escorpiones son principalmente 

dPmostrado que los antiguos alacranes euriptéridos vivieron en 

estrecha con algunos vert.ebrac:los romn pee-es 

ostracodermos y 

posi bi J i dad de q11e 

pl acodermos <Romer, 1977>, esto suqi ere 1 a 

el fenómeno de sel ecti vi dart cie 1 ~'!"' tn~:i n"'F-, 

represente una adaptar.:i ón química a cambios en J as fuentes 

alimemt:ic:ia!;; ó en las especies predadoras durant.e Ja evC"tl t1c) ón. 

En la actualidad, el estudio del fenómeno de 

las toxinas~ 

experimental 

ha permitido 

en el campo de 

su apl i cac::i ón 

la Biología. 

selectividad de 

CUii1G 
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- Venenos de Alacranes 

El problema médico que representan los venenos de 

los alacranes fue, durante mucho tiempo, la mot.ivación pt·i.ncipal 

y el único propósito de i nvesti gacj ón sobre el r:amrio. En vr.r·j as 

regiones del mundo tale!:. como México <Mazzotti y 

<Balozet~ !971) y el medio oriente (Sh1.1lov, 1955> los alacranes 

representan un problema de salu~! sin 

los servicios médicos ha reducido !a morbilidad y mort aJ i dad 

causadas por la picadura del alacrán. 

Hoy en díª• las toxinas ne estos !"f"ol 1 

utilizadas como herramientas en el estudio de procese:; 

como ~uentes potenciales 

obtención de agentes terapéuticos nuevos y como bases para el 

estudio de relaciones zooecol ógi c:as, de comportamjento y 

El veneno de alacrán obten:ido por est:i mu) ~c:i ón 

manual o eléctrir.:a del telson CBucherl, 1971; Zlotkin et al -

1978; F<ochat, :1979) e!?. un;:;i s11st;:1nr::i a opalescente y ne t"lJ"larj enr.:i ~ 

lechosa con un pH aproximado de 7.0; una vez disuelto en agua se 

puede separar por centri fttgac:i ón nna :i nsoJ uhJ e <no 

tó>:ic:a> constituida por mucoproteínas y desechos aparentemente 

membranales, y una porción forman a de 

componentes con naturaleza polipeptídic:a y en menor prnporc:i ón 

por amjnoác:idos libres. sajes inorgánicas, lipidos y n11rleótidoE<. 

La actividad enzimática del veneno del alac:r~n es pobre, sin 

embargo, h?. ;;.:ido í'DS:i bl E' detectar la e>}:j st.enc:i ;=. de h:i f.11 nre>ni das?. 

' i ¡ 
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1 
(factor de penetración y difusión>, -fosfüllpa~;; • 

¡ 

1 fosfomonoesterasa, 5'-nucl eot.:i dasas y fosfod:i ester-asas en algunas 

especies. <Tu,, 1977>. 

La ac:c::i ón 1 et.al del veneno i;:.e at.ri b11ye a una i;:.er·:i e 

de pollpéptidos que difieren en su grado de toxicidad y 

composi c:i. ón de am:i noáci dos. Aunque e~(; sten amplias variaciones 

entre !e •nxicidad del veneno de las diferentes especies de 

alacranes, suele observar5e una sintomatoJogía similar en las 

victimas que han ~i.do inoculadas; esta sintomatologia se debe 

principalmente a la respuesta del s:ist.ema nerv:ioso autónomo ante 

el agente agresor, la respueta est~ constituida de las 

siguientes dolor 

local intenso e inmerliato, entumecimiento de lengua y 

garganta, hiperexc:itabilidad, 

lagrimeo, midriasis: en casos f~i- n-Fnbi a~ 

distensión gást.ri ca, t aq11i cardi;;;, arr:i tm:i as, hipertensión 

seguida de hipotensión, convulsiones, contracciones m1.1sculares, 

parálisis -f)~c:c:ida acompañada de tet.ani a en m:i emhros 

inferiores, disnea y finalmente, sobreviene la muerte por 

parál j sj s respi rator:i. a que puede ocurr:ir desde unos c:11ant.os 

minutos hasta varias horas después de la picadura 

<Br~vo-BecherelJe y Mazzotti,1961; Flores~1963; Bal ozet. • 197:1; 

Zlotkin, 1978; Possani, 1983). El e-fecto y la 

potenc::i a del veneno dependen de di verso!:' fact.ores al g11nos de los 

cual es son: 

Depenrljent.e~ del alacrán: esrerie, rRpacjd~d y estado 

ft 1nc; ona J de 1 as gl ánd11l as prorJ11r:tf'.lrac: del .1 i'J dosis 

-:.::··> 
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inoculada. 

previo, sensibilidad específica hacia el componente tóxJ~o del 

veneno y el J11gar de 1~ p:ic:adura (Hoffmf'nn, 19~-!>B~ Flnres, 196'..S). 

Una medida cuantitativa de la y/o 

letal i dad de los venenos de alacranes es l~ rtosi s letal media 

'º' 50)' est~ rnerlida varía d~pcndiendo de ec;;t11di ada, 

de la cepa de ratones ut. i J izada así como de vía de 

tabla I se muestran las DL 50 de lB espec::ie~ de al ac:r·anes 

probadas en ratones y larvas de mosca utilizando el mismo método, 

se puede observar que las especies más potentes son el alacrán 

africano Leiurus quinquestriatus y el mexicano Centruroides 

nox i us. <Ver 1 abl a I > 

El a:i sl a.miento y carar.terizacíón de J ai;:; di versas 

to~!inas que constituyen el veneno del alacrán fueron posibles 

gracias téc:r~i rae:=, 

cromao.tográficas ne filtración en gel y de intercambio iónico, as:! 

como de eJ ectro-foresi s y del análisis y sec:uenr-i ac::i ón de 

aminoácidos; de esta manera, 1 a solubi l i zaci ón en agua o en 

buf;:er <sol uc:i ón amorti gl1adora> del veneno seg11ida de 

centrifugación y de análisis 

sobrenadant.e correspondiente, 

-----~·-·--~- ---~-µr Ut-t::'U.LIU'-t::"ll'-'-' .._,_,,.,._.,,, ---...,,_., ........ !e 

cromatográfico en columna,del 

se ha convertido en el 

-••ri .r.; r-.::i.r-i ñn .....--· - . - --·-- -·. de ~r:>c:; r:omponentes 

tó::icos ( Miranda, l96l; Zl otkin et_ al., :1978). Gracias a los 

métodos mencionados, se ha podido encontrar que las toHinas del 

veneno son proteínas sol ubl e9. en ag11a, prec::ip:itahles por 
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TABLA I Dosis letales medias (DL 50 ) sobre 

ratones y sobre larvas de moscas de 

diferentes especies de alacranes. 

Especie de alacrán 

L. auinauestriatus 

c. noxius 

A. a eneas a eneas 

A. mauretanicus ~-
A. ~ustralir. 

c. ~~ 
A. crassicauda 

Tityus. serrulatus 

Buthiscus bicalcaratus 

e. ,1:.i.ll\:Pi:C!?~ tecomanus 

A. amoreuxi 

Buthacus leptochelis 

B. arenicola 

e. ~ulpturatus 
B. occitanus paris 

Buthotus minax 

Parabuthus transvaal.icus 

DLSO rng/kg 

en ratón 

0.25 

0.26+ 

0.31 

0.31 

0.32 

ú.39 

0.40 

0.43 -1. 2sí 
0.60 

0.69 

0.75 

0.77 

0~90 

0.99 

1.12* 

4.15 

4.25 

4.25 

fornado de Zlotkin y col. (1971) 
Tomado de Possani y col. (1977) 

+ Tomado de Dent y col.. (1980) 
* Tomado de Stahnke (1963) 

DL
50 

mg/kg 

en larva 

2.2 

o.s 
4.7 

2.9 

-- ... .;;t,lf:,. ~ 

6.8 

21. 7 

0.7 

2.2 

3.6 
"'·0 V•_, 

º-· 7 
0.7 

0.3 

3.0 

3.5 
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acetona y de comportamiento básico en la electroforesis y en 

n~ intercambio iónico a pH ácido. 

La purificación de las toxinas del veneno de 

alacrán no es un tarea fáci 1 dado la semejetn:za de pesos 

mol ec:ul ares y propiedades fisicoquimicas que presentan, 

sin embargo, se ha J agrado hasta Ja fecha Ja pur:i fi cac::i ót1 de 11ni'ls 

cien toxinas aproximadamente, de 1 as cuales, 2~ ya han sido 

secuenciadas en &u totaJidsd y de 33 m~s se c:cnoce la 

!='""rc:i al del extremo ami no terminal <Possani, 1982,1983). Entre 

los venenos que estan mejor caracterizados se enr.11entrtln lo:. rte 

las especies de alacranes oriqinarias del Mor te de Africa 

CAndroctonus austral i !";' A. mauretani cni=;, But.h11!:=> oc-c:i natu¡::: 

B. oc:c:inatus tunet.anus y Leiurus quinquestriatus quinquestriatus) 

de sudameri ca Cíi i:.yus 

<Centruroir1es scupturatus, c. suffusus su-f-fusus, C. limpidt\S 

limpidus, c . ] i mpi d11s tec:omanus~ c. elegans y c.;. 

Hoffmann>. 

En general podemos decir, que las toxina~ de los 

venenos de los alacranes es tan constituidas por cadenas 

polipept:ld:icas simples relativamente peque~as. 1 a mayor parte 

formadas de 60 a 74 aminoácidos <a.a.> y al q11nos pépt. j dos más 

cortos de 36 a 39 a.a. <Possani et al"• J9BL> 

Los aminoácidos más abundantes (5 a 10 en cada 

toxina} son 1 i si na - cisteína, t:iros:ina y en menor 

fenilalanina e isoleucina en algunas especies (1 a 2 a.a.> o 

+enilalanina e h:ist:id:ina. a met i oni ne1 es 11n a.a. q11e r·ara 

s~ presente en las toxina de alacrán (Posseni, S98~>. 



28 

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

Grupo 

e.n. 
e.n. 
e.n. 
e.n. 
er.s 

l. 
C"~s 

ess 
es E 
e.e. 
C!IE 
e"E 
C!!f; 

T .. s. 
2. T .... 

R.B. 

1\1911 

l\aH 
3. l\e.H 

l\all 
Anun 

Dom 
Dom 
Bom 

4. 

Bom 

l\aH 
LrJq 
1\!'!'lm 
nr1t 

5. 

Dot 
Ucp 

Lqq 
/\mm 

Bot 
6. Bot 

!!':'t 
Lqq 
Bo.r 
n-... · -- ... 

7, '=. ~. 

e. Aall 

Be 
Amm 9. 

-------· _ .. 

II.9.2,2 
II.14 
JI.)3 
II.10 
11 
llI 
I 
I 
Il.6.3 
vl 
v2 
'!:! 

llI-10 
III-8 

IV-5 

I' 
I" 
III. 
III 

IV 
VI 
PI. 

11 
V 
V 

III 
Xl 
MIO 

IV 
VI 

II 
I 
V!!.! 
III 
I 

-~ 

!!-11 

IT 

IT 
P2 

KEGYLVOXNTGCKYECLKLGDNDYeLRE.c::KQQGYKC/\G(;YCYAF-----AC"riC ••• 
l<DGYLVUllK-GeKKNCYKLGKNDYCNRECRMKHRG ••• 
KEGYIVOYHOGCKYXeYKLGD!l!JY ••• 
KEGYLVNXY ••• 
KF.GYLVSKSTGCKYECI.KLGONDYCLREeKQQYGKSSGGYCYM-----ACWC-TllLY-EQIWVWPLPNK-TCN 
KEGYLVSKSTGCKYECLKLGONDYeJ,RECKQQYGKSSGGYCYAF-----ACWC-EALP-DHTOVW-VPNK--CT 
KEGYLVSKSTGCKYECLKI.GDlllJYCL ••• 
KOGYLVEK-=<:l:KTCYl'.LGEllDl"CNRECKWK!IIGGSYGYeYGF-----GCYC-EGLP-DSTQ'iWPLPNK--CT 
KECYLVBllS1'C.CKYECFKLG!ll1DYCLRI:CP. ••• 
KEG'il.VJ<J<SDCCKYOCf"WLGKllEllNTCECKl\KNQGCSYGYCY/\F-----ACWC-EGLP-ESTl:'TYPLl'NK--es 
KEGYLVNKSTGCKYGCI.KL<ol·:NEGNKCCel<AKNQGGSYGYCY/\F-----ACWC·•CGLP-ESTl'TYPLPNK--CS~ 

!'.!":GYLVK!":SDGCKYGC'!.KL-GEN!.:t"";!:DTECY-1\?-:.."'!QC-GS~CYCY,.~-----~~C-EGL!'-ESTP'!"YPLP?-!?':-SC 

KEGYLMD-llECCKLSCf;-llU'SGYCCRF.CGIKK--GSSGYCl\WP ••• 
IC.EGY l\MD-llEGCK.FSCF-I lU'llGl'CDGYCKTllLK-1\SSGYCl\W ••• 
KKDGYl'VC:-YDNCl\YicW-NYDlll\YCOKLCKD-KK-hDSGYeYW, •• 

KRDGYZVYPN-NCVYllCVPP-----CDGLCKXN-GGSSC".SSC-FLVPSGLhCWC-KDLP-DNVPIKDTSruc:--CT 
KROCYZVYPN-NCllYllCIPP-----CDGLCKK.."l-GGSSGSSC-FLVPSGLAC:WC-XDLP-DNvPIKDTSruc:--CT 
KRDG'llVYPN-NCVYllCVPP-----CDGLCKKN-GGSSGSSC-FLVPSGLl\CWC-KDLP-DNVPIIWTSruc:--CTR 
VRDGY:IVNSK-NCVYHcvPP-----CDGT.CKKN-C:l\K!':C:,:;-cc:FJ.TP!':C:T.ACWC-VA!•P-D!NP!K!>PSYK--CHS 
GROGYIVDTK-NCVYllCYPP-----CDGLCK. • • . 

GRDGY :r AQPE-llCVYHCFI•GSJIG--COTLCKEK-Gl\TSGX-CGFLPGXXVA ••• 
GRDl\YYAQPE-NCVYECl\KNSY---CNDl.cTKX-Gl\TS:oY-CXW ••• 
VRDllYil\QPD-NCVYllCAKDMY---ClmLC:T ••• 
GRO!\Yil\QPE-NCVYECllKSSY---CNXLC ••• 

VKDGYZVOl:>V-NCTYl'CGR---NllYCNEECTKL-1'.t:!:SG-Yet;!WllSPYGNllC:YCYK-LP-DllVRTKGPGR---cH 
LKDGYIVDDK-t'CTFFCGR---Nl\~-cNm:CKl:K-r..GF.5G-YCQWllSl'YGN1\C:WC'tK-Lr-ORVSIKEKGn---CN 

LKDGY:I IDDL-llCTl'l'CGR- - -N1\"ICP!>l:CFJCK-GGESG-YC\:l·IM;PYGN1\CWCYl:-LP-DRVSI !ml<r.P.-- -CN 
V!:DGYIVO!lR-NC."TY~·cm~---llllYt:1:i;i,.CT;::L-l<GESG-YC1;;~w1.sPYG"ll\CYCYY.-VP-!lltVm·KCl'GH---CN 

Ll:rx;y zvoon-ric;·1·n·cGT---Nll llCHt;E<.:VKL-Y.Gt;; ••• 
VRDG'/ Il'.DDK-~/\ YFCGH---tll\Y CUl.':);CI: Y. · -<.:llFSC-KCWY ACQYc;.r.lACWCYK-LP -C»NPl KQIWSGK-C!'l 

GVllDAY:I/\DDK-NCVYTCGS---NSYCNTECTKD-GAESG-YCQWLGKYGNl\CWCIK-LP-OKVPIRIP--GK-CR 
D/\RDGYIVQPH-NCVYHCGK---NPYC ••• 

GJtDAYl:AQPE-NCVYECAK---N~YCNnr.t:"'MCN-t:AY!=:t:-vr~wt.t:llWc:JJ:2u· .. vr:--r!'!.·ll-r'.l!":'l.'!>!!>.!E".:!".--':~ 

GP.Dl'.Y':tl\QPE-!-lC'r.!EC.'\Q---?!S'rO!Dl..CT!'..D-CJ',TSG-~CQWI..C~Y~~r"cwc-lmLP-nt;"v"PIRI?GK---CitE' ·-·-·--.--. _ ........... - .... _ .... _ .. _ ......... _ .......... - .... '">111o~U'- ......... . 

VRDllYIAKNY-NCVYECFR---NSYCNOLC ••• 
GRGVYIAO!I\.< NCl\Y ••• 

T!! ..... 

K.KNGYAVDSS-GKAPECLL---StriCNN9CTKV-HYl\DKGYCCLL-----SCYCFGLNDDKKVLEISDTRKSYCD'ITIIN. 

HCMl'CFT'l.'RPDHl\QQCRl\CCKGRGKCFGPQCLCGYD 
CGPCFTTOPYTESKCl\TCCGGRGKCVGPQCLCNRI 

C.n. II.9.2.2., II-14, II-13, II-10, II-11 del Centruroidcs noxius activas en mam!feros (Possani y col.; 
1981): Css I, II, III de Centruroides suffusus suffusus acti~ mrunrferos (Gorc!a 1976¡ Zlotkin y col., 
1978)1 ese I activa en pollos de1 Centruroides sculpturatus t;;wlng (Dabin y co1., 1975), CsE v1, v2, v3 · 
variantas del mimo ver.ene activas en inscctor, (Bnbin y col., 1974) 1 T.S. :r::II-10, III-8, IV-5 del Tityus 
::~:-:::-..:!.::.!.:.::: =.::~i""..·.:.:: .:;;: ;:-...::m!!'c.::-c.:; {='vü¡;üni y cvl., l9D:lLi 1 ñ.ai-i ¡, I •, ¡ ~ ~,. ¡¡¡, ¡¡ Oel ;,nOr.oct:onus ountrcii-u 
!lector activas en marn!fcros (Rochat y col., 1976; 1970 abe, 1972) 1 llnH IT toxina del mismo alacrán activa 
en insectos (Zlotkin y col., 1971; Rochat y col., 1979} 1 1\mJn JII, V, VI del Androctonu~ MüU~ctnnicus 
m~urctonicu~ activo on mamíferos1 A.mm P2 pl!pti":lo homól<.190 al De- iT 1.1ctiva. en inscr:tos (Rochat y col., 1979) t 
Be IT del ~~ cpeus activa en insectos (Zhdnvona y col., 1977) 1 Bop I, II del ~s occitanus E!!.!:!.!. 
nctiva en m;unírcros · (Rochat y col·., ·1976): Bol: I, I·I, XII, VIIl, XI del Buthus o~c:i tanus tunntnnus activa 
en mamHcros (l<ochat y col., 1976, l970b, 1979) 1 l.:¡7 JII, IV, V del L<!iurus !l!!.!P'lº""t~ quim1u.,striatus 
actl':" en mon-ffei·os (l<~•.reyan y col., 1978: Roch!lt y cnl., 1976, 1970). Be ~110 d<:l ~~!!!?.!!!!!!.activa en -
••-ia:-uf~·ros (Grlr.hln y col., 19Al) 1 Dom 1, IV, VJ, l:'I d.:l Buthu" ocdt.,nus mardochP.i (Vargas y col., 1982) 
LA"'\:• ..s'°·cuc·ncl.,s rl4.? omlnolicidos se nl:lncnron rC!spcct.o n la posicJóñ°dr."""j';)S·re!.Jic.luon de Cisterna y se asJgnaron 
.3t"ld tr-1rinM~ntC' dclccinnct:J (-). (X) signific11 ~eRiduo no iñcntffl•.:lldo. 
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membranas excitables en sistemas taleB como la placa 

rlo .,.. .:::.+,::a._ -·- . -- .... ,. rfe 

rata, células cardíaca de embriones de pollo, entre otros. <Del 

Pozo et al., 1947; Gómez et al.• J973; .Jover et al., 1978; 

Catteral, 1980; Cárabez y Possani, 1982). 

loxinas que ac:tóan en insertns, romo en el grillo 

de C'-IO::E\r<"lc::ha, etc:. <Zlotkin et al., 1978) 

loxinas que poseen efectos sobFi? c-r11st~cens los 

esten bjPn r~r~cterizAdos <Zlotkin et al-~ 1978). 

Además de las toxinas c:on ac:c; ón r.C"onoc:i d~ F.onre Jos 

canales de sodio, se han aislado recientemente del veneno de los 

alacranes de los géneros Centruroides y 1 i t yus al g11nas t C"I:: i na!:"> 

espec1Ticas para el canal de potasio <K en mami?eros <Possani, 

1982; Carbone et al., 1982, 19BS; S1tges et a1, j9861 

La diversidad estructural y -funcional de 1 as to>: i nas ha 

llevado a alguno!:> autores a postular que est.as moléculas 

representan linsas evolutivas divergentes de un o31ncest:.ro COml\n 

<Rochat. et. al • J970; Pos~ani et. al., 1982). !:.) Rl to grado de 

homología de secuencia sugiere que la conservac i ón ne algunos 

amino6c:::dos 

f1.mciones biológicas de las toxinas dado que pueden const-itnir el 

sitio activo, ser esenciales mRntenimientn de 1 a 

conformación activa o servir para el plegamiento de J.a cadena 

ncu·"\+ .t rf.¡ r.::1ii 
...... -t""' -- -- --· 

en base R Jns datos Rntes 

descritos se ha postulado la existencia de un pol ipéptido 

ancestral c:oml\n <de l ong:i tud menor respec-t.o de la q11e pnseen 1 as 

toxinas actuales> que originó por duplicac:idn gén).ca, no sóln a 



30 -

et ¡;¡, J • ' 1978) J por otro 1 ado, al q1 \nos 

ttna enzima digestiva <seri na-proteasa) l .:i cual dió orjqen a la 

proinsulina y finalmente a las proteínaR tóxic~s. eRto permite 

proponer de una hipersuperfamilia de polipéptidos <Ivanov, 

1981). 



epeci es del 

potente. 

31 

- El veneno del el ac...-án Centruro:I des nnid 11s 

Hoffmann 

E.ntre ) os venenos pr od11c; doi:; por ) as di ferent.es 

género Centruroides, el de c. no:: i 1.1s es el más 

Este alacrán hab;ta en las l omerí as y cerros 

del estado de Nayarit y sur de Sinaloa, siendo además una especie 

endémica desligada del resto de Jos alacranes mexi e-ano!">. Es un 

animal de color moreno rojizo que mide entre 5c:m. y Bc:m. 

El veneno del alacrán C. noxins presenta la DI.. 50 

mas baja de las especies existentes en México siendo de 0.26mg/Kg 

de peso de ratón; es estable y mantiene SI\ t cn:i e i dad 

después de hervirse por cinco minL\tos <Possani et al., 1981>. 

Del Pozo <!947~ l948~ l956) hizo varias observaciones sobre la 

acción del veneno total en varios sistemas experimentales tales 

_e._~"' ~n.-._ -- ~-- .. -·-·-;o m1\sc:t1l o cardíaco y en ) a placa 

estos estudios no di sc:r i minaron 

. --~ ....... ~~ .L----+-;!::. 
't.J ... -· -··--·-·~~ 

e!~men+~~ rlPJ venenc. 

El fraccionamiento y la purificación de los 

componentes del veneno de C. noxius 

real izaron con una primera separac:i ón del veneno soluble a través 

de una columna de Sephadex G 50 t:le donde se obtnv:ieron 1-Ycs 

fracciones: La fracción I consti tui cia por componeni::e= dt> - ...... -
CIJ. '-~ 

peso molecular presentando activ:idad de h:i al 11t oni dasa~ 

frac:ci ón I I I formada por di versos componente;:; de bajo peso 

molecular pos:it:ivns n:i 11hi dr i na ) ¡;\ fr~cci ón :r I 
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cnnst i t-nye eJ 6:S'Y. del veneno recuperado siendo le parte tóxica 

del mi !:me:>. 1 .. c:romatogr af,; a de j nterc:ambi o ; óni C'O en 

c:'3rboximetilcelulosa de esta LHtima fracción,cia como r·e-sult.ado la 

!'5eparaci ón de 1 'I c-omponentes, 9 rle ellos tox:i c:os para 

mamíferos y dos para crustáceos <Dent et al., i982). Normalmente 

se lleva a cabo un tercer paso ~romatográfico para olit.ene.r en 

forma homogénea a las toxinas de las cual~s II-9.2.1, II-9.2.2 

CPossan:i et RJ., :198:1) IJ-10.1, Jl-10.2 y 11-11 (f-'ossan:i et- al.~ 

J 982 > , I I -1 2, I I - i .'$ y I I - 1 4 <Possan! et al.~ 198:tc; Dent, 1980, 

1982) son tó~ic:as en mi entras que los péptido!E' 

II-5 • .5 y I í-6 son tóxicas en crustáceos. La fracci on I I-11 

llamada Noxi 11stox:i n.3 e!:'> la primera to>: :i na e- or 't a C.$9 a. a. > que 

afecta mamíferos además de tener 

-i..:. .r..----.1-........ '~· .,,,;:-.. , __ 

I I y r ab 1 a I I I ) • 

una secuencia de a.a. 

nabla 

En cuanto a la~ estruc:t.ur-.:;i se..-:11ndari a y t.erC".:i c:o.ri a 

SE! ha pociicio estabi~c~r, __ ....a.:: -
nn:::u .a. \.J 

magnét]ca y de d:icroísmn circular <Possan:i et. al., 1981r>, qt1e Ja 

toxina II-9.2.2 posee un 11% de estructura alfa-hélice y un 22% 

de estructura plegada t.:i po bet.a <Watter::. et al., 1982). 

En años recientes se han estudiado los mecanismos 

de ac:c:; ón de al qunao::; +ox; nas de este al ac:rán: 

- Utilizando la técnica de voltaje sostenido en 

a::ón r.alame<r, fue demostrado q11e el c-timptinent e 

II-10 del veneno de c.noxius ac::t1.'.la como bloqueador específico 

revers:ible de l a corr:iente entrante de sod:i ti; esta es 11na 

diferencia importante c::on relación al veneno de los alacranes 
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Norafri canos el rual :Inhibe el e: i P.rre r.lel i'Oti i f"l, 

~rolonaando el potencial r.:te acción - 1 t O~JJ \ ---,. .. ~-~·= 

l.a No:d 11stoxi na 

independiente del voltaje al r.:anal de potas:! o (Carbone et al., 

, 982). Esta es la primera toxina de naturaleza protei C-i'I con una 

secuencia de a.a. corta capaz de bloquear el canal de potasio. 

- Se ha ciemosi:rRdo q;•e la tn~!:ina l!-~(•~?:: hnmól oqa 

a la Moxiustoxina también bloquea selectivamente el canal de 

potasio <Possani et al., j9B2i. 

El componente II-6 es una toxina qne afec:ta a 

crustáceos, su acción se traduce como parálisis reversible 

en acociles y cangrejos <Possani et al., l9Bla>. 

- Trabajos recientes han demostrado que alqunas 

de las toxinas de este alac:rán, pueden tener· ac:r. i ñn r11 st i ni: a 

sobre un mismo tipo de canal dependiendo rje la especie <Sitges et 

al • • 1986 > • 

- Final mente, en ej espec::ie 

nr:>~:i1.11=; se han identificado dos familias de toxinas que se .;>.qrupan 

entre si por sus secuencia!:'> ele ) ar qo de 

cadena, siendo cada una de ellas especifica y !:electiva para 

canal es de sodio o de pot.asi o <Tabla 111 >. Se i gnor·i'I si carla Hn<> 

de estas familias se sintetizan a partir de un precursor o de 

varios preci1rsores (situación que se ob~erva en varios péptidos 

bioac:tivos>. 



TOXINA 

II=-9.2_2 

II-10 

II-13 

II-14 

II-.il 

II-10.2 

TABLA III Secuencia de aminoácidos 

de las toxinas del alacrán 

Centruroides noxius Hoffmann. 

SECUENCIA DE AMINOACIDOS 

KEGLVDKNTGCKYECLKTJGDNDYCLRECKQQGYKGAGGYCYAFACWC ••• 

KEGLVN ... 

KEYIVCYHDGCKYXCYKLGDNDY 

KDGYLVDAKGCKKKNCYKLGKNDYCNRECRMKHRG ••. 

TIINVKCTSPQKCSKDc.KBLYG3~~C~~C~..NGKCKCYBN •.• 

TFIDVKCGSSKECXP .•• 
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MAíERIALES y MErooos 

,,,.,..., 
'!! '"·-· ~:":1 F.R ! Al -

Los alacranes de la especie Centruroides noxius 

Hoffmann fueron colectados entre los meses de julio y agosto en 

la región aledaña El Pantanal Nayarit a cH ez ld l ómetros de 

·repic. cautiverio fueron alimentados con larvas de 

insectos y ag11a b)destiJacla ;;c:;la o con s;:1c::arosa al l%. 

- Obtención del t.eji do. 

Para poder manipular las gládul~s del veneno: en 

ensayo~ se aisló el telson haciendo un ~orte con navaja en la 

parte proximal al ano entre el penúltimo y el ultím8 seqmentoo;:. 

! =:- rnl a o metasoma. En seguida se practicó un segundo corte 

transversal en la par;_.:-

bloques de tejido, 

parte distal t1e1 mi bfftC• 

---1..: -
111~\-I' ........ +i:>l son 

y otro 

< dando 

distal 

sol o t>l oque 

libre el aguijón; los bloques de tejido así obtenidos, 

el proce~amiento subsecuente. 

- Fijación. 

dos 

y/o en la 

dejando 

siguieron 

f:i n de obtener los mejores iresul tados en 

la conservación del tejido, se probaron varias soluciones 

fijadoras ( 1ABIA IV ) , todas ellAs d:i sttel tas en t>11ffer 

salina-fosfatos <PBS> pH 7.4 <Fosfatos O. 1M, Cloruro de Sodio 
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TABLA IV SOLUCIONES FIJADORAS* 

NOMBRE DEL 
FIJADOR 

Fj_jad.or P-4 
Fijador P-10 

Mezcla P4-Gl 

Mezcla Pl-Gl 

Fijador Karnovskyº 

PAPAFORM~..LDEHIDO 
(BAKER) 

10% 

4% 

1% 

1% 

Y S~gdn Karnovsky t lYb~ ) 

* También se utiliz6 Etanol 

absoluto 

GT.TJ'T'A 'RA I.DEHIDO 
(MERCK) 

1% 

1% 

2.5% 
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O. 15M; Ba~er > El paraformaldehido di F>O) vi o a bC>·- º/(> e ron 

una o dos gotas de hiciró:iidu ··-.... .,,. 

sodio hrts-t a que Ja sol uc i ón ar J iff ó. A c-ri11l :i n\lar. :i ón • 

soJ 11c:jé-n se enfrió y se agregó glutaraldehido en cantidades 

variables dependiencin del f i jarlor· preparar 

cui.dando de mantener agitación continua. 

Se en5ayaron dos 

Por inmersión: l.os bloques de tejjdo se 

sumerg:i eron el la solución -fijadora durante 30 ml nutos, 11na ¡,¡:,¡-;;. 

---···=:;)<¡;.,;""=' ....... 

Fi jac:i ón post-cort.e: Los bloques de tej:i do 

fl\eron incluidos en un medio especialmente hecho para la 

real :i z ac:i ón de cortes en congel ac:i ón < ·1 :i ssue-··rek O. t:. ·1 ~ Di vi!:'-) on 

Miles ) , cortad oc:. en criostato y montados en portaobjetos 

cubiertos con gel e>.t :i na; i nmed) at .::1ment e ciesp11és ne Ja 

prepa.r ac: i ón del criostato se cubre con solucjón fijadora por 30 

Post-fijación: Desp1.tés de f i j ar el tejido, éste 

se somete a \In l é'\V.;>.do qL\e se real i z,;i de la si gtt:i ente forrnrH 

En el caso de fijación por inmersión se 

PJ Pxc:eso de ~ijador al mismo tiempo q11e ~e prnt.ege el 

tejido para cortes en con gel ac:i ón por medio de lavados en 

sacarosa al 12%, 16% y 18/. en PBS, tre!:' camb:i os ne 15 minutos 

cada uno por cada 1 avado. 
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tres veces con 5 ml. de PBS y se conservaron J.or; cr:wtes en un 

hrs. después ) • 

Corte: Los cortes se real; zaron en c:riostato 

American Optical, Histostat mic:rotome >. Se probaron 

varias temperat-.11ras de c:ort.e desde -io grados hasta -2(1 

qrados c:ent:l.grados o.sí como el espesor de la rebanada ( desde 

l º" r:l"'rtes se :i ne: l t•)'ó el 

tejido en or. r: Divis:lon ) dentro de 

t:ápsu) As mol de <Beam) las r:nal es se 11n 

baño de hielo seco y acetona o en un ult.racongelador -70 e; 

durante c:;nc:o a d:i ez mi nutoi:=-, tiempo s11fi ciente par· a que el 

tejido estuviera listo para cortarse. Se realizaron cortes 

longitudinales y transversales. 

La i ncJ us:i ón del tejido !:'>e :intentó t r=t111bi én en 

parafina y resina ~B4 < resina sintética de gre1n solHbilidad en 

s:i n embargo~ 

medios de inclusi.ón, no se obtuvieron resultados positivos. 

Montaje del tej:ido: l. os cortes obten:> dos 

montaron sobre portaobjetos; previamente cuhierto5 con 

pelín•li'\ ele geJM.t.:in;:1 prepar.;:tc:la al O.!"í'l.. o. 05% dl" 

Crom-Al~mina <sulfato de r:romo y potasio, Aldri~h>, en 40'Y. de 

Etanol ab!=.ol 11to <BRker > y el res t. o de aqt1A de¡;.:i f\n:i z i"rli't. 

ase!J•.trarse que el tejido se quedara pegado 

al portaobjetos inmedi;:1tamente l oi:;; c:ot ter. rlc-l 

c:riostato se secaron con aire tibio y 

guardaron en 11n de5=.ecador al v;:1cí o a 'I C d111-.,.11-tc f-c-da l ;:1 noche. 

fii 

' 
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lnJ11idina. Este r nJ or-· .=cnl P "" 
siendo considerarlo como colorante 

básic:o; t·iene J.=c c:Rpacidad de prodLtc:ir metacromar:it=1 Cdl? <'\Zlll rtJ 

rosa> cuanrlo se utiliza para tejidos tales c:omo cartíJaqo, tejido 

conec:t i vo, muc:i nas ep:i teJ :i al es, gránulos de cél 111 c:ts rehadas. 1:-.s 

un coi orant.e inestabíe porque las preparaciones teñidas c:on 

esta técnica pierden Sl.I color c:on el t:iempo y 

Preparac:i ón: (>.Sri de 

Toluidina O (Sigma> en un 1 i tro de sol uc:i ón al 4X de borato de 

sodio en agua des:i oni zada Fst.t=1 sol 11c-:i ón se aplicó d:irertamente 

sobre los cortes de tejido durante 2 a :s minutos, se retiró el 

ex e: eso JaváncinloF 5 veces con t'\g11;:i des:ion:izaclr=t. Se ~greqó a la 

laminilla una gota glicerol <Baket·) y se colocó un 

c:ubr eob je+ os 

personal>. 

<Proc:edj m) ento de Merchant. y t".O) ~ .• ~ r.om11n:i caci ón 

b) Hematoxilina-Eosina. 

-Hematoxilina: Colorante há5)c:o 11t·)Jizc:\do par-·R 

tinc:iones demos-trativas de núcleo celular, mielina, 

el ásti c:as~ fj bri n.::i • neurogl í a y estr:í as m11sc:ul ares (t;oJ e, 

Lillie, 1965). 

fibras 

l 94~S; 

-Eosina: Col orante dEi'":i vado de ) os Xant.enos 

<tetrabromo fluoresceína>, es i::onsiderado como ~c:ido 

d:iferenrir=tlmente t-ej:irln ronec-i':ívo y e) r.:itnplasmM reJ11la1 .. 

se 11t;J;_zr.> ;:1r:ornpañarJo de Hemato::ilina <l.iJ.Jie, J965>. 

y tiñe 

r11<'lndn 
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.a t.éc:njr:a de Hemat.oxilina-E"osina es ac-tl\almente 

la más utilizada en los laboratorios de histopatoloqía nebido a 

S\..I . -' ..., 

d)ferenciar.::ión del núcleo y del citoplasma así como de algunas 

otra:- est.r11c-t.11ra~- ya menr) onrida~ <Dr11ry y "-lal l i nqt.on, 1980>. 

Preparar:ión: Se preparó la v13r-j ante de 

Hematoxilina rnnncida con el epónj mo de "Har-ri s" < l 400 > tie } R 

si qui ente forma: se disolvió 1 g. de HematoxiJina CMerck> en 10 

ml. de <'ll rohol et :i. l i ro <'lhsoJ 11t n aí1"adi ende> t1esp11és, /'(I C). e-le 

alumbre de p~tasio <Sulfato de Aluminio y F'otc-sio, Baker) 

previamente di sueJ to en 200mJ. rte agua c.;ü :i eni:e; esi:a mezl~;.:. ~"' 

llevó a ebullición aKadiendo posteriormente 0.5q de ó::ido de 

mercurio. Se enfr~ó rápidamente y se f:i J tró qHerlRndn l :i st c:1 

''"-' uso. 

E"osina <Eos:ina amarilla, Sigma>. s:.p pr epar-· ó 

disolviendo un gramo del colorante en 25 ml. de alcohol etílico 

Com~:> 

f11er oi11 

real izados en congelación, se elaboraron 1 as modj-f-Jt:ac:iones 

sigui entes: 

- l. os pasos de desparaf:i nac::i ón y de rehi drataci ón 

fueron eliminado<:'> <cambios en l{ileno y etanol). 

Se in:ic:ió la rutina de ti nci ón del tejido 

lavándolo en agua destilada, en seguida se agregó la hematoHilina 

y se dejó reposar 5 minutos, se enjui'lgó c:on c:<gni'l rles-1 :i l i'lcic:< y 

agregó la Eosina por 5 mi n1.1tos, se lavó la laminilla con a qua 
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de~tilad~ y 5e montó con glicerol. 
ne 

- Los p~so~ 

montaje en resinas fueron eliminados. 
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IJJ CUANlJFICACJON Y ANALISJS DE DAlOS 

Para poder establ er::i:?r- rlC\ n"""h 1 ~,_ .¡ ----... - ---- -·-- -··--
cel 11) ares y i;:;11 patrón de comportamiento en el área del epitelio 

gJ andul ar, fue nec:esari. a la cuantificación y eJ an~JJsis de 

di chas dat.oF en la !;'.) guente forma: 

Se cortó t1nr1 gJánd11Ja desde su ext.reme> r.a11dc:1J hasta 

eJ extremo proximal en cortes seriados y ordenados en 6 

JaminjJJas, de t.aJ que oht11v; eron 12 cortes por 

laminilla. El corte uno de la laminilla uno fue el mas caudal y 

el ;--.,;;,.-·,P..,1,,.1,,:. _ ......... i:: 
t'• _ ............... .. 

El primer corte se ubicó en la laminilla 1 <numerado como 1.1>, 

mi entras que el segundo corte se ub;có en la l ami ni l l a 2 

constituyendo el corte uno de dicha laminilla <2. 1), el te::-rcer 

corte se ubicó en la terc:ere\ Jamin;JJa (3.1) y as:í i;:;11r·es:ivc:1men-te 

hasta complet.;1r cloc e. rermi nado 

Jamin:iJJ<'I: 1, 3 y 5 cDn 

e:":'~-··.; rol~ ---=-···- ..... _ 

del i m:i t aron 

de cadi'l. tipo en 

este trabajo se ti ffj err:>n las 

y ) C'IS ?., 

. -... == 

ron 

_ ... _ ....... -
t-C'#.. '-•.a. c. 

se verá en l-<e5111 l ad ns) ; 

elaborando las anotaciones correspondientes; ·este procedimiento 

se realizó por rh1pliracto, e5to es, dc•s veces se r:nntarrir1 l ricias 

las células para cada glándula <derecha e izquierda). Se 

decidjó tomar r:omri e'\ Jos 

de cada laminilla <1-4>;Ia región medial a los sj q1.1j entes 4 

cor t. e!';'. (~-8) y como región rost.re'\l a los t'l] t. j lllOS ll c:nr·tes 

(9--1/). Se '-'f"í j f j r: Q reqi ón COil la 
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Los datos se ordenaron por tipo cel11li."_r- por zona en 

cada regí ón y se vaciaron a Lma computadora Printaform modelo 

bajo un programa comercial denominado l..otus <el cual 

ordena dc:1t.os uhi e ándol o~ dent.ro de rangos e~tabler.irlos>. Se 

c:>p l i CÓ prt1eb~ esi:adisti.ca de que es lln 

1 

p?ramétricos con la ~ m••ec=.t-ras i ndeoendi entes ! 

Se establ er.i eron r.omparar.i ones par i'I r angos rle ti pos 

celulares en la misma zona y en zonas distintas, y entre rangos 

de regí one!:< de l c:1 gl ánclul a. Fsta prueba se &l c=>Maró 

programa de paquetes estadísticos GW Basic. 

Se elaboraron adem~s gráficRs con J nF prnmerli os ele 

los d<:1tos por t.i po celular, con ayuda del programa Print-Graph 

cada gráfica 

1-1?<:;.ttJ tado de 1 a pn1eba. estadística. 

Tamtd én se reali2aron comparaciones entre los r.ortes 

de varios telsones elegidos al azar, esto con la- finaJ idad de 

de la pobiación en general. 
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JV JNHllNC1C110DlllMirA 

Las t:i ne::! ones i n:nt1noc:i t.oriui mi c:as < l Cll) 

convertido en herr·arni entas experimentales poderosas en varios 

campos de i nves't i gar: i ñn bi ol óg:i ca. per mi t.e i'\) 

investigador ut.i l izar la especificidad de las reacciones 

i nmunol ógi c:Rs aunada a la amplia re.soJ11c:ión t.opngr~f'iri': oht~nirlM 

en las microscopias de luz y electrónica. La información obtenida 

es t..\n:ica., t.écn:i cas como 1 a bj oqt1:i. mi ca, 

morfolOgica pür &i ;c!as no pndr!an d~r tales resultados. 

El pr:inc::ipio ele que los anticuerpos <Aes.> se pueden 

utilizar c:omn reactivos histoquímicos en unión con marcadores 

adecuado~.. fue reconor:i do hc:1ce más de 50 19~4>. 

Coons <1942> fue el primero en desarrollar con éxito esta idea 

ut i l :i z anrln e c:>mo marcador antir:uerros al :i sot i Pr- j ani'\i.o de 

f~.•u:>ri:>sce-5ne. para antígenos de pneumococo (Geffen, l983J. Desde 

entonces Ja ~=t. ? + é>r- ni e a ln 

cual , se han elaborado varlns ensayos que han perfeccionado la 

objeT.i VCt dt:=: ha sido 

incrementer la relación seRal/ruido en las preparaciones te~ides 

ya sea aumentando la intens;idad de la señ'al <uso de marcadores 

enzimáticos en lugar de marcadores fluorescentes <Avrameas, 1972) 

o el grado de amplificación <técnicas de capas m\'.1 l ti p l es> • < Vet .. 

fig. 4} 

de qlle la ICD posee princjpio~ básiros 

simples, estan involucrados varios factor·es técnicos que hac:en a 

este mét orlo J Rhor j o!;'.n f'C"lr J o rp 1e 
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. . 
ANT\(:¡SN.O 
(Te,)icl.o) 

6 

Técnicas Inmunocitoquímica.s. A. Jnmunocitoquímica 
directa (Coons et al., 1942); B. Inmunocitoquírnica 
indirecta (Weller y Coons, 1954); C. Técnica de -
tres capas o puente (Masan et al., 1969) ;O. Técnica 
de tres capas para el complejo peroxidasa-antipero 
xidasa,PAP, (Sternberger et al. 1970). -
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problema de manera sistemática para poder obtener resultados 

coni'iabies. 

General mente el é~: i to de l\n método par a oht ener ~11 

propósito <en eJ caso de 1 a ICO, 1 a detección selectiva de los 

antígenos del tej:i do> depende pri nc::i pal mente cie q11e t a11 pr·.tlct i ro 

y confiable sea <Petrusz et.al., 1980>. En c1tanto a Jo práctico 

no hav d11d? ciP ] i't gri'ln vRriedr.1d de mét.orlns q11e es.tan 

a dieposi.ci ón casi cualquier propósito ( f j q. 4) ~ sin 

embargo, a11n nC'\ han sirio definidos c:Jaramentl'~ los criter·:ins ele 

confiabilidad aunque ex i si:e - --.:... .: .-:.~.,! 
t.-0.11 ....... ---

acumulada CCoons, j 956; Mayersbach, :l '767; 

Pool, 1983) • 

De ac:uerdo con Petrusz <1976, 1977, 

1Y1b; 

cinco criterios que debieran ser aplicados al iniciarse ensayos 

que :involucren la técn:i ca de ICQ. E;:.tos s:.on: 

F'" r-ct i tud: ha sido definida como la medida más 

prówi ma al val ni- real fH~r a esi-. uch os c:uani:- :i i: c3T. i v"''"'· 

método de ICQ, come resoJ •.•ci ón o 

e:~acti t11d de J ori'll i z;::i.r::i ón. 

Preci s:i &.-i: en lCQ ref i er·e al c:¡r- aclo de 

reproduc:ibilidad de los resultados. 

Sens:itdl:idad: def:inido como Ja r:onrentrnc:ión 

bajf-\ ·--.a..•----
c::t.JtL1yc-11~ {\:o~tcni do en el i:PjidO) que puede ser 

disc:rimint'\do tiel fondo (background> con r.:ier·i·a. seq11r :irlr\rl. 

Eficiencia: definida como la relar.:ión señal/ruido 

qt•e !:'>!:'! ohtíenP. p.;:1ra \lna preparación dada.. 

F~pe:•c) fi r.:idi"rl: 
.1 "' 

h.;.bj J j c.li'>d rJr::;J 
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detec:t é\r un det ermi nani:e ant :i qérd ro e>n 

pi:\rt j cuJ ar, ! CP pe; espec í f i c:a 

cuando !?nt.:isf~re do!', cr;ter:io!?': la espec-:i fi ci dé\rl de>l 111ét-odo 

t: i nc:i. ón positiva resulta exclusivamente de la reac:c:i ón 

i nmunoqHí m:i e a entre el primer anticuerpo y el ant; geno clel 

tejido> y la espec:ific:idad de antic:uerpo o del antisuero <la 

hahi 1 'i dad para ~ntre det erm:i nante:. Antiqéniros 

si mi l<.\res>. 

c"id;;1doso de varios factores tales como la preservación de los 

deter mi nantes. antígéníc:os en el la penP.t.r·ari ón riel 

;::int.i cuerpo y otros reactivos al tejirio, Ja di Juc::ión del 

anti.cuerpo pr:imar)o, la obt_enc:ión y naturale:zi:l. rle los t"nt:irtterpos 

et.e. • . <Bi gbee, 1977; Vandesande, 1979; Pooi , i 96.5; -·----.: 
oc"""'==~ y 

Mayersbac:h, 1964; Rosene y MeE-1.11 am, 1978) - la r.al i rlari 

especificidad de la tinción inmunocitoquímica está determinada 

gran medida, por ej or:i yen del ~nt.:i r.:uerpr> o cteJ r=1ni:í F>1.1er te• 

utilizado: los antisueros que contienen anticuerpos polivalentes 

r-01"\tienen vnr'ios ant:ic:• .. 1erpos d:irigicios a rlíferentes cieterminantei:; 

del antígeno de importancia,as1 como anticuerpos diriqidos contra 

otro•,; antígeno de poca valía; los anticuerpo:. monoclonales, en 

cont.rast.e, consisten en una pobl ar:i ón homogénea de anticuerpos 

di ri g:i rlr=1 <=1 1m sól r> epí t.r>pe <Boorsma et.. Al • , 1987-; l:uel lo et al • , 

1983; l'li j steí n et. - . 
e'\ J • ' !98 . ..c5; Sofrc-n:i c::.w et.al.1985; Mason et. 

al., 1983). 

La man:i pl1l ac:i on de los factores antes mencionados 

implica 1 a aplicación de una serie de controles primordiales 



rlem11estren 

antigenf"~. )' /n la 

48 

la i nhi bi c:j d-n de . -. "" 
f¡:oJte1 rle j nhi h:i ri ón f'll"11' ¡:or r; ón ti!?' 

antí~enos heteróloqos relevantes; ~demás, Ja apJjcaci~1 de otras 

pruebas i nmnnol óg:i cas, bi oq111 mi e as 

info~rn~ción sobre Ja validez de la locali.zación del antígeno 

<Petr11sz, i976,1977; Swaan, :1977; ar ssr.in. ~ 98'; l11tz. 19'/9; 

Bo~r, !979; Chtlds~ 198$; Pool et. al., 1983) 

Como se puede observar• es nec:esar:i o hacer uso 

c:r1t.ico de este método ya que de 1 o contr ar i. o se pueden obi.1::<1iti?r 

resultados que aparenten reflejar realidades fi si ol ógi cas y sean 

artefactuales. 
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- Montaje de la técnir:a lnm11noc)i·oq11:ímit"<"'. 

r-ep 1 i có 

un ensayo eetructtwAdo por Bloom et. al. 0978). Como modelo 

biológico se utilizó la hipófisis de rata en donde se detectó 

Beta-endorfina por med:i o de un ant :i !:'llero de ronejC1-ant:i 

Beta-endorfina elaborado en el laboratorio del Or. Bloom y 

seg lindos 

laboretories> obtenidos rfe cabrr.\ contra conejo.1 .. r.)<;; r es1.1 J ta dos 

pueden ohservarse en la fí i::¡ura 5. 

Obtención del -tejido: se reRl i :z ó l" per f11si 011 

(por vía intracardiaca) del cerebro de la rata con un fijador 

CParaformaldehído aJ 4% en PBS>, después de lo cuaJ,se disertó Ja 

hipófisis y se dejó en el mismo fijador durante tres horas; en 

seguí da el tejí do se equilibró en soluciones de sacarosa al i2, 

con tres cambios de 15 minutos cada uno, para cada 

cocentrac:i ón de sac: a rosa,, rortó el t ej:i do 

<-16 e; 14um de i·ncl •Jsi ón en fissue-TekII <OCT, 

Di vi si on Mi J ee > • tC?jir.lo se montaron en 

portaobjetos previamente cubiertos cor gelatina. Inmediatamente 

después de ~acar los cortes del críostato, se secaron con aire 

tibio durante 5 minutos después de los cuales se i ni ció el 

procesamiento para ICQ. 

Diluciones de l O!O", ' --J t ·~ 

anticuerpos utilizados se di 1 uyeron en PBS con 0.3% de tritón 

X-100 <Sigma>, se ensayaron varias di l t•ci oni.=,s dt=>l pr; mer n y riel 

sec:11•ndo 2n+..i r::nerpos p.3rCI establecer les con~entracioneg óptimas 

1 
1 
1 
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Fotnm:icrogra-f:ías de h:ipóf:is:is- de rat.,;:o que iJustr·an Ja 1 
inm11nofluorescencia para B-endor-fina. Se 1 
establ ec:i e1-on las di J uc:i ones del anti c:uer·po 1 
espec;.-fico contr;:i R-,;:>nrlnr-fi n.:. €RB?, 2(1 qq/mJ de !gG .·

11 
diluc:ión 1:50; donado por Bloom y cols.> en relac:iót1 ¡;¡ 

al segundo anticuerpo acop_:a~o _ _:~~=~.:i~idasa (60ug/ml .1 
~e !:;;G:- ~;.;u:::~é;-; ;;2:=:=;c:; _.. ~~. -'\o.9°''""''~ ~:i5"(P t.~g/¡-¡,:; ua-
IgG, dilución 
Se obt 11v:i er-on 

1 : 100) • 
se~ales :intensas 

de fluorescencia 
con fondos b"jos. 

endógena y de Lr.:>s controles 
sust.i tuci ón de pr:i mer an+. :i cuerpo 

resultaron negativos. preinmune, 
espec:íf:ico por· 

a. !nm11noi-jnc-)on espec:it)r:a ele Jas células de Ja 
hipófisis intermedia y de las células corticotropas 
en la Adf?nohipó-f:isis (fJec:has>. (80>'.> 

A Adenohi póf i sis 
I Hipófisis Intermedia 

b. Sección de la adenohipófisis qum 
ilrii"1i..\frWt~r.c;_c,¡, petr·et B-enciorfina en 

muestra 1 - . 1 ... "" -::e 

corticotropas <*> <320X> 
:ias celulas 1 

<Barr~.=5C>um> ] 
---~ 



FISURA 5 
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f>!", • p) 111; lll lllD 

fonda r:on una señal c:lara de las c:él 11] a~ j nm11noteñidas 

espec:ífjc:amente pi'\ra B-endorf;ni'\. 

Aplic:ac;c:m d~ lns 

cnbr]r de ;:1ntir:1.1erpo el tejido, sin g;:1stos eln:esj voc: deJ mismo, 

se ideó el 11so de cuhreohjetos con en ) o!" 

vértices de los mismos elaborados con p~r-a.fina.?t m.~ner-a 

el volumen bajo de cubreobjetos qt1e c:11br jera al tejido 

pudiera ser llenado con 150 ul. de la di J 11c:i ón del anticuerpo, 

evitando la formac::i ón de burbujas en el tejido o c-P.r ca de él. 

El primer anticuerpo <especifico par;:1 la t~:ina> 

se ap 1 i ro después de secr:Jr el te ji dr•. dejando l IJ 1 ti e111po de 

~ - -· ...... - - ,J _.._ _._ _ ... ..... -._ - -~ - ·-· .... ·-,, _._ 
,llt...\.•L1M,_J.\_~J 'lt:' ,,,.._...,. 'r·r.:111~'-''r r .1.uu 

este ti empn, ) i'\VÓ e] te_i:i clo t~ f"l 1 /.'m) • de 

PBS-rritdn 0.3% cada vez, intentando durante el primer J avado, 

ciesJ :í zar Clll1reon _1et os I? J 

lavados restantes se uti 1 i ::aron par¿. el i mi n;;w eJ e~:r:eso de 

anti c:uerpC"t rni dando, en todo momento, de ·ev) tar- la desec:ac:) t:'in rie) 

tejido. 

Pi=lra la apl i c:ac:) ón del seg1111cin ~ n t j r 11er· ¡;n 

<antilgG de conejo~ acoplado a un fl1.1ot-óforo o a pero::idasa.) fue 

necesar)o cul:>r; r ele nuevo el tej; dn ron un r 11hr· ent> i et rt!'i ron 

soportes e introducir 150 ul. de la dilución del mismo; esta vez 

Ja i ncuhac:i c'ln se l J evó a e: abo e cit1ri'in'l'e 211r~.; 

posteriormente se lev6 el tejido en la fnrma ya jnrl:icada. 

En eJ e: aso en que se 11tilizc'1 1m 

c'J'íit j CUF.'rpli r:f:'n .i•.tqi':'dr:i ;;o Rortami nB, fttf.:- neces;;H· :i o man:lpnJ;,>t-Jf..l en 
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semiohsrur;cti'ld (sin lnz direr.t.l'l) parr:i evjtar que Ja fluorescenc::ia 

cabo :i nmecH Bt .=imente clesp<1é!". del 1'.ll t.i mo lavado. Las J ami n:i l J as =-e 

resq1.1arr1;;:.ron r.le la luz en portalaminillas cubiertas con papel 

E11 el en el q11e se ut:i1:izó un seg11ncio 

1 

1 

p.er·nxi dc.>i:a, se reveJ ó la presenr:j~ de la 

~n~im~+ir~ por medi~ de:> l? inc:11t>r:ic-.:iór1 ci e J i: P. .i :i do en un"' 

1 

:0J1 .. 1r:i~n rJe tetrai::Jor11rn de r:liaminobenzi.r.iina <DAB; Siqma> 0.05% 

por 5 mi n• ttos a temperat•wa ambiente y en semi obscuridad. Se 

detuvo 3 a rearc:j ón J;:ivandn tres veces CC"'n 2ml • de Ja sol 11ci ón 

PBS-tritón 0.3%; se montó la preparación en glicerol. 

R!=. ohservac:iones se real:izaron en un m:irrC"'scopio 

Zeiss Standard, LAB16, lámpara y condensador de epi fluorescencia 

se c:-btuviP.ron de la r:ám"'r;::o. adaptarla 131 mir:roscopio MC.55 Zeiss con 

control i=<utnmi!it:i ro de e~:pos:i c:i one;;. 



54 

ArtApt~~lon de la fécnica ICQ al tejido de las 
gJánduJa!?. de) veneno de alacrán 

Después de obtener la preservación adecuada del 

tejido y Jos resultados positivos en el modelo de ensayo de la 

técnica, se procedió a montar la ICQ indirecta en el tejido 

glandular rir odur: t or del veneno de aJacrán, para r11al se 

diseñó una estrategia que comprendía la selección de anti sueros, 

la de-fi 113 r:i ñn rie vf!r:i anl es P"'ra enrnr1-tr·.-:ir las 

condiciones 6ptimas del ensayo y los controles de especificidad. 

Ant j cuerpos: se uti l :izaron 

monoclr:>nales e~pecíficos para dr:is tipo5 de to:: i nas: la to~·:i na 

Il-9.2.2 <representativa de les sobre 

eJ rte so•iio> y .la ! I-1 :S. o 

Crepresen-tativa de las tox)nfls r:ortas que act •'.tan sobre el e: anal 

de potasio). E:stos anticuerpos fueran elaborados por el 

Dr. Pascal Heri ón. el O.F.B. l'<a-fael Saavedra Durán. ) ;:t Bi nJ • 

Rocío Sánchez y el M-en C. Fernando Zamudio~ en el laboratorio 

del Dr. ovr:i val Possan:i F'. 

Los antjcuerpos secundnr:i •·~ e- t"lne j C"1-ant ir at ón 

_acoplados a Fluoresceina, a Rodamina o a Peroxidasa se compraron 

a la ca!;=.a r.cimerc::i al M:i le!?. <concentrac-i ón apro:-:l n11?<da de JqG c-11anrio 

A7.BO A 1.4 es de 15mq/ml cada uno> 

Di J 11r:i ones de ani::ic:uerpos: e:i h11-t+er ne 

di J uc:i án de los ani:ir:uerpos se probó r:on diferentes 

c:onr:entrC"<:"l nnF·!=- ·1 ri t ón X··· l (1(J. se 11t·j) :i ZÓ el 

PBS-tri tt:'in O •. 3% r:r.•mo se r:lesr:ribi ó con anterioridarJ. 
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vi?lri as prueha!=- rlP rli} \IC'.i c'ln rle 

Ar:: s. pr:lmr.-r:los y secundarios par·a poder obtenet- la conceni:rac1C:·n 

m:i ni mé'I nec:esari a ron la 11na 

seRal/ruido adecuada. 

Los proc-.edi mi en tos de i. nc:uhac: i ón y de l avado riel 

pr i raer o y segt1ndos anticuerpos, así como el de revelado de 

para el modelo de B-endorfina en 

hi póf:i s:i s rle rat.a. 

Incubación del primer i'lnt i r:uerpP: ya 

establecidos los parámetros de dilución, se utilizaron tiempos de 

:i ncubac-:i ón vari ahl es (3, 6, 12 y 24 hrs) para el primer 

anticuerpo. 

1 nC'.tthi'\r :i ón del SegHndo anti ruerpC"': se 

el 2.borarnn ensa.vos de temperatura incubación del sequndo 

de lo posible, uniones inespecíficas deJ sequndo anticuerpo. Las 

temperaturas prot>adAE· fueron ::.:;7 C y 4 C <según Boorsma et. al • , 

1982). 

-· Cent.rol es 

Se establ ec-:i eron var:i os t.i pos de r:ontrol es q11e se 

utilizaron en el desarrollo de la técnica de ICQ en el cerebro de 

rata para Ja. det.ermi nac::i ón de B-endorf i na y en la gl ánduJ a cie 

eo.lacrán para la detección de t.o::inas <ver fabla V). 

-Control H:i stol ógj en: en c:ada cie ) os 

SE· tomaron por lo menos dos laminiJlas con-ct1atro 

¡¡ 
i 
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'l'A13:LA V. COi~T:ROLES 

l'.NCUBACION OTRA NOMBRE DEL 

CON'l'ROL 

UlCUBACION 
.1 er Ac. 2 ° Ac. (PO, ROO, FITC) INCUBACION 

De fondo 

Peroxidasa 
endógena 

F1uorescencia 
endógen·a 

De Reacci6n 
inespecíf ica 

Pre;:i_d f\or.c:tón 

Bloqueo de 
señal inespecí-

Control adicio-· 
nal de unión i
nespecífica 

Pre inmune 
u otro mono
clonal o Líquido de 
ascitis 

1erAc + 
toxina, FII 
BSA, LHRH 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Anticuerpos mar
cados de cualquier 
orígen 

·indica que se incubó con PBS-Tritón 0.3% 
+ indica que se incubó con el anticuerpo 
PO peroxidasn 

FITC fluoresceína 

Solo con 
DAB 

Preinmune 
de conejo, 
o suero de 
conejo, o 
,.._,, ..:s- ---e1..y-..:r "-4,,,;,¡. '-'-' 

nejo anti
ra t6n, BSA, 
etc ••• 

* en este tipo de control se realizaron las 3 incubaciones en el 
mismo experimento, aunque no necesariamente siempre con el mis
mo. •orden ( ver texto ) • 

F I I Fracci6n Ir del veneno total producido por el alacrán Centruroides 
noxius Hoffma.nn, obtenido por medio de una crc:rnatografía en c;5o. 

1 
¡¡¡ 
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la inteqridad del tejido 

así como pRrR ot>s.ervRr la:. pos:i bles re) ac:i ones e~:i stentes entre 

lc>.s tinc:i.ones histológicas y las inmunotinciones. 

- Cont.rol de Fondo: con este tipo de control se 

observa la tinción que da el segundo anticuerpo al unirse de 

e:1l qunas mol éc:uJ as del tejí rlo y/o 

precjpit~ci én inespecí~i~c>. de rjiamtnoben:irlina. e:ste r:ont.rol se 

. _____ _.. .: --··k ..... .-." ...... 
l-1f L.•Lt:'~t..' M • "'" .............. ,..,_..._ ?! +i:._ii rln rC>n PBS-tr:i + ón en !"-t1st í t 11c-; ón ciel 

pr i mE>r ani":i r:nerpo, y con seq11ndo ant :i cuerpo acoplado a 

pero}:i dai=.a, a f l 11oresr:e:í nR r1 a F<orl;;imi ne en el segundo peri ocio de 

:i nr.:ubaci r.'ln (2 Ar.::PO, 2 AcF"I fC, 2 AcROD>. 

Control P<'ffB pero}d dasa endc'!qena: el t:eji do se 

procesó lncubando el t:i.empo 

anti cuerpo;=. r:nn F'BS-Trí -t. ón, dec:ir, susti t11yernn ) os 

anticuerpos por esta solución, después, se reveló con la solución 

de DAB, esto con Ja finalidad de obsPrvar alguna posíbi~ -- - --.: ..L·-
.. e"CI\... \... , '-'1 1 

<precipitación de diaminoben::ióina> propia ctel tejjdo~ q11e 

similar a Ja obtenida con peroxidasa. 

Control fiare> fl uoresc:enc::i a endógena: SP i nr.11hó 

el con PBS-tritón un 1 apso c:le tiempo 

c:orrespond:i ente la i nc:t•baci pn hecha con primer y SPqunclD 

Acs .• Posteriarmente, se observó al microscopio 

1 .:S.mn..=-r~ - ~· ... , - . de ul travi ol eta y lo;; f i) t·ros 

correspondientes para la Rodamina. y la Fluoresceína. 

- Coni·rnJP;;. de reacción inesp!?t::íf:ica: p.;:,ra 

certific;;1r con e! primer anticuerpo se estaba obteniendo 
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como ceousant.es de 1 ;;1 i nm11noti nr.:i ón; c:on este objeto se incubó el 

i:~j; rln rnn s1.1ero prei nmune de rat on <suero de a.ni me\) no 

i nm1.1ni zado) y un monoclonal no relacionado con el tejido en 

este c:aso se uti1i?ó un monoclone\l contre\ l.HF<H donado pnr el Dr. 

Pascal Herión) y se continuó el procedimiento de rutina. 

Cont.rol e~ por pre.Eld!e=.orci ón: pe\ra c:c-ompr.-.ti~r· que 

eJ primer anticuerpo ec:;tuviera reconociendo 1.'.lni camente al 

cle-sE•adro <rp1e no haya reac:cion:?s c:ruzade.s>, se preincubó 

<pre~dsorbió) el anticuerpo monoclonal con el antígeno que se 

esperaba reconociera específicamente, para lo cual se uti Ji zaron 

FII, en le cnal se conoce que están contenidas las toxinas I I-11 

y II-9.?.2; y los antígenos aparentemente no relAcionadns BSA y/o 

l.HRH. l.os val ores de r.:oncentraci ón de antíqeno requerida para 

obtener une< .l._ ...... - .. 
'· t.•t. e J , 

con!E'.tantP- de ñ-finidad riue debiera un anticuerpo para 

val ores se i: omar on entr-e 

'(1 y JO por 10 para -tener 

c:uhri r tor.lo!?. del ant. i cuerpo <saturar> 

las conr:entrar.:iones de antígeno requeridas para. tal efecto se 

calcUJe\rnn aumentando en dns C• en t.res nrdenes de magnitud la 

molaridad del antígeno, esta es 10 a 10 

Cent.rol es de hl oqueo ele señ'al i nespec:i f i c:a: en 

ocasiones se presentan uniones no específicas de conjugados de 

sequndo ;:>nt j c::uerpe> J ns c11al es s.on d:ifíc:iJes rle eliodnar <ver en 

prevei-d r esta rear:ti vi dad no 

espec:ífira es Jri prf>jncl1t-i""c:ión del tej:ido con sue1-o pr·ein11111ne clel 

q 1.1 F..' r:orn".'l f1.1ent r~ del seq11ndo anl. i cuerpo 
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<Sternberger, , 979). En este caso ut i l ; :zar on: sueros 

de conejos inmunizado~ 

con lgG r:le rat.ón e JgG de r:onejo anti -rat.ón pLir:i fi c<idos <rlonaci Ól'"'I 

de la M.C. Ana Ma. Sierra H.> Se utilizaron concentraciones 

equivalentes en los tre~ rasos a 0.2mg/ml de lgG de ~onejo. 

Control aMicinnal de la unión específica del 

segundo ant :i cuerpo: este tipo de pruena es tnaner a 

r:omprobar la uni~n i_ nespec i f i r.:a ne r:ua l fll li er t:ipo de 

:inmunnqlobttlina, as:i' o;::.e utilizaron inmunogjobt•ijn.,.s d;:; ~~h:-~ .!:::-:ti 

-- .J-
Cf.Jttt= J•..J <Miles> en concentraciones 

equivalentes a las tit:i lizadas para el anticuerpo conejo-antirc:ttón 

<O. J_ mg/ml. >. 
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RF.Slll 1 ADOS 

I PREPARACIOM DEL TE·J IDO 

Como ya se ha indic:ado~ el tejido sec:retorio del 

veneno está contenido dentro de una gruesa c:apa de cutícula, esto 

representR un serio problema técnico del 

fijador a través del tejido blando (glándula> se dificulta por el 

tejido gn1P.so y duro que lR cuhre. At11·1e<dü c. se 

debe ser lo hi'!st ante f11erte para preservar el tej:i do pero lo 

bast.ante suave corno para mantener los determinantes de los 

ant:íqenos <~oxinas> y preserv~r Ja inmunoreact:ividad. 

Los ensayos iniciales para definir el mejor -fijador, 

el tiempc> ele> -f:i.iRr:ión, el grosor y temperatura del corte,et.c., >..e 

V2'.J uaron realizando observaciones al microscopio tomando en 

,, -~--- ~ .:L1tt...~~· .::.~ 

glandular en 

al 

se 

general del corte: 

tejido glandular, 

observó íntegro 

objetivos de 3.4X y 10X en el microscopio). 

si 1 a cutícula 

y si el tejido 

<ut:ilize<ndo ) os 

PrP-s;ervac::lón de la :integridad cellllar: en ocasiones 

se observaron cortes que conservaron la integridad de la cutícula 

y del te ji do gl Rnd11l ar, sin 11n análisis 

ct.d dados o de 1 as c:él uJ. as <con los objetivos 40X y 100X) éstas 

c:on rupt11r as ev:i dentes, o se 

detectaran restos de membranas, y liet1-it1.1s celul C>res. Cuando la.s 
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células aparec:i eron í nt.egrAs y en tini ón r:on 

1 os re5Ul t: A dos prir a t.al e!? ob¡;.ervi'lc-:i ones f11ernn Jos 

sig11ientes: 

:1. 1 os bl oqnes de te ji do del t.eJ son se pr oc-psarT•n de 

manera que el teJson quedara en un solo bloque con aberturas en 

los e~:tremDs por donde pudiera entrc:>r f~cilmente el fijador: Jos 

bloques de tejido obtenido5 del corte transversal inicial en la 

med:i a del telson~ se desecharon pues repetidas veces se 

2. Fijación: la tabla IV muestra ) os -fijadores 

empleados para las pruebas. Los resultados para el ensayo de ICQ 

<ver adelante) indicaron que en cada uno de elles se establece el 

mismo tipo de señC\l, pero la preservación es completamente 

diferente>: ] D=' mejores f i Jet dores re::ul taron 

P4-G1. est-.e 1'.1.I i:. i mo se eligió como fijador de rutin.;> para 1 as 

observac'ie>ne:= "-. a.....; -.a..-~--.!~ 
~~ ''""' ........ 4 ... ~"::1---

ICO, pens~ndo en la posibilidad de que ~nncentraciones altas de 

gl utarai den:i cio r:i. af er:t ar 

lo: resl.\ltados de ICQ en pruebas posteriores. Los fijadores P-4, 

P-10, y P1-Gl res11l t. aron ser poco apropiados para este tejido, 

por 1 a extensa destrucción que presentó el mismo. 

EJ tipo de fijoF1.ción que se estandarizó como de rutina 

fue por inmersión; la fijación post-corte no resultó apropiada 

pue5=, el t.ejido sufr:ia deshidratación e>:trema. 

El tiempo de fijación adecuado se estableció en tres 

~e el i nd nó el f:i .i""rlc-ff· rr'ln 
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como ya se ha indicado <ver materiales y métodos> 

espesor de 10 micras~ estas rebanadas resultaron adecuadas ya que 

evitaron superposiciones de varias capas de cél 11] as en el mismo 

corte, además tuvieron la ventaja de brindar una adecuada 

adhesión al portaobjetos. 

ve= ] C'IS c-ontii r.i orles óptimas de 

prep;::1raci on deJ tejido, se inició el análii;;is de datos 

histológ:icos que ~e pre>i;:entRn i'l c:nntinuac:ión. 
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! ! H!S rn• OGIA DE LAS Gl.AMDULAS PRODUC íORAS DEI VENENO 

Les gl ándul aE product.oras de veneno del al acr· ~n se 

P-nc::uent.r an en el telson del animal, poseen una forma ovoidal 

siendo el d:i ttmetro mayor 1 a al tttra, la cual preE=-enta 11na po!:>i c::i ón 

rele.tiv~ oblicua con respecto al plano sagital del animal <esta 

di sposi ci cin se ref 1 eja en los cortes transversales qt1e se 

ut. i l i z .;..r~n para realizar este estudio> <Fi g. 6); están 

rec:ubi ert. as por una gruesa envoJ t11ra de qui t.:! na denominada 

cutícula. con la cual se relacionan estrechamen.te mediani:.e su ~c.r-c. 

e~<ternR, mi entrai;;. que s11 c:e1ra interna está rec:ubi ert a por· 

t.ünica m1.1sr:1.1l ar estri arfi'.\ bien desarrollada q1te se fija por sus 

ml.\SC:\ tl o-f :i br OSD 

que contiene al parénquima glandular Cpg.J o tejido secretor. <ver 

-figura 6). 

del ep:i tel :i o gl and\ 11 ar está 

tEJ1do ccnect!vn que se adhiere de manera estrecha al 

epitelio c:óhico que sinte~iza a la cutícula a lo largo de la cara 

externa de la glándula, así mismo, tapiza la cara interna que se 

relaciona con fa!".cic:ulos:- mus:.cul ares creando, de esta manera, una 

cápsula fibrosa a partir de la cual nacen algunas proyecciones 

c:onjuntiv8s laminares en di recc:i on a y que 

corren perpenrliculares al plano sagital del cuerpo del animal 

(ver f i g. 6) , estas proyecc:innes sostienen r ar: :i IOD~ rle 

q J anduJ 21res e:>umentanlio la superficie cel ul eir apt ei para la 

¡:'lrod11r.ri c'ln riel veneno. F.~tas proyec:ci ones pc>rec:t=-i1 c:nnt·e11P.r· en ~11 

1 
1 
1 = 

1 

1 
i 

1 
1 
l'il 

¡ 
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FIGURA 6. Microfotografías que 
de l R gl Anrlul a del 
Hn~ 4'.in.=.nn 

muestran la 
veneno del 

estructura genera! 1 
alacrán c. no}::ius I 

a) tie la regí ón rnecii al de l r1 gJ ándul ¡:¡ 

este órgf.lnC": CC) L.t•t í cul a; <e. g l epitelio glandular; 
(f.m. > fasr::ír:1Jlos muscu!ar·es; <v.h. > vasr:> hemoljnf.:>
i::i co; (t. r.. > proyer.c:i nnes de i:ej:i rlo coner:t i vo. Se 
indir:8n los P.lementos de referencia util:iz<')r:los para 
la de~;:-r:i rc:i ón ;:inc:1t órrd c;:q 

lJ Plano me~iaJ o sagi~ai 

2) Cara E>:+C?rria 
:~> Ci>i-i':\ interna 

b) Corte J onqi t11rl; n;:il \D perasC'lg:i tal) de la ql ándul a. 
se observan las estructuras generales y la 
djstrit-1.1'-jón por zonas de tjnc)on i:teJ ep)i:e:Ji". 

ZI, Zona I o de tinción básica 
ZII, Z~na II ~de tinción ~rid~ 
ZIII~ Zona III o de tinción básica 

J 
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interior los vasos que alimentan el epitelio, además de qne se 

pueden observar . - -• e<= -··-·--....... ,Cf..M ~-=- ---.: h1 ~~ ...... n*~ ,..,. ........ ;_ ......... -···-··- -

fihroblastos, aunque estas aseveraciones, deben ser estudiadas 

r:on m~s rni n;uin. (Ver f:i g. 13> 

- Par t!>nqui ma Glandular 

REGIONES. Para facilitar Ja descr:ipr:ión anatómica 

hi c;;toJ óqi r.:~ de las glándul~s del veneno, se dividió al telson en 

tres reqion~s en ~~ntido ro~tro-raudal; como se puede aprec::iC\r 

en la -figura /; caria región -... ~---- ............ . 
<e;;;' ... ---· ··- ···-, 

particular, el telson se aplani'I en su parte externa Cr.ut i r:uJ a> 

conforme se acerca al animal <sentido cauda-rostral). Se 

subdi v; dj ñ a Ja reg:i ón rostral en distal y pro:-: :i mal • pues el 

epitelio glandular tiene características diferentes en cada mitad 

de Ja reg:i ñn. 

1 as provecr:iones de t.ej:i do 

descritas son un parémetro mor-Fo1ogir.:o . -
"""" 

di visión t.opogrt<-f:i r:a de 

los distintos tipos celulares ~ei parénquima . ·"·--·--· -- ,. ____ _.._ YJ. c\llt..Jt.(I C'-1 • 't....Jtrt~t'"""-

como l; m:i te~- de tejido conectivo y el 

tipo de 'ti nci. ón écido-básii:a (con azul de tol 1.1:i di na y/o 

hematoxil:ina-e~s:ina> presentan las c:él t•l as, se ci:ivid:i ó el 

parénquima en zonas bien delimitadas: 

-ZONA I <ZI>: La zona I está uh:icada en e J t ere :i o 

inferior del parénquima glandular, es una región delgada limitada 

por la cutícula <cara externa>, por la porc:i ón ; nfer i or· cie ) os 

f ac í c:ul os musculares (fm) (cara interna) y por el borde inferior 

1 
1 
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1 
1 
1 

f:'.!;;q11em~ qui? m11P~tra 1 e. 01 v:i s; ó11 t~ ... ;::;q:--::'<-f'~ ce ::>mp) ear!~. 1 
pare la descr·ipc:ión hist.ológic:a del epitelio de la .,
glándula del veneno del alacrán C. no}d lt!?- Hoffmann. 

1 
Obsérvense las caracteristicas anatómicas 
correspond; entes para cada reg:i ón gl and11l Rr • 

a .:'!g1...'..i jó~'\ 

c.i corte in:icial <real:i::2.rlc1 an1·es de la 
fijación del tejido) 

d distal 
g.d glándula derecha 
g.i glándula izquierda 

m -·-----·1 -
"''-'~'-"'-' ... -
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FIGURA 7 
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proyec-c:1 cine~ riel tej; do 

.:on el ep1 tel í o glandular) que se originan desde las 

paredes 1nterna y ex t. er na • 1 a Z J est ~ const; t.u:i da de el ement oi;; 

celulares que tienen afinidad por colorantes básicos, es decir, 

se tiñen r:on hematm:; l j na y azul de toluidina. Dividiendo al 

t.elson por regiones se puede decir que la ZI en su inicio <región 

Caudal > , es uni'I. banda estrecha de tej:i do gl andnl ar rp~P 

panlatin~mente tie dimensiones conTorme se acerca a 

med:i al J')ar ¿::¡ dese1 1 .~rec:er despué;;. en la región rni:.tr·r1l fH'r>:~; mal liel 

teison. 

ZtlNA l J: F.!==+ a P. J l er e: :i r> merlin riel 

parénqu; me:1 qJ anrj11l ar <pq>, tiene los mismos e 

interno qne Ja zona antP!"> rlescri ta per-D a d) -ferenc-j fl rlP. P.) l ""• los 

l :l mi tes superior e inferior están determinados por Jos bordes 

correspond]entes ( e.uper; or e inTerinr> dE· las vel J o!:'d ria.des q11e 

separan 1 as zonas ¡ y I I I. La ZII está const i t11i dB 

población celular mi>: ta aunque predomina aquel l e>.. que tiene 

afinidad por los colorantes ácidos <Eosina>. La ZII es lr>. mÁc:; 

amplia y se c:r:•nserva así a lo largo de las regiones caudal y 

medial; la dimensicln de esta zona aumenta en 1 a regí ón rostral 

prcn: i maJ c-ttAnnc-. desaparee-e el área OC:LIJH'lda por J R zona J. rt.1Rndo 

est:n s11r:P.r:le la 7- I I ha nc:1.1pado la totalidarj de la mitad inferior 

........ 
'. ':J .. 

ZONA J 11 Cll J J): E!=.t.e ::t:DnR or:11pa eJ t.eY-c-i o s11pe1··j c:w 

<o r:lnrs;;1J > deJ pg., posee una forma t.ri anq1.1l;,r con base inferior 

pnr Pl hnrcfe !"llf>Prior de Ja;:; vellos)de:1nes q11P- sir vpn de 

limite entre esta zona y la ZII; y dos caras, externa 

¡¡ 

1 

1 
1 

1 
1 
1 



70 1 
1 

la 

11 
pnbl ari ón ;; ! 

"' s11 di stri buci ór. a 1 os l?.trqo riel telson sr:> p11er1e de<:)t·, q• te 1 a 1 
Zlll se ronserva en pr~rt:icamente la en 1 
t-res reqiones. 

11 
IJ 

F'OBl .. ACJON CEI 1.11 AR. en r11enta ) as 

estructuras jntracitoplasméticas c~lUlara~ y !~S rRracterfstiCaS 1 -
;::.. la población celular del epitelio 

l!I 
glandular productor de veneno de c.n.H, en los siguientes tipos 11 

celulares <Ver c11adro l y fig. 8): 

11 
Células del tipo I <Ct 1 >: Cél ltl as de forma 

ci 1.; ndr5 r:.::> con n~cleo peque~o, dm cromatina condensada y situ~dc ll 
lii 

en 1 a req:i ón parc:1hasal; en c:1+:in:iciati 

por Jos r:f:)l orantes suponer la riqueza de básj r:os 1 o que hace 1 
ii a -esto es, la apariencí a de su 

Sll hrircie l i hre 1 
microvellosidades ~ue son el qrupo de células más aparentes en 

que formc:1n Ct l tiene p 1:1t>l r..1ri ón la m:i ~:ta de la ZI l. 1 ) R 

distribución más general de todos los tipos celulares 

componen el epitel·io glandulc:1r, se observan células de este grupo 
1 que 

en todas las zonas descritas, inuependicntementP del nivel del 1 
A 

corte. 

l.as c:arar.ter35tir.as t:intor:iaJes, c:omo !:>e menC':ionó con 1 
ant.er :i or i rt"-"d, dependen la afiniriar:I qrnpo cel nl ar por r:tel rie 

colorantes h~sic:os, sin :i nt enF.i rlan et l emh;::irgo, ) fl para 1 rle 

1 
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; 
i 

E'sqt1emt:1 y m1c:rofotogra-f:ias que :ilust.ran los tres 1 
tipos c~lular~s descritos para las glándulas del 1 
veneno del alacrán C. noxius Hoffmann. 1 
a. Esquema que representa los 

I. T:i po cel 111 ar l: r:él 111 as 

II.l:ipc::> reJ11J.;.r 
contiene gr~nulos finos 

I I: e-él 111 a!::. 

tipos celulares: 
r: 11 yo r.] t opl asma 

r11yn ritoplasma 

IIJ.-fjpo celular III: 
citoplasma se observan gr~nulos 
respecto a los rfel t-:ipn e:tnter:ir->r 

rél 111 e:t~ en r:11yo 
de mayor tamaRo con 

(grán11) o gr-<1eso). 

b. Mic;-¡:,f¡:.i:.;:;g;·¿,;í"' que ilustra dos ce!lUlas del 
tí po 1 ( :t), enrnBrc:ando a 11na r.éJ 111 a riel t :i po l 1 
(flecha>. Se observa tr:imbil'-'n, Ja hase de 11ne. céJula 
del tipo IJJ (-t} 11n:ic1a 8 Ja prnyecr]ón cip iE·:jjcio 
conectivo et.e.>. CSOOX> 

J 

1 
c. nicro-fc:>i:ogra+; a que 11na rél ul e. de 1 

1 
en ia 1 rstit•.:!tr.••1 -

'::J• ---··-·-· - --··--'"='' .._ ... ---~ 
parte st.1per:i or ~ 
c:él ul;;. d~l t:; po 

..:....,: __ 
........ .....,.'-' y u.e i. .i 111i Le:\, 

con una cél11lt1 c:lel t:ipo l <*> 
rI ( fl ech:-.> • (800X L 

y una.···• 

1 
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r::c1lr:?r,;u:ión vario"!\ desde el violeta hasta el azul, dependiendo de 

ja c-n :: a ~l.:.,. t j nri ón v:i ol et a 

par ti cul armente intensa \H-E>, esta car acter í st i ca podría 

re-flejar 11né'l en ) a 

~.ci do-base de los componentes intracitoplásmicos o quizás, 

se tr ¡;:it P rl I? 1111 

celHlr.1r a, tercera posibi!irtart, es que f 1.1esen 11(1 .;> nueva 

pohlar:i ón rel 111 Ar con c-é'lrac-ter:i :-ti e-as t.i ntor'i al es pé'lr -t3 r11l eir·es. 

En l i'!\c:; zonai:; I y IIt, Ct! adquiere una t.; ne i ón prn· colorantes 

básicos 

e on a z 1 1 J rt e -t. o l u i d i na , 1 as et I se ti ñen r.le azul en J .;,:.s; zonas I 

y III~ y de a::11) tentte en l.=1 Tone:\ 11. 

Células de tipo II <Ct I I > : Céi 1d as 

cilíndrica, su nl'lr:leo es oval con silueta regular y r:roniat i na 

condensada, está situado en posición parabasal; su c.i topl asma 

tiene afinidad por colorantes ~c~dps (Eoeine> y en el se oi:>ser VC1. 

un contenido granular fino que podría corresponder a vesiculas de 

secrec-i ñn ~ es+ a r<=1rac-terí ~-ti c:E\ morfol ógi ra i;:.obrese:il :i entP 

del qrupn celular. La c:antidari de gránulos varía de célula a 

célula pero en la gener.=1lidao EP presentan en n~mero s11f:i c::i ente 

como para ncupar Bprbximarlamente el 75% del citoplasma. El borde 

.1 i bre present:a m:i rrrJveJ J osi dade~ que son vi s:i t"IJ es en aquellas 

céiulas que forman part~ de !os rsrimos de las vellosidades. 

Ct JI e><:- un t:i po e-el ul ar que t. i ene a 1 E\ mi3.yor parte 

de sus representantes en la zona. II. E>:isten alqunas células 

de este grupo que se entremezclan c:nn otrns 

r:elulares en ZIII (8% de las células>, estas en particular, 

1 
• ¡¡¡ 

1 

1 

11111 
B -
i 
1 
1 
1 ... 

1 
1 
1 
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1 
se tiñen tte az11) c-rm hPmatnxilin<", élt1nri11e rnn az\1) ne toJ 11i cii na 

t 1 ñr:n, . -'" 
.._ __ _ . •.-:-•-..:::" i e: . -,,. ~ 

nt1evo t;po relt•lar 

~uncional diferente. 

CéJ ul as tipo I 1J <Ct 1 I I >: r:él ll) as rle forma 

cilíndrica que posean un nOcl20 pcqueRo de cromatina 

si tL1ado en Ja porción basal del c:i topl asma, este t\l t:i mo~ presenta 

_..J-.a...z-.L..s .... - ··-- ---- -~.-.1o+.;M.:::a.rl 
\.,1 ... ':;)''-.A. 1 • '- ... ,, C'\ "-'' ''"'' "='. - • • - _ .... - - - -- -

diámetro mayor que 1 os gránulos de Ctll y r¡lle oc-upan 

f:C\SÍ la totalid.::\n del citoplasma. El citoplasma tiene poca 

por loE r:oJC"lrantes básir.os (ti nri r'ln ctét-.; l 

hema.toxilina y con az1.1l de toluidina>. 

Ct. l J l tipo rel nl ar r¡ue t. :i ene 

dí ~tri bur.i ñn bien establer:ida: se 1 es puerle obse1~v;:.r form;:.ndo 

parte de Jos grupos celulares. de lr.is zonas 1 y 111 prinripalment·e 

aunque p11eden e:{ i si: ir en .i a zona II en nt\msrc escaso; en le 

región rostra] su n1..\mero_i'l.umen-ta cons-tit.uyendri pr:irte del ep:it.el)o 

glandular de la zona III. 

En el cuadro I se sumarizan las características de 

los tipos celulares descritos en los párrafos anteriores. 

En las figuras 9, 10 )' j i pneden las 

caracter í st. i cas de cada una de las regiones y la forma en que se 

Las gráficas de lr.1 1 e Ja JV representan el númer·o 

promedio rtn r.:éJ11las tipo .e, .({ y III para cada zona, para las 

distintsis rRqione!:'; se puede observar como se 
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rl~ las poblar.iones celulares en cada zona. Así podemos observar 

que en 1 a: 

- Zona 1: loF -tire-.~ c:elulare~ prednminanteE=. r,;cw1 l:tl )' 

CtIII en 1 a reqi ón caudal <47'Y. y 41% respectivamente>. en la 

regí ón Mecii r:1l l ns + i pc-.s. c:el ttl are~ !:'on et 1 < 4~">'1. > y et 1l1 <:.S9"1. > 

en Ja re11:lón rostral rlistai C·LI (,';9%} y Ct!!! ( .. 'S9'r.> 

Zonr1 I J : -tenernos q11e et J 1 el i :i pn e-el 111 r>r 

q11e se Pncuentra en mayor pro~~rlio ne las tres 

40'Y. en rir omerl i n 

regiones>. 

Zona III: Ctl es elm tipo celttlr..r r>t··edo111in"'nte en 

las regiones caudal y medial (56'Y., en promedj,o de las dos 

regiones>, y c:ompart.e espacio col"l CtIII en la reg1éln rostr·C<l 

para CtI y 46% para CtIII>. <Ver cuadro I>. 

1 
1 
1 
E 
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Fot:,omjc:rogr.;:if;tts c¡11e ilus'tran Jas c-araci:er·:isi:icas 
anatómicas e hi stol ói;:¡i c:as corrE¡>spon,:H entes a ! .:l. 

re.gi on i:opográi' i e-a caudal • 

a. Fotomicrografia que muestra un c:orte 
transversal corresp:::indi ent.e a la reg:i ón caudal 
de la glándula (25.6X). rinción con azLtl de toluidina 

b. Fotomicroqrafia de un ~nr+e transversal d~ Ja 
región caudal de la gl ándL1l a del veneno. Nótese 1 a 
distribución por zonas correspondiente a esta regi~1 
<BOXJ. fin~ión con hematoxilina-eosina. 

(Barra=5011m). 
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GRAFICAS 1 

Diagramas que representan el número promedio de células por tipos 
celulares para cada zona del epitelio glandular correspondiente 
a la región caudal. Los datos se obtuvieron promediando las 
regiones caudales de glándulas izquierda y derecha. 

¡¡ 
i 

1 
A. Histograma que muestra el nómero promedjo de células 1 

de cada tipo c:elula1- para cada zona del epitelio glandt1l21r en l?. 1 
regían caudal en do:::~se :ue::~u~::er:::: 

1 
V Il! en ioual i 

pi--oporci ón 
Zona II Células de tipo II <gránulo fino) 

Zona 
Nótese adem¿s, 

núme1-o menor de cél ul 2s. 

de tirio I 
III Células del t:ipa 

que la zona I es en la que 
segu:ida de lé' ::0¡·12 III 

I y del 
albergr.1 

l 1 I 
tH1 

B. Gráfica que ilustra 01 comportamiento de cada tipo 
celular par a las di·f e1-entc:s :.~ o:·,2,s: d2J E:r·i ti::·J í o gl 2s1dul ar tic 1 ¿, 

región caudal. Se obse-va qu~: 

Las C:É:l L\] i?,S tipo I o el(? 
-·'·---- _. __ _._ 
tt"-'tll~l \.,J W\.:...•;.>·....l~ 

.. - - ·-·- -

.LC.\ ,,;:_UJ1t:\ 
•- .. ··- . - . 
llt:\\-.1. et J. e'\ ,,;..\..JltC<. r r I. 

Las. célL11as. dr-- ·ti:•r:-• 11 r:-• d·~· 'J•'"·~~~·-~J!::. f}~"!-:." f'!-~!'!C\:!~~!"~?!1 r::·!-:. 

la zona II mientras qus se observan e~ msnor n~mero en las ~cnas 
restantes. 

Las c.~·luJ2,:o, ele t:ipo IlI ;::" de Ql"c~nttlo g1-1112s,_-.,. 
pr·edominan en le.. zon¿, I mientr·as qu8 s1.1 núHu.~1-0 sr:- reducE· en 1;,, 

zona 11 aumentando de nuevo en la zona Il. Esta es la población 
celular con menor numero de representantes en el epitelio 
glandular. 

Prueba estadistica de Kruskal-Wallis p< O.OOOOl 

) 
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Fot-omit:-rogri=l.f:ía!O'. q11e i11.1Etran las c:ar·ac--teríi;;i:)cas 
.enat&.n:i. r:E'!s e hi st ol óqi cas c:orrespondi entes a la 
reqi on medial • 

a. f-o·t:nmirrr.iqri=<f:ía que m11est·r<" un 
transversal r::orrespondiente a Ja región medial 
qJ ~ndt..11 a del veneneo. Nótt>!'ó'.e l 8. form;,> c:i r r11) Bl' 

mism2 (?.~.6XJ. rtnr::ión Azul de foiuidina. 

ror·t'.e 
de 1 a 

de 1 <" 

1 
1 

b. Fotom:ir-rDgrefia cte 11n corte tran~ver·sé'll de la·., 
región medial de la glándula. Nótese !a distribución 
por zonas correspondientes a esta regi~\. <BOX>. · 
fi nci ón H-E • . 

Li '2Wl1C\ ... .. 
z:P zona 
ZIII zona 

<Barra=50um> 

II 
III 

'111 
-~lil ., 
J -, 
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GRAFICAS 11 

Diagramas que representan el n~mero promedio de células por tipo 
celular para cada zona del epitelio glandula~ correspondientes a 
J.:. región medial. Los datos se obtuvieron pr on1edi ando las 
regiones mediales de las glándulas derecha e izquierda. 

A. Histogramas que muestran el número promedio de 
i:éJ "~;oc; di;; ce.da tipo para. cada zona de 1 a regí ón medial; se 
observan los tipos celulares predominantes para cada zona: 

Tipos celulares r 1 ! ! casi en i gua! 
proporc:i on 

Zona II Tipo celular II o de gránulo fino, 
seguido del tipo 1 (citoplasma 
homogéneo) 

Zona 111 lipo celular I. seguido del tipo 111. 

Notese que ia zona I es ia qui:! t.:u11'=>l=-'r ve. t..iíi •••-=nc.;
de células. 

B. Gráfica que i l. usi..r "' el cumpori:.ami e1rlo de;o 
población celular· para las diferE·ntes zonas dt:= la glándula. 

-·'·----..... , ... e;-, ........ 

cada 

El tipo celular 1 aumenta en n~mero ci~sdt id 
2:0i~aé I h~c.i ~ l ~ ::::~!:=": ! ! 
Para el tipo celL.\la1- 11 el número má>:imo de 
repr-ese!~t=nt.es se enc'.~?nt:r~ an la zona Il 
y se conserva su número en las zonas II y 
~ T T 
.&. .&. "'. 

El tipo tres es el grupo celular con el 
menor n~mero de r~presentantes en las tres 
zonas; para las zonas 1 y 111 conservan 
números promedios casi equivalentes mientras 
que la misma población para la zona 11 
tiende a desaparecer. 

Prueba estadística de Kruskal-Wallis p<O.OOOOl 

1 

1 
= 1 
1 
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1 
Fcitomicrogra-f:ias que ilustran las características .·1 

anatómicas e histológicas correspo ndientes a la 
~~=J-'i r.n ;-~~+=--~'! r!~ '.! :-: g'! ~r:dtt:! .. ~ d~:! '...'~!"'~~~~º 

a. Fotomicrografía que muestra un corte 
transver-sal cie la reg:i ón rostral de l R ql ánd11l r.>. tiel 
veneno. Obsérvese la forma del corte: ci r·cul ar en 1 a 
porción s11per:ir:>r y rónt:C'IV.;t en Ja pnrrion infe1"ior. 
('2:=5.6X). rinr:ión con A:z11J de íoluidina. 

h. t-r:ot·nmirroC)ra-fír.1 de 11n r.orte t1-.;<ns·,,erse.l del l.-t 
reqi ón rostral di sté'l de 1 a nl ánd11l a. Mót.esE' que 1 a 
:-on¡;¡ J <ZJ) Ff? e~-t-reo:r.llR y ]AS ::'C.•llrt!=, l.l CLil> ,, lll SE> 

amplían. (80X>. finr:ié1n H-E. 

11n r: r.w -i- e 
---~ -'~-
' C:-'.-j .l. •-11 t 

des.spar:ir:il">rl rlr: JA -:"{"'lllr.I l y Ja d:i5·l:r·ibuciñi1 de ) C'\S 

::i:-·na:: !! <Zf"P y III <ZIIO- <80X). l'inción H-E 
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GRAFlCAS 111 

Diagramas que representan el número promedio de células por tipo 
celuar para cada zona del epitelio qlandular correspondiente a 
1 a reg:i ón rostral. Los datos se obtuvieron pt· 0111ed:i ando las 
regiones rostral distal y rostral pro>: i mal de las qJ ándul as 
derecha e izquierda. E:.s importante hacer notar que Ja zona 1 
desaparece en la región rostral proximal por lo que los datos que 
aparecen en esta zona son los existentes en la regi~1 rostral 
distal. 

A. Histograma que muestra el número promedio rh=; r.É:') • 11 <"S 

de cada tipo para cada región rostral; se observan 1 os ti pos 

zona 1 Células tipo l y tipo 111 en igual 
proporc:i ón. 

zona 11 Células del tipo 11 y del l 
zona III Células tipo l 

B. Grá-fi ca que ilustra el c:ompor tami ento de las tr·es 
poblaciones celulares en las diferentes zonas de la glándula. 

Las células tipo l o de citoplasma homogéneo 
aumentan su n~mero en la zona JI y JII con 
respe~to a Ja zona 1 
L~~ c~iui~~ tipü ¡¡ siguen e: mi~mQ 
las regiones anteriores. 

--..L- .,J..-.,-1-
..,~'-• '-111\,..l'C;;:' 

ti pe ! ! ! aurr:entan SL~ 

en la la zona lll y dismint1yen S\IS 

represeotan"tc-;; en 1-Q ..:.."-"••..... ! 7 !.! 
respecto a los otros tipos celulares. 

Prueba estadística de Kruskal-Wallis p(0.00001 

1 
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C y D Histogramas para la reqi ón rosi:.r.:'1 pr ..:.;.-, ;. ¡¡-,.:;...:. 

glándulas derecha e :i zqu:i erda. Ubr.érve~e la ausenc:i a de l R :::eona 
I; la desaparición casi total de células de tipo 111 y el aumento 
del mismo grupo celular en la zona lll. 

-J- 1 --
u~ .LO';:) 

Prueba estadística de Kruskal-Wallis p<0.00004 
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TOPtlGRAFIA CEIJ.11 .. AR. lln vez establecidos l DS 

límites de las zonas que se Jocalizan en 

ellas describiremos Ja local :i z ación e>:act.a de cada uno de los 

grupos celulares que:- constituyen el pg •• Para esto nos 

auxiliaremos.de esquemas que ejemplifican la regiones del 

<Fig. 12>. 

telson 

En l a f :i gura 

de la glándula, 

j2a., corte que corre$ponde a la región 

e audal se muestra que la ZI posee tres tipos 

t:elul Ares 0,11.e se distribuyen en St.I superf:i ci e de la si gu:i ent.e 

mr.>.nera: en su cara i ni.:.t=r ,-,e;, Ct!!! 

pr:incipalmente; en la cara externa e>:í st.en células. del tipo 1 y 

I I interce>ladas; 

rlesdr 

en 

la 

el borde inferior de la vellosidad que 

p.:<.red e::t.Prna h"'-Y células del t :i po 

se 

11 

intercalad as con aquellas del tipo I. Esta cjj str i bue i ón se 

conserva con ligeras variaciones hasta que desaparece la zona I 

~n !~ re'}iñn Rostral oro>:ima.l. 

II está compuesta de una publación mi~:te de cé!iJ~as~ predominan 

las et J 1; pArec:i er;;. 

est-.ri ct a, hay una tendenci~ de las CtI a localizarse en las 

vel J osi el;•rles ce<ra i nternA y a ) D l i'lrgo cie la 

mi8me_, mien-tras que Ja<; CtCI se ubican en Jas s1.1perfic:ies. de las 

raras intPrn.:> y t'Xt-<:>rn.;q_lri~ Ct-lll ne> tiene 1111 !?.itic• espec;fico ele 

~ ncaJ i z;;oci ón. 

IR zona I I l e on s t i t u :i el.:< por l\na pohl ación 

c:eJ 11) ar formada principalmente por dos tipos: las CtI que se 

local izan en la cara externa e intercaladas con las Ctlll en la 



92 

vellosidades} 

el otrn qrnpt:'I e-el 111 i"r :1 mpnr-tantP. es el C"t l I J que F-e J CKC'll j za, 

r:as:I e~!r.l11s:lvamentE> en J~ c;;.ra inter-n;;. de Ja~ qJénd11Jas, hr.>st.a el 

:i ni c:i n rlr::> l <> reqi ón ros+rAl • en rinnde se P.l:i:i enrie par a c:1bar~rar- J"" 

p.:>rte snperior de la vellosidad interna (fig. 12). 

1 
1 
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E~q11emas que :i l ustr·an 
los tipos celulares en 
glándula d~l venena. 

la tiistr·:ih'.:lc:ión topnqráfica de 
las distintas reqiones de la 

a. Esquemi'l que mue:i·r<'< l?. cHstr:ibuc::ión f-c:-opoqráfic.;) de 
los tres tipos celulares pera la ~egión caudal. 

b. Esquema que represent.a la d:istrit>11c::ión topográf:ica 
de los tipos celulares para la región medial. 

c. Esquema que muestra la distr:ibuc.ión topogr._!ific:a de 
los tres tipos celulares de la región rostral 
pro}: i mal 

Células tipo I o dP. cjt.oplasma homogéneo 

Células tipo II o de gránulo fino 

1 
1 
1 



FIGURA 12 

11 
1 
i 
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VASO HEMOl .INFA rrco. como se puede obset·v¿w en las 

figura J 4 • r.=»: :i st e un espac:i o de qr ande!: dj mens:i nnes 1 i rn:i l aun peor 

J a cnt.1 c11J ri y por los fascír:ulos musculares <fm> Cfiq.!5>; el 

) llZ ampl:ia en tr:i anq11l .,. ... r:r>n 

:infer;or superior que se extiende 

llfl ep:it~J:io plano simple m1.1y lébil de d:ifíciJ preservación>, 

relaciona con el epitelio cúbico propio de la cutícula; 

en su :i nter:i or se encuentran c:él ul as c:11yas c:ar ac:ter; st:i r:as 

morfológicas son semejantes a las de las células hemáticas de 

mamíferos (f:ig. 14b>; basadn;: en las observac:iónes anter·:ic:n-es se 

puede pensar que el espacie descrito es en realidad, un gran vaso 

hemol :i nfát:i co q11.e t>r:i nda n11tr:i c::i ón al tej:i do Ql andul ar. 

céiuias que se observan en el interior del vaso 

con del +t~n monnnuclear, su rromat :i nÑ 

-------- _._ 
~tJt tLlt::-11":c:t\..Sd y tit=- ~i it.t.ei::.a regui ar en ias céiulas peque·ñ as pero 

c::itoplasma es ar:idóf~lo 

bi:isóf i J Q y escaso en las células pequeñas, y qeneralmente 

Ar:lem~s las células observe>.das en el 11 tmen del 

nh!?.ervan concr E>C iones granulares finas que podrían 

corresponder a proteínas precipitadas de origen hemolinfático, 

aunque algunos autore!:. (Sámano et al., 1964), p:i en san que podr:í a 

ser veneno <fig. 14b>; así mismo se puede observar una estructura 

c:ompuestR de +.ejido c:onec:t:ivo que sost:iene dos pequeños conductos 
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simple, esta estruc:t1.1ra esi:.á 

adhe>ri cli" pnr concct'i vro epitelio de l .=1 

c11t;c:ula Pn l;:¡ zr:-na centrr.-1 de Ja base del vaso hemoJinfático; es 

una q11e se preserva con d:i f:i c11l t.::>.d, razón 

por 1 a cual es dificil de observar en todas las preparaciones 

(fig. J'lc:). 

En l a mayoría de se puede observar 11n 

p~queño espacio de forma triangular y vértice infer·iur 

nací.:. 

tel son; estF' peq11.eño espacio es virtuC>1, pues depende de la 

e:: ten !'''-1 ón c:L>ncl11rto heme>l)nfático y del e:;.t ado de 

contracción rle los fm. periglandulares; así, si los músculos se 

contr~en .. 11n:i ót1 re<'l de l C"IS fm. <ver f:i q. !"J), el 

centrar i o, sj hay 

mus.cu) ar, l <'! re} ~c.:i t'ln ; n-t:i m~ de 1 os hordes medi é'I.] es de l ns fm. 

crea por un ·Falso conducto. Esta 

ase;,,,.;er a.e :i ón por l é'\ presencia de cél 111 as 

"hemoiin~áticas" en E! pequeffo e•pacio~ y la existencia de una 

comunicación amplia entre los dos espacios descritos observada en 

algunas preparaciones, faltaría ver i -f i e ar si la presencia de 

dicha com11n:i cac:i ón re] i"C-:i ona con el grado de c:ont.r-.?.cci c'ln 

m1 \!"'.c11J r.1t- mr~rJ; ¡:;1nte eJ e~.t.1.1r:li o del patrón de bandas de las. esti- i as 

en mi crosc-ci¡:>:í <' el ectrón:i C:é'I.. 

MUSCUI. O F-'ER I GI ANDUI AF<: ] os fascj c:ul os muscul ar·es 

( f j q. j~) ~stán ~ompuestos de células alargadas en forma de huso 

11n n1'11:- l P.o condesadR y c:entral; en el 

e i top J asm;:¡ se p11eden distinguir las bandas características del 
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1.os fm. cine envuelven a J as unida.des qJ a1\d1tl ares se 

dispnnen en dn~ direc-cionPE cnn ele 

Ja ql~ndula,los har:es longitudinales or:upan pon: i ón del 

ter e i o mE"d i n 1 a masa mui;=.c-ul ar y enc11eni'.r an 

:i nterr:al 2dos entre ! oe har:es t:i rc:• •l ~res. t"redomj nan Jos haces 

m11sc:ul are:; c-i rr1>l ares. 

Como se hab:! ?. mene:! on<"dn c::on anterioridad, Jos fm. 

correspondientes a c:ada. glándula son· estructuralmente 

i ndepend:i ent.es es decir, nn existen puentes conectivos aparentes 

entre ambos que los unan a un tercer punto de apoyo fijo, este 

hecho 

sobre el pr.>rénqní ma ql .::.>.ndular r:on el que se relaciona, b1-j ndando 

potenc:i.;11 de la c-omprei=.:i ón ali Pr noR.nte o 

posi bi Ji rtad que debiera ser 
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Fotomicrograf as que ilustran la distribución de 
diTerentes t pos celulares en una proyección de 
tejido conec:t vo; además, se puede11 ob~er·var c:él u1 as 
mioepiteliales intercaladas entre las células del 
epitelio glandular. 

a. Fotomicrografía que muestra 
células de tipo i y de tipo !! 
de una proyección de tejido 

la di stri lHtci ón de 
en la reqjón apical 

conectivo. e ~~OX >. 

b. Fotomicrogra-fía de la región apical rJe un<O\ ·1 
proyecc:i ón de tej:i do conec:ti vo que l i m:i ta ) a5 zonas. ·
I I y III. Notese el cambio de tonalidad < t1nc1on con 
Hematoxilina y Eosina > entre las zonas 11 < ~osina > 
y 111 < Hematoxilina >. Al centro de la proyección se. 
observa una pequeKa área clara que corresponde a la 
matriz Tibrosa de la misma. < 320X ). 

e:. Fotomic:rogra-f:i.a que muestra un qrupo ceJHlar ciel 
epitelio glandular; en él, se puede distinguir una 1 
célula mioepitelial <flecha > inter·calada entre las · 
células secretorias; 1 as caractet-í sti cas mor fol óqi cas 1 
de las células mi oepi tel i al es se pueden observar cnn 
claridad en la ilustración: Poseen un n~cleo oval, 
!:e!'":"t~e.! ... 1 rl~ -~...,.ir.~+-.¡~~ ~~!'""!d!?~~-?-~?! ~•• r-i+nn. ··~~en~ c:;.p. 

extiende ~a~~a-~~;-;~~;emos dando u~ aspecto alargado • E 
a la célula; se piensa qu su func:ié>n es Ryt1da1- a )a····ª 
ex pul si ón del contenido de 1 as células secretot-i as 
durante el proceso de secreción. _I 

I 
11 

c. m. 
c.p. 

Zl 
ZII 

Célula tipo ! . 
L;él ul a tipo l í • 
Célula mioepitelial. 
Célt.1lRs de la proyección de tejido 
conectivo <probablemente fibroblastos >. 
zona 1. 
zona I I. 

<Barra= 50um >. 
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¡¡¡¡ 

1 

Fotomicrografías que ilustran el vaso hemolinfátjco 1 
y los elementos propios del mismo. 1 
a. Fot.om:icrogra+;a que muesi:r·a "":; vc..sc. ht:-ittü~"inf~"t~~:::: · 
< v.h. en toda su extensión; en su interior se ¡ 
observ~ material precipitado que podría corresponder _ 
a proteínas. Nótese que en la parte superior óe la 
estructura glandular, se observa un pequeKo espacio 
formado por la superposición de las imágenes de los 
fascículos musculares < f.m.> por lo que, se trata 
de un espacio virtual < a >. < BOX J. 

b. Fotomicro~r?~~~ Pn 1a cual se ouede 
grupo de células hemolinfáticas < 
contenidas en el vaso linfático. 

observar
i'lechas 

un 

c. Fotomicrografía que muestra la estructura de 
tejido conectivo localizada en la parte jnferior del 
v~~~ h~~Q!i~f~~i=o ~~heride ~ 1~ r~r~ interna de la 
r.::uti c:ul a~· en su inter:i or se adv'i eri:en cios e=-·tr-uc-tlir-as 1 

.J 
que semejan conductos cuya descripción morfológica se ! 
encuentra en el texto. < 320X J. 

v.h. 
f. m. 

c. 

vaso hemolinfático. 
fascículos musculares. 
cutícula. 

( Barra= 50 um ) • 

.. 
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FIGURA.15. Fotomicrograf ias 
musculares. 
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que ilustran 

a. Fotomicrografía de un corte 
glándula en la que se observan 
entre los fascículos musculares 
al epitelio glandular. < BOX >. 

los fascículos 

transversal de la 
la zona de contacto 
< f.m. que rodean 

b. Fotomicrografía de un corte transversal cte les 
fascículos musculares en donde ""'°' d.?;r,t..;;:;;;t;-~ .12. 
presencia de estriacjones y la posición central del 
ndcleo < datos que corroboran la naturaleza estriada 
de los -fascículos musculares >. ( 80C>X ). 

n núcleo. 
e est;-i~s .. 

<Barra= 50 um >. 

1 
1 



FIGURA 15 
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III INMLINOCITOD.!lIMIL.A (l.occ:tJ;zr\cióil rlP la:: lo::inas en 

Dil1..1c;ón de los ant.icuerpos 

En 18 primera prueba de dilución de anticuet-pos se 

t•+. i 1 izó 11n an+ i c1.1erpr> 1.:.. Nn::iusto::in<=< <i:5CIO 

y 1 : ~ººº. er)ltí vn.l entes 2.2 uq/ml y 0.22 uq/ml de IqG 

11n 

( j : 50, j : 1 00 y 1:7.50 equí veJ ent.es a 300 

uq /ml , 1 ~º' "J lmJ 

erp.d val entes para todc>.s las diluciones del monoclonal; para el 

sequndr:> ant:i c:t1erpD l rt tH l uc:i ón i: 50 resuJ -t.ó en lln fonrlo 11111·y C'I] to 

rnn respe~to ~ la señal y la dilución 1:250 con fondo y señ·a1 es 

muy bajos, por Jo que se re4=olvió utiliza!" la dilución !:lOO como 

de rutlna. En la figura 16 puede observarse el tipo de señ'al y 

- Tiempo dE? inc:ub<'l.c:ión del primer anticuerpo. 

Los e:{ peri ment.os que se habían 11 evado a cabo hasta 

el momento, +enf~n c-om~ hc:ts2 las condiciones est<'l.hlecidas para el 

mor.!eJn de beta endorfina en hipófisis de rata, pero eran 

necesario~ r<=1mhi n~. en Ja i nc-11hari c'Jn del pri rnP.r c:111t i c-uerpn, ya q11e 

el t:ejido dr. intP.rés se maltre>tab21 con tiempos de inc11ba.ción tan 

:inr11hac:ionE?s 

3, b, 1~ y 24hrs en cámara húmeda a 4 c. Los datos obtenidas 

demost:raron q11r. "tant.o Ja i ntensi ciad como Ja 11h:i cac:i ón cie Ja sen'<".] 

permanecieron jnalteradas para cualquier tiempo de inc:L1bac:ión. Se 

estahl ec:i ó c-omo rutina i nc:L1bar al pr) mer ~nti cuerpo durantE· 3h. 
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(sust-.i tt•<.:i ón del 

primer r.Jnt-i Cl\E>rpn preinm11ne y/o por otro monoclonal 

(1 HRH> di er C"l!l f AJ ~o!':'. pnsitivo~. EEtos resuJ1-ados se ont.uvieron 

baja condiciones de fijación con solución Karnowsky, por lo que 

se pensó en la po!:'>Í h:i l j rlarl de 11na modi f i c¡:ici ón de i os ct.·H11pc-,;;entes 

del tejido por 1 a concentración alta de glutaraldehído en el 

.fijador, por ra:: ón, se realizó un ex p er j n1~11 t t..• c. c-.. 1-.t t ü~ 

fijadoras (Tabla IV) 

des¡:irroJJAnrln )?. t-écnirA de Ir.O completa. o~ resultados de esi:os 

ensayos mostraron señal positiva para todos los fijadores con o 

s:i n el desrc>rt.-,.ha pc1si h:i l i clé'trl cie 

marlific?r:ión d~ 2ntígen~s riel t~jida por l~ técnica de fi Jc>ci ón; 

t amh:i én ••nR diFt-r:ihuc:ión P.spec-:íf:ica de 

r:eJ u1 e>res teñi rloc; pr:is:i ti vamente para pero:: i dasa con fondo 

real mente ,. .. ,.,_ -
\ T J ':J • i nrli CC'ban 1tna ci er ·ta 

espectficid;.>n de reacción Pn algunos grupos celulares por una de 

Se iniciaron entonces una serie de ensayos de control 

para obtener la resp1.\esta. sobre el de este 

resulti'ldo. "art)ficial" <ver tabla V>. 

l. Preadsorc i éln con FI I, LHRH, y BSA: como ya se 

mét.orlos, se inc11bó el rr·)mer .=intir:t1er·po 

(2.? ug/mlJ ~on et b l Dílllearlr:ir (F' I I 140 ug/ml equivalente a 4.2 

uq/ml nr-- ll-·11 n No~·~:it•!"toxinA,. 1 HRH 18. 7 11q/ml; BSH 6(10 119 /1111 >. 

Mo se observó ni nq•.'1n b.I aqueo de 1 i'.\ señe1l por· parte de 1 as 
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que> 

se aplicaron los siguientes controles. 

:.<:. Sustitur:ión de pr-imer· antir:uerpo: se sustituyó el 

PBS- 1 r i t nn O. ::-;;Y., el 

c.ontic11erpo. Este ensayo dió la clave aJ problema técnico 

o::i Pr+n grupo celular. Se pensó entonces que eJ segundo 

ant :i cuerpo (Mi l E'S) est.sha ca11sabC'l est R 

jnespecificidad, por lo tBnto, se iniciaron una serie de ensayos 

de~.r- ar -t. ar l a pos:i t:d J :i dad de reacción c:..-uzada de este 

segunrlo anticuerpo; para el 1 o, se i ni ciaron sustituciones por 

l-) uoresce:í na 

y con los anticuerpos marcados con peroxidasa no comercial 

<donados por el Dr. en el Instituto 

Pelsteu_r > e :i nr:l usi. ve un 

C'l pero~d c1~sa. é'\ni·. i r11erpos re!i.'tl] t;:..ron t.ener el m:i smn 

comport:ami.ento que el anticuerpo inir.:ii'.'l; debe h.acerse notar que 

ne Ror:lemina y de t=l11r::>re;:;:c:e:>na y es difícil r1istinquir Jas señales 

de aquel J ;:1 -f J 11r>rP.~-cenr:)?. pr8veniente de1 tejid~. pCIY ) t~ ql I(':• 

t,;:.n r.:lF>ro el comportamiento con los a.ntic:uerpos conjugados 

.:. fluornf~rr>s. 

4. Bloqueo de la seKal inespecífica: conociendo que 

el problema de la señal inespecífic:a era causada por la unión de 

anticuerpos marrados a un grupo c:elt1lar, se iniciaron nna ser·:ie 

de experimentos para tratar de bloquear esta se~Yl inespecifica 

1 
1 

1 
11! 
fil 

1 
1 
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11nc> re.:11 en el mismo corte. 

En loi:. primE?ros ensayos se :intent.ó bloquear la señ·a1 

inespecífica <Tabla V> preincubando el tejido por tres horas con 

SL\ero prei nm1.1ne de conejo o suero de conejo anti-JgG de rat~i o 

IgG de conejo anti-IgG de ratón después de los cual se si g\.\e el 

procedimiento rt1tin? cie iCG. se intentaron 

l.\n e::cesu de 

JqG del propio i?\n:imal que clona ) os anti r:uerpos miHTalio:-. 1 as 

cr.>ncentraciones de I gG < seq 1.\n lecturas realizadas a A280 nm> 

S1.1t?1·0 de r:onejo 
&nt. i -1 qG c:le r at- c'ln 

:.>.!"!+-; -r Ett. ón 

b(l(I Hq/ml 

600 1.1q/ml 

:;;o ug/m] 

Los resultados demostraron 

ningün tipo de bloqueo de l él seWal inespe~i~~ca 

tot.e.1) , a•.\n en concentraciones cuatro veces 

ut:ilizadi?\5 para segundo anticuerpo. 

estableció 

y/o 

mayores a las 

¡¡ 

1 

1 

' 



:!.6. 

108 

¡¡¡ 

1 

1 
muestran la reac:c:i. ón para 1 

inmunoperoxidasa. ¡ 
~~mun~~~~~,~~:~;·:~~a un q;_;~or~~c~~~~re~~on~~~~i~" aP="~: 1 
regí ón medial de la glándula. Uhséervese q11e la 1 
distribución de !as células teffidas con 
inmunoperox;dasa es exclns;va de la zona 11 ( Zll . ·. 
( flechas > • ( BOX > • 

b. f-otomi crograf :i a de Ja reg; ón rostr aJ pro:·: :i rnaj dt:-
1 a glándula que muestra la reacción para 
inmunopero:ddasa. Nótese que sólo Ja ::::con<" 11 < Zll > 
muestra tinción de peroxidasa en las células, 
mientras que en la zona 111 < Zlll ) se observa 
tinción en el espacio extracelular < flechas >. 
( SOX >. 

Barra = 50 um >. 

1 

1 
1 

J 
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'l'.'.J RELA8TOM DE •.-AS ·r1Mc1uNES ;;r~rCL\JG!CAS y LA ríMCIOM 

CON ANl JCllF¡..,-Pns MAHCAl)(IS 

r:~rrelación entre Jos qr·1tpos celular· es 

marr.ados o ~eñe1.1 nht.enirl?. por inmHnot:ir.ción) <Ve1·. Fjq. 17). Ya 

se ha esti'thlcric1t::l qt•e en l .. Zonc:1 11 de la g3ándnla del venena J"'s 
•41 

céJ 1.\l as de tipo II, se tiñen con eosina y que Ja~ células tipo I 

1 a hemato:~:i l i na, por· lo que 

podemos con si rlerar 1 a como una zona formada· por cél Hl as en sL1 

mayoria ac::idófila5, tend~nc:iél que se traduce en la presencia de 

r:ompuestos de nat11raleza básica en el interior de dichas células; 

c~~l nl ?.S del tipo f I). 

r:omparanr:10 r:ontrol histolóqir:o con Jos r:ori:.t:<-.o 

ti nc:i ón rorr c:on 

fJ\1orE'scína, 3\"l;;:mt:-:. <:e .,.¡ ;o\boraron r:orte: sec:uenc:i aJ e<: teñidos de 

e ron rC\J orantes hi si:ol óg:i CD!?- )' ron ant :i cuer·po 

marcado r.:on la finalir:!Ao d<? precis21.r la relación existente por 

-zona de pg. y por ti pri reJ 11] ar. 

Tamb:ién 5€ pudo observar que esta tj nci on se 

manifestaba de dos formas distintas en l~~ Ct!I~ 

Dentro de loe gránulos 

En el citoplasma de la célula, excluyendo a los 

Este 1:11 ti mn dc>.to dehe ser esturli ado cDn m~s detall e. 



FJBURA 17. 

ll1 

glándula que muestra i a i nrnunoti nc.:i ón c.:on pet·o>: i dasa 
de la zona II < Zll >en la r-egión r·ostr·al pro::imRJ 
Obsérvese que ia tinción es exclusiva de la zona II 
en contraste con el fondo casi nulo de la zo11a Ill 

Z I I I ) • ( 80X ) • 

- tt=-~ ... - ~ 
- -'"''-\111 , • 
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DISCUS1üN 

I HISTDI OGIA DE 1 AS GI ANDUIAS PRODllClDí<AS l>EI VENl=:Nll 

Las gl~ndulas del veneno de algunas especies de 

alacrC1ne!?' h8n !?'ido var:ios :i nvest i c..¡ador es, s:i n 

leo !iter;;>t11ra nos hace evidente que alqunos dBtos sobre 

y td c:iq11 i mi ca de las ql ánd11l <"S aún no 

h~n sido aclarados. 

desc:ri·be la h:i si:nl oq:í a de 

q 1 ~r.dn J e- s r:lel venenn rlel alacrán Centruroides noxius 

Hoffmann. H"'' i enrie-. llSD ele tinc:ic-.nes ácido-básicas de uso 

común, una con Azul de Toluidina y la otra Hematoxilina-Eosina. 

Se ha r:indi clo C)Ue el epi teJ in posee una 

divisjón muy clar?. en cuanto a la avidez por- El t.ipo de 

y en cuanto a los tipos celulares que 

se pr~sentan para cada zona de tinción diferencial; de esta 

t.res zonas, dos con t.:i nci ón básica 

<azul de tol ui r:li na y hemato:·:ilina> y una con ti nci ón ácida 

(eosi ne.>, r.<"ciA 1•na tit> E"J l i"S r.on car<'l.cter:í s-t i cas h:i si:ol ógi ca:. muy 

p1?rt-jr::11J2res <ver c:11adro I, fiquras 9, 10 y 11 y qr·áficas de la 

l a 1 a J V). F~·-1" r< nQr;;. l12hJ ..-. de pc-.bl élC j eones c:-Pl ul .::tres con ronlenj do 

r:lj fer ente, tr?nernos que i r.s r:éi11.iao;; ue . -• '=' 
.., __ -
1-UI IC." I !!! 

c:ron i·ifH''!=- r:pJ11J.::tres I y IIl> qt•e se i:)n·en con .=.z11l 

de toJuidjna y con hemato::ilina, deben tener un contenido ácido 

en compar-ac:i ón con las células de la Zona I 1 • r)c::a en células 

tipo II y en células tipo I con un contenido básico las primeras 
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)' con ; 
i violeta). E$tac: r.:onr.:l usi r:ines se ven apoyadas por descripciones 

en 

nbservaci ones hechas sobre prepar-ac:i ones teñidas con azul de 

1olu'idin? en s.roJ11r:ión httffer 4. !:J. 

preparación clésica para la obtención de metacromacia hacia el 
1 

rojo-pt\rpurE> del ·A::ul de Tol u:i d:i na para mucopol :i sacár:i dos ácidos l 
<compuestos carbo>: i 1 a dos) ; estos autores reportan dos tipos 

Cél 1.11 as de gránulos i nt.ermed:i·os y f:inos que se 

t:iñen de azul indicando la presenci21 de protej. nas <que 

Cl'->l 11 l r.>.S rte r.::onteni do "mLtr:oso", con citoplasma 

homoqénl?o t:"l c:rin ~lóh1•lD~, Jos cuales presentan metacrom~c:ia para 

pr·esenci a de carbohidratos 

y 1J.j r E!por - -·'" ·'·' C':l'-J .... " • 

Se ha obsErvado también un cambio en la intensidad de 

colorac:ión parR un mismo tipo celular; como y~ se menci oraó. l t'\s 

car ac:ter i. st i cas tintoriales dependen de la afinidad de un grupo 

c:el ul ar pnr P.1 c:nlorant.e < ác:i do o básico >. s:i n emhRr·go un 

c:Bmbio En 1 a. intensidad de la c:ol or· ación podría ref 1 ejar una 

compc1sj e: j ón mi :: i."' E·í1 áci do-hfl.~.e de ) os 

cnmponentC?s intra~itcplasmAticos o quizás, se trate de estados 

funci oné\l es di fr1~e>ntes de una m:i smc3. pobl ac:i ón r.el ul ar o tal vez 

un grupo r.:el11lar independiente, con características tintoriales 

part i cul i'lre>s; este es C?J e riso de las Ct. I J as cual es adqt1:i e1--en una 

t.jnr::!ón vinlete <rte Hematoxilina> particularmente intensa en la 
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zona y -·-'!J~~· (t-ambi ll>n c.on 

hemato:dline>) en las zonas II y III. 

conforman el epitelio g 1andu1 ar· poseen en general 

n~cJen p8rabasc-J y con mir:rovellosidades en su borde lil.:we, sin 

embargo 

Pn rl~ntio 1 a apar-i enci a de 

"cáliz" y P!l oca<=".i nnes l FI p?.rte Bf">i cal de J R cél ul .:> se separa del 

filiO'mentc:> de citoplasma '1\\E! la sostiene a la membrana basal 

(·fig. 13). Este tipo de morfología puede observarse en los tres 

t.jpos celulares independientemente de la zona en que se ub i quer 1. 

Estos datos suQ:ieren l? mRnerc> en que se lleva a cabci el proceso 

de secreción: eJ contenido cE!lttlar <vesiculado o no) se desplaza 

la :::élula; dc::>""fH.tés de ser::ret.<:1r, vuelve a iniciar la pr-oducción de 

esto t•t:;., 1.1n ci c:lo de 

secreción. 

Al1C">ra 

ar én•.1 Jos no ; mr-1 i. e a di f er!:'ntes f-ases de 1 i ber- ac i _ón de Stl 

conteni dn, cnmn lo afirm~ SAmano (j96fJ, ve1· <>rrtec:eclentes>, sino 

más bien, pensamos que el proceso de secreción descrito en el 

párr.afo Rnt.eri or, es para pobJacinnes c:el ul ar· es 

independientemente de si poseen o no gránulos o vesículas, ya que 

la morfología. <dei;:de c:él11Jas rilíndric:as, formación d~J c:áJiz y 



116 

:1 ntermerfj os> puede ot:i-:;er-ver-se en los tres tipos 

( Ct ! • C-t ! ! " 

Entonces ti.='lst a aq11í podemos conc:l ui r, que en el 

epitelio glandular: 

- EMisten tres zonas delimitadas por lM forma 

de tinción (ácido-básica> y las proyecciones de tejido conectivo 

que sostienE>n lMs réJ11Jas del epitelio. 

Dos rje estas zonas <I y !II> son basófilas 

es ?cidó~iJ~ (se tiñe con Eosina>. 

tirios 

r.F.:>111Jares <ne ar:11erdo a las estT11r.:t1.1r.:>.s r:itoplasm~t.ir:as): 

CtI: ron citoplasma homogéneo. 

Ct Ir: en c11yo e i top l asma se pueden observar 

gránulos -fi nc.ls. 

C-t:::::::;:; cw11 cii:.opíasma organizado en gránulos 

mayores en diámetro d los deJ tipo 
i 

celular p~ececiente. 
1 

- Cada znna esta enriquecida con ciertos tipos 

t:E:"l uJ r.ores: 

ZI: C~l11Ja~ del -tipo 1 y 111 

ZII: Cél1ilas del tipr:> II y! 

ZJ1I= Células del tipo 1 y 111 

En eJ c11adro r, poriemos observar que en base 

r> J ;e. t; ne) ón por sequnr:lo anti cuerpo a.copl ado a peroH i dasa, se 
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1 C"I menn~ 3 t.i poli" c:-e.>l uJ ares y hasta seis 

subtipos. Esto nos podria llevar 

celulares sin tomAr de di si. r·) h11c: :i ón. l::sto 

debF:> r:on reservas, ya que podría tratarse de 

) 05 t Y P.S t:ipos 

r:el 1_1 lares. 

Nt:'sotros proponemos que: 

Lus rel u) ares son pohlac:iones 

acuerdo a sus características tintoriales, 

cada ti pro c:el 111 ar paree: e tener un c:onten:i do di -fer ente, por-· 1 o 11ue 

existe la posibjlidad de que la síntesis del veneno no se 

E':'n Pn t j pe, c:-el u) ar, si ne• ("\l IE' sea el 

resu.Jtado r.le rlistintac:. secreciones, de esté\ fll..!:\Jtt::'.:'i;-~ ~~~br:.: ~.H''\,R 

to~{ i. n a.s) , otra el c;.bo1- élr í. a t¡;1J es como la 

de ot.ras tér:nic.:>s de tinción CP.eJ.Azul 

rer.C'lnoc:> miento ele sul ·fata dos o 

~cidosl, his;'toquímicas <como la reacción de Acido 

Periód:ico-Sc:h:iff ó PAS) más específicas como la 

Inm11nor:itoquími ca .• <ver m~s adelante>. 

- tos tre5 t :i pos celulares pRrecen tener el 

mismo mer:anismo pc-.r·a. la c~c!'"'ecjr;n. Se han observado células de 

los tipos J, 11 y Jll en diferentee fases del cic:lo de secrec:i ón 

r.int.es (form;;..r::)ón de un ensanchamiento en la r·eqi ón 

etp:i CCI.) de r~l 1.1) "'· c:on red11c:c:i ón de la parte ha sal del 

cít~plásm;;. hasta observarse rjesprendimiento de la reqión apical>. 
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se obtenga. veneno del alacrán por est i mu 1 ación eléctrica o 

manual, con el i'lnálisis inmediatr> de di chas gl ánd11l as par a Sll 

control histológico. 

anatomia, morfoloqía e histología 

e::t.er· na, 

y est~ r.n~t.omí? p11erle rel a.r:i r:m~rse con 1 a 

-fig. 7 

distribución de las 

z on as el E' l y ct•adro 11> • E.sta 

s1.1bdi vj si ón parer:::i ~ra pero consideramos que se 

tomc:tron p i'lr Ame+ r r>s morfr>l ógi coEO., sobresalientes para 

trc:>.tar de este>.bl er:er una re l ac: i ón 1 óg i ca, entre el epitelio 

y la morfología externa y facilitar la desr-riprión cie 

los m:ismos. 

Vr.sa est~ es 

pnr contener .células del 

tipo mr.:-inonur.1 ("ar. c!:'n n~rleo exc~ntrico de 

con r:it~pla~me eridófilo y alq11nas basófilo, y células gr¡;¡ndes 

con ci t-opl rtE'.m8 b"'";;:.ñfi l C"l, q11F.' rer.11Prci'911 a J a:c rél 11) as llemtiti cas en 

rni"'mi ff?rr::>!'!'. Est"" <JbSQrvnr: j ón r:anr:uerr:l<':\ r:on 1 a el a.bor·ade< por l<eegan 

y Lor::l<1.,•orici en 197:1., ln~ r:11ale~ repc•ri:c.n c.r!~Jt•J.;1:=; ijpu "Je;;r-;:-;r-~1:0" 

d~ntro de este espacio. En el interior de este vaso se observan 

tamhién 

11 coag1.1ladas 11 de origen hemolinfático o una malla de fibr·as finas, 

algunos a1.1tc:•res af'i rman <Sámano~ 1964) que eslE· c:onte·ni do e5 un~ 
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hf>mol i nf r> '! venP.nc>, esta ac;;ever-ar:i ón es de 

se Joc.:nl:iz~ 

esta rodeado 

y por J é'\ c-ut i c:-11) A pc:->r 

por el mdsculo por un 

le> que la di fus) ón del 

lado, 

mismo 

hasta el vaso sería mL~ dificil. Por otro lado, sabemos que los 

al Rcranes son sen si ble:. a Sll propio veneno, entonces, como se 

2::plice.ría la pr·esencia de hemolinfa y veneno mezclados en un 

vaso que f:ino?.lment.e rl:is;t.ril:n.1ye nutr:iment.os al ct•erpo del alé'\cr·án? 

Con respecto al pequeño espacio en la parte 

superior r:IE?) t.el son• pensamos 

dependiente de Ja extensión hacia la partE superior del conducto 

hemol i nf¡\\t; ce-> y es+Rdo 

en e~.t e 

de cc:>nt.racc::i ón 

esta Bpoyada 

ele 

peq1.1 eñ"o e on duc to, 

] os fa:.ciculns 

presencia de 

c-idemás de ] é'\S 

rlF:> .-:¡ue !os fasr:íc11los musculares no parecen tener 

en algunas se 

observr.1n estos das f e>scí culos 

espacio al que nos referimos. 

Fi=l.sc:í r:ul os:. muscul a1-es peri glandulares: en eE=-te 

tre.be jo reportan a 1 as fibras que conforman los f. m 

como (Vf.'.'l' fig. 15) • cif.lt o que r:onc:11e1·-cif.1 t: Oll 

est-abJe~ido por varios ~:tt..c:--es cr:-n MY'-'da de Ja mjc1·oeropiía 

) n 

de 

] U:'. y eJP.c:t-rc'Jnír:a Ber tke, 1 c,>"72; 

Dent-, J 979) , en establecido por Keegan y 

1971 !"JI IP ref:ieren la r:llbi ert¿:¡ 11111E">C11 l ar· 

r.:r.onc;t:it.1.1ir1P.. por fi.bras lisas. 
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Pcir otro lado, estos fasc:íc:ulo$ est.an dii;:,puestos en 

do-:: rli r~r:-ri ones con respecto al e je i L•1,qi t.udi 0=:1 !1~ ~ ;\ ql ándul a: 

hsc:es m11sc11J arPi=- 1 ongi -t-urii n,::11 PS y f:ibr<"E"· 

<de ar.••err:ln cr:-n Stahnl~e, 1978). La disposi~ión de estas fibras, 

con prerlomi n:i o 

t::ompresj ón del 

contracc:-i l:"lnP~. 

de ] élE'-

tejí r:lo 

ri rc:ul c=1re~, permiten 

realiza por la acción 

r::ubjert;;. m11sc11J.;..r, sienrlo progresivas en di.recciull al ac11leus. 

) A. 

de 
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J J JNMllNClCITODllJMJCA 

La técnica lnmunoc:itoquim:ica es Llílé'< her-ri'l.m:i enta 

vere~til que puede utilizarse para confirmar la localización 

de s:i ti os conocido: de al macen amiento o unión de algunos 

antígenos. Cuando se encuentra una combinación extraña de 

i'lntiqenos en aJg1h1 tejiclo, t•t:ilizando esta técnica ~s necesario 

vsJirl2r este patrdn de inm11notinción o en su e.aso e;:pl i c;;1r el 

si gn:i f :i c:ade> h:i O] óg:i CD riel descubri rni en·tn. 

E:.n p] rre~ente trabajo iniciar li'\ 

idP.nt)fii:Br:ión r.:le los qrnpos cel11lares en J. os que se encuentren 

e. Ja to:-:ina l I-1 l o No;-:iustrJ>:ina como 

de cade:>na c:orta qt1e 

canal de K y a la toxina II-9.2.2 como representante del grupo de 

el - -- - .. Lc:\11~J. de ca.J. am21r. desarrollar 

Como ya se ha visto, esta técnica requiere de una 

q11~ se h ;:o.ce ner.ec;ar i o el uso de controles (Vei·- materia~es y 

Mét odn~: Pool , y rr••ebas de especificidad adic:ionale~ 

<t.arssr.>n, J981; Petr11sz, 1980, 1983>. 

) R el abor .-=ic :i óri de este flle 

ner:es,,.rj o 1 ~ impl~mente~ión de experimentos control para cada 

peso de l ~ téc:ní C:i'I, de m;;iner<> rp.H? se ¡:is;eg1.1rase de la conservación 
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h i e::: t o 1 óct i e a de j nm11noreact i vi dad en el tejido. <Ver 

Resul t.;ic1("'>s); J ñ 

i nP5pec:i' fj cr.>, esto es, nn es debida a la especificidad de los 

~,t1~. q11e 

Je 11nj én deJ seq11ndn P.ntic11erpo < a.copl ar::lo a l f 1 t lor óf oro o a 

relular esperífico. Se trata entonces 

un problem<E\ ~e especificidad del método (descrito con este 

nombre por Pnol et al . , '983>, en la que los mecanismos de la 

i nm1.•not. i ne i ón son ajenos a las interacciones normales entre el 

C\nt:icuerrri y el Bnt:igenci que:_ se qujere Joci:\1izc-r. 

En la literatura se consideran algunos ejemplos en 

3 os qt..te ~.E""· clecr j be J a 11ni ón de algunos anticuerpos:. conjugados, 

~ !nter?~ctonpe electrostáticas con proteinas básicas del 

tejido~<int~r~rcinnes proteína-proteína; Vandesande, l480). Seg~n 

St E?rnhE>rn<?r <1~79) este tipo de reactividad no específica puede 

en suero pr .. ed nm11ne del 

servir::lo como del sequndo 

Consjder~nrln lo Anterior, EP intento 

Ee trlenti~icó como inespecifi¿a, haciendo uso de sueru µteinmun2 

de Conejo, de r~tón, lgG de Conejo anti ratón, e IgG de conejo 

c:ontra 

se h2. 

IgG de ratón purificada <ver resultados>, sin embargo no 

podido obtener ttn resultado poeitivo en el bloqueo; es 

posible CJI .\e las cantidades dt? "b l oq• 1eador" sean insuficientes 

<600 ug/ml de IgG en promedio pé'lra el suet-o prei nm11ne y par .. él el 

sue1-o conejo ;;;ntiratón, aplicado e. seis cortes de 10 micras de 

élncho 

!'5i ti o<: rlec=.eadns, por lo q11e necesario el uso de un 
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ensayo 5:1 !:'.t em~t i r:o Cpr~C't.i e.amente un estudio cinético del 

p~r~ revP-rtir los efectos "electrostáticos" o de unión 

de alg~n otro tipo, de estos anticuerpos. 
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I t I RE"I ACíCiN m::: ¡ f",s ·;--::MC!!JMFS HIS fOL.OGICAS y .A T!NCTON 

C:ON ANllCllERF'OS MARCADOS 

Alqunos a11tnres <Pi no, 1985; St r aus, J 979' 1980, 

l 983, 1987) ~ hAn demostrado que la carga de los enlaces de la 

pero:-: i da~C\ de rábano en los conjugados con anticuerpos pueden 

:in+ 1 uenr. -S ar J e local i zaci c'Jn i nmun oc: i t. oqu :i mi e: a de Jos mismas; 

estos <;>Ut:ores observaron q•.H? la per· ox i cJasa lJ! aislada o 

unida a la pnrr:ión Fan ciE': ;;;-; (cargadas 

rtos mc1 écu las en forma posi ti ve.> se ünian los sitios 

q11e> se revert:ia este eferto c-c:w1 el l\SO 

tipo VI tí y Peroxidasa tipo VIII aislada 

e> con la d:i gestión prnd11ri cla pcir 

r.:r:>ndroi t- i n2~2, lt> c1.1aJ rem11eve los sitios aniónicos en la lámina 

influencia de la carga ~n !e "nión de ios conjuqe1dos 1:011 

pero\{ i dBi::.a, lo que r.uaJ qu:i er 

Sl.\st anr.: i <:1 que sea capaz de cambi=r ~l tipo de cargas existentes 

en el tejido elimine n disminuya es~as seRales inespec~ficas. 

Para el caso de la Inmunocitoquimica para la 

loc:alizac:::ión de las to~~inéls dE' a.1 ac:rán, se sabe que e:-: i st.e tir1a 

rorre J i"><: i ón J ns r;¡rupas celulares te~idos con colorantes 

(O sena) 

obt F?n:i Qi'!I pm- inm\motición): la Zona Ií que se t:iRe con Eosina y 

negc=i-t: i ve> ?. ] {\Z \1] d!?. ·10111:id:in""~ 

.;>nt:i r:1.1erpns m?.rr:;:idoS' (i nm1.1not:i nr:i ón?>. Considerando Jo anterior 

podemns ronc-J11ir Jn siqt>it?ntE?: 
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- La ::;:ona Il tiene células acidófilas, tendenc:ia que 

de la presencia de compuestos de na~u~·aleza Dasica en 

e:: j si e-ne i a 

de sitios f1Jertemente r:argados en el interior de estas células, 

por lo CJI lf" podría intentarse un bloqueo de tal t j ne: i ón con 

procerH mi entos similares a los utilizados por Pino y Straus, de 

Jjhre tinc:iones i nespe• í f i C"Rs~ se 

.1 ""'· b(tsquerJa de la localización efectiva de 1 as 

to~~in?.'= rle C.n.H., no i;:;in é\ntes haber considerado que el pr-oblema 

t.~'c:ni c:o cp 1e sr.? está manejando confirma una vez más que i a i:.écni Ld 

i nmunoc i toqui i mi e a aún posee aspectos interesantes que se 

tienen que explorar para hacer un uso efectivo de esta técnica. 
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