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o~
INTRODUCCION

En la natwalera exigte wna amplia variedad de
eapecieé animales que utilizan los venenos como mecanismos de
defensa y/o comp arma para obtener su alimento. Esta adaptaci on
bioldgica constituye un proceso convergente evolutivo de enorme
valor para la supervivencia de las especies que la poseen.

Durante mucho tiempo, el estudio de estos venenos
Tuvo un enfornue casi exclusivamente clinsicog sin enbhargo, esta
tendencia ha cambiado, Yy Noy en did, ias LoKinaS G5 105 VEnsnosS
s0n uti]izadaé también ecomo herrémienfas nara el estudio de
procesos fisioldgicos basicos, siendo fuentes potenciales de
agentes terapéuticos npuevbs v para el estudio de relaciones
zooecoldgicas, ¥y taxxondmicas. Ejemplo de esto 1o constituyen 1los
venenos de wvarias especies de alacranes de entre Jos cuales

destaca el del alacrdan mexicano Centruroides noxius Hoffmainn, por

1a variedad de estructuras guimicas v acciones farmacol onlcas at=]

sus toxinas.

El veneno de . noxius s congsl derado comth uWwno de §Jos
mas potentes hasta ahora descritos (su dosis letal media es de
SdlD 0.26 mg por kg de ratdn). Sus constituyentes han 531 do
aislados, purificados vy caracterizados: de los 14 componentes
peptidicos identiiicados; han resultado lJas toxinas I1-9.2.1%,
I1-9.2.2, I1—-10.1, II—-106.2, I1-11, Ii—-12, II-13, If{--14, toxicas
para mamiferos, y las toxinas 11-5.3 v 1a 1I-6 +tduicas para

crustaceos.



s ha owmostrado nue de jas torinas antes menci onadas

- puy
o e g 3
=y an .

la 11-10.2 modifica especificamente ia corrienis

s
il

sodio Yy que el componente 11-11 o HNoxjiustoxina bl oguea

selectivamente el canal de potasic, en axvdn gigante de calamar vy

en sinaptosomas de cerebro de raton. Ademds se han podido

establecer dos grupos (o familias)

de torinas de atta homologia

de secuencia de aminoacidos: por uan 1 ado el arupe de  toxinas

homdlogas de cadena laraa, de aproximadamente 7000  de peso

medlecular (11-9.2.2, 11-10, 1I-13% y 11-34), cluyas aveciones

farmacoldnicas ocwrren sobre corrientes de sodio (Ma )jpor oo

Jado se encuentra el qgrupo de toxinas de cadena corta, de

apro% imadamente 4000 de peso molecular (Lf-1% vy 11-10.2) las

cuales bloguean el canal de poltasio.

Estos grupos de toxinas homdiogas en secuencia de

aminodcidos - v en accidon — recuerdan a otras familias de

néntidos bhipactivios {con 2cciones normuoinal S, neutrntransmi soras,

2tc.) identificadas en la ditima dfcada. Estas familias se

originan de precursores proteicos gue; con frecuencia, contiensn

varias secuwencias de aminocdcidos homdlogas o ﬁéptidcs que at ser-

cortados enzimaticamente del precursor, qgeneran un qrupo de

peptidos con semejanzas, no sdlo estructuwales, sino gue tambidn

de accidn. lLas familias de neuwroctoxinas pudieran generarse de

manera andiogs, 4 npurdieran revelar un modelo alternativo de

produccion  de familias de péptidocs (siempre que la gl dnduda del

veneno resuwltara un modelo accesible v relativamente simple de

experimentacidn)d. En cual guier; Caso, la estrateqgia e

investigacidn exitosza y probada para definir la génesis de una



familia de peéptidos bsnactivos - probada y exitora, hasta ehora,
con los neuropéptidos - se inlcia con la identificacidn del o de
jos tipos celulares capaces de producir a Yos distintos s enbros
de la familiag de hecho, la segregacion v especializacidn
celular en su sintesis empieza a definir inma familia de peptidos
de origen comdan.

ror o anteriormente evpuesto, narea abhordar el
problema de la génesis de las  toxinas, debiamos, en mwna ﬁrimera
etapa, conocer Ja histologia de 1sace gldandulas productoras  de
veneno. identificar sus  tipos celunlares. ens caractericsticas
morfoldgicas v tintoriales vy su localizaci dng, distribucion vy
frecuencia de ocurrencia en las glandulas., Esto constituye el
cuerpo de esta Tesie.

Con este marco de referencia serd posible reconocer e
identi ficar por métodos inmunocitoquimicos a las céfulas qgue
progucen Jas distintas toxs nass agis presentamos  tambhién
experiencias preliminares . aue musastran tas  dificultadec s

== 4

hallezgos inesperados. ague ofrecén,estns.métodos-.



ANTECEDENTES

I GENERAI . IDADES SORRE o6l aChaMNcg

—~ Datos Histdricos

tos animales ponzohosos entre ellos Joes &)acr anes, han
sido fuente de inspiracidn para la creacidn de un sinnamero de

Titas en las

=

wle

mitos, Jevendas vy algunas mani feetarciones ar+
cuales, se hace alusidn & las propiedades magicas -y divinas de
eatas especies bioldoicas: piemnio fde ollo mon a5 reterencs as
que se hacen de estos animales en la Biblia, el Talmuwd, v en la
iconografia de algunas mitologias como la Maya, ia Huichold, }a
Egipcia v la Griega (Balozet, 1971).

En el sigle IXI K.J.To, Aristoteles descrihe Ias
gifersnrciac srizstentes entre algunas especies der alacranes -
tomando en cuenta 1a letxlidad de su venenog sin embargo no fue
sino hasta el afio de 1668 que Francesco Redi realizd el primer
cmstudis Sistemativo sobre Jas variaciones de lja toxicidad de lJos
venenos de los animales gue nos ocupan hacigndo ademésvreferencia
a " su distribusion geografica. A este trabajo Je siguiernn pocas .
investigaciones y‘tuvieron Que pasar caéi dos siglos psra que el

estudio de los alacranes cobrara mayor importancia cientifica.

— Origen, Clasificacidn vy Distribucidn Geografica.

Los alacranes o estcorpiones son artrdpodo=s terrestres
antiquisimos y gquizd& hayan sido 1os primeros miembros de este
filum en conquistar la tierraj; su registro fosi) data del periodo

Sil. "coy se supone que evolucionaron de los Euriptdéridos que



fueron lJos primeros organismos de agulk dulce que aparecieron en

3 e

] Wby 3 TO Y sy =3 Slidrico: nor esta razdn, ] ftos
antlguos alacranes se Jes ha atribuwido wna forma  acundtice de

vide que podria explicar la ausencia de estlamas (pul mones "en
lJibro") en dichos +osilesg también exis=te Jla posibilidad de
que fueran formas de vida terrestre que habitaban las costas

durante Jlas mareas bajas pudiendo ser atrapadas por inareas

altes vy asi ser confundidas con organismos  acuwaticos, la
carencia de estigmas podria deberse entonces, & S mald
estado de preservact Ging =i #1+ime e cierto, los
al acranes junto con Jos cents pedos  serian Jos  primeros

animales terrestres de los cuales se tiene registro fosil.
tFarenti . 12733 Camacho, 1974).

Se han encontrade pequeras diferencias entre las
formas fdsiles vy las actuales de ios alacranes va oue han
manecidn cass inalterados morfologicamente a traves del
tiempo gracias a s12 gran éda;tabilidad araol dajicas por
ésto; en ocasiones, s$& ez  ha nrominado fasiles vivientes
(Heglischg 1981y . Los alacrenss tienon la caracteristica de no
ser especies intermedias en la evelucion animal sSinod Que, son
el resultado de una linea totalmente independiente dentro der
Jos artrdpodos ague ha =ido capaz de resistir cambios genldgicos
durante millones de afos sin dar lugar a nuevas formas (Vachon,
1953X).

l.os al acranes S50N Aracni dos—buel i cer ados one

pertenecen al orden Scorpionida compuaectn por seis familias:

Futhidae, Scorpionidae, Diplocentridae, (Chacrtidae, Ve ijovidae v



Bothriuridae, que es la familia mas grande con mas de
guinientas especiesd distribulicas por tooo &5 unto  de Tas
cuales, alrededor de 25 se consideran darinas al hombre

(Bucher), 1971 Shuwlov vy tevy, 1978).

l.os alacranes se localizan en las zonas templadas
correspondientes a climas tropicales v wsubtropicales de ambons
hemisferios terrestres. t.a distribucidn qeogrédfica de 1as
especies extremadamente tdricas es para l1os géneros  Andr ootonus,
Leiurus, Buthus y Heterometros: Europa meridional, el bhdorte de
africa, el medio Oriente e India; para el g2g2nero Centrurnides:
una area del suw de los Estados Unidos vy México v para el genero
Tityus: Brasil vy Trinidad vy Tobsago ( Bazrolet, 1e71; Bucherl,
1971 .

En Mexico, ios alacranes venenosps presentan una
amplia distribucidn en zonas tropicales y subtropicales de la

o de d mond- e AR L= o el
Vet vm e we v s e e - P-4

£iom dichzas fAro==s, oon intervriamnidas oo =
sierra Madre Occidental y por gl Eje Volcdnico.

lLos estudios taxondmicos v biogeogré+iros de los
alacranesrmexitanos se realizaron, casi en su totalidad, por
Hof fmann entre los afos de 1930 vy 19393 =in embargo, hasindose
en la comparacidn de las :aracterisficas electroforéticas de los
venenons, se ha demostrado que ajgunas de ja esperi es
descritas con anterioridad son artificiales (Stahnke, 1971) vy
por lo tanto, se requieren estudi os Mas completos
sobre taxonomia v distribuci dn geografica.

En virtud de gque no existe un estudio posterior al

respecto, puede decirse que hay en Mévico seis especi fs de



alacranes peligrosos pertenecientes al gener o Centruroides
(Haffmann 193XR) . cava  distribucidn genarafice se indica a
continuaci dns
- Centruuroides sidptur atus: ocelizade en ) =ur de
Arizona y norte de Sinaloa.
— Centrureoides suffussus con dos subespeciest
a) C. suffussus suffussus chiaravigli

al norte de la meseta central de México.

febe

b) C. suffussus suffussus  Ioralirvado
al sur de Durango, norte de Zacatecas y este de Sinaloa
— Centruroides noxius que habita en e) estado de
Mayvyarit y suweste de Sinaloa
— Centruroides Jimpidus con dos stthespecies:
=y . Prinprous 1 dhas gue | s
encuentra principalmente en Jja cuenca del rio HKalsas, en el
ectado de Morelos, sureste del estado de México, sureste de
Michoacan v suroeste e Fuebla,
b) €. limpidus tecomanus ouite habita en
el estadé de Colima. | A
- CEﬂtrurtﬁ des ' elegans c-‘rm. ‘ dos éuheépeci'és{
a) Cc. elegans insularis que se
encuentra en las islas Marias.

b) C. elegans eleqgans que habita
en dos regiones geograficas separadas: la primera de
ellas corresponde al norte de Jalisco, areas costeras de Nayarit
Y al estado de Sinaloag la segunda zona corresponde a la

region costera de Guerrero y parte de Oarveca.



Centruroides infamatus se 1ocaliza en el centro

L

- i —— Amsinmemi $ ot e
Nrangb. fLacateras, Aguascaiionteos

Fe BT D& R 2n,

Jalisco Yy una pequeifa  4&rea cercana & Jalapa en el estado de

Veracruz: cuenta con dos subespecies: C. infamatus intamatus y C.

infamatus ornatus (Hoffmann, 192383 Diaz-—-Najera, 1970). {(Ver fig.
1)
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Fig. 1. Distribucisn geogréfica de las especies mas
peligrosas del género Centruroides en la RepGblica
Mexicana. ( Hoffmann, 1938 )



- Anatoms a General

fos alarranpes son  ar&crnidos grandes aqgue midenn como
promedio de 3Icm. a 9 cm. de Jongitud. Se sabe Giie alguinss
escorpiones del Silharico alcanzaron longi tudes de 44cwm,. ~ 86 Cm.
( Meglisch, 1981 ).

El cuerpo del alacran consta de un prosoma cubjierto
por N solo caparazdn y un opistosoma con segmentos separados,
estce Altimo, consta de un mesozoma ancho ( preabdomen ) de =iete
seamentos. v wun metasoma estrecho ( postabdomen } de cinco
segmentos que termina en un aguld ion.

Las coxas de las patas ocupan la mayor parte de 1a
superficie ventral, excepto por una placa media, el esterndn. Los
queliceros son pequefos, triarticul ados y guel ados, provectdndose
en direccidn antSirisit  desds o8l frente deld caparazon. Los
pedipalpos  son lJos apéndices més grandes vy forman i par de

pinzas destinadas a capturar sus presas.

}

ENn 2] pPreavoumiin, == 3

P

walizan los onéarCil ne
Vgenitales sobre la céra ventral del primer segmento abdominal.
Pbr detfés de las placas genitales vy adherido a) sequindo segmento
abdominal, destacan wn par de apéndices sensoriales conocidos
como péctenes o peines, caracteristicos de los alacrranes. En cada
uno de 1los segmentos abdominales, del sequndo al aquinto, se
observan sobre la cara ventral un par de hendiduras transversales

( espiridculos ) que se abren en los estigmas o puldmones en

*}ibro". l os segmentos correspondientes = al postabdomen
no tienen apéndices; el dltimo, denominado teison, es portador de

Ja abertiwwvra ana) sobre Ja cara ventral posterior v tainhi én



sostiene el aparato punzante caracteristico de los
alacranes. (Meglisch, 1981). (ver €3ig. 2)

Ei cuerpo del &iatran ostd cuabisEvy e an o
constituido por un epitelio cubico simple recubierteo por una
gruesa capa de cuiicula, dichos elementos celulares vierten sSu
‘secrecion a canales qQue atraviesan la cuticula, estos ranales,
permanecen intactos o se rellenan de material cuticul ar

consti tuyendo pilares que proporcionan mayor rigidez estructural

{ Sdamano et. al.,1964 ).
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Fig. 2. anatomia externa de ios alacranes. A. vista ventral
squema de una seccifn leongitu-

. Vista dcrsal; C. E
.dinal del telson mostrando la musculatura.
(Tomado de Mmeglisch, 1981)
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- Morfologia, Histologia y Funcidn del Aparatoe Venenoso

t.as glandulas venenosas del alacran estan situwadas en
el extremn posterior ge] metasoma, en el interior del telson. el
cual, estsd constituido por una porcidn bulbosa (lJa vesicula o
a&mpul &) dentre de Ja cual se alojan un par oe al dndul as vy el
agui jon, aculeus o conducto por el cual atraviesa el! veneno para
ser inyectado (Stanhke, 1978).

En ia base de Jla vesisicula euiste i pedicordo coayo
tamafio varia dependiendo de la especieg en Ja baease de este
Qitimo, se encuentran l1as papilas anales y una placa i tinosa

11 amada placa pedicular.En 1la parte dicstal ds 1a vesicitla =

b}

localizan dos cerdas simples a partir de Jas cuales se considera
que comienza el agui jodn  en cuya base presenta un diente
subacul ear bien desarrollado en la  especie Centruroides noniusg
Hoffmann (Sd&mano et al, 19464; Gdmez, 1963; Ruiz, 1963) (Fig. 3a).

Como el resto del cuerpo, el tel=son  también =e
encuentra cubierte de cuticula que a este nivel esta bien
desarrollada. ta cuticula escta formada ialale tre= canae

csuperpuestas:

l.a externa o epicuticuvla.

t.a media o exocuticula relativamente rigida.
~ t.a interna o endocuticwula dividide en vwna porcidn
exuvial constituida de capas sobrepuestas de quitina y formada
despues de Ja muda, v otra preexuvial formada antes de Ja muda.
El nicieo de l1a cuticuia fla forma la asociacidn de la
exocuticula con la endocuticula (Gomez, 31963:; Dent, 19/9).

"El teiido gl andul ar s encuentra diespnesto



simetricamente dentro de 1a vesicula constituyendr dos 0l éandul as

ovoides iimitadas &n Si pESrio cupsreior oy 13 ondooutd

s
[kl

uwla v an
la inferior por una fuerte tdnica muscular gue e adhjiere a Jos
apodemas de la cuticula por la parte superior de las paredes
laterales envolviendo a las glandulas soplamente por ) lado Yibre
de guitina. Las glandulas ocnwpwan toda la longitud de la vesicula
deiando 2n la region superior uawn espacio amplio lleno de veneno

y linfa”" (Samano et al, 1964).

it.a gl &andula esta constituwi da poy un  epitelio
di spuesto en dobleces a manera de vellosidadss guo cmplizn is
superficie epitelial formando nwna estructura acinar

{Mazurkiewicks y Bertke, 1972). De acuerdo a la cantidad de
vellosidades aue presentan  las gl &ngdnl as maduras pueden
clasificarse en primitivas o© embrionarias, cuando poseen  pocos
dobleces y en definitivas cuando la estructura =ea mas
complicadas; o=tz clasificaridn esta basada en el estwdio del
desarrollio de glandulas venenosas en diferentes  espedi @8 O
alacranes (Pawlowski, 1914).

De l1a parte anterior degl] teison se proyvectsen &1
interior de 1la luz glandular algunas vellosidades gue recorren
Jongi tudi nalmente toda Ya vesicuwla, dichaws ve]]nsidaHEF pr esent an
ramificaciones transversales; desde la porcidn glandular libre de
cubiertas muscul ar se presentan proyvecol onas smEcnl ares al eije
}ongitudinal de la wvesicula, de este modo, 1as vellosidades
ocupan casi Ja totalidad de Jla cavidad dejando wn espacio

reducido en donde se vierte el veneno (Martinez, 1964).

E} epitelio g)landid ar descansa sobre R fina



membrama basal que se adhiere intimamente a la superficie interna

del macizo muscular vy al epiteiie cabioo doe
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provectarse hacia la cavidad gen&ral formando rami ficaciones. Las
celulas =son cilindricas y forman un epitelio simple; su altura es
de 100 micras aunque varia segun la especie (Sadmano, 1964) 3
poseen nucleons redondos, adyacentes a la membrana basalz ej}
aparato de Golgi forma wun reticuwlo colocado cerca del nicleo vy
nrientado hacia ] polo secretor de la céeluwla, ademas, presenta
microvellosidades en su borde libre. Los productos de secrecidn

3 3
3

parecen ser al macenados en grinulos (Bucheri, 3ITT

A

f
t
o

observarse grdnulos finos, medi anos vy grandes que se tifen de
azul ehscureo con colorantes mnetacromdticos. Cada céluwla contine
un soio Lipo d& griainulo iKeeoan v Lockwood, 1971)3 varios autores
asumen que estos grénulos contienen veneno.

Entre las cdlulas epiteliales se encuentran otras no
secretoras, 1as  JLuales guardan una nnsi i on basal han 5i66
descritas por Pawlowsby (192&6) como  células de
(Stutzellen), por Bucher] (1964) comp celulas de &i
(Ersatz), y como células mioepiteliales por Samano et al {(iF6%%
En base a tinciones metacrom&ticas wtilizando azul de tolwidina,
se han descrito dos tipos celul ares mucosos independientes de los
que contienen veneno, uno de ellos con gl dbhulos de varios tamafos
v el otro, con un contenido amorfo ( Keegan y Lockwood, 1971).

i.a relacidn entre Ja produccidon del) veneno vy 1as
céiulas productoras . del mismo ha sido discutida por varios
autoress: Kubota, 1518y Bucher) 1964y Samann et al. 1964 %

Probst ,1972; este dWltimo piencea que la secrecidn se forma en 1a



BartE HapkR? do a2 zdlula v Tueoo se desplaza hacia el borde 1inre
para ser arrojada hacia el lumen despuds de que las células
adyacentes han vaciado su contenido. De acuerdo con €1 }Ja misma
célula es capaz de producir veneno varias veces, es decir, son
esencialmente gliandulas merocrinas cuya secrecion es producto
del metabolismo celular y se expulsa a traves dé s membrana &N
vesiculas de modo que Ja ceglJula se mantiene sntegra vy sin

pérdida de citoplasma; =sin  embargo la mayoria de ios eaadlores

T

e

cOinciaen =0

¢¥i L

wie

]

1z elandula oue nos  ocupa como
apocrina en las cuales el citoplasma celular se incorpora a la
secrecidn. Rasandose dnicamente en criterios morfoldgicos
(Samano et al., 19643 Bucheril, 1971) se considera aue la
actividad secretoria consta de cuatro fases:

- Fase de reposo: en la cual las células presentan

citoplasma homogeéneo.

- Fase de elaboracion: con células ogque pr esentan

en su parte basal numerosas granulaciones finas muy uniformes.

- Fase de acumulacidn caracterizada por Ja adoption
de una forma celular similar a ia de un cdliz originada por el
almacenami ento de grandes granmudos en el citoplasma. -

- fase de e¥pulsidn: en la que el veneno contenido en

los granulios sale de la ceélula junto con pequenas canis daogss

AR
il

citoplasma.

El lumen de la gl&ndula s& ha propuesto como un
reservorio de venene ya gue se ha observado abundante material

membranoso unido a vesiculas (Mazurkiewicks v EBerthke, 1972).



El proceso de inoculacidn del veneno de) alacran esta
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on deo  dos canae muecnlares ( vna
longitudinal y otra circuler), esta accidn comprime al epitelio
glanduw) ar en contra de lJa cuticula forzande, de esta manera, ia
expulsidn del veneno a través del aculeus, 21 cual, ests formado
pPOr un par de conductos revestidos por uwna capa de ceéluwlas

cuboidales dicpuecta cobre una  membrana basal delgada vy

recubiertos por una capa qguitinosa { Bucheri, I973% Stahnie,
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strechan conforme se acerca. el
extremn caudal del acul) eusg lja disminucion progresiva de su
didmetro explica la incapacidad de generar uwun flujo retrdgrado
asi como Jas presiones elevadas que se crean  duwrante Ia
inyeccidn v expul si dn del veneno; es probable qgue los
componentes se mezclen durante este wWJtimn proceso como '3
resultado del rompimiento de 1a vesiculas determinadé por lcéﬁ

factores de presion v flJujo antes descritos (Mazuriziewicsz Y

Bertike, 1972
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Fig. 3. Aparato venenoso de Alacrén. A. Telson compuesto de
(1) Aguijbébn o Aculeus; (2) Tubérculo subaculear; {(3)
ampolla o vesicula; (4) Apertura del canal del veneno
B. Seccidén Transversal a nivel de la apertura del ca-
nal. C.Amplificacidn del aculeus. D. Seccibn transver
sal gue muestra los canales del veneno. E. Seccidn ——
transversal que muestra ambas gléndulas (5) del veneno;
(6) Misculo estriado; (7) Cuticula. F. Glandula venencsa
removida del telson. (Segfin Stahnke, 1978)




IT veENENOS

- Venenos Animales

En la naturaleza exister una gran diver=idad de

especies animales que poseen venenos, desde organi smos
unicelul ares hasta mami feros. Esta adaptaci on biologica
(producci on de VETIENG) , es acompatiada jalnle nna aran

heter nnensi dad de disefo=s anatdmicos adecuadosr a 1as neresi dades
de formacidn vy liberacidn de sustancias tdxicas. fambidén son de
qran gdiversidad los efectos patogénicos de Jos venenos. Dichas
diferencias son la expresidn de una composicidn quimice variada:s
alaunos compuestos alif&ticos (alcoholer, aldehido=s, etr...) v
ciclicons <fenoies; y guinonas) son tipicous de 1&sS ssEcrecisnss 4o
defensa en artrdpodos: los alcal oides de natuwaleza

triterpédnica—esteroidal son caracteristicos de los venenos de

oo

anfibiges 1ps pentidos con comunes en l1a Serrecl on tegumentar i &
de anfibios, en venenos de serpientes y de alacraness compuestos
glucoproteicos son secretados por aigﬁnos dinoflagel ados (Miraﬁdaﬂ
et; él, 1?2613 FPavan vy Dazzini 1971).

Estos compuestos no aparecen comn constituyentes
anicos en los venenos, sino que forman parte de una mezcla
heterogénea 1a cuval explica la diversidad de Jos efectos
vatoldaicos: asi tenemos que algunos componentes tiernen efectos
sinergistas ya gue poseen una accion semejante especifica sobre
un tejido, v. gr. la lisis directa de eritrocitos debida a la
accidn sinergista de la fosfplipasa A vy el factor litico directo

en los venenos de serpientes y de abejas (Slotta et al., 1967).



Qtra form
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e accitm comnerativa we exnresa comn la npenetraci on
facilitada de componentes tdicos por otros no tdricos, ceso que
se puede observar con el veneno del alacran Mastigoproctus e}
cual contiene &cido acédtico, dcido caprilico y agua, mezcla
que sirve como solvente pernmnitiendo la penetracidn vy difusion
de los otros componentes del veneno (Zlotikin, 1973) .

Desde el plunto des vista evolutivo, = =0 de

il

sustancias uuinmicas con propdsitos de defensa o para la obtencidn
de alimentos puede ser considerado comp una solucion eficiente de
ahorro energético. De hecho, la amplia distribucion de estos
mecani smos  en el reino animal es una expresi on del enorme valor
gue tienen para la supervivencia por 1o gue se les considera
COoOmeo mecan’ smos evoluti vos convergentes. Siendo abi uil E8BPEF & 1 &
encontrar una relacidn selectiva entre las composicidn del veneno
vy su actividad contra organiemos que habitan el ambiente natwral
del animal venenoso: sin embargo. la mavoria de ios venenos de
reptiles. alacranes Yy arafnas tienen una potencia jetal pareae
mamiferos y artrdpodos e inclusive para organismos unicelulares
7(30hnson,1966); en estos casos puede pensarsé gue la ]eta]fdad &
diferentes organismos se debe a un mismo factor o factores del
veneno que afectan a un tejido esencial O a wn proceso
fisipoldgico coman a2 todos los organismos O qQuizas a diversas
factores que aftectan sel ectivamente di ferentes grupos de
organismos. l.a evidencia experimental apunta hacia el segundo
enunci ado, asi por ejemplo el estuwdio del veneno de I8 especies
de alacranes demostrd aque tenian actividad letal para ratones,

mientras que induiereon pardlisis en insectos (Johnson, 1964).



Se wsabe que los escorpiones son principalmente
predadores de insecios, ®in SmbDATGo, sstugios poel Sont ol 8o
demostrado aque los antiguos alacranes esuriptéridos vivieron en
estrecha relacidon ocon algunos vertebrados como low peces
ostracodermos vy placodermos (Romer , 1i977), esto sugiere la
posibilidad de que el fendmeno de selectividad cde las towdinas,
represente wna adaptacidn gquimica a cambios en las fuentes
alimenticias o en las espocies predadoras durante la evoloucion.
En la actualidad, el estudio del fendmeno de selectividad de
las toxinas, ha permitido su  aplicacion Comc asrraSmiont

experimental en el campo de la Biologia.




- Venenos de Alacranes

El problema médico gue representan Jos venenbs de
los alacranes fue, durante mucho tiempo, la motivacidn principal
vy 21 tinico proposito de investigacion sobre el campo. En verias
regiones del mundo tales como Mé»ico (Mazzotti Y4
Bravo—Becherelle, 1961}, Brasil (Bucherl, 1271} ,2] nbirie de Airica
(Ralozet . 1971) v 21 medioc oriente (Shulov, 1955) los alacranes
representan un problema de salud: sin echargo. 85 mejoramiento de
los servicios wmédicos ha reducido la morbilidad vy mortalidad
causadas por ia picadura del alacran.

Hoy en dia, las toxinas de estos venenos son
utiliizadas cono herramientas en el estudio de prncesss‘
fFiainldnicos osenciales, como fupntes potencia]eé para Ia
obtencidn de agentes terapd#uticos nuevos vy comp bases para el
estudio de relaciones zooecblaogicas, de comportamiento Y
tavendnicas entre este gruno de aritrdpodos.

El veneno de alacran Dbtenido por estiml aed on
manual o eléctricé del telson (Bucherl, 19733 Zlotkip et al.
1@78; Rochat, 1979) e=s ﬁna ;usfancéa opalescente vy de apariencia
lechosa con un pH aproximado de 7.03; una vez disuelteo en agua se

puede separar por centrifugacién wmna  fracoi on insoluble (no

tdnica) constituida por mucoproteinas vy desechos aparentemente

1
N

membranal es, v una porecion emnlubl ORI T &Y formada  de
componentes con natwaleza polipeptidica v en menor proporci dn
por aminbacidos libres, sa&ies inorgédnicas, lipidos y nucleodotidos.

La actividad enzimatica del veneno del alacran es pobre, sin

embargo, ha =ido posible detectar la existencia de hialJuronidase
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(factor de penetracidn Y difusion), fostolipasa ’
fosfomonoesterasa, S5’—-nucleotidaras v fosfodiesterasas en algunas
especies. (Tu, 1977).

lL.a accion letal de) veneno se atribuye a uwna servie
de nolindptidos que difieremn en su grado de toxicidad Y
composicidn  de amino&cido=s. aGunaue existen amplias variaciones
entre 1a +oxicidad del veneno de l1as diferentes especies de
alacranes, suele observarse unpa sintomatologia similar en las

victimas que han sido inoculadas; esta sintomatologia se debe

principalmente a la respuesta del zistema nervioso autdnomo ante

el agente agresor, la respueta esta constituida de las
siguientes mani festaci oneEs zlinicase hirarestesi as, dolor
local intensc e inmediato, entumecimiento de lengua Y
garganta, hiperexcitabilidad, sa) I vaci an, diaforesis,
lagrimes, midriasis, en casos seveiros Skoftolmi=z,) fotnfobia.
distensidn gé&strica. taguicardia, arritmias, hipertensi on

seguida de hipotensidn, convulsiones, contracciones musculares,

pardlisis %)éccida acompaﬁada de tetania en los inienbros
inferiores, disnea vy finalmente, sobreviene la muerte por
paralisis respiratoria que puede ocurrir desde wnos cuwantos
minutos hasta varias horas después de 1a picadura

(Bravo-Becherelle vy Mazzotti,1961: Flores,1963; Balozet, 19713
Zlotkin, 19783 Possani , 1983) . El efecto tduico v la
potenci a del veneno dependen de diversos factores algunos de Jos
cuales son:

-~ Dependientes del alacran: esperie, capacidad v estado

funcional de las glandud as productorase del venena v A dosi s




1

inocul ada.

— Dependl enies O3 husbpeds pess, =fad, ootodo de sa2lad

previo, sensibilidad especifica hacia e) componente todxico del

veneno vy el Jlugar de la nicadura (Hoffmann, 193B: Flores, 1963).
Una wmedida cuantitativa de 1la toxicidad y/0©

letalidad de Jos venenos de alacranes es la dosis letal wmedia

{Di. 50, esta medida varia dependisnde de la esperisa estudiada,
de la cepa de ratones utilizada asi como de Ja via de
atdmi Nistiacidn ¥y manipulacic esindictica de los datas. £n 1a

tabla 1 se muestran las DI 50 de I8 especies de alacranes
probadas en ratones y larvas de mosca utilizando el mismo método,
se puede observar gue las especies mas potentes son el alacran

africano Leiurus guinguestriatus vy el mexXxicano Centruroides

noxius. (Ver Tabla I)

El aislamiento vy caracterizacidon de }as diversas
tovinas que constituyen el veneno del al acran fueron posibles

graci as aj dgesaryroil o ¥ aplicaci &N fef=3 b =32 teéenircas

i

cromatograficas de filtracidn en gel y de intercambio jdnico, asi

como de eie;troforesis v del andlisis v secuenciaci on de
ami noacidoss de ecta manera, la soiuwhilizacidn en égua (=} eﬁ
buffer (soluci on amor ti guadora) del veneno sequi da de
centrifugacidn vy de andlisis cromatografico en columna,del
sobrenadante correspondi ente, se ha convertido en e)

bt ta prificacian de los componentes

P =
toduicos ( Miranda., 19613 Zlotkin et al., 1978). Gracias a los
métodos mencionados, se ha podido encontrar que las toxinas del

veneno son proteinas solubles en agua, precipitabhles por



TABLA I Dosis letales medias (DLSO) sobre
ratones y sobre larvas de moscas de
diferentes especies de alacranes.

Especie de alacr&n DI"50 mg/kg DL50 mg/kg
en ratdn en larva
L. guinguestriatus 0.251 2.2
C. noxius 0.26+ -
A. aene#s aeneas 0.31 0.5
A. mauretanicus maur. 0.31 4.7
A. australis i 0.32 2.9
_(':‘_. santa maria ‘ 0.39 3242
A. crassicauda 0.40 6.8
Tityus serrulatus 0.43 —1.251 21.7
Buthiscus bicalcaratus 0.60 0.7
;E} limpicdus tecomanus - 0.692 2.2
A. amoreuxi ' 0.75 3.6
v éufﬁacus leptochelis 0.77 g e
- B. occitanus tunetanus 0.90 0.7
B. arenicola 0.99 0.7
C. sculpturatus 1.12% -
B. occitanus paris 4.15 . 0.3
Buthotus minax 4.25 .
Parabuthus transvaalicus 4.25 3.5

¥omado de Zlotkin y col. (1971)
Tomado de Possani y col. (1977)
+ Tomado de Dent y col. (1980)
* Tomado de Stahnke (1963)



acetona vy de comportamiento basicL en la electroforesis y en
la cromatonorafia de intercambio idnico a pH scido.

l.a purificacion de las toxinas del veneno de
alacran no es un tarea facid dado la semejanza de pesos
molecul ares Y propiedades fisicoquimicas que presentan,
sin embargo, se ha logrado hasta la fecha la purificaci ds de uwnas
cien toxinas aproximadamente, de las cuales, 2% va han sido
secuenc) adas en su totalidad y de 33 mds se conoce la Vseruencia
narcial del extremo amino terminal (Possani, 1982,1983). Entre
los venenos que estan mejor caracterizados se encuentran Jos  de
1las es#ecies de alacranes originarias del pMorte de AQfrica
(Androctonus australis, A. mauretanicus, Buthns orcinatus paris,
B. occinatus tunetanus v Leiwus gquinguestriatus guinguestriatus)

de sudamerica {(Tityus serrul atiisy v os Mot oamdi

{(Centruroides. scupturatus, C. suffusus sSUFFfusSus, C. limpidus
limpidus, C. Jimpidus tecomanus, C. elegans vy GC. noMius
Hoffmann) .

En general podehns decivr, gque las toxinas de ]oé
venenos de los alacranes estén consti{uidas por cédeﬁés
ﬁolipeptiﬁicas ‘sihples relativamente pequeﬁés, ja mavor parté
formadas de 60 a 74 aminodcidos (a.a.) y alqunos péptidos méas
cortos de 36 a 3% a.a. {(Fossani et al., 1982)

tos aminoacidos mads abundantes (5 a 10 en cada
toxina?! son li=zina. cisteina, tirosina vy en  menor cantidad
fenilalanina e isoleucina en algunas especies (1 a 2 a.a.) o
fenilalanina ¢ histidina. tLa wmetionina es uwn  a3.a8. Que rara ver

se presenta en las toxina de alacran (Fossani, 1983%).
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. TABLA II. SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LAS TOXINAS DE P
LOS ALACRANES

Grupo R .
C.n. 11.9.2.2 KEGYLVDXKNTGCKYECLKLGDNDY CLRECKQOGYKGAGGYCYAF »=n ~=ACHWC. . « -
c.n, 11.14 KDGYLVDAK~-GCRKNCYKLGKNDYCNRECRMKHRG. . » Lo R
c.n, 11.33 KEGYIVDYHDGCKYXCYKLGDNDY. . . . L N
C.n. I11.10 KEGYLVNXY. .. - .
Css 11 . KEGYLVSKSTGCKYECILKLGDNDYCLRECKQQOYGKSSGGYCYAF == == =ACWC~THLY ~EQAVVWPLPNK~TCN '
1 Css 111 . KEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYAF ~~~~~ACWC-EALP ~DHTOVW-VPNK=-~CT .
* Css I KEGYLVSKSTGCKYECLKIGDRLYCL. o &
CsE 1 KOGYLVEK-TGCKKTCY LGENDIFCNRECKWKHIGGSYGYCYGF = === ~GCYC-EGLP-DSTQTWPLPNK--CT
C.c. 11.6.3 KEGYLVBISTCGCKYRECFKLGDIDYCLRLECR. »
CsE . vl KEGYLVKKSDGCKY DCFWLGKHNEHNNTCECKAKNOGGSYGYCYAF ~ ===, ACWC-EGLP-ESTPTYPLPNK-~CS
CsE v2 KLGYLVNK.‘;TGCKYGCLKL(.! NEGN KCECKAKNQG(‘SYGYCYAF—----ACWC"DGLP ~ESTPTYPLPRK-~CSS
CnkE va
T.8. I11~-10 KEGYLMD*I!FZGCKLSCP"—IRI‘SGYCCRF,CGIXK--GSSGYCI\WP. e
2. T.5. I11-8 XEGYAMD-NEGCKFSCF~ X RUAGTCDGYCKTHLK~-ASSGYCAW. . .
R.s. V-5 KKOGY IP'VE-Y BNCAY 1CW-RY DNAYCDXKLCKD-KK~ADSGYCYW, . .
Anlf 1 KRUGY IVYPN-NCVYHBCVPP ==~ ~CDGLORKN~GGS5GS5C -FLVPSGLACWC ~RDLP~DNVPIKDTS RK~~CT
AcH I KRDGY IVYPN-~NCVYHCIPP~ =~~~ CDGLCKKN-GGSSGS 5C~FLYPSGLACWC~-KDLP ~DNVPIKDTS RR~~CT
3. AeH I . KRDGYIVYPN-NCVYIICVPP~=~~-CDGLCKKN-GGSSGSSC~FLVPSGLACWC~KDLP-DNVPIKDTSRK~~CTR . E
Aatl III - VRDGYIVNSK-NC\NH(’VPP---——CD('II‘KKN-(‘Y\K SGR~COFL, ‘YPﬂrf.ncwc-vgr,v—wupv@psyg--rys e ) o
Amm - IIT GRODGYIVDTK~NCVYHCYPP~~~~-CDGLCK. ..
Bom I GRDGYIAQPE—HCVYHCFI'CSIIG--CD‘I‘LCK!ZK-GATSGX-CGFLPGXXVA ves
4 Bom v GRDAY IAQPE-NCVYECAKNSY—--~CNDICTKX~GATSGY-CXW. . .
° Bom A2 VRDAY IAQPD-NCVYHiCAKDMY~~-CHPICT. . .
Bom P GRDAY XIAQPE-NCVYECAKSSY~-~CHRXLC. ..
AaH 11 VEDGY IVDOV~-HCTYFCGR~-~~HAYCHEECTRL-FGESG~YCUWASPYGNACYCY R~ LP ~DIVRTRGPGR-~~CH
Lng v LKDGY I VDDK~NCTFFCGR=~~NAY CHDECKKK - GGESG-YCOWASPY GNACHCY K~ LI ~DRVS IKEKGR-=~CH . i
- . Amm v LKDGY I IDDL-NCTFICGR-~ ~RAYCDDECK KK «GGESG-YCOWASPYGNACWCY K~ LP ~DRVS I KCKG P~~~ CN L : T
2 Bat IIT . VEDGY IVDDR-NUTYFCGR~~~NAYCHELCTRL-RCESG-YCQWASPYGNACYCY R~ VP~DIVRTRKGPGR=-~~CN s :
Bot X1 LEDGY IVDDR~-HCTYFCGT - ~-NAYCNLECVKL~KGE . . .
Bop M10 VRDGY IADDR-DCAYFCGR-~~NAY CORECKK - ~CALSC-HOWYAGCQYGNACHCY K~LD - DRV P RQRVSGR-CN
Lqq v GVRDAY IADDK~NCVYTCGS -—-KSYCNTECTKD-GAESG~YCQWLGKYGNACWCIK~LP~DKVPIRIP~~GK-CR
Amm vI DARDGYIVQPH-NCVYHCGK---NPYC. ..
Bot Ir. . GRDAYIAOPE~NCVYECAK~=«NSYONDI M TKN - CAK S G-V OCOWEARWGNACV. ~ TRLD DK UD I DT EC Y ca e CUT
6. Bot I GROAYZIAQPE-NCVYECAQ-~~NEYCNDBLLCTYD~GATSG - YERWLORYGUACHT ~KDLP - BRVPIRI PG K~~~CHF -
: Bot wrzy WD I R N - NIVTI - S NESY SRR ICTICN-SARRG-VE . . . .
1qq III VRDAYIAKLY—NCVYECFR---NSYCHDLC ense "
Bop b4 . GRGVYIADIA<NCAY.., . N
Bop Iz CROAY T AR -HRCAYACAL~—=AKYTH. o o : - ”'
7. c.N, Ir-11 TIX...
8. Aal iT KXNGYAVDS S ~GKRAPECLL~~-SNYCNNOCTKV ~HYADKGYCCLY, - ~—~~SCYCFGLNDDKXVLEISDTRKSYCDTTIIN
9 Be Ir HCHPCETZRPDMAQQCRACCKGRGKCEGPQCLCGYD -
¢ Amm P2 CGPCFTTDPYTESKCATCCGGRGRCVGPRCLCNRI -

C.n. 11.9.2.2., II-14, IX-13, II-10, XI-11 del Centrurcides noxius activas en mamiferos (Possani y col.,’
1981);: Css I, 1I, XII de Centruroides suffusus suffusus activas en mamiferos (Garcfa 1976; zZlotkin y col.,
1878); CsE 1 activa en pollos del Centruroides sculpturatus Ewing {Rabin y col., 1975), CsE vl1, v2, v3 '
variantes del mismo veneno activas en insectos (Babin vy col., 1974); T.S. III~10, IIY-8, IV-5 del Tityus
zorrulatus zotives on mamiferss {Possani ¥ col., iBOILY; Aen I, I, ITY, IIZI, I1 deil Androctonus asustraelis
Hlector activas en mamiferos (Rockat y col., 1976; 1970 abc, 1972); haH IT toxina del mismo alacrén activa

en insectos (2lotkin y col., 1971; Rochat y col., 1Y79); Amm IIX, V, VI del Androctonus maurctanicus
maurctanicus activa on mamiferos; Amm P2 pfptido homSlego al Be IT activa en inscatos (Rochat y col., 1979);
Be 1T del Buthus epeus active en inscctos (Zhdavona y col., 1977); Bop 1, II del Buthus occitanus paris
activa en mamiferos {Rochat y ¢ol., 1876); Bot X, IZI, IIXI, VII1, XI del Buthus occitanus tunctanus activa
cn mamifecros (kochat y col., 1976, 1970b, 1979); fg7 JIXI, IV, V del Leiurus quingquestriatus guinquestriatus
activa ech marffcros (Kopeyan y col., 1978; Rochat y col., 1976, 1970). Be M10 del Buthus cpeus activa en -
smaniferos (Grishin y col., 1081); Bom I, IV, VI, PI del Buthus occitanus mardochei (Vargas y col., 1982)
Las svoucncias de ominolicidos se alincaron respeclo a la posicidn de los reuiduos de Cistefna y se asiqnaron
arbitrariancnte deleciones (=). (X)) significa reslduo no identificrdo.




membranas excitables en sistemas tales como 1a placa

noadaz de cerebhren de rata

B

einantnenmas de
rata, células cardiaca de embriones de pollo, entre otros. (Del
Pezo et al., 1247; Gomez et al., $973; Jover et al., 1978y
Catteral, 19803 Carabez vy Fossani, 1982).

- Toxinas gue actvan en insectos; romo en el grillo
en el misculo de cucaracha. ete. (Zlotkin et al., 1978)

- Towinas gue poseen efectos sobre crustAaceos oz

csales o nno

etan bhien caracterizados (Zlotkin et al., 1978).
Ademas de las toxinas con accion conorida sobre los
canales de sodio, se han aislado recientemente del veneno de los
alacranes de los géneros Centruropides v Tityus ajgunas toxinas
especificas para el canal de potasio (K ) en mamiferos (Possani,
19823 Carbone et al., 1982, 19853 Sitges &t al, iT86)
LLa diversidad estructursal v funciocnal de las toxinas ha
llevado a algunops auvtores a postular gue estas molécul as

neas evolutivas divergentes de wun ancestro  coman

'8

repiresentan 1
(Rochat et al, 19703 Possani et a3.., 1982). E) alto graco de
homologia de secuencia suwgiere ague la conservacidn dé algunos
aminoacidos Juega wn papel isportante en Jla determinacion de Yas
funciones bioldgicas de las toxinas dado que pueden constituir el
sitio activo, ser esentiales para e} mantenimiento de 1l=a
conformacidn activa o servir para el plegamiento de fa cadena
nentidica (Ziotkin ot A)Y., 19273): asi en base & los datos antes
descritos se ha postuladn la existencia de wn polipéptido
ancestral comin (de longitud menor respecto de la que poseen las

torinas actuales) que origind por duplicacidn génica, no solc a
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1ss toxinas de alarrdn eino tamhién a Jar de lar abeirs y de Jas
serpientes (Erjckson et al., 1978) 3 por otro lado, al gunos
ANTOres nan propuasEsitc Gne ponihlc secusncia evalutiva a partir de
una enzima digestiva (serina—-proteasa) la cual did origen a la
proinsuwlina vy finalmente a las proteinas touiras, esto permite

proponer de una bhipersuperfamilia de polipéptidos (Ivanov,

iggi).



- E) veneno de) alacrén Centruroides noxius
Hof fmann

Entre los venenos producidos por  1as ditferentes
epecies del agdnero Centruroides, el de C. noxius es el mas
potente.

Este alatcran habita en }as Jomerias Yy cerros
de) estado de Mayarit y sur de Sinaloa, siendo ademas unae especie
endémica desligada de) resto de Jos alacranes mevwicans. Es un

animal de color moreno rojizo que mide entre Scm. v Som. e

Y
=TT

3s? =n o=nt

El veneno del alacra&an C. noxius presenta la DL. S50
mas baja de las especies existentes en México siendo de 0. 26mg/Kg
‘de peso de ratong es estable v manti ene sn toiticidad
después de hervirse por cince minutos (Possani et al.,‘lqél).
Del Pozo (1947, 1948, 1956) hizo varias observariones sobre 1a
accidn del veneno total en varios sistemas experimentales tales
s en 2l mbdsculn cardiaco v en Ja placa
newomuscular: sin smbargo, estos estudios no discriminaron
iIss diforontez elomentne del veneno.

El fraccionamientmn v la purificacicdn de los
componentes del veneno de C. noxius (Fossansi et'a]., 19&1a), =e
realizaron con una primera separacidon del veneno soluble a través
de una columna de Sephadex 6 50 de donde se obtuvieron tres
fracciones: La fraccidn I constituwida por componentes de &1L
peso molecular presentando actividad de hialiww onidasa, 1a
fraccidn II1I formada por diversos componentes de bajo peso

molecul ar positivos  a nminhidrina vy la fraccion T que



congtituye e} 63% del veneno recuperado siendo la parte tdxica

del mi eme. I a cromatografia de intercambio icmico en
carbovimetilcelulosa de esta wtima fraccidn,da como resuitado ias
separaci dn de 14 componentes, 74 e elios TONICDS para

mami feros vy dos para crusticeos (Dent et al., 1982). Normalmente
s lleva a tcabo un tercer. paso cromatografico para obhtener en
forma homogénea a las toxinas de las cuales II-92.2.1, I11-9.2.2
(Possantd et al.: 1I281) 171-10.1,. JiI—-30.2 v 11-331 (Fossani et al..
jgg2), 11i-12, I1—3iX% v 11—-14 (Fossani et al., 198icy Dent, 1980,
1982) son  tovicas en mamiferos, mientras qgue los péptidos
II—S.S Y (-6 son tdricas en crustaceas. L.a fraccion II1-11
Jlamada HNoxiustoxine es Jla primera toxina corta (39 a.a.) que
afecta a mamiferos ademdas de tener wuna secuencia de a.a.
completaments difarents o las  tovines va descritas. (fabla
I v Tabla III).

En cuanto a Jas estructira secundaria v terciaria
sSEe ha podido establecer, pPoFr meEoiso o= tédcnicos d=2 resonancia
magnética vy de dicroiémo circular (Fossani et a1., 198ic), que Ja
téxina I1-9.2.2 posee un 117 de estructura alfa~hélice Yy wn  22%
de esffuctura pleaada tipo beta (Watters et al., 1982).

En afos recientes se  han estudiado los mecanismos
de accion de algunas toxinas de este alacran:

— ttitizando ia técnica de voltaje sostenido en
axon gigante de calamar, fue demostrado que ) componente
IT-10 ael veneno de C.noxius actvia como blogueador especi fico
reversible de Ja corriente entrante de sodi o3 exsta es  una

di ferencia importante con relacidn al venenc de los alacranes



Norafricanos el cual inhibe el cierre de)l Cana)l e wsodio,

nrol onaando el potencial de accion (Ceruon

= 2! 1944) .

-
- lLa Noxiustozina bloguea de maners reversible e

i ndependiente del voltaje al canal de potasio (Carbone et al.,

1982) . Esta es la primera toxina de naturaleza proteica con wna

secuencia de a.a. corta capaz de bloguear el canal de potasio.
Se ha demostrado giie 3a touina 11-10.2; hownodl oga

a 1a HNoxiustoxina también bloguea selectivamente el canal de

‘potasio (Fossani et al., i¥82Z).

— El1 comnponente II-6 es una toxina que atecta a
crustaceos, s accidn se traduce como pardalisis reversible
en acociles vy cangrejos (FPossani et al., 1981a).

| - Trabajos recientes han demostrado que algunas
de las toxinas de este alacran, pueden tener acci oy mistinta
sobre un mismo tipo de canal dependiendo fde la especie (Sitges et

al.., }986).
— Finalmente, en el viEnens o 18 e=pecie [ 8

novius se han identificado dos familias de toxinas nue se agrupan

oy sietrinnunen entre si nor =ue secuenci as de a.a vy Javqo  de

cadena, 'siendo cada una de ellas especifica vy selectiva para
canales de =odio o de potasio (fabla 111), Se ignora =i cada wnx
de estas familias se sintetizan a partir de wn precursor o de

varios precursores (situwacidn gue se obeserva en varios péptidos

bioactivos).



TABLA IIXI Secuencia de amino&cidos
: de las toxinas del alacrin

Centruroides noxius Hoffmann.

TOXINA

SECUENCIA DE AMINOACIDOS

IX=2.2.2

KEGLVDKNTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQGYKGAGGYCYAFACWC. . .

e

IX-10 KEGLVN. ..

IT-13 KEYIVCYHEDGCKYXCYKLGDNDY

II-~-14 KDGYLVDAKGCKKKNCYKLGRKNDYCNRECRMKHRG. .. '
II-1i1 TIIRVRKCTSPOKCSKDCKELYGSSACNKCMNGKCKCYBN. . .

Ir-10.2

TFIDVKCGSSKECXP. ..




MAMERIALES Y ME{ODOS

I FusEnIE DU MATERTA L

Los alacranes de 1a especie Centruwwoides noxius
Hof fmann fueron colectados entre los meses de julio vy agosto en
la regl on aledava & E) Pantanal)l nNavyarit a diez V3] dmetros de
Tepic. Dursnte sv cauwtiverieo fueron alimentados con larvas de

insectos v agua bidestilada scla o ron cacarosa al 1%.

— Obtenci on del tejiido.

Para poder manipuwlar las gladulas del veneno en cada
ensayo, se aisld 21 telson haciendo un corte con navaja en  1a

parte proximal a1 ano entre el pentiltimo v &1 Witimo segmentos

4%

= 12 reola o metasoma. En seguida se practicd un segundo corte
transversal en 1a parte meEoio g2} telson ( dando Jugar a gos
bloques de tejido, unc provimal v otro distal ) v/o0 en la
parte distal deil miwimo { oriainando un spl o bioque ) deiando
libre el agui jdn; los blogues de tejido asi obtenidos, siguieron‘

el procesamientn subsecuente.

— Fijacidn.

Con =1 fin de obtener jos mejores resuwltados en
la conservacidn del tejido, se probaron varias soluciones
1 jadoras < TARLA iv 3, todas ellas disuweltas en butfer

salina—-fosfatos (FBS) pH 7.4 (Fosfatos O.1M, Cloruro de Sodio



TABLA IV SOLUCIONES FIJADORAS*

NOMRRE DRI PARAFORMALDEHTINO GTLIITARATLDEHTIDO
FIJADOR {BAKER) {MERCK)
Fijador F-4 2%

Fijador P-10 10%

Mezcla P4-Gl1l . 4% 12
Mezcla Pl-Gl 1% i3
Fijador Karnovsky® 1ls 2.5%

v SeglGn Karnovsky ( 1965 )
* Tambi&n se utilizd Etanol

abesoluto

Q[ AL



0. 153 Baker) El paraformaldehido se displvit a 6&0-70 C ron

taat dn continua, anreaando una o dos gotas de nidrdinidu O

e

03
sodio hasta gque la solucion se aclared. A continuacidn, la
spluci dn se enfrid vy se agreqgqd glutaraldehido en cantidades
variables dependiendo de) fi jador qgue se desed prepar ar
cuwidando de mantener agitacidn continua.
Se ensayaron dos tipos de £3 jaci on:

- or inmersion: t.os blogues de - tejido se

sumergieron 1 la solucidn fijadora durante 30 minutos, una hoia

O Lires

post—corte: lLos blogues de teisdo
fueron incluidos en wn medio especialmente hecho para la
realizacion de cortes en congelacion ( 1icssue-itelt U0.0.1: Divigion
Miles Y. cortados en criostato vy montados en pcrtacbjetos
cubiertos con gelatinag inmed atamente despuegs de  sagcar 1l a
preparacidon del criostato se cubre con sclucidn i jadora por 30

minutos, Na nNora O TLirsSs nor

— Fostfijacidn, corte v montkie del tejido. .

Postfijacidn: Después de fijar el tejido, éste
se somete a uwn lavadeo gue se realiza de la siguiente forma:

- En el caso de fijacidon por inmersion se
2limina 1 exceso de £ijador al mismo tiempo gue ;e protege &1
tejido para cortes en congelacidn por medio de lavados en
sacarosa al 12%, 16% v IBZ en PES, trez cambios de 15 minutos
cada wno por cada lavado.

~ Fara 1A {fidjacicon post-corte, el teiide = 3 avo



tres veces con § ml. de PRS v se conservaron Jos cortes en un
desecador a cuatrw giradoo rentd{arados hasta suw uso ( no mads de 24
hre. después ).

Corte: lLoe cortes se realizaren en cocriostato
¢ American Optical, Histostat microtome ). Se probaron

varias temperaturas de corte { desde —-10 grados hasta -—-20

]

qrados centigrados } asi como el espesor de la rebenada ( desde

§

5 hasta 15 micras ). Pare poder harer los rortes re inciuyo el
tejido en Tissue- Tebk LU i o g Division bHles ) dentro de
cinsulas molde (Beam) Jas cunales se sumergieron en hexano en un

bafo de hielo seco vy acetona o en un ultracongel ador ¢ =70 T
durante cinco a diez minutos, tiempo suficiente para que 3
tejido estuviera listo para cortarse. Se realizaron cortes
]ongitudiﬁa!eé Y transversales.

La inclusicon del tejido se intentd también en

parafina vy resina JB4 ( resina sintética de gran solubilidad en

csn ) =in embarge,  debido a2 la naturaleze o) toid

'L

o v de Jos
medios de inclusidn, no se obtuvieron resultados positivos.

Montaje deil tejidé: Los cortes obtenidos  se
montaron sobre portacbjetos previamente cuwbiertos con una
pelicuia de gelatina (Knmn) preparada al O0.5% ma=z  0.05%% de
Crom—Altmina (sulfato de cromo y potasio, Aldrich), en 46% de
Etanol ab=oluto (Baker) v el reszto de agua &esinni:ada.

Para aseqaurarse que el tejide =e aquedara pegado
al portacbijetos inmediatamente despueés de sacrar lps cor tes del

criostato se secaron con aire tibio durante 5 mionvitos vy se

guardaron en uwn desecador al vacio a 4 C diwante toda 1a noche.



~Tinciones

a) (AR ae Toluidina. EFste rolorante s
derivado de las tiarzinas siendo considerado como colorante
bdsicor tiene la capacidad de producir metacromacia (de azuol al
rosa) cuando se wutiliza para tejidos talesﬂcomo cartilsqgo, tejido
conectivo, mucinas epiteliales, grianulos de ceélwlas crebadas. bs
N coliorante inestable porgue las preparaciones tevidas con
esta tecnica pi erden st color con =23 tiempo {(Drury Y
Wallington, iT380).

Freparaci dn: se disolvieron O0.5a de  aznd  de
Toluwidina O (Sigma) en wn litro de solucidn al 4% de borato de
sodio en agua decionizada Esta solucicn se aplice divrectamente
sobre los cortes de tejido durante 2 8 3 minutns, se retird el
exceso Javansnlos 5 veres oon agua desionizada. He agrego )& 3a
laminitia wna gota e glicerocid (Baler) Yy &se colocd un
cubreohijetos (Procedimiente de Merchant Y €0Js., comimicaci on

personall.

b) Hematoxilina-Eosina.

—Hematoxilina: Colorante hésico uwtilizado paré
tinciones demostrativas de ndcleo celular, mielina, fibras
elasticas, fibrina, neuwronglia y estrias musculares (Cole, 194935
tllillie, 1965).

-Eosina:s Colorante derivado de los Xantenos
(tetrabromo fluoresceinal, es considerado como dcido vy tine
diferencialmente tejideo conectivo yv ) citoplasmr celunlar cuando

se vwtiliza arompafado de Hemeatoxiline (Lillie, 1965).



l.a técnica de Hematoxilina—-FEosina es artualmente
la més utilizada en los laboratorios de histopatologia debido a
sU ra&pido manejh ¥y oOhTenci On o' buonor rosul tados ey St & 3 A
di ferenciacidn del niadclien vy del citoplasma as{ como de alqunas
otras estructuwras ya mencionadaﬁh(nrnry y Wallington, 1980).

Prepararcidn: Se prepard la variante de
Hematoxilina conoci da con el epdnimo de “Harris® (1900) de Ia
siquiente forma: se disolvid 1| g de Hematoxilina (Merck) en 10
ml. de alecohol etiliceo absoluntno affadi endo  despugs, 20 Q. de
alumbre de potasio (Bulfato de Aluminio vy FfFotasio, Baker)
previamente disuelto en 2Z00ml. de agua Caliente; Es5TA MEzZCla e
llevd a ebullicidn afadiendo posteriormente 0.3g de 2ido de
mercurio. Se enfriod rapidamente v se filtro quedando lista para
K"t tE0 .

i.a Eosina (Fosina amarilla, Sigma), B Pr eparo
disolviendo un gramo del colorante en 25 m!. de alcohol etilico
21 @8YX y a2gregandon 78ml . de anna bidestilada.

Comﬁ esta técnica esta estandaricada para cor£95
en paraffna v los rortes nue en este trabajo se ivi €5 eron tuer vis
realizados en congelacidn, se elaboraron las modi ticaciones
siguientes:

~ Los pasos de desparafinacion v de rehidrataci on
fueron eliminados (cambios en %ileno y etanol).

- Se inicid 1a rutina de tincidan del tejido
lavandolo en agua destilada, en sequida se agregd la hematoxilina
y se deijid reposar S minutos, = enjuagd con aoua destilada v se

agregd la Eosina por S5 minutos, se lavd la laminilla con agua



destilada y se monto con glicerol.

B am L em
) T

T

- LDE pastrs  pLs

montaje en resinas fueron el iminados.

-
(=g

de

deshidrataci on Y

e




ITI CUANTIFICACION Y ANAL ISIS DE DATOS

Para poder establecer 1a evistenci’» de poblacionos
celulares y =sn patron de comportamiento en el Area del epitelio
gl andwul ar, fue necesaria ta cuantificacidn v el andlisis de
dichos datos en Ja siguente forma:

Se cortd uwna gldandula desde su extremo caudal hasta
el extremn proximal en cortes seriados v ordenados en &
laminillas, de tal manera que se obtuvieron iIZ2 cortes por

laminilla. El corte uno de la laminilla unec fue £l mds caudal vy

0
[ar}

corte §i2 de 12 l1aminill

(2]

i

e

s

ot

= -~
Y i

¢

El primer corte se uwbicd en la laminilla § (numerado como 1.1),
mientras que el csegunds corte se ubicod en la Jaminilla 2
constituyendo el corte uno de dicha laminilla (2.1), el toercer
cofte cee ubict en la tercera Jaminilla (J.1) y asi suwess vamente
hasta completar doce. ferminadeo este trabaio se tifleron las

jaminillas 31, & vy S con Azul de Tdeoluwidina y las 2, 4 yv & con

Hematovi lina-fosina

s ol
PR

- #m o —
L -p iy ~

delimitaron (ceptin 21 natron de tipcidn con azal de toluidina y

hematovilina~ansinalr e mrocedid o oosntar cEluls o poi- c#luia

Q.
u

de cada tipo en ca zona {=mqun =2 vera en Resultados) s
elaborando las anotaciones correspondientes; este procedimiento
se realizo por duplicado, esto es, dos veces se ocontaron todas
las células para cada glandula (derecha e izquierda). Se
decidio tomar como region caudal a los cuatro primeros cortes
de cada laminilla (1—-4)3l1lAa regidn medial a los siguientes 4

cortes (5-8) ¥ romo  regidn rostral a Jos 1)t mos q cortes

(@123, Se wverificd aque cada reqidn ecorresnpondiers con 1a



morfologia e histologia previemente sstablecidas (Ver {fia. B8).

Los datos se ordenaron por tipo celular por zona en
cada regiocon y se vaciaron a una computadora Printaform model) o
520.% bajo un programa comercial  denominado lotus (el cual
ordena datos ubicandolos dentro de rangos establersidos). Se
aplicdy la prueba estadisticas do Kruskal-blallis, que es wun
andlicie de varianza de vna clasificacion por ranagos de datros no

paramétricos con 1a cual we astids o

L=

9

Y maeatras independientes

mn

de nohlacriones di ferentes.

Se establecieron comparaciones para rangos de tipos
celulareé en la misma zona v en zonas distintas, vy entre rangos
de regiones de l1a gl a&nduda. Esta prueba se 2)ahard con ayvuada del
programa de paquetes estédisticos Gl Basic.

Se el aboraron ademd&s gréficas con Jos promedios  de

les datos por tipo celular, con ayuda del programa Frint—Graph

‘et
v

de 23 nroarama | otus,FPara caga gir&f

(v}

hIS

ca ce2e establecro e3}
rezultado de 1la prueba estadistica.

Tamhien e realizaron comparaciones entré Jos cortés
e varioe telsones elegidos al azar, esto con la.finéiidad. de
constatar aue Jo gve se observed y  analizo fuera representativo

de la poblacion en general.



IV OINMUNOCTIOOUIMICA

l.as tincd ones inmunoci tonuimi cas (10 s han

cenvertido en herramientas experimentales poderosas en wvarios

campos de invexstigacidn bioldgica. Esta técnica permite a)

investigador uwtilizar la especificidad de las reacciones

inmunol dgicas aunada a la amplia resoluvci Oon topogi a ohtenida

en las microscopias de luz vy electrdnica. La informacidn cobtenida

2 Anica, teécnicas come 1a bionuimica, la inmunmbiiimica o 1A

s =2

morfologica por si oo

[id]
Yoo
fw
i
“
Fe
]
)
28
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b
3

ne n dar tales resultados.

El principio d

™
o
5
Yl
g
m

anticuerpos (Acs.) se pueden

utilizrar comn reactivos histoquimicos en unidn con marcadores

agdecuados, fue reconocido hace mas de 50 afnos (Marrali, 1944) .,

Coons (19242) fue el primero en desarrollar con éxito esta idea

utilizando como marcador de  anticuerpos 23 jeptiori analto de

flunresceina para antigenos de pneumococo (Geffen, 1983). Desde

entonces 3 a populariass O cets téarnica ha auwmentiaticc por 1o

cual, se han eilstorads varios gnsayvos que han perfeccionado 1la

técnica. ©3} objetivo o Io. mayordia de estor ensayos ha =i do

incrementar la relacidn sefal/ruido en las preparaciones tenidas

va sez aumentande la intensidad de la sefdal (uso de marcadores

enzimAticos en lugar de mArcadores fluorescentes (Avrameas, 1972)

o el grade de amplificacidn (teécnicas de capas mldtiples). (Ver

fig. 4y

A pesar de que Jla ICO posee principios basicos

simples, estan involucrados varios factores técnicos que hacen a

este método Jaborioseo por Je gue se hace necezario abordar exste
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Fig. 4. Técnicas Inmnunocitoguimicas. A. Tnmunocitoguimica
directa (Coons et al., 19%942); B. Inmunocitoguimica
indirecta (Weller y Coons, 1954); C. Técnica de -
tres capas o puente (Mason et al., 1969) ;D. Técnica
de tres capas para el complejo peroxidasa-antipero
xidasa,PAP, (Sternberger et al. 1970).



problema de wmanera sistemdtica para poder obtener resultados
contiablies.,

Generalmente e) éxito de wn metodo para obtener su
propdsito (en el caso de la ICG, la deteccidn selectiva de los
antigenos del tejido) depende principalmente de que tan préacticro
v confiable sea (Petrusz et.al., 1980). €n cuanto a Jo practico
no hav duda de Ja gran variedad de métodos de 100 gue estan
a dieposicidn para casi cualguier propodsito (fig. 1) . Sin
embargo. aun no han sido definidos claramente los criterios de

confiabilidad aunque existe wia g &ai ntidas

[y =1 iei-t o 4

i
0

ATy R o

e ia
i a
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{

acumul ada (Coons, 19563 Mayersbach, 17673 Sternberger . 1976

Fool, 1983).

De acuerdo ctcon ¥Fetruss (3976, 1977, 1980, 1728%) hay
cinco eriterios que debieran ser aplicados al iniciarse ensayos

que involucren la técnica de ICO. FEstos son:

Fuactitud: ha sido definida como la medida mas

pradvima al valor real para estudios cuantiiati vus,

m&todo de ICQA, exactitud puede sy gefinido come resslucidn o
stactitoud de Joralizacion.
Precici dn: en 1Ce e refiere &1 grado de

reproducibilidad de los resul tados.

Sensibilidad: definido como l1a concentr aci dn  ma&s
baja de antigens {contonido en el teiido) aque puaede ser
discriminado de) fondoe (background) ron cierta segqv idad,

eficiencia: definida como la relacidn sefal/ruido
que se obtiene para uwna preparacion  dada.

Especificidad: se refiere a Ia halbilidad de)



anticuerpo para detectar un determinante antsgénicoeo en

particuwlar, exciuyendo & Otirss. LN foXafod Wais] R es especi fica
cuandn satisfare dos crjiterins: la especificidad de) metodo () a
tincidn positiva resulta exclusivamente de la reaccidn
inmunogquimica entre el primer anticuwerpo vy el anti geno de)l
tejido) Yy la especificidad de anticuerpo o del antisuwero (ia

habilidad para difsciiminar entre determinantes antigénicos

similares).

El  cuwmpisssents do ootos criterins depende del mane 3o
cuidadoso de verios factores tales como la preservacidn de los
determinantes antigénicoz en e} teijido, la penetraci on  del
anticnerpo vy otros reactivos at tejido, ta diluacian del
anticuerpo pfimario, Ja pobtencion vy naturaleza de Jos anticuerpos
ete... {(Righee, 19773 Vandesande, 1979 Fool, 1983; Gross; Y
tiaversbach, 1964 Rosene vy Mesuwiam, 127R) . i a calidad Y
especificidad de la tincidn inmunocitequimica estid determinada
en. oran medida, por ei origen o=k anticuerpo o  des anti suer o
utilizado: ios antisueros que contienen anticuerpos polivalentes
rontienen varios antjcuerpos dirigidos a diferenteé determinantes
del antigeno de importancia,asi como anticuerpos dirigidos contra
otros  antigeno de poca valiaiz los anticuerpos sonoclonal es, en
contraste, consisten en wna poblacidn .hnmogénea de anticuerpos
dirigida a v stlo epitope (Boorsema et. aJ., 1962: Cuello et al.,
19835; Milstein et. &l ., 199%: Sofroniesw et.al. 19853 Mason eot.
al., 1983%).

La manipuwlacion de los factores antes mencionados

implica la aplicacidn de una serie de controles primordiales
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v nenativoe tales como Jas pruebas de especi ficidad de

anticunerpos que demuestren la inhibicidgn de s Tincido

iy

[}

antigenc=s homddpgos yv/o la falta de inhibsioci dn por AarcIi iy de

antiqgenos heterdlogos relevantes; ademds, Ja aplicecidn de otras

pruebas  inmnol dgicas, fisinlogicas o hioquimicas  que aporten

informaci don cobre la valide:z de la localizacidn del antigeno

(Petruss, §976,3977% Swaah, 19773 | arsson,. bR tutz, 19793

Boor, 19279: Thilds. 198353 fFool et. al., 1983 .

Como se puede ohservar, es necesario hacer uweo

critico de este me&todo yvya que de lo contrario se pueden obuiened

resul tados que aparenten reflejar realidades fisioldgicas y sean

artefactuales.



- Montaje de la técnica Inmwmnmocs togud mica,
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un  ensayo  estructurado por ERloom et. al. 1978). Como modelo
bioldgico se uwtilizd 1a hipdfisis de rata en donde se detecto
Beta—endorfina por wmedio de un anti=suero de ronejo—anti
Beta—endorfina elaborado en el laboratorio del Dr. Bloom vy
sequndos anticuerpos conjugados a Rodemineg v a Permtida=a (Miles
t.aboratories) obtenidos de cabra contra conejo.t.os resultados
pueden obzervarse en la figura 5.

Se estaingairizaroen

~ Obtencidn del teiido: se realizd la per fusi on
(por via intracardiaca) del cerebro de la rata con un i jador
{(Paratormaldehide al 4% en PBS), después de Jo cual ,se disectd ia
hipdfisis y se dejd en el mismo fijador durante tres horas; en
seguida el tejido se equilibrd en soluciones de sacarosa al 12,
14~ 1RY%, con tres cambios de 15 minutos cada who, para cada
cocentraci on  de sSatarosda,, postariormente = rortdd el tejido
(—16 C3 14um de espescr? por inclusidn en Tissue-TebllX QeT,
Divieion Miies). i as iebanaoan de teijido se montaron en
portacbjetos previamente cubiertons cor gelatina. Inmedi atamente
despues de sacar los cortes del criostato, se secaron con ajire
tibio durante § minutos despuds de 1os cuales se inicid el
procesamiento para ICQR.

- DiJuciones de los anticunerpos: Todos  jos
anticuerpos uwtilizadeos se diluyeron en FBS con 0.3% de tritoén
X—100 (Sigma), se ensayaron varias diluciones del primero y del

seaqinda anticuerpes para  ecstablecer les conmentraci onecs aptimas




FIGHIKRA

5.

Fotomicrografias de hipdfisis de rata que ilustran Jla
inmunoflivorescencia para B-~endorfina. Se
establecieron las diluci ones del anti cuerpo

especifico contra R-endorfina (RR?. 20 unsml de  Ing o
dilucion :50; donado por Bloom y cols.) en relacid

al sequndo anfzcuerpo acoplado a perox idasa (60ug/mil

Py T FRL Thhend et e TR —_ = = —
25T, D2zl I o 2 STNES Toa T

IgG, dilucidn 1:100).

Se obtuvieron =enal es intensas con fondos bajos.
lLoes controles de fluorescencia enddgena vy de
sustituci on de  primer anticuerpo especsfico por

preinmuane, resultaron negativos.

£ inmnbtincion especsfica e Jas celulas de la |

hipdafisis intermedia y de las células corticotvropas
en la Adenohipofisis (flechas). (BOX)

A Adenohipdfisis

I Hipdfisis Intermedia

b, Seccidn de 12 adenchipdfisis gue muss
INmWnoTI nos On peara | Brendorfina en fas  celulas
corticotropas (%) (320X) i

(Barra=50um)

(2= JI3ST wGgimy Ge

stra la-
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aque diese }la mejor relaci dn sefA) /ruido, esto es, 1 minimo de
fondo con una sepal clara de las células inminoteridas
especi fjcamente para B-endorfinx.

- Apljicacitn de l1os anticuerpos al tejido: para
cubrir de anticuerpo el tejido, sin gastos eucesivoes del mi SmMmo,
se ided el uso de cubhreobjetos con sopor tes delgados en los

vénrtices de los mi smos

)

laborados con parafina, da tal manera
que el vol umen bajo de cubreobjetos que ocubriera  al tejido
pudiera ser llenado con 150 ul. de 1la dilucian del anticuérpo,
evitando la formacidn de burbujas en el tejido o cerca de 3.

£1 primer anticuerpo (especifico para la toxinal

se aplicd despues de secar g3 tejido, dejando  un  tiempo de

2o vam s m b v e A e ey A | p— e 4 am o o e | ST Ry — Pl -t B i Sy YU e
PR AWE RS W g LN AR . ) e P 3 11y ™o t TR V. cusgct = gro U o 2 he 3 3 (AR -1 RA—1HE RN gt N LK}
este tiempo, se Javo el tejido tres veres eoOn 2l . de

PRS-Tritdn 0.3% cada vez, intentando durante el primer }avado,
gesiizar Vv remover e) cunrechiIetns =Sin gdanar el tTeiiucy 1os
lavados restentes gse wtilizaron pare eliminar el eltceso  de
antiﬁuerpé cuidando, en todo momento, de evitar )a.deéecacfﬁh éei
tejido.

FPara la aplicacion del segundo anticuerpo
(antiIg6G de conejo, acoplado a un fluordforo o a peroxidasa) fue
neeesario cubrir de nuevo el tejido con wn onbreobjeto=s con
soportes e introducir 150 wl. de la dilucidn del mizmo; esta wve:z
la i ncubaci an e llevee a cabo & X7 C durante Zhry =, g
posteriormente s lave el tejido en la forma ve indicada.

En el Ccaso en que se utilizd i sequndo

anticuernn conjngadn a2 Rodamina, fue nececsario manipularlo en



semiobhscuridad (sin Juz directa) para evitar que la fluorescencia

P e o ] 8 o — — e - —— * - - P - 3 I
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abo inmedi atamente despuiés del A3timo lavado. fLas laminillas se
recguardaron de la luz en porteoalaminitlas cubiertas con papel
aluminio,

En el cason en el gue se uwtilizd wan segundo
Tanticuerneo aroplado a reroridacses, = reveld la presencia de la
accitn  entimdticas por medio de 32 incithacion del teiido en wna
asnluncidn de tetraclorian de diaminobenzidina (DAB: Sigma) O.05%
en buffer fosfator o.05M, pH 7.4 , O.017 de peroxido de hidrogeno
por 5 minados a temperatiwa ambiente vy en semiobscuwidad. Se
detuve Ja rearcidon  Yavandon tres veces con 2Zinl. ge la soluci on
FBS-tritdn 0.3%: se montd la preparacidn en glicerol.

L.as obhservaciones se reajizaron en wn microRecopio
Zeiss Standard, LABlS6, lampara y condensador de epifluorescencia
TOE filtrne RBAL/SO0 {(oycitarisn-abenrecidn) . v 1as fninarats ac
Ee,obtuviefcn de la camara adaptads al microscopio MCSS Zeiss con

rontrol automético de exposiciones.



- Adaptaridn de la fécnica ICE al tejido de las
gl &ndul as del veneno de alacran

Después de obtener la preservacidn adecuada del
tejido vy Jos resultados positivos en el modeln de ensayo de Ja
técnica, se procedid a montar la ICE indirecta en el tejido
gl andul ar productor del veneno de alacran, para Jo cnwal se
disefd una estrategia gque comprendia ia seleccidn de antisueros,
lJa definicion de variables & explorar para encontrar 1 as

condiciones &ptimas del ensayo v los controles de especificidad.

- Anti cuerpos: se utilizaron anti cverpos
monoclionales especificnos para «dns tipos de toxinas: ja toxina
11-9.2.2 (representativa de l1as toxinas largas que actian sobre
é! l canal de sodio) v la toxina f1—-13 o poviunstonina
(representativa de Jas toxinas cortas ague actuan sobre el canal
de potasio) . Estos anticuerpos fueron el aborados por el
Dr. Fascal Heriodn. el Q.F.B. Kafael Saavedra Durdn. . J1a Bin).

Reocip Sanche:zs vy el M.en C. Fernando Zamadio, en el laboratorio
gel Dr. lourival FPFossani F.

t.os anticuerpos secungari os conejo—antiraton

aceoplados  a Fluoresceina, a Rodamina o a Peroxidasa se compraron

& la casa romercial Miles (concentracidn aproximada de JatG coando

A280 A& = 1,4 es de 1Smqg/ml cada uno)

- Dijuciones e aniticuerpos: el vt fer de
diluci dn de los anticuerpos se probd con diferentes
concentraci nmes de Triton X100, En general , se utilizo e}

FPRS—-tritin O.3% como se describic con anterioridad.



o prtahloeci eron varias pruebas de diucion  de

Acs. primarios v secundarios para poder obtener la concentreadcidn

minima necesaria rcon Ja ogue se pudiera observar ana relacion
seffal /ruido adecuada.

.o procedimientos de incubacicon y de Javado del

indos anticuerpos, asi comn el de revelado de

prerovidasa v momtaie de Jas jaminillas g2 scstablecieron de for ma

ica & lp= sstablecidos para el medelo de B-endorfina en

- Incubacidn del primer anticuerpb: ya
establecidns los parametros de dilucidn, se utilizaron tiempos de
incubacion  vari ables (3, b, 1IZ v 24 hrs) para el primer.

anticuerpo.

- Incubaci on del Segundo anticuerpo: se
el asboraron ensavyos de temperatura de incubacidn del sequndo
anticuerpn {conajo-sntiraton) con e fin ge evitar o ©iv ;& W ta
de 1o posible, uniones inespecificas del segundo anti cue&-;:o. Laé
temperaturés probadas fueron X7 O yv 4 C (segin Bnmrsmék>et.é].,

1982) .

- Controles

Se establecieron varios tipos de controles aoue se
wtilizaron en el desarrollo de la tdécnica de ICO en el cerebro de
rata para Jla determinacion de B-endorfina y en Jla glandula e
alacran para la deteccidn de touvinas (ver fabhla V ).

—Control Hi=toel dgico: en cadga wno de Jos
erperimentos se tomaron por 1o menons dons  laminijlas con-cuatro

rortes cads oaine s 2l Yas, eo I Rderone con ATnd de tedaddins



TABLA V¥ CONTROLES FARA ICQ
NOMBRE DEL INCUBACION INCUBACION OTRA
CONT'ROL 15T ac. 2° Ac. (PO,ROD,FITC) INCUBACION
De fondo - +
Peroxidasa
enddgena - - Solo con
DAB
Fluorescencia
enddgena - -
De Reaccibén Preinmune +
inespecifica u otro mono-
clonal
o Ligquido de
ascitis
Prwudsoréién 1%Tac  « +
toxina, FII
BSA, LHRH :
Blogqueo de + + Preinmune

seflal inespeci-

e
™

pesmaman

de conejo,
0 suero de
conejo, o

T e 1y fole ]
nejo anti-
ratbn, R

Control adicio--
nal de unibén i-
nespecifica

Anticuerpos mar-
cados de cualquier
origen

+
PO peroxidasa

nMAMN ~A J
S Iogamana

FPITC fluoresceina

en este tipo de control se realizaron las 3 incubaciones en el

aungue no necesariamente siempre con el mis-
( ver texto ).

*

mismo experimento,

mo ‘orden
FII

- ‘+indica que se incub® con PBS-Tritdén 0.3%
indica gue se incubd con el anticuerpo

Fraccibn IT del veneno total producido por el alacrén Centruroides

noxius Hoffmann, obtenido por medio de una cramatografia en (50.



A

con remacvhRilina-ESooing cara verificar la integridad del tejido
-

3

asi como para observar las posibles re)laciones evistentes entre
las tinciones bhistoldgicas y las inmunotinciones.

- Controel de Fondo: con este tipo de control se
observa 1la tincidn que da el segundo anticuerpo al unirse de
maners snesporifica con alauvwnas  mol ecul as ded tejido y/o 1a
precipitacicon inespecifica de diaminobencidina. €=te rontrol se
procesd incuthandes a2l tediido con FPES-tritdn en sustitucion  del
primer anticuerpo, Y  €en segundo  anticuerpo acoplado a
peroxidasa, a fluvoresceina o a Rodamina en el segundo periodo de
incubacian (2 AcPO, 2 AcFIMC, 2 AcROD).

- Control para peroxidesa endogena: el teijido se
'prccesd incubande el tiempo correspondi@nts pars o= das
anticuerpos oon FRS-1rIiton, es  detir, =& sustituyeron ) os

anticuerpos por esta solucidn, despuéds, se reveld con la solucidn

de DAE, esto fon la finalidad de observar ajguna posipie 1 eaco

o
I

it

(mrecipitacidn de diaminobenzidina) propia del teldido, gque fuera
similar a la obtenida cﬁn peroxidasa.

-  Control parsa f]uorescanﬁia enﬁﬂgena: se incubd
el tejidn con FRS—tritoan durante un lapso de tiempo
correcspondientes a la incubacion hecha con  primer v o segundo
Acs. . Posteriormente, se obhservd la preparacion  al mi Croscopio

=35 Eninl ia Isdmpara de uwitravioleta Y 1oz £iltros

.
=
ot
o
"t
8|

correspondientes para la Rodamina v la Fluoresceina.
— Contrnles de reaccidn inespecifica: para poder
certificar nque con el primer anticuerpo se estaba obteniendo

tincidn positiva, era necesario deescartar a Jos demds ¢ eactsi vos



como causantes de la inmmunotinciadn; con este objeto se incubd el
teiidmn ron v suero preinmune de raton (svero de animal no
inmuni T ado) Y un monocleonal no relacionado con el tejido ( en
este caso s wilizo vwvn monoclonal contra | HRH donado por el Dr .
Paccal Herion) vy se continud el procedimiento de rutina.

— Controles por preadsorcidn: para comprobar oue
el DI mer anticuerpo estuviera reconociendo Jnicamente al
antigeno  deseadn (que no haya rescciones cructadacs), se preincubd
(nreadsorbid) el anticuerpn monoclonal con el antigeno»que se
esperaba reconoci era especificamente, para 1o cual se uwtiliraron
FIl, en la cual se conoce que estan contenidas las toxinas II-11
v 11-9,.2.23: v los antigenos aparentemente no relacionados EBSAR v/o
LHRH. tos wvalores de concentracion de antigenoc requerida  para

pbtener una  preadsorcl oin totel,

Hil
it}

3
«

ke

sztimarnn on hases a 1a
conzstante de afinidad aque debiera tener un anticuerpo para
poder ser wvisvalirzable por ICH, estos valores se tomaron  entre
10 v 10 M, pov 1o tanto. para tener i wmegurided  de
cubrir todos Jo= sitioxs disponibles del anti cuerpo (saturar)
las concentraciones de ahtigeno regueridas para’tal efecto se
calcul aron aumenténdo en dos o en tres ofdenes 'de ﬁagnithd 1a
molaridad del antigeno, esto es 10 a 10 .

~— Controles de bleoqgueo de seral inespecifica: en
ocasiones se presentan uniones no especificas de conjugados de
segundo anticuerpo las cuales son dificiles de eliminar (ver en
resul tadmns) g una  manera de prevenir esta reactividad no

especifica es la preincubacion del tediido con suero preinmme del

animal que sirvid

]

namo fuente e} sequndo anticuasrpo



(Sternberger, 1979) . En este caso see utilizaron:
DSl neaunos de conedin. sueros  de conejos inmunizados piev
con 196 de ratdn e IgB de conejo anti-—-ratdn puwificados {(donacidn
de la M.C. Ana Ma. Sierra H.) Se wilizeron concentraciones
equivalentes en l1os tres casos a 0.2mg/ml de 1gG de conejo.

- Control adicional de la unidn especifica del

segundo  anticuerpo: este tipo de pruena

g5 uns  manera  de
comnprobar la uni An inespeci fica de cualoguier tipo de
inmnoglobuline, asd =e ntilivzaron inmunoniobuiinaes de cebra anti
L CONRE 365 KTopd ag 2 perovidaga (Miles) en concentraciones

equivalentes a las utilizadas para el anticuerpo conejo—antiraton

(0.3 mg/ml.}.
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RESU . 1ADOS

I PREFARACION DEL. TEJIDO

Comp ya se ha indicado, el tejido secretorio de)
veneno estad contenido dentro de una gruesa capa de cuticula, esto
representa un serio problema técnico puesto gue lx difusidon  del

fijador a través del tejido blando (glandula) se dificulta por el

tejido grueso v duro ogue 1a cubre. Auna&uua

)

& gzto probliema

i

se

=

efiCiiEsEn o =

yre

momnramicn o
i th =% m B nd

i3

n la +tédcnica ICR, esto es, la fijacidn

debe ser Jo bastante fuerte para preservar el tejido pero Jo

hastante suave comp para mantener ios determinantes de los

antiggenos (toui nas) v precervar la inmunoreactividad.

.oz enséyos inicialtes pafa definir el meiocr +ijador,
el tiempo de fijacion, el grosor y temperatura del corte,etc., e
valuaron realir-ando observaciones al microscopio tomando en
cueﬁté
— Precervaci on general dél corte: =3 la cuticula
guwedd integra . v uanida  al tejide glandular, v 53 el tejida

gl andul ar en conjunto se observd integro {futiliizando los

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

~ Preservacidn de la integridad celular: en ocasiones
se observaron cortes gque conservaron la integridad de la cuticula

vy del tejido gl andular, =in embiar go realizar un analisis

cuidadoso de las células (con los obietivos 40X vy 100X) estas

s observaron desintegradas, con rupturas evidentes, o se

detectaron restos de membranas, y detritus celuwlares. Cuando las



celulas aparecieron integras y en union con s membrana basal

i
14

~onsiderd comn on huen estado de preservaci on.

il
i

[

H

tos resultadns para tales observaciones fueron los
sigqdentes:

1. | o= blogues de tejido del telson se procesaron de

manera que el telson guedara en un solo bloque con aberturas en

Jos extremos por donde pudiera entrar facilmente el £i jador: los

bleoques de tejido obtenidos del corte transversal inicial en la

parte media del telson, se desecharon pues repetidas veces se

=l

o
e
i

i

corte

[}

Fragmenitaron &1 s rox

{

N
T
wh
Ly
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la tabla IV muestra 1los £ijadores
empleados para las prusbas. Los resuwltados para el ensayvo de ICG
{ver adelante) indicaron que en ctada une de ellos se establece el

mismo tipo de sefFal, pern la preservacion es completamente

di ferente: 1} o me jorecs £3i jadores resul taron ==l Flavrnovslky v
P4-G1, este Mltimo se eligid come fijador de rutines para las
OhSservac: ones  swlsecusav &8s oS 1 a hfﬁ?:}cgia Dandular v nara 1a
IO, pensando en is posibiltidad de que concentraciones altas de

gliuvtaralidenido {Z.5%  en T3 ijador Harnoveloy) lleﬁaran, a a#ectar
los resuwltados de ICE en pruebas posteriores. llos fijadores -4,
P—-10, y F1-G! resultaron ser poco apropiados para este tejido,
por la extensa destruccion que presentd el mismo.

El tipo de fijacidn gue se estandarizo como de rutina
fue por inmersiong la fijacidn post-corte no resultd apropiada
puee el tejido suwfria deshidratacidn extrema.

£l tiempo de fijacidn adecuado se establecid en tres

horae despude de Jas cualez: ce elimindg el £iiador con EHREAY DEA,



comD ya se ha indicado (ver materiales y métodos)

D v

Lo corise Re OohTavis =n oricotato a2 —16 O con un
espesor de 10 micras, estas rebanadas resultaron adecuadas ya que
evitaron superposeiciones de varias capas de c2luwlas en el mi smo
corte, ademids tuvieron la ventaja de brindar uwuna adecuada
adhesi on al portaobijetos.

Unha ver establecidas las condiciones optimas de
preparacion del teijiido, se ipicid el anadlisis de datos

histol onicos gue s presentan a continuaci an.




TY HISTIM OGIA DE LLAS GLANDULAS PRODUC IORAS DEl VENENO

Las gl &ndul as producrtoras de veneno del alacrén se
encuentran en el telson del animal, poseen una formsma ovoidal
siendo el diametro mayor la altura, la cual presenta una posicion
relativa oblicua con respecto al plano sagital del animal (esta
disposicion se feafleja en o cortes transversales que se
udilizaran para realizar este estudio) (Fig. b)) 3 estian
recubiertas per una gruesa envoltura de guitina denominada
cuticula con la cual se relacionan estrechamente mediante su Cara
externa, mientras gue su cara interna estd recubierta hnr una
tuanica muscular estriarda bien desarvrollada que se fija por sus
extremps a ja& cuiiciila formands un receptdaculio misculo-fibroso
ague contiene al pardnguima glanduwlar (pg.) o tejido secretor. (ver

figura é).

oma.de 12 G?éndﬁla
El  zmopowte estructural del epitelio g}andu)ar est &
Crformado por teiide conectivo aue se adhiere de manera estrecha al
epitelio cubhico que sintetiza a la cutieula a Jo largo de la cara
wterna de la gléndula, asi mismo, tapiza la cara interna que se
relaciona con fasciculos muscul ares creando, de esta manera, una
cépsula fibrosa a partir de 1a cual nacen algunas proyecciones
conjuntivas Yaminares en direccion a 3 e HES 51 ancul ar v oue
corren  perpendiculares al plano sagital del cuerpo del animal
(ver £iq.6), ecstas proyecciones sostienen rarcimos de célul as
al andul ares aumentando la superficie celwl ar apta para la

producci on del veneno. Fstas proyecciones parecen contener en &u

i

1

i s ] i ]
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FIGURA 6.

a)

b)

MMicrofotografiss guae muestran la e_hructura general.

de la glé&ndula del veneno del alacran C. noxMius
HaffFmann

Corte transversal de la regidn medial de lJa gl andula

Gus muesira

. - die o PR oL arman
e e bisr s 3t coanforman

este organo: (C) Cuticulas (e.q) epitelio glandularg
(f.m.) fasciculos musculares; (v.h.) vaso hemolinfa-
ficor (t.c.) provecrciones de teiido conectivo. Se
indican los elementeos de referencia utilizados para
la descripridn anatomica:r

1) +lano medial o sagital
2y Cara Evterna
3 Cara interna

Corte Jonniitundinal (& parasagital) de 1a glandula.
se observan ias estructuras gener ales £\ la
.distribucion por zonas de tincion oel epltellio,; ) Co

- ZI, Zona I o de t1nc1¢n bé&sica
o .ode tincidn Scida

Z3ir, 2
- ZIII, Zona I1l o de tincidn basica

-
I3

1od
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interior los vasos que alimentan el epitelio, ademds de que se

pueden Db ser var el el as Ias cuale ronibleomente Eoan

1]

fibroblastos, aunque estas aseveraciones, deben ser estudi adas

con mA&s cuidadeo. (Ver £ig. 13)

- Pardnqguima Glandular

REGIONES. Para facilitar la descripoidn anatdmica e

histoldngica de las glandulas del veneno, se dividid al telson en
.tres reql ones en sentido rostro-cauvdal: como se puede anpreciar
en la ‘figura /3 cada regidn poses dina &Snhaicmia  @ut
particular, el tel=son se aplana en su parte externa (cuticula)
conforme sSe  acerca  al animal (sentido caudo-rostral). Se
subdividic & Jla regidn rostral en distal y proximal, pues ej
epitelio glandular tiene caracteristicas diferentes en cada mitad
de la regi on,

IANAS. | as provecciones de tejido conectivo arriba
descritas son  un parémetfc mor foOldgico excelenite paira ia
divies én topografica de Ja gisdnduia vy pairs  1a looalisz
los distintos tipos celulares dei parénguima giaiidid ar. Tomando
como l1imites estas proyecciones de tejido conectivo y el
tipo de tincidn A&cido-basica (con azul de toluwidina y/0
hematoxi lina—eosina) que presentan las células, se dividi o el
pardnqguima en zonas bien delimitadas:

—ZONR I (ZI): lLa zona 1 esta& ubicada en 1 tercio
inferior del parégnguima glandular, es una regidn delgada limitada
por 1a cuticula (cara externa), por la porcidn inferior de jos

faciculos musculares (fm) (cara interna) y por el borde inferior



FIGURA 7. Esquema que muestra Ja divigion fapaqr‘

para la descripcion histoldgica del ep
gl &ndul a del veneno del alacran €. noxius Hoffmann.
Obhsdrvense las caracteristicas anatdmicas
correspondi entes para cada regidn glandular.

ogui 3dn

corte inicial (realizeado antes de ja
f£i jacidn del teiido)

distal

gl andula derecha

glandula izquierda

miasTwlc

nroximal

- m

ul

Qg a
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FIGURA 7

Medial

Rostral Caudal




de )as vellosidades (asoriacidn de las proyecciones del teiido
conectivo  Ton &1 spitelio gianduiar) gue se origirnan desde las
paredes interna y externa, i a Z1 estd consti tuwida de el ement ow
celulares que tienen a2finidad por colorantes b&sicos, es decir,
se tifen con hematoxilina vy azul de toluwidina. Dividiendo al
telson por regiones se puede decir que la ZI en su inicio (regidn
Caudal), ez una banda estrecha de tejido glandular gue aumenta
paunlatinamente de dimensiones conforme se acerca a la region
ﬁedial nara desa.rrecer despuég en la region rostral prostimal del

ejlson.

Hl

- ZONA IT7: Esta rona compone )l tercio medio del

pargnquima gl andn) ar (pq), tiene |os mismos 1imi e

Yl
H'
B
it
2
X
]
=
3
u}

interno que l1a mona antes descrita pefn a di%ef@ncia de ella, los
Jimites superior & inferior estan determinados por los bordes
correspondi entes {superior e inferior) de Jas vellosidades qgue
s@paran ias zonas 1 vy If{Ir. LLa ZII ect’d constitunida de una
prlacidn_ celular mixvta aunque predomina aquella. gue tiene
afinidad por los colorantes &cidos (Eosina). La ZII es la mas
amplia y se conserva asi a 1o largo de las regiones caudal v
medi al 3 la dimensidn de esta zona aumenta en la regidn rostral
proima)l cuando desaparece el aAres ocupada por Ja zona ¥, cuando
estn sucede 12 7ZII ha oncupado la totalidad de la mitad inferior
del nno.

- ZONA Y1)} (711I): Fste zona ocupa el tercio superior
(o dorsal) del pg., posee una forma triangillar con bese inferior
tormada por e) horde superior de lazs vellosidatdes gue sirven de

limite entre esta zona y 1a 2ZII; vy dos caras, una externa

nyackvom. Lot TV B awsenz b



constituids nor cutdicnla v otra interna formada por miscrulo. i a
prblacidn celular aue compone a esta Tona poses sfinidard por los

colorantes bacsicos (azul de toluidina v hematostilival. En cuant o
a e distribucidn a 1os largn del telson se puede deciv, que la

2311 se conserva en practicamente l1a misma proporcidn en  as

tres reqgiones.

FORIL.ACION CEL L AR, Tomando e©n cuent a las
estructuras intracitoplasmaticas celiulares v las raracteristicas
mnn dividido & l1a poblacion celular del epitelio
glandular productor de veneno de C.n.H, en los siguientes tipos
celuwlares (Ver cuadro 1 v fig. 8):

- Cé]uiaﬁ del tipo 1 (Ctid: Ceéijul as de forma

cilindrica rcon Nl en penquelo, de cromatina condensada v s

e
rr
o
h
L
0

en la reqgion parabasal; en ageneral su citopl asmnr posee afinidad

por los ceolorantes basicos 1o gue hace suponer la  riqueza de

ertas CH3UlaE on arunose Aci dosi no cont jensnh A&l guna estructur a
citoplismica oaracterietica, esto es, la apariencia de su
citoplasma oo hommadnen. En =u hborde libre present an

mi crovel Josidades aque son mas aparentes en el grupo de .célulaé
aque forman la pobhlacrion mivta de Ja Z11. Ct1 tiene 1a&
distribucidn ma&s general de todos 1los tipos celulares que
componen ] epitelio glandular, se observen ceélul as de este grupo
en todas las zonas descritas, independiontemente del nivel del
corte.

t.as caracteristicas tintoriales, comp se MENCI ono con
anterioridad, dependen  de la afinidad del grupo celuwlar por

colorantes basicos, ein  embarqo, para Ctl Ia intencsidad  de

=

Bi

]

]




FIGURA B.

tres
del

Jos
giandul as

Fsquema vy microfotografias
tipns celularses descritos
veneno del alacran C.

qQue ilustran
para las
noxius Hoffmann.

A Ezquema que representa los tipos celul ares:
I. Tipo celular i: celulas cuyo i toplasma
oosEes una ARparisncis homogSnes. .
I1.7ipe celu)ar IT:celuld as cuwvn  citoplasma
contiene grénulos finos
1I13.7ipo celul ar I11: rel ul as en Cityo

citoplasma se ohservan grénulos de mayor tamafio con

respecto a o= del tipo anterior (granulo grueso)d.

5. Hicrofotografie gque i1iustra dos cé&iuias del
tipo i (¥), enmarcando a wuna celwla del tipo 11
(flecha). Se obhserva tambidén, Ja hase de una cdlula
del tipo IYI (+) unida a la proveccidn de tejido
conective (t.c.)¥. ((B00X)

C. rilcrofotograti a que mueslira nwna celula de
orfnutlc gruooo o a2l tipo 1311 {7 gue i1imibta, en ia
parte superior, con una celola del tipo 1 (¥) y uana
télula del hipo 1T {flecha). (BOCX3. SR oo




FIGURA 8




coleracidn vari{a desde el violeta hasta el azul, dependiendo de

ia ZON&sE en ia i1z, X Adpuiere una tincricdn viboleta
particularmente intensa {H—-€), esta caracteristica podria
reflejar tna compesicion mikxta en cuanto a Ja natwaleza
&dcido-base de los componentes intracitoplasmicos o qQuizas,
se trate de estados funcionales diferentes de o mi =m0 grupo
celunlar o, una tercera posibilidad, es que fuesen 1ma nueva

poblaci dn celnlar con cararteristicas tintoriales particulares,.
En las zonas I v 141, Ct{ adauiere une tincidn por colorantes

basicos moderada, las ceélulas =e (inen o

R N - .
& ot Ta Yincs oy

t

con azund de toluwidina, las €£tI se tifen de azul en Jas zonas I

vy 111, y de azul tenuve en la Tona 11.

- Ce&lulas de tipo IX (CEII): Céiuias de form
cilindrica, su nacliep e=s oval con silueta regular v cromatins
condensada, estid situado en posicidn parabasals su citoplasma
tiene afinidad por’co}brantas Anideos {(Eosina) v en €] s8  ObDser v
An contenido granular fino’que podria corresponder a vesiculas de
secreci on, esta es la caracteristica morfolﬁgira. sobréséiieﬁté
del arupo celul ar. ta cantidad de granulos varia de célula a
celula pero en la generalidad ee presentan en numero suficiente
como para ocupar aproximadamente el 757% del citoplasma. El borde
libre presenta_ mitrnve])osidades que son visibles en aguellas
céiuvias gite forman partes de los rarimos de las vellosidades.

CtI11 e= un tipo celular gue tiene & Ja mayor parte
de sus representantes en la zona 11I. Existen algunas células
de este agrupo que se entreme=zcl an con otros tipos

celul ares en ZII1 (8% de las células), estas en particular,

1EE

E

[t S o]



se tifRen de a=nl con hematoxilina, avnque con aznl de toluwidina

ey @ i ReEn, o #us hacte pensar on I possnd s as HE
existencia de wn nuevo tipo relular o quuné, en  un ex=tado
funcional diferente.

- 'Célu]as tipo 111 (CtI1l): celwdas de forma
cilindrica gue posesn un  nucleo pequelo de cromatina condensada
situade en la porcidon basal del citoplasma, este Wltimo, presenta

comw caractEristica dis
didmetro es mucrho mayor gue los granuleos de Ctll Yy e ocupan
casi 1la totalidad del citoplasma. £1 citoplasma tiene poca
afinidad por Jos colorantes hisitos (tinci on ceshi ) con
hematoxilina v con azul de toluwidina).

Ctitl es v tipo el ol ar que tiene Vina
distribucidn bien establiercida: se les puede observar formando
parte de los grupos celulares de las zonas 1 y 111 principsimente
aunque phneden existir &n ta zona (Il en NnUmeEro escasog en 1a
region rostral su nimero. aumenta constituyendeo parte del epitelio

glandular de la zona III.

En 1 cuadro I se sumarizan las caracteristicas de
los tipos celulares descritos en los parrafos anteriores.

En las Ffiguras <9, 10 vy 13 pueden apreci arse }as
caracteristicas de cada una de las regiones vy la forma en gue se
tife cade zonea.

il.as graficas de la I a la IV representan el namer o
promedin de cédlanlas tipo [, ({ vy 111 para cada zona, para las

distintas reniones; se puede obhservar como se comportan cada wna



Ade las poblaciones celulares en cada zona. Asi podemobs observar

que en 1la:s

- Zona 1: los tipos celulares predominantes son U1 vy
Ctitl en 1a region cauwdal (477% Yy 417 respecti vamente) . en la
regi on Medial los tipos celuwlarex son Ct) (43%) y CtI1l (&B9%) £
en la renidn rostral distai TLI (37% v Cr i (52%) .

-  Zona 17: tenemos e OHT1 es el 1ipo celulay
qtite  se encuentra en mayor caniidan (5% en orooedio de las tres
reginne=) . senuidn de Ctl (con uwn 40% en promedieo de Jas  tres
regiones).

— Zona 111: Ctl es elm tipo celuvlar predominante en
las regiones caudal vy medial (be,‘en promedio de tas dos
regiones), y compérte espacio con'CtIII en la region rostrai (50%

para Ctl v 46% para CRIII). Ver cuadro I).
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CCFIGLIRA 2. Foltomicrografs as quie ilustran 1as caraclieristicas
anatdmicas e histeoldgicas correspondientez =2 lal.
‘region topografica caudal.

. Fotomicrografia que muestra un corte
transversal correspondiente & la regiodn caudal
de la gldandula (25.6X). Tincidn con azul de toluidina -

b. Fotomicrografia de. un orrte transversal @ de Ia
regidn caudal de l1a glandula del veneno. dMotese 1la
distribucidn por zonas correspondiente 8 esta region
(80X). Tincidn con hematoxilina-—eosina.

(Barra=50um) .
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GRAFICAS 1

Diagramas que representan el numero promedio de cé&lulas por tipos
celulares para cada zona del epitelio glandular correspondiente
a la regidn caudal. Los datos se obtuvieron promediando 1as
regiones caudales de glandulas izquierda y derecha.

A Hi stograma gue muestra el ndmero promedio de cé&lulas
de cada tipo celular para cada zona del epitelio glandular en 1&
region caudal en donde se pueden observar:
.'.

1ot
[EX

wilan

i

Zona 1 Celwd 7
proporcidn .
Zona 11 C&lulas de tipo I1 {(granulo fino) v
de tipo I
Zona 111 Celula=zs del tipo 1 v o del 111
Ndotese ademds, gue la zona I es en la que se alberga uan:

numero menor de célul as seguida de la zone 117

no 1 v 111 en

"

B. Grafica gue ilustra =1 com
celular par& laz diferenlez conaz del
region caudal. Se observa ge:

m o

ortamiento de cada tipo
pitelio glandular de Tea

- Lasz cediules de tlipo 1 o de citoplesms homogénen
LvhRenton on ndmErc desdo 14 Z6ns I, NAdia ia cune 1TI. :
» ~— Las células de tino TT oode ardnalo fino nredominan or
la zona II mientras gquz se ohzerwvan en monor Nnamero en las  Tonas
restantes.

. -  bLas cdiulas do tipo 1171 o de grinudo girness,
predominan. en la zons 1 mientraz aue su ndm2ro =0 reduce en 1a .
zona 11 auwmentando de nuevo en 1a zona 1. Esta es la poblacidn
celular con menor numnero de representantes en el epitelio

glandular.

Frueba estadistica de Kruskal—-Walilis p< 0.00001%

[=TK TN N
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FIGURA 10, Fotomicrografias gue s3Justran  Jas caracteridistscan
e i canatémicas e histoldogicas correspondientes a . 1a E
reqi on medial. ' o

. Fotomicrografia Qque muestra wn corte
transversal rcorrespeondiente 2 1la reqgidn medial de la
0l &ndul a del venent. Motesce la forma civrcwlday de 1a
misma (25.6X)Y. fincidn Gzul de toiuvwidina.

b. Fotomicrografia de un corte  itransversal de 1a
regidn medial de 1a glandula. bNMotese fa distribucidn
por =zonas corvrespondientes a esta regi on., (80X) .
Tincidn H-E

Z3 = H
ZIT zonma IT
ZII1 zona 111

" (Barra=Soum)




FIGBURA 10




GRAFICAS 11

Diagramas gue representan el numero promedio de celulas por tipo
celular para cada zona del epitelio glandular correspondientes a
1a region medial . Los datos se obtuvieron pr omedi ando 1 as
regiones mediales de las gl andulas derecha e izquierda.

A. Histogramas que muestran 1 namero promedio de
clulae de cada tipo  para cada zona de la regidn medialj; se
observan los tipos celulares predominantes para cada zona:
palat—Sat =3 E 5

proporczén
Zona II Tipo celular II o de grdnulo fino,

seqguido del tipo 1 (citoplasma
homogéneon)

Zona 111 1ipo celular 1, sequido del tipo 11i.

?

= ¥ -

ey

,.-.

[-J
ol
n

rem T v I cagi en icounal

Notese que ia zona I es la gue uvonser va il mEnsis IRk w
de células.
B. Grafica que i1lustira el comportamiento de cada

poblacion celular para las diferentes zonas de la glandula.

— El tipo celular 1 aumenta el numero oesde

ija
Z0ia H nsCia ix zona Ly ¢
- Fara el tipo celular 11 el nlmero maximo de
reprecentantes =2 encusntra o a2n la zona I
Y & conserva Su NDUMEero en las zonas 11 ¥
T v
A 2 aw

— El1 tipo tres ez el grupo celular con el
menor namero de representantes en las ties
zonasi para las zonas 1 Y 111 CONSEervar
nameros promedios casi equivalentes mientras
que la misma poblacion para 1la ZON& 11
tiende a desaparecer.

Frueha estadistica de Kruskal-Wallis p<0O.00001
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FIGURA

11,

thomicrngraf as gue ilustran las caracteristi

anatdmicas e histoldgicas correspo ndientes a 1a
megidn racteral de 1o olindnls del veneno

A Fotomicrografia gue muestra un corte
transver=sal de la region rostral de Jja glandnla del
veneno., Chsdrvese l1a forma del corte: circular en la
porcion superior v concava en Ja porcion inferior.
(25.6X). {fincidn con Azul de Toluidina.

b. Fotomicrografisa de i corte transverax] del J1ea
reagidn rostral distal de la gld&ndula. dNotese qgque ia
T“ona 1 (Z1) s estrecha v las ronas 131 (ZI1IX1) v 111 se
amplian. (80X). fincidn H-E.

c. Fotomicroarafia e un corTe  transversal e 1}
TEGE S .urtzs: Firoitimal do la gliandiilzs. Chodrvess
desanparicicon de 3a rTona 1y la distribuci o de Ja
Ttmyas I3 (ZLTY v TTT LZITEYN. (ROX. Uincidn H-E

cas




FIGURA 11




GRAFICAS 111

Diagramas que representan el numero promedio de células por tipo
celuar para cada zona del epitelio glandular correspondiente a
la regidn rostral. lLos datos se obtuvieron promediando las
regiones rostral distal Y rostral proximal de lasg gl andulas
derecha e izguierda. Es importante hacer notar que Ja zona 1
desaparece en la regiodn rostral proximal por lo que los datos que
aparecen en esita zoha son 1os edistentes en la vegidh rostral
distal.

A. Histoprama gue muestra el nimero promedio de océlndas
tipo para cada regidn rostrals se observan los tipos

TImE E RSy
LS4

- . i &
s L asa b1

zona 1 Céelulas tipo )} y tipo 111 en jigual
proporcidn.

zona 11 Ceélulas del tipo 11 y del 1

zona III Cé&lulas tipo I

B. Grafice que ilustra el comportamiento de lJas tres
poblaciones celulares en las diferentes zonas de la glandula.

— Las celulas tipo 1 o de citoplasma homogeéneo
aumentan su numero en la =zona {{ y {1 con
recspecto a 1a zona 1

— tab tdiulas Lipd LI SIigusn 1 masnh paci OndsS
las regiones anteriores.

~'iLas cdiuias do ftipe 11X aumenbtan Ssu numero
en ia la zona 111 Y di smi nuyen BlIlE
———————— & s &0 la zona £ y £X con.

B e
FEprEsentant

respecto a

"Prueba estadistica de Kruskal—-Wallis p«0.00001%
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GRAFICAS 1V

tooramas: aue renresentan 2l namero promedio de cdéilulas de cada

Hi e
tipo para cada zona en las regiones rostral distal vy rostral
proximal del epitelio glandular derecho e izquierdo.

A Y B Histogramas para la region rostral distal de las
gl &ndulas derecha & izqgquierda. iNdtese que los tipos celulsres
predominantes para cada zona conservan el comportami ento de
regiones anteriores; sin embargo, &l nuamero de representantes del
tipo celular 111 aumenta en 31a zona 111.

C vy D Histogramas para ia reqgion rostrai proximal de a3 o

gl andulas derecha e izguierda. Ubsérvese 1a ausencia de la zona
I; la desaparicidn casi total de células de tipo (1f{ y el aumento
del mismo grupo ctelular en la zona 111.

Prueba estadistica de Kruskal-—-Wallis p<0.00004
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REGION ROSTRAL DISTAL

GRAFICA 1V

Glandula Isquierda

REGION ROSTRAL DISTAL
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TOPOGRAFIA CELIN AR, Uin vez establecidos los

- « » ——— — . — -4 . —— - -
iimites de ijas zonss Yy fos Li cEluwlares

]

oue e localizan en
el las describiremos la Ipcalizacidn exacta de cada wno de los
grupos celulares que constituyen el pPa. . Fara esto nos
auxiliaremos de esguemas que ejemplifican la regiones del tel son
(Fig. 12).

EFn 1la figura 12a., corte que corresponde a 1a region
caudal de l1a glandula, se muestra que la Z1 posee tres tipos
celul ares gue se disfribuyen en su superficie de la siguiente

manera: en st cara initier na s

las £CHIIT
principalmente; en la cara externa existen células del) tipo I vy
I intercaladas; en el borde inferior de la vellosidad gue se
=vtiende gesde la pared euterna hay celulas del tipo 11
intercaladas con aquellas del tipo I. Esta gistribucidn se
conserva con  ligeras veriaciones hasta gue desaparece la zona 1
on 12 renidn Rostral proximal.

En la misma figura 17, s& pusacs choorvar nne la sona
IT esta compuesta de una poblacidn mititas de c&lulas, predominan
las C+7YY¥s AN N0 pareci eras e sriT o topografia celalar
estricta, hay una tendencia de las Ct1 a Jlocalizarse en las
vellosidades que nacen de la cara intermna v & 1o largo de JIa
miem2, mientras nque las CEHIl <2 ubican en Jas superficies. de las
rcaras interna v externazlas Ct1311 no tiene i sitio especi fico de
tmncalizacidn.

ta zona 111 est & constituida por una  pobl aci on
celul ar formada principalmente por dos tipos: las CtI que se

localizan en JTa cara externa e intercaladas con l1as C1111 en Ja



cara interna, as{ ecomn en el borde superior de las vellosidades;
el otro grupo celular importante es e} Ct11] que se Joraliza,
casi exclunsivamente en la cara interna de Jas gl sndit) as, hasta el
inicio de 1a reqidn rostral, en donde se extiende para abarcar Ja

parte superior de la vellosidad interna (fig. 12).




Fequemas gue jlustran Ja distribacidn topogratica de

los tipeoe celulares en las distintas regiones de 1la
gl &ndul a el venenao.

&. Esguema gue muestra la distribucidn topogrdafica de
Ins tres tipos celulares para la regidn caudal.

b. Esquema que representa l1a distribuci on topografica
de los tipos celulares para la regidon medial.

c. Esqguema que muestra la distribucidn topogrdfica de
los tres tipos celutlares de 1a region rostral

pProximal
Cé&lulas tipo I o de citoplasma homogéneo
Células tipo I o de granulo fino

Ceiulas t5po 117 o de granulo arueso,
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/.

V71l

v da) v 7,

oS oMY
- AL >




~ Fetructiras anevas a lasg GYAndid as de Vesneno

VASO HEMOL INFATICO. comn se puede observear en las
figqura 14, existe un espacio de grandes dimensiones limitado por
la cutdicula y por los fasciculos muscul ares (fm) (fig.15); el
espacio posese  wna Yuz amplia en forma triangular con base
inferior v vértice superior que se extiende hasta alcanzar la
porciodon de 1a cuticullk e =e opone & su base; esta revestido de

(K12 epitelio plano simple muy 1dabil ( de dificil preservacion),

T SOTUAans& T NS P Ta mEmDE e rasal por meoio de 1a cual se
relaciona con el epitelio cubico propio de la cuticul as
en St interior se encuentran células cuyas caracteristicas

marﬁalégicas son semejantes a las de las c&lulas hemdticas de
mamiferos (fig. 14b); basadons en 1las observaci ganes santeriores se
ruede pensar que el espacio descrito es en realidad, un gran vaso
hemolinfético gue brinda nukricion al tejido al andular.

i,as céiuias gue se observan en el interior del vaso
mon - dol tipo mononucl&ar, s nﬁc}eq en excenitrico, oe cromatina
IS&da s Y o de siiueta regular en ias céiulas pequernas pero
irregular en las de mayor tamanog el citoplasma es aciddfilo o
basdfile vy escaso  en las células pequenas, v gensralmente
basadfilo en las celulas mds qrendes.

Ademis de  las células observadas en el tumen del
vaso, se obsEerwvan concreciones granuwlares finas  que  podrian
corresponder a proteinas precipitadas de origen hemolinfatico,
aunque algunos autores (Séamano et al., 1964), piensan qgue podria
setr veneno (fig. 14b); asi mismo se puede observar una estructura

compuesta de tejido conectivo gue sostiene dos pequeros conductos



H'

fatatel cpitelin nlano simple, esta estructura esta
adherida por <fibras de +tejido conectivo al epitelio de Ja
cutscula en 1a zone central de Jla base del vaso hemolinfatico; es

una estructura delicada qgue se preserva con dificultad, r ]z N

por la cual es dificil de observar en todas las preparaciones

En Ja mavoria de 1los cortes se puede observar wn

g
hij
2
n
2
B
]
il

nacio de forma triangular vy vértice inferiwr o

[N

b

~ o~
—d Nt

53

haci a s wvamo hiooo

ted
ot

e

nfftirn, uh

cado en en la parte superior del
telson; este pequerfo espacio es  virtusal, pues depende de 1la
xtensidn soperior del condiicto hemolinfdtsco vy del estado de
contraccion de los fm. periglandualaress asi, si los misculos se

contyraen,, comn no existe uni on real de 10w fm. (ver +{+iq. %), e}

espacio deseparece; en

3

asn centrarin, (=%} hay relasjamiento
muscular, la relacion intima de Jos bordes mediales de Jos fm.

crea por  supesrposicidn de dimfgen. un falso  conducto. Esta

aseveraci dn =
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presencia de celul as

!

"hemolintatica en =

Ul

regqueRn eepacio, vy la existencia de una
comunicacion amplia entre los dos espacios descritos observada en
algunas preparaciones, faltaria verificar si la presencia de
dicha comuni caci on ee relaciona con el grado de contraccion

miscul ar medi ante el estudio del patrdn de bandas de lasg estrias

en microscopia electronica.,

MUSCWL. O FERIGE ANDLIE AK: los fasci cul os muscell ares
(fig. IS) estan compuestos de células alargadas en forma de huso
aque poseen 1N niclieo de cromatina condesada vy central; en el

citopl asma se pueden distinguir las bandas caracteristicas del



misculo estriado (azuvl de ftolunidina).

lLos fm. que envuelven a las unidades gjandilares se
disponen en dos direcciones con respecrto al eie Jonal badina) e
la gl Andula,los hares longitudinales ocupen una porcidn del
tercio medio Y superior de 1a masa muscul ar vy 56 encuenty an
intercalados entre los haces circulares. Fredominan los haces

miscuwlares circuelares.

Como =2 h

a}

(2%

2 mencionado con anterioridad. 1os fm.
correzspondientes ‘a cada glandula son - estructur almente
independientes es decir, no existen puentes conectivos aparentes
entre ambos que 1os wunan a un tercer punto de apoyo fijo, este
hecho facilita Ta contraccion antdnoma de cada cubierta miscul ar
sobre el pardnqguima gl andular con el que se relaciona, brindando

al animal la capacidad potencial de 1a compresion aliernante o

1

cincrdn

o2 de las altindulac, nosibilidad aue debiera ser

t

ectudd ada on detalle.




FIGURA 13.

Fotomicrografias que ilustran 1la distribucion de

diferentes tipos celulares en una proyeccidn de
tejido conectivo; ademds, se pueden obzervar celulas
mioepiteliales intercaladas entre las células del
epitelio gl andular.

Re Fotomicrografia que muestra ja distribueci o de
céslulas de tipo | v de tipo (f en la regidodn apical
de uwna proveccion de tejigo conectivo, ( SOR ).

b. Fotomicrografia de la regidn apical de una
proyecci on de tejido conectivo gque limita las zonas
1I v 11f{. Notese el cambio de tonalidad ¢ tincion con
Hematoxilina v Eosina ) entre las zonas 11 ( Eosina )
y I11I ( Hematoxilina ). Al centro de la proyeccidon se.
observa una peqguena area clara qgue corresponde & 1a
matriz fibrosa de la misma. ( 320X ).

c. Fotomicrogratia gue muestra wn orupo celul ar del
epitelio glandular; en &1, se puede distinguir una
celula miocepitelial ( flecha ¥ intercalada entre las
cezlul as secretorias; las caracteristicas morfoldgicas
de las células mioepiteliales se pueden observar con

claridad en l1a ilustracion: FPoseen un nicleo oval,
conteal v e ceromating condaneadar: cn Critnnt Aasna &0

extiende hacia sus exitremnos dando un aspecitic aiargado &

a la celulagy se piensa gu  su funcidm es ayudar a Ix
expulsidn del contenido de las células secretorias
durante el proceso de secrecidn.

I Célula tipo f.
11 Célula tipo 1il.
CafMa Céluia mioepitelial.
C.p. Ceélulas de la proyeccion de teljido
conectivo ( probablemente fibroblastos ).
Z1 zona 1. :
Z11 zona 1I.

\

{ Barra = S0um ).
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Fotomicrografias nue ilustran el vaso hemolinfiatico
vy los elementos propios del mismbD. )

a. Fotomicrogratia gque muesira el vaso nemsliinli&tices
{ v.h. ) en toda su extensiong en su interior s
observa material precipitado que podria corresponder
a proteinas. Ndtese que en la parte superior ge 1a
estructura glandular, se observa un peguenn espacio
formado por la superposicion de las imdgenes de los
fasciculos musculares ( f.m.) por 1o que, se trata
de un espacio virtual ¢ % ). 80X ).

L7 Entomicrnorafia on la cual se puede observar un

grupo de cédlulas bemolinfaticas < flechas )
contenidas en el vaso linfa&tico.

C. Fotomicrografia que muestra 1a estructura de
tejido conectivo localizada en la parte inferior del
V&S5 hEmslinfitize adherida 2 1a cara interna de 1l1a

cuticular en su interior se advieriten dos estrucrtiiras

que semejan conductos cuya descripcicdn morfoidgica se
~encuentra en el texto. ( 320X 3.

Vafia vaso hemolinféatico.
f.m. fasciculos muscul ares.
Ca cuticula.

{ Barra = 50 um ).




FIGURA 14




FIGURA. 15,

Fotomicrografias que ilustran . los. fasciculos
muscul ares.

a. Feotomicrografia de wun corte transversal de Ja
glandula en la que se observan la zona de contacto
entre jos fasciculos muscul ares ( f.m. ) que rodean
al epitelio glandular. ( 80X ).

b. Fotomicrografia de uwn corte transversal de los
fasciculos muscul ares en donde »e 4Shusstras 1 20

presencia de estriaciones v la posicidn central del
nucleo ( datos que corroboran la naturaleza estriada
de los fasticulos musculares ). ( 800X ).

nicleo.

n
e estrics.

(’Barra = 350 um ).
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111 INMUNOQCITODUIMICA (l.ocalizacion de las toinas en
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— Dilucidn de los anticuerpos
En la primera prueba de dilucidn de anticuerpos se
ntilizd un anticverpo monecl on’kl contra la Notitustotina (5 : 500
AV 1 25000, equivalentes a 2.2 ug/ml v Q.22 g/ ml de IgG
respecti vament =) N [R13} seqgundo anticuerpo anti--igb de raton

acoplado a peroxidasa (1:59, 1:100 vy 1:250 equivalentes a 300

th
il

P S

un/md . 3ﬁQng!m] vooeDng/mid. ios resudi &Uos  momitvaron soial
equivalentes poara tedas las diluciones de) monocional; pera el
segundo anticuerpo l1a dilucion 1:50 rezultd en v fondo muy alto
ron respecto 2 la sefal v la dilucidn 1:250 con fondo vy senal es
muy bajos, por 1o que sp resplvid uwtilizcar la dilJucion 1: 3100 como
de rutina. En la figura 1é& puesede observarse el tipo de sefal Y%

~1 £Lande one s nhtouvieron.

-~ Tiempo de incnbacién del primer anticuerpo.

Loa egperiméntos que se habian llevado a cabo hasta
el momento, tenian como base las condiciones establecidas para el
modelo de beta endorfina en hipdfisis de rata, pero eran
necesarins camhions en la incubaci dn del)l primer anlicuerpo, ya que
el teijido de interds ce maltratabe con tieﬁpos de incubacidén tan
« PO I i o2 elshord un ensaAavo oon incubaci ones
de 3, &, 12 v 24hrs en cédmera humeda a 4 C. Los datos obtenidos
demostraron gue tanto la intensidad cnho la ubhicacidn de Ja senal
permanecieron inalteradas para cualguier tiempo de incubacidn. Se

estableci o romo rutina incubar al primer anticuerpo durante 3h.



- Controles

l.os mMrimeros rontroles ntilisados (sustituci dn del

primer anticuerpo por swern preinmume y/o por otro monoclonal

(L HRHDY dieron faleos positivos., Ecstos resultados se obtuvieron

bajn condicicnes de fijacidn con asoluci dn Karnowsky, por lo que

se pensd en la posibilidad de nwnna modificacion de Jos coumnponentes

del tejido por la concentracion alta de glutaraldehido en el

)

i jador or ezta razon s realized un experimeniu contiro?
. 3 L] P s P

-l
Py

>

SOMETLeNnUd & g =2 wvard

ot
el
Lo
i3
m
u

&

= seluciones i jadoras (Tabla v

desarrollando Ja técnica de TOD complets. {os resultados de estos

ensavos mostraron sefal positiva para todos los fijadores con o

sin e} rrimer anticuerpo: esto descartaba Ja posibilidad de

modificacidn de 2ntigennc del tejido por la técnice de fijaciong

tamhién se ohservd vwna distribuci on esperifica de 1os grupbds

celul ares tefidos positivamente para peroxidasa con un fondo

realmente Pa 3o Ivi . Cetocs Aatos indicaban wwnia cier va

algunos grupos celulares por una de

Se iniciaron entonces una serie de ensayo:s de control

para poder obtener la respuesta sobre el origen de este

resul tado "artificial” (ver tabla V).

1. Preadsorcidn con FII, LHRH, vy BSA: como vya se

indicd en materiales vy metodos, s incubo el primer anticuerpo

(2.7 uga/ml1) con el blogueador (FII 140 uwg/m] equivalente a 4.2

wg/ml dee 17-31 o Novinstoxina, | HRH 1I8.2 vwg/my s BSA 600 uwg/ml)d.

Mo se observd ningin blogueo de 1a sefal potr parte de las
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protainan wildlimadas, A las concentraciones jindicadas por lo que
se aplicaron los siguientes controles.

?. Feroxidasa endogena: resulto negativa

x. Sustitucidn de primer anticuerpo: se sustituyd el
primer anticrverpo por PRS- Iriton 0.3%, aplicando vinicamente el
sequndn anticuerpo. Este ensayo did la clave al problema técnico
que =e obhservaba: Bl segundn anticuverpo s une especs ficamente &
vun cierteo arupo celular. Se pensd entonces que &) sequndo
anti cuerpo (M3 es) que se estaba utiiizando, caunsaba esta
inespecificidad, por lo tanto, se iniciaron una serie de ensayoé
para decscartar la posibilidad de reacciodn cruzada de este
segundo  anticuerpos para ello, se iniciaron sustituciones por
anticuerpns conejo—antirattn marcados con Rodamina, Fluoresceina

Yy con 1os anticuerpos marcados con peroxidasa no comercial

(donados por el Dr. H. Merchant, el aborado en €1} instituto

FPasteur) e inclusive an anticuEi po as cabrao—anticonein acoplado
& peroxidasa, Ee=toz anticuerpozs. resuwltaron tener &) mi smo

comportamiento qgue el anticuerpo inicial; debe hacerse notar que
eniaté.{luéresrencia engddgena observada con filtroz de vnriﬁaciﬁn
de Redamina v de Flunoresceina vy és dificil digtinquir las sefales
de zaquella fluorecscencie proveniente del tejs do, por Jo gue no

quueda tan claro &) comportamiento con los anticuerpos conjugados

A fFluoraforos.,

4. BRloueo de la seffal inespecifica: conociendo que
el problema de la seffal inespecifica era causada por la unidn de
anticuerpos marcadns a uwn grupp celular; se iniciaron wwnma serie

de experimentos para tratar de bloquear esta senal inespecifica

SRR O IR
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o en su deferto, poder discriminar wna seifal positiva

una real en 21 mismo corte.

En los primeros ensayos se intentd bloquear la senal
inespecifica (Tabla V) preincubando el tejido por tres horas con
suero preinmene de conejo 0 suwero dJde congio anti—1a06 de raten o
IgG de conein anti—Igl de ratdn después de los cual se sigue el

rrocedimiento de rutina de ich. De coot= manera se intentaron

+

v

= m st e P oo =
E by 2

]

oz acrnnados per los anticuerpos con wa enceso de
JaoG de} propio anima) aue dona Jos anticuerpos marcados. | as
concentraciones de 196 (segin iecturas rzalizadas a A280 nm)
fueron Y ac siquianfpgz

Suero Preinmone &00 ng/ml

sSuwereo de coneje

anti-1g6 de raton 600 wg/ml
1gs o Toncic
anti-raton IO ugsmd

lLos resultados demostraron gue no <2 e2stablecid
ningun tipo de blogueo de la csefal inespecitica - {parcial =]

total), an en concentraciones cuatro veces mayores a las

utilizadas para segundo anticuverpo.
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d i ree v D
s TV 2gra

= £iae aie . muestran la  reaccion  para
nmunoperoxidasa.

w0

a. Folumidiogradia gue maestra s tismeisdn  §
inmunoproxidasa en un corte correspondiente a la
reqgion megial gde la gl a&andula. Ubseervese gque 1a
distribucidn de tas células tefidas con
inmunoperoxidasa es exclusiva de la zona 11 ( Z11 )

( fiechas ). ( 80X >.

b Fotomicrografia de lJa region rostyral proximail de’

ila gl Andul a que muestra la reacci dn para
inmunoperoxidasa. Notese que s6lo 1a zona 11 ( Zil )
muestra tincidn de peroxidasa en las ce&lul as,
mientras ngue en 3Ja zona 111 4 Z3I13} ) se obserwva
tincidn en el espacio extracelular < flechas ).

¢ BOX ). ; _ S

( Barra = S0 um ).




FIBURA 16
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Y REIACTON DE L.AS TIMCLIUNES HISTCLOGICAS ¥ LA VIMIION

CON AN ICHERPOS MARUADUS

fuiste wne correlacidn entre Jos aqgryppos celulares

doe con colorantes histeoldgicos v Jos tedidors con anticuwerpos

marcados (o fefal ebtenide por inminotincidn) (Ver . Fiaq. 17). Ya

e ha estahlecido que en 12 Zona 11 de la glandula del veneno Jlaws
%

células de tipo 11, se tifen con sosing vy oue las células tipo 1

obtienen wia ool

5 An

{

R

vinleta con la hematoxilina, por Jo gue

podemos considerarla como una zona formada: por células en su

mavoria aciddfilas, tendencia gue se traduce en la presencia de

campuestos de natiwwaleza basica en el interior de dichas célulasg

esta misma sone e tive con Yos anticuerpos marcados, (Wi 1as

celul as del tipo (I).

ta correl aci on fue estabhlecida para cada 2nper i mento

compay anrcio iose CoirtoT fdAel rontrol histoldgice con 108 cortes ae

tincidn con  anticusernpos marcados con  peroiidasa, rodamina o
fluorescina, ademis se elahorareon cortes secuenciales tefidos de
manera a)ternada corn colorantes histol dagicos v con anti cuerpo

marcado con la finalidad de precisar la relacidn existente por

zona de pg. y por tipo celular.
Tambi én ~se pudce  observar que esta tincidn se
mani festaba de dos formas distintas en lac CtiTe
~ Dentro de los grdanulos
— En el wcitoplasma de la célula, excluyendo a los

ar anul os

Este “1timo dato debhe ser estudi ado con mds detalle.



Fit

HRA

17.

Fotomicrografias que ilustran Ja relacidn gue existe
entre la inmunotincion Y la tincion aclrdano-bnase.

—- . ; - s (2
(= oW T B

= e Hun corto tyranaver a1 de 3 a
gl andula que mue:tra la inmunotinciodon con peroxidasa
de 1la zona 11 ¢ Z11 Y en 1& region rostral provimal
Obsérvese que ta tincidn es oclusiva de la zona Iz

en contraste con el fondo casi nuio dge la zona 111
¢ ZIII Y. ¢ 80X ).

b. rotomi crograti & e ik Torte T cver sal ¢ AOam
posteriores, en sent:ido proximal, al de la fotografia
antersior ) que muestra Ja regidn rostral prosi mal
en la cual se advierte la afinidad por la Eosina de

la =zona 11 ( Z11 ) v por hematoxilina de 1a zona 111
( Z111 Y. ( 8BOX ).

-~
¥ st

Comparese &3 SpitSlic glandular =2n a. v b. paral
corroborar la coincidencia de la inmunotincidn con la.
Tincidn Scida ¢ Eosina 3. : : :

{ Barva = SCuim 2
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DISCUSIUN

I HISTO!I OGIA DE t AS Gl ANDUL.AS PRODUCTORKAS DEI VENENU

l.as gl éndulas del veneno de algunas especies de
alacranes han ejdo ectudi adas por varios investi gador es, 53in
embargo la literativwa nos hace evidente que algunos datos sobre
1a histologir, Ffisiologia vy bioguimica de Jas glandutlas saan no

han =idno aclarados.

Eny el prezente trabajo se describe Ja histologia de
tre qlandules del venene del alacran Centruroides noxius
Hoffmann. Haciendo useo de dos tinciones acido-basicas de us=p

comin, una con Azuwl de Toluidina vy la otra Hematonilina-—Eosina.

Se ha podido observar nue el epitelio giandul ar posEe una
divisidn muay eclara en cuanto a la avide:z por el tipo de
tincidn (dcidr o hAcick) v.en cuanto a losE tipos celul ares gus

g2 precent

]

n para cada zona de tincidn diferencials de esta{
manera =2 han estzabhlecido tres zonas, dos con t1incidn basica
(azul de toluidina Y hematoxilina) v wuna con tincidn acida
(eosina)., cada vna de ellas con caractersaticas histol dgicas muy
particul eres (ver cnadro I, figuras 2, 10 v 11 v graficas de 1la
1 a2 la 1\, Eeton nose heble de pohleaciones celulares con contenido

i ferente, asi tenemos que as odiuvias de i3 Zona I RV S

u

riz
(enriquecidac con tipos celulares I vy 1I11) gue se Lifen con azul
de toluidina y con hematoxilina, deben tener un contenido A&acido
en comparacion con  las celulas de la Zona 11, rica en celjulas

tipo II v en céilulas tipo I con un contenido basico las primeras




Yy Con mool ficaci on Tintorial }=cs seauiida

LRAR R

By

{puss  tiken de
violeta). Fetae conclusiones se ven apoyadas por descripciones
el aboradas por KEeegan vy | oclkwood (19731) aqui enes se basaron en
nhservaciones hechas sobre preparaciones teffidas con azul de
Foluidinea en =nlucidn buffer de Ac. ardtico-clorhidrico pid 4.5,
preparacidn clécsica para la obtencidn de metacromacia hacia el
rojo—puarpura del Arul de Toluwidina para mucopolisacaridos 4&cidos
(compuestos carboxilados); estos autores reportan des tipos
ceiulares:

- C&lul as de granulos intermedios vy finos gue se
tifden de azul indicando la presencia de proteinas {que
corvresoponderian a la=s Ctl11, descritas en ecste trahajn)

- Células de econtenido "muroso', con citDﬁlasma
homogeénet o con globules, Jos cusles presentan metacromlcia para
a

e
£y

T TS e Y

anto indircando presencia de carbeohidratos

{correspondienters a lae cédlulas tipo 1 vy 1131 repor Ltadas &agiid

PR AR
jvva #

Se ha observado tambidn un cambio en la intensiééd‘de
celoracidon para un miemo tipo celularg cCoOmd Ya s& mencibnd,]as
caracteristicas tintoriales dependen de la afinidad de un grupo
ceiular por el colorante { Acido o basico Y. o sinN embargo un

cambio en 12 intensidad de la coloracidn podiria reflejar una

composiICcidn m

oo
e
X
T
-~
™
s
a
)
r+
0
9]

l1a natuwraleca Acido-base de Jos
componentes  intraciteoplasmaticos © quizadas, se trate de estados
funcionales diferentes de una misma poblacidn celular o tal vesn
un agrupo celular independiente, con caracteristicas tintoriales

particulares; ecste es el caso de las Ctl las cuales adguieren una

tincidn vinlets (de Hematoxilina) particularmente intensa en la
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vl (tambi én con

hematovilina) en las zonas I yv IXII.

Ademés de las caractericticas tintoriales Jas célunlas
que conforman el epitelio glandular poseen en general

caracteristicas morfoldgicas muy Lien definidasr o3lindricas, con

Mmicliern parabasal vy con microvellosidades en su borde libre, sin
embargQo  en 2lguneos CAs0E pueden obsei varso cflulace one nresentan
sy ZEn=manchamiento en l1a parte apical dando la apariencia de

"e&1iEY v B oocasiones 1a parte apical de 1a c2lulae se separa del
filamente de citoplasma nque la sostiene a la membrana basal

{(fig. 13). Este tipo de morfologia puede observarse en los tres

celul ares independientemente de la zona en que s ubiguen.

tipos
E=ztos datoz suwaieren la manera en que se lleva a cabo ) proceso

de secrecidn: 1 contenido celular (vesiculado o no) se desplaza

ol
il
e
1
i
)
T
]
it
L
3
-
19
T

re npark e arrojado al Jumen de Ja gldndulag

v Yo Aesnlaza hecia el borde libre 1o secreta y ass
sncesivamente, esto (S =06 produace an ciclo funcional de

cecreci on.

Ahora bhion, qgue Jas célunl as posEan o RO VES: Cul as o
aranuttos no implica  diferentecs fases de liberacidn de S
contenido, como Jo afirma S&mano (19464, ver antecedentes), sino
mac bien, pensamos que el proceso de secrecidn descrito en el
parrafo anterior, es  igual para las poblaciones celulares
independientemente de si poseen o no granulos o vesiculas, va gque

la morfologsia (desde celulas rilindricas, formaci on del c&liz v



=g estados  intermeds os) puerde observarse en los tres tipos

celnlares (CHY, CRYY, CHITI.

Entonces hasta agud podemos concluir, que en )

epitelio glandular:

— Existen tres zonacs delimitadas por Ja forma
de tinciodn (Acido—-basica) vy las proyecciones de tejido conectivo
que soétiénen las células  del epitelio.

— Dos e estas zonas (I v {[I) son basdfilas

ddina vy Ton fiEmetoNiIIina)  y una (Z11)

'tl
o
o
i
s
.

es acidafila (se tive con Eosina).
- En el epitelio glandular existen tres tipos
eelul ares (de acuerdo a las estructuras citoplasmaticas):
| C11: con citoplaszma hombgéneo.
CtIf{: en cuyo citoplasma se pueden observar
granulos finos.
“CLIII: con citopiasma organizado en granulos

o oidmeEtro & Jos del tipo

— Cada zona esta enriquecida con ciertos tipos
celulares:s
Z¥: C&luwlas del tipo 1 v 111
ZI1l: Ceilulas del tipo IT v 1
Z¥11I: Celulas del tipo 1 y 117
- En e) cuhadro {, podemns observar que en base
a los contenidos citopl eemidticos, a las tinciones écid0~bé5icaé Y

& la tincidn por segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa, se
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oden

pu n distinonir por Jo menos 3 tipos relulares y hasta seis

subtipos. €Esto nos podria iievar a

iv
14
n
i
|
o
4]
8]
poo
h
1o
3]

acicn de tipos

celul ares

n

in tomar en cuenta 1as zZonas de

a

istribuci on. Esto
debe tomarse coONn reservas, ya jue podria tratarse de
estados funcionales diferentes para cada wino de Jos tres  tipos

reluwl ares.

Nozotros proponemos que:

[FS

- Lous res tivos rcelulares son pobl aci ones
indspendientes. De acuerdo a sus caracteristicas tintoriales,
cada tiprn celular parece tener wun contenideo difereﬁte, por 1o gue
existe 1a posibilidad de que la sintesis del veneno no  se
realice excliusi vamente en un T po celul ar, sino aue sea e]

recsultado de distintas secreciones, de esta maners  habkria ana

pohlacidn dedicada a prodocir toxinas (0 vwna pobhlacidn para cada

tipn de tovinas), otra elaboraria factores tales como 1la
nizisvironidesa, otr. Fara poder corroborar ssta hipotesis se nacs
indipenzable el  uso  de otras tédonicaz de tincion (F.ej.Azul

ciano para  reconocimiento de gliceconiugado=s =sulfatados o
=), histoguimicas (como ia reaccidn de Acido

(]
Feriddico—-Schif+f o FAS) Y alun  mé&s especificas  como &

Inminocitoquimi ca. (ver mas adelante).

- tos tres tipos celulares parecen tener ei
mismn meranismo para i1a sSocrecidn. Se han observado células de
Jos tipos ¥, 31 yv T71 en diferentes fases del ciclo de secreci on
antes propuesto (formacimn de un ensanchamiento en 1a regién
apical de Ja célula, con reduccion de la parte bhasal del

citoplAsm2 hasta observarse desprendimiento de la reqgidn apical).
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Esta propoRicidn Se verds rorrohoradse con experimentos en l1os que
se obtenga veneno del alacrdan por estimelacidn eléctrica o
manual, con e} an&lisis inmediato de dichas glandulas para  su

control histoldgico.

Con reanecto a 1a anatomia, morfologia e hiztologia

del telison v de las estrucituras anevas a las glandulas del veneno

Podents e

-
vr

- 5 on oo

v, <31 :

s
il

=

red
ot
bed
(1]
A'l
v
N
3
v
(
[T
)]
D
J

en st forma terna,

v esta anatomia purede relacinnarse con la ‘distribucidn de las
z2onas ded enitelio qlancdid ar (Ver fig. 7 vy cuadro 11). Esta
ceubdivieidn pareciera arbitrarie, nero considerémos que se
tomaron Jos parametros mowr £l &gl cos., mac sobresali entexs paré
tratar de establecer uwna relacidn ldgica, entre el epitelio
nlandnniar v la morfologia externa y facilitar la descripcoion de

1o mismos.

- NMass + nfATicos esta estructura es

n

oneiderada comn tai  en Estse trakbade, por contener células del

tipo mononuciear, con dcleo excentrice de dos tipos: pequenas

con mitontazma acidafilo v algiinas basdfilo, vy celul as gr andes
con citopYasma baedfilo, ane recuerdan

a las celunlas hemdticas en

mami frroc ., E

il

ta observacidn concuerda con la elsborada por Keegan
v Lochkwood en 1973, los cuales reportan cgluias tipon “leurooiio!

L2

dentro de este espacieo. En el interior de este vaso se observan
también concreci ones granulares, como =3 se tratara de proteinas

Ycoaguladas!" de origen hemolinfatico o una malla de fibras finas,

a2lgunos autofe; afirman (Samano, 1964) que este contenido es una



mom el

morala de hemnlinfe v veneno, esta  aseveracicon es dificil de
creer pues Aanatomi camente, el venent s& iocaliza oOoEntro del
epitelio gl anduler qgue esta rodeado por el misculo por un lado,
y por la cuticula por el otro, por 1o gue Ja difusi dn del mismo
hazta el vaso seria muwy dificil. FPor otro lado, sabemos que los
alacranes son =ensEibles a su propio veneno, entonces, como se
euplicaria l1a presencia de hemolinfa vy veneno mezclados en un
vaso que fina2lmente distribuye nutrimentos a) cuerpo del alacran?

Con respecto - al pequenrt sspacio  en la parte

superior del telson, pensamos gue &% 0w sERscio wir

[ d

nal .
dependiente de la extensidn harcia la parte superior del conducto

hemolinfatico v el estado de contracci on de los fascicul ns

wimmitl ares

- Feta oroposicidn . ecta sapovada por la presencia de
celul as mononucieeres en este pegueno conducto, ademas de }asy
oheervacindpes de aque los fasciculos musculares no parecen tener
vl O SETTEChia ontre 211n= v que en algunas  prepavaci ones se
observan estos dos fasciculos COMP 1 wamsSnT

- comunjcandn en forma directa el vaso hemol

espacio al que nos referimos.

— Fasciculos mustcul ares periglandul ares: en este
trebajo se reportan a las fibras que conforman los f.m
como estri ados (ver fig. IS5 . dato que oonouerdea comn Jo
patablecido por varios asutores crn avuda de Ja mdcroscopiia  de
Tux v electronica (FProbet, 19723 Mamwriijewica v  Ber thke, 1972%
Dent, 1979), en contrapnsigicn con lo establecido por Heegan vy

| ochkwood en 1971 e = refieren & lJa cocubierta muscular

constituwida por fibras lisas.
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For otro lado, estos fasciculos estan dispuestos en

dns firecriones con respecto al eje i1ongitud !l de 1a ol &ndul a:

haces muscun)ares longitudinales y fibras muscwl ares cirvcouvl ares

(de acuerdn con Stahnlte, 1978). LLa disposincidn de estas fibras,

con predominio de las circuwlares, permiten suponer ane 1A

compresi on del tejido qglandular se realiza por la accidn de

contracciones ritmiras originadas on Ya porcoi on provimal) de 1A

rubierte muscul ar, siendo progresivas en dirvecci dn al acul eus,




I TNMUNDCITOOUITMICA

ta técnica Inmunocitoquimica es una herramienta
verseatil que puede utilizarse para confirmar 1a localizacidn
de sitios coneocidos de almacenamiento o wunidn de algunos
antigenos. Cuando se encuentra uwvna combinacidn extrana de
antigenns en alagvn teiido, uvtilizando esta técnice s necesario

valider este patrdn de inmuotincion o en su casec explicar el

e

significado hioldoirco del descubri miento. LD J sy RSN

En &) presente trabajo se propusn injiciar la
identificaridn de los qQrupos celuwlares en los que se encuentren
contenidas Jas tovinas fdel &larrdan Centruroides noniuns Hof fmanns

con 2ete fin s eriqQins a Ja torina I1-13 o NMoriustoxina como

representante de Jas torinas de cadena corta que biloguean el

canal de K y a la totina I1-9.2.2 como representante del grupo de

peptidos  nomdiogos OF CeIdena args nve e ha demostrado bloguszan

0
pid

& ren el avdn gigante  de calamar. Fara desarrollar

E T Y

e
)

wh

ezta tarea =& €3

1l

g tgonica Inmunocs toguimi ca.
Como ya =e ha visto, esta técnica requiere de una
eerie de pruebes para validar los resunllados de Ja mismag por 3o
aque s hace necesario &l uso de controles (Ver meteriales vy
Métodos: Fool jegiay Y pruaehaes de especi ficidad adicional es
(l ar=eson, 19813 Petrusz, 1980, 1983).
Dur ante l1a elaboraci on de este trabaio, fue

necesario la implementacidn de wperimentos control para cada

naso de la técnieca, de manere aue s aseqguwrase de la conservaci on
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histol daica v de inminoreactividad en el tejido. Ver
Kesultadeos): l1a ecnal obtenida jraira &ston ons
inespecs fica, esto es, no es debida a la especificidad de los
anticuerpoe por sue antigenos reales, sIno  gue mas  bien a
1a uni dn  del seqiindo Anticuerpo (acoplado al fluordforo o a
1a perevidasa) a uvn grupo celular especifico. Se trata entonces
de  un problema  de especificidad del método (descrito con este
nombre por Fool et al., 1983%), en ]a»que lose mecanismos de Ia
inmunotinci dn sOon ajencs a las interacciones normales entre el
anticuerpn'y el antigeno aque se quiere locaiizar.

En la literatura se consideran algunos ejemplosven
leos que =6 decribe l1a unidgn  de aigunos anticuerpos conjugadps,

P g
bl

~4
e

da a intemracciones plectrostaticess con proteinas basicas del

BJ]

tejido. interacciones proteina—-proteinay; Vandesande, 1980). Segian
Sternberner (1279) este tipo de reactividad no especifica puede
Ay

ot i =
i at 8T

i
4
(2

»

prevenirse Thn 18 del teiido en suero preinmoane  dej
animal e Ea servidno  comno . fuente  del ’sequndo aniicuerpa.
Cnnéidéréndb foyéhterinr‘ ee intente el bioguen d& s safial gue
ce sdentifico cﬁmo‘ineépéCiFiCa,‘haciendo Us0 de suerw P Einmsn
de Conejo. de raton, JatG de Conejo anti ratoim, & 16 de conejo
contra IoG de ratdn puwificada {ver resultados), sin embargo no
se ha podido obtener un reswltado positivo en el blogueos es
posible que las cantidades de "blogueador” sean insuficientes
(600 va/ml de IgB6 en promedio para el suwero preinmune y para el
suero cone jo antiratdn, aplicado a seis cortes de 10 micras de

antho cad=2 un=), v aque no se hava alcanzado la saturacidon de los

sitios deseados, jalnlg lo que seria necesario el uso de un
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ensayn sistematico (practicamente un estudio cinético del
hloouen) nara revertir los efectos "glectrostaticos” o de union ]

de a2lgun otro tipo, de estos anticuerpos.
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it

ITT RED ACIUN DD 168 TINMOIOMES HISTOLOGICAS Y 1.8 TINCTION

CON ANT ICUHERFOS MARCADOS

Al qunns auvtores (Pino, 1985; Straus, 1979, 1980,

1983, 1987), han demostrado gue 1i& carga de los enl aces de ia

perocidasa de rabano en los conjugados con
influenciar la localizacion inmunoci toguimica d
estos  auvtores ohservaron gque la peroxidasa tipo VI aislada o

unida a 1a porcion Fab de  an

inespecifieco (cargadas

tas ros moldcnlas en forma positiva) se vnian a los sitios

ani dnicoz de) fejido,. v nue =ze revertia epste efecto con el uRp

»

de  Fab—fPeronidaca tipo VITI vy Peroxidasa tipo VIIL aislada

{cargadas negativamente) o con la digestion producida por

e
1<

condroitinacse, la cunal remueve los sitios anidnicos en la lamina

hasal v olawe Titras de

col agena. Estos resunltados sngieren una

fuerte dnfluencia de la carga €n 2 anidn de los conjugados con

perovidasa, por 1o que saria posible  pensar qQue  cual gul er
sustancia que sea capar de cambiar 21 tipo de cargas existentes

en el tejido elimine o disminuya estas sefales inespecsificas.

FPara el casn de la Inmanocitogquimica para 1a

Jocalizacion de las toxinas de alacrén, se =sabe que existe wna

rorrelacisn entre  1Ins nprupns ceglulares tefFidos con colorantes

histoldgicos v lose tefidos con anticuerpos marcados (o0 senal

obtenida por inmuoticidn): 1a Zona I que se tife con Eosina vy

s negativa al Arul dee tolunwidina, tambhieén e terida pov

anticuerpos marcados Gnmaanotincidn?) . Considerandn lo anterior

podemns conciwvir I signiente:
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- La =zona 11 tiene células acidofilas, tendencia que

depende de la presencia de comnpuestos de natuwaleza oa

]
»é
n
1]
)
3

el interior de dichas células; esto podria indicar 1a existencia
de sitios fuertemente cargados en el interior de estas células,
por lo aue podria intentarse un bloqueo de tal tincidon con
procedimientos similares a los utilizados por Fino vy Straus, de
tal manera one,  libre de epstas tinciones inespecificas, e

nrieed

Qe

= ipiciar a2 bhusgueda de la localizacidn efectiva de las
tovinas de Con.H., no =in antes haber considerado que el problema
tdocnico que se estid manejando confirma uwna ve Mas que ia teécnica

inmunocitoquiimica auwn posee aspectos interezantes que se

tienen que explorar para hacer un uso efectivo de esta téacnica.
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