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; | INTRODUCCION. . L

B, ' .
En México se encuentran ampliamente distribiidas varias

especies de alacranes muy venenosos, tales como: Centruroides

noxius, C. suffusus suffusus, C. limpidus limpidus, C. elegans

y C. limpidus'pecomanus (Hoffman,1932). Mazzotti y Bravo-Becherelle
'(1961), describen las tasas de mortalidad por escorpionismo en

las entidades de la Repiiblica, observando una elevada iﬁcidencia
ﬁobre todo en los estados de la vertiente del Pacifico compren-
didos desde Sinaloa hasta Oaxaca, con dos prolongaciones interiores,
una hacia los estados de Durango y Zacatecas y la otra en la cuenca
del Rio.Balsas, en los estados de Morelos, Puebla y Méxicg. Las
tasas de mortalidad mas altas se registraron en el qentio—oéste

del pais én los estados de Colima, Nayarit: Guerrero y Morélos,
siendo éstas 83.7, 41.6, 41.5 y 37.3 nuertes por cada 100,000

A Y
habitantes, respectivamente. ) :

Se considera que la pfcadura de alacrin es la- tercera caus;
de muerte entre 105 nifios menores de cinco afios en Huitzuco, Gro.
México (Tato y cols.,1978). )
El veneno de los alacranes conocidos como peligrosos estid
constituido por algunas proteinas que han sido conceptuadas.por

su accibn sobre el sistema nervioso, como neurotoxinas.
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_ Miranda y cols. (1970), analizando las neurotoxinas puri-

S

ficadas de Androctonus australis Hector, Buthus oxitanus tunetanus

5

y de Leiurus quinquestriatus establecieron diferencias entre las

once neurotoxinas de estos tres alacranes. Estas diferencias estédn

v

dadas por el ntmero de aminoficidos de cada neurotoxina y las
aiferencias en el ordenamiento de los mismos.

Los estudios sobre tres neurotoxinas obtenidas del veneno

del alacridn americano Centruroides sculpturatus Ewing, realiza-

dos ‘por Babin y colab::;adorgs en 1974. demostraron también que
estas neurotoxinas difieren en gu composicién de aminofcidos y
=#en la secuencia y nlmero de los mismos.
Tato y cols. .(1 978), purificaron tres neurctoxinas del

veneno de Centruroidé"s limpidus limpidus. E1 andlisis de amino-

z’n‘:idos*': de estas ngurotoxi_!r‘las mostré diferencias entre ellas, en
relacidén con la composicién y el nfimero de ellos (datos no re-
portados)‘. .

Los venenos de origen animal: tales como el veneno de
serpiente, i}\crelnér}tan la liberacitn y la sintésis de acetilcelina
de homogenadas de cerebro, este efecto es atribuible a una
actividad de fosfolipasa (Bragang?. y Gongaivez,1955). Mientras
que el veneno de escorpidn no ﬁresenta actividad fosfolipasa

5

(Diniz y Gongalvez;w_l%()), sin embargo la incubaci®n de segmentos



de ileo de cobayo con veneno, causa liberacién de acetilcolina
) 2

(Diniz y Torres,1968).

Moss y cols. (1973), estudiando el veneno crudo del escor-

pi6n africano Leiurus quincq’ueStriatus y una neurotoxina purifi-
cada de este venéno, observaron liberacién de norepinefrina .
tritiada, de rebanadas atriales de rata y de-sinaptosomas, que
mimetiza los efectos hipertensivos del veneno in vivo. El mismo '
autor (1974), estudié el mecanismo de la liberaciér, de norepine- -
frina por la neixrotoxina, en vasos deferentes, reportd que esta
liberacidn parece ser debida a un mecanismo exocitdsico, ya que
la enzima dopamina B-hidroxilasa fué liberada junto con la
norepinefrina, en proporcibén semejanté a la inducida por estinn:J:
lacién nerviosa. n o

| Blaunstein (1975), encontrS evidencias de que algunos agentes
depolarizantes como el potasio, la véfatridina y el veneno de’ -
escorpion, estJmulan la captacmn de ca1c1o en smaptosomas de
cerebro de rata _Los resultados de estos estudios, 1nd1ccm que el
mecarusmo de liberacitn del transmis orfen sinapsis centmles, es
semejante al de las sinapsis periféricas y enfatiza el hecho de que
losnsinaptosomas se comportan gn muchos aspectos como terminales

nerviosas intactas.

Romey y cols. [‘1 976), estudiaron bidquimig;amente la toxina I

B
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del veneno de escorpién Androctonus australis Hector, con sinapto-
» P

I

somas de cerebro de rata y observaron que‘esta unidén es acompafiada

por un decremento en su capacidad para acumular GABA, el principal

efecto de 1la toxina fué estimular la liberacién del neurotransmisor.

¢

Mis afin una curva de dosis respuesta indic6 una alta afinidad de la

toxina por su receptor con una constante de disociacién del comple-
. N w'
jo de 0.12 pM.

La accidn farmacoldgica de las toxinas provenientes de

venenos de alacrdnes, ha sido estudiada en funcifn de que una

neurotoxina induce la liberacidén de um neurotransmisor. Por lo que
las preguntas que hemos planteado con base en las teorias extraidas
de la informacidn mencionada y la diversidad de neurotoxinas o

contenidas en 1 veneno de escorpién son:

i Todas y cada una de las neurotoxinas contenidas en un solo |

veneno, son capaces de inducir la liberacién de todos los

neurotransmiséres involucrados en estos procesos?

¢ Existen neurotoxings que induzcan la liberaci6n ‘de un solo
‘ )
neurotransmisor?
Si existe mds de una neurotoxina que induzca la salida de

un neurotransmisor, ghabra diferencias en su capacidad para

v i

inducir este efecto? ' ,

Todas estas interrogantes plantean un proyecto de investi-

w o -



gacién muy amplio y ambicioso.

Los resu

se refieren a la investigacifn sobre la tercera pregunta; que
se refiere a la diferencia en la eficiencia para inducir la

liberacién de un solo neurotransmisor, la norepinefrina.

1tados que se presentan en el siguiente estudio

-
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MATERIALES Y METODOS =~ .

COLECTA DE ALACRANES. -

0y

Los alacranes se colectaron en zonas aledafias a Huitzuco,

Gro., municipio en el que Centruroides limpidus limpidus, se en-

¢

cuentra en abundancia.

Se realizaron colectas durante el mes de junio de 1981,
se trajeron aproximadamenﬁe 5,006 especimenes al laboratorio,
en donde se identificaron siguiendo las claves de Hoffman (1932).
Se mantuvieron a temperatura ambiente, y se les administraron

larvas de Tenebrium molitor y agua, ad-libitum.

OBTENCION DEL VENENO. -

El veneno se obtuvo por estimulacién eléctrica, de acuerdo
con el siguiente método: cada alacrin se coloca sobre una placa
de cobre cubierta con un algoddn humedecido con solucién salinaﬁ
0.15 M y conectada al polo negativo de una pila de seis voltios;
el manejo de cada especimen se realiza con dos pinzas entomolG-
gicas, con una de ellas se mantiene fijo al alacrin sobre la

placa de cobre y con la otra se sujeta el antepeniltimo segmento.

.
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del metasoma. Asi, con el electrodo positivo de|la pila se
friccionan los dos Gltimos segmentos del post-addomer{ .del ala-
crin. El estimulo eléctrico induce la cén‘cracci n de las gléndulas,
provocandose asi la salida de pequefias gotas del venenc a través
del aguijdén, las cuales se reciben en cajas petri estériles que
conienen solucidén salina 0.15 M congelada sobre hielo seco. El

veneno- asi obtenido se liofiliz6 y almacenf a +20°C.

FRACCIONAMIENTO DEL VENENO. -

Todos 1los pasos del fraccionamiento, se efectuaron a una

. temperatura de 4°C, en el primer paso lotes del 100 mg de peso seco

de veneno crudo 1iofilizado, se resuspendieron( enn'8 ml de amorti-
guador de acetato de amonio 0.05 M, pH 7.0. EI) material insoluble
se elimind por centyifugacidn a 43,000 g durante veinté minutos
en una centrifuga Sorvall modelo RC-5B refrigeTrada,iel sobrena-
dante se aplic6 a una columna de 1.6 x 100 cm(de Sephadex G-50 M.
(Phannagia, Suecia), previamente equilibrada cTn amortiguador de
acetarto de amonio 0.05 M, pH 7.0; 15{ muestra x;e eluy6 con el mismo
amprﬁguador de acetato de amonio a un flujo ‘T“ie 70 ml/hr. E1

material se colectd en alicuotas de 3.2 ml, el material de cada

pico se mezclé y liofilizé.

En un segundo paso, ¢l material de la fraccidn mis toéxicu

-
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" denominada pico FII, se procesd de la siguiente foyma: se apli-
caron 90 mg de peso seco resuspendidos en treinta mililitros

de amortiguador de acetato de amonio 0.01 M, pH 7, a una columna

de 1.6 x 22 cm de Carboximetil celulosa (Whatman), previamente
equilibrada con el mismo amortiguador. La muestra se eluyd por
pasos, incrementando la concentracidn de cloruro de potasié),

desde 0.03 M hasta 0.4 M, a un flujo de 62 ml/hr, colectindose en
alficuotas de 4.1 ml. El material de cada pico se mezcld y liofilizo.
7 En los procedimientos cromatogriaficos, la salida de pro-
teinas se verificd por absorbancia a 280 nm, en un monitor ISCO

modelo UA-5, conectado a un graficador automitico.

TOXICIDAD - - ;

la estimacidn de la toxiqidad para conoccer la dosis }etal
que mata al 50% de los animales, con 1as subfracciones obteﬁidas en
Carboximetil celulosa denominadas subfracciones 7,8 y 9,l no se
investigh. Se prefirid uti.lizar el material cromatografico para los
estudios de liberacién de norepinefrina. Sin embargo, se probaron
estas {racciones en ratones de 1a ;cepa CD-1 con peso aproximado de
20 gramos, aplicindoles una soia dosis de 20 pg por cada fraccién

v

con el objeto de comparar sus efectos tdxicos en grupos de cuatro



animales por dosis por fraccidén. Los parimetros observados fueron:
- Tiempo de aparicién de los sintomas.
- Gravedad del cuadro clinico.

- Muerte de los animales.

CORTE ANATOMICO. -

En todos los experimentos se utilizarc;n ratas de la cepa
Wistar, con un peso promedio de 220 gramos. los animales se
decapitaron con guillotina e inmediatamente se les extrajo el
cere];ro para someterse en seguida a la diseccidn anatémica,
haciéndose dos cortes: uno, en plano frontal a nivel del pedGn-
culo olfatorio para separar el pedinculo olfatorio, otro en

el mismo plano a nivel de 1a protuberancia, para eliminar el

rombencéfalo. (Fig 1)
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Figura 1. Seccibn anteroposterior de cerebro de rata, que indica las distintas estruc-
turas anatémicas del plano medio. Las flechas de A«—A y de B<>B, indican

el sitio aproximado de diseccién. * pg de norepinefrina por gramo de tejidow.



OBTENCION DE LA FRACCION SINAPTOSOMAL. -

v

Para obtener las fracciones sinaptosomales se probaron
tres métodos; el de Tamir y cols.(1974), el Jde Haj6s {1975), y el
de Romey y cols.(1976); con la finalidad de elegir cual de ellos

¢
pedria ser el Optimo en cuanto a proporcionar mayor densidad de

sinaptosomas. ’ ‘
Para efectuar las centrifugaciones se usaron rotores
Sorvall tipo SS-34, y Beckman 30 de Titanio, éste Gltimo pdra
efectuar las centrifugaciones de mis de 70,000 g, en centrifuga
Sorvall modelo RC-5B refrigerada y uléracentrifuga Beclonan
modelo L5-65 respectivamente, la relacidn entre las revoluciones ¢

por minuto y gravedades ‘'se establecié segiin la tabla de Garvey

y cols. (1977).

Método de Tamir y cols. (1974). {(Esquema 1)
El tejido cerebral de cuatro ratas cuya diseccién se men-
ciond antes, se homogenizdé en 9 volimenes de sacarosa 0.32 M, conte-

niendo 1074

M de EDTA, usando un homogenizador con mazo de Tefldn
"C'' (AH Thomas Co.), dando siete ciclos a 650 rpm cada uno, el
homogenado se centrifugd a 1,000 g, se excluyd cuidadosamente la

capa blanquecina que queda sobre el precipitado y cl sobrenadante se

centrifugd a 14,500 g durante diez minutos, el precipitado resultante,
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se resuspendid cuidadosamente en un volumen igual de sacarosa
0.32 M, conteniendo 10°" de EDTA y se centrifug6 a 15,900 g
durante diez minutos. El precipitado se resuspendid en un
mililitro de la misma solucidn por gramo de tejido, después se
fraccion$ por centrifugacién a 53,000 g durante quince minutos,
decantdndolo cuidadosamente sobre un gradiente lineal del

10 al 18% peso scbre volumen, de Diatrizoato de sodio (Sigma),

preparado en una solucién Ringer-Krebs libre de calcio, contenien-

4o Cloruro de sodio (NaCl)..... e 0.118 M
Fosfato de potasio monobidsico (K}IZP04). ..0.001Z2 M
Cloruro de potasio (KC1)......coeuu. hearan 0.0047 M
Sulfato de magnesio (MgSO4). Ceresstsannas 0.0017 M
Bicarbonato de sodio (Na HCOS) ........... 0.025 M
Glucosa (C6H1206) ........................ 0.0056 M

1a sclucidén se diluyé con agua destilada para obtener media
fuerza ifnica y se ajustd a pH 7.4 con 25 mM de Hepes, Sigma (N-2-
Hidroxietil biperazina—N'-Z 4dcido etanosulfénico). Como resultado
de la centrifugacidn se obtuvieron dos bandas y un precipitado, la
banda superior y el precipitado se eliminaron por contener mielina
y mitocondrias respectivamente, por lo que se colectd la banda
intermedia siendo ésta la mds rica en sinaptosomas, la cual se
diluyd en dos volfmenes de solucién Ringer-Krebs libre de calcie,

para centrifugar a 9,500 g durante diez minutos. Posteriormente se
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resuspendié este precipitado sinaptosomal en 4 ml de solucién
Ringer-Krebs libre de calcio, muy lentamente, para someterse

-

después a la incubac'ifn con veneno. ;

Ratas
Tejido cerebral
Homogenizacién
¥ Centrifugacién a 1,000 g / 10 minutos

El sobrenadante sg centrifuga a 14,500 g
durante 10 minutos

El precipitado se resuspende y centrifu-
ga a 15,900 g / 10 minutos.

El precipitadd se resuspende en sacarosa
y se decanta sobre el gradiente de
diatrizoato de sodioc.

Centrifugacion a 53, 000 g / 15 minutos.

La banda intemedia resultante se diluye
en solucibn Ringer-Krebs libre de calcio.

Centrifugacién a 9,500 g / 10 minutos.

Tncubacién con veneno.

Esquema 1. Obtencién de la fraccién sinaptosomai
seglin Tamir y cols. (1974).
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Método de Hajbs (1975). {(Esquema 2)

El tejido cerebral de cuatro ratas, previamente sometido a
diseccidn, se homogenizd en 18 ml de sacarosa 0.3 M, usando umn /homo—
genizador con mazo de Tefldn "C'" (AH Thomas Co.), dando siete ciclos
a 700 rpm cada uno. Se centrifugé a 1,500 g durante diez minutos,
se separd el sobrenadante (1) y el precipitado se resuspendié y
centrifugd en laé condiciones sefialadas arriba. La capa blanqueci-
na dispuesta sobre el precipitado fué descartada y el sobrenadante (2)
se mezclé con el sobrenadante (1) y se centrifugaron a 9,000 g,
durante veinte minutos. El precipitado se resuspendié en 5 mil
de 0.3 M de sacarosa, se deposit6 suavemente sobre 20 ml de 0.8 M
de sacarosa y se centrifugé a 9,000 g durante veinticinco minutos,
mds un periode de aceleracidn de cinco minutos.

Las particulas quedaron distribuidas en las siguientes
fracciones, linealmente de arriba hacia abajo:

I) Una banda gruesa en la interfase entre 0.3 y 0.8 M de
sacarosa compuesta por segmentos de axones mielinizados.
1I) Particulas dispersas en 0.8 M de sacarosa, formada por
la fraccién rica en sinaptosomas.
III) El precipitado, que tiene predominantemente mitocondrias.

. La fraccién 1I se ajust6é-a 0.3 M con agua destilada y se
centrifugd a 19,000 g durante diez minutos. La fraccidn sinapto-
somal que quedd en el precipitado se resuspendi6é en 4 ml de

solucién Ringer-Krebs libre de calcio, para someterse después
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a la incubacidén con veneno.

Tejido cerebral de rata.
Homogenizacidn.
Centrifugacién'g 1,500 g / 10 min.
Centrifugaci6n del pp. a 1,500 g / 10 min.
Sobrenadante (2)
Sobren;dante (n
Centrifugacién a 3,000 g / 20 min.

Precipitado en 5 ml de sacarosa 0.3 M y depositado
sobre 20 ml de sacarosa 0.8 M.

Centrifugacion a 9,000 g / 25 min.

Particulas dispersas en
0.8 M de sacarosa.

Ajuste a 0.3 M de sacarosa con agua destilada.
Centrifugacién L.19,000 g / 10 min.

Incubacidn con veneno.

Esquema 2. Obtencién de la fraccidn sinaptosomal -
seglin Hajos (1975).
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Método de Romey y cols. (1976). (Esquema 3)

El tejido cerebral de cuatro ratas previamente sometido a
diseccidn, se homogenizd usando un homogenizador con mazo de
Teflon '"C'" (AH Thomas Co.), en diez volimenes de sacarosa 0.32 M,
amortiguado con 5 mM de Tris-Cl a pH 7.4, dando diez ciclos a
700 rpm cada uno. El homogenado se centrifugb a 1,200 g durante
cinco minutos, el sobrenadante se centrifugd a 22,000 g durante
veinte minutos. El precipitado resultante se resuspendid en un
mililitro de una solucidn de sacarosa 0.32 M a pH 7.4 y se depo-
sitd sobre un gradiente discontinuo de sacarosa, consistiendo de
tres capas de 10 ml cada una: 1.2, 1.0 y 0.8 M de sacarosa,
respectivamente. Posteriormente se efectud una centrifugacién
a 83,000 g durante sesenta minutos.

Después de esta centrifugacién los sinaptosomas acumu-
lados en la interfase entre 1 y 1.2 M de sacarosa, se colectaron
y resuspendieron en 10 ml de solucién Ringer-Krebs libre de calcio,
para reestablecer las concentraciones iénicas intra y extracelulares,
esta suspensiodn se centrifhgé durante cinco minutos a 10,000 g.
Cuatro mililitros de "la misma solucién Ringer-Krebs, se
afadieron al precipitado, para someterlo en seguida a la incubacifn

con veneno.
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Tejido cerebral de rata.

Homogenizacitn én diez vol(menes de
sacarosa 0.32 M,

Centrifugacidn é 1,200 g / 5 min.

El sobrenadantelse centrifuga a
23,000 g / 20 min.

El precipitado se resuspende en 0.32 M
de sacarosa y se deposita sobre un
gradiente de 1.2, 1.0 y 0.8 M de
sacarosa. - 1
Centrifugacidén a 83,000 g / 60 min.
{
La interfase entre 1.0y 1.2 M de
sacarosa se colecta y resuspende en
solucién Ringer-Krebs.
} .
Centrifugaci6én a 10,000 g / 5 min.

Incubacién con veneno.

Esquema 3, Obtencién de la fraccifn sinaptosomal
seglin Romey y cols. (1976).
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DETERMINACION DE PROTEINAS.-

la determinaci6én de proteina sinaptosomal, se efectud

por el método de Lowry y cols. (1951).

MATERIALES. -

Reactivo A-1:

Soluci®n de tartrato de sodio (Na2C4H406) al

2% en agua destilada.

¥

Reactivo A-2:
Solucidn de sulfato de cobre (CuSO4) al 1% en
agua destilada.

Reactivo A- 3.:

Solucidn de carbonato de sodio (Na2C03) al
2.0%, en hidréxido de sodio (NaOH) 0.1 N.

Reactivo A:

Con los reactivos anteriores se prepara el
reactivo A, afladiéndolos con la siguiente
secuencia:
Reactivo A-1 ....... 0.5 ml
Reactiv.? A-2 ... .. 0.5ml
Reactive A-3 ....... 50.0 ml
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‘- Reactivo B:
Reactivo de Fenol (Folin-Ciocalteu) 1.0 N.

- AlbGmina sérica de bovino.

TRATAMLENTO. -

1. Se ajustaron con HZO a volamenes de 0.4 ml: las mues-
tras con concentracifn desconocida de proteina sinapto-
somal (50 y 100 pg de peso seco), los estidndares de
proteina que incluycron concentraciones de 12.5 a 100 pg
de albfmina sérica de bovino, y el blanco, contenidos
todos ellos en tubos por duplicado.

2. Una vez ajustado el volGmen de cada muestra a 0.4 ml, se
afiadieron 2.0 mi del reactivo A. Se incgbd a una temperatura
ambiente durante diez minutos.

3. Déspués se afiadieron .0.2 ml del reactivo B a todos los
tubos. Se incubS a temperatura ambiente durante treinta
minutos.

4, Se determind la densidad Gptica de las mezclas a 500 nm,
‘en wn espectrofotémetro Zeiss.

5. ﬂsando el promedio de la densidad 6ptica (DO) obtenida
para cada muestra de proteina no conocida, se determind
su concentraci6n a partir de la curva de calibracibn que

proporcionaron las lecturas de los estdndares,
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LIBERACION DE NOREPINEFRINA ENDOGENA, INDUCIDA POR NEUROTOXINAS

’ DE Centrurcides limpidus limpidus. -

A 15.5 mg de proteina de la fraccién sinaptosomal, se
agregb cloruro de calcio hasta una concentracidn final de
1.2 mM y se someti6 a una incubacién de cinco minutos a 30°C.
Esta fraccidn se dividié en muestras de 2.4 ml cada una,
a las que se afladieron las diversas fracciones de neurotoxinas en
diferentes concentraciones, en los experimentos se incluyeron
controles sin veneno, se inicid la reaccidn de liberacidén de
norepihefrina end6gena inmediatamente, incubando dichas muestras
durante treinta minutos a 32°C, el tiempo se seleccions de
experimentos disefiados para conocer el Gptimo de la salida del
neurotransmisor. '
Al tEmmino de la incubacidén, las muestras se centrifugaron
a 24,000 g durante diez minutos, se decantaron y desproteinizaron
con 0.3 ml ae una solucién de; 4cido perclérico (HC104) 1.1.M,
Tris-base 0.5 M y 13.4 mM de tetra acetato de eiiiendiamina, sal
disbdica (NaZEDTA), se centrifugaron a2 28,000 g;durante ocho
minutos para eliminar las proteinas desnaturalizadas. Esta se-
. cuencia metodolégica de incubacidn se tomd de Blaunstein(1975) .
Después se procedid a liofilizar las muestras en ausencia

de luz para evitar la oxidacién de las aminas y con el fin de
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reducir el volfmen y convertir posteriormente la norepinefrina

de cada muestra en un compuesto fluorescente.

DEPEMDENCIA DEL CALCIO. -

Con el fin de analizar mejor los resultados de nuestros
experimentos, se realizaron ensayos de induccidn de la salida
de norepinefrina en ausencia de calcio, en virtud de que en expe-
rimentos realizados por Biaunstein (1975) y otros, se encontrd
que la salida de norepinefrina depende de la presencia del calcio
y por otro lado, para asegurarnos de que las neurotoxinas no
causaran la liberacidn de norepinefrina por otros mecanismos,

como por ejemplo por lisis sinaptosomal.

CONVERSION DE LA NOREPINEFRINA EN EL COMPUESTC FLUORESCENTE

HIDROXINDOL. -

La determinaci6én de norepinefrina se realizé siguiendo el
método de Laverty y Taylor (1968), el cual consiste en la conversidn
de la norepinefrina en un compuesto fluorescente; la am'ma1 (ver fi-
gura 2) es oxidada hasta un noradrenocromoz, el cual en presencia

de un dlcali se transforma en noradrenolutina” misma que puede ser
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estimada fluorométricamente; empledndose un espectrofluorfmetro

Farrand modelo MK I.

2 o4 3
HO OH

1 oH
HO cH .+ 0 ! )
Ddﬂ oxid. 7 dlcali \
HO 727 g -
N | 2 HOI

| H 1
Hy b

Norepinefrina 3-hidroxi 5, 3,5,6-trihidroxindol
6 indolinediona

Figura 2. Conversidén de noradrenalina en un compuesto
fluorescente. (Tomade de Cooper y cols., 1977).

MATERIALES:

-~ Amortiguador de fosfatos: 0.06 M de fosfato monopo-
tésico + 0.06 M de fosfato disédico, pH 6.5

- L-Norepinefrina Bitartrato (Sigma)-

- Sulfito alcalino: Na,SO;" 7H,0 p/v + Na.EDTA 1% p/v
en 2.5 N de NaCH '

- Solugi6n iodinada: I, 0.02 N, en Nal al 5% p/v

- Acido acético glacial 0.5 N

- Acido clorhidrico 0.01 N

- (Cabonato de potasio 5 N
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Se ajustaron las muestras liofilizadas a un
pH de oxidacién de 6.5 usando el carbonato de
potasio. (cuadro IX)

Se tomaron 0.5 ml de cada muestra y se llevaron
a un volumen de 1.1 ml con el amortiguador de
fosfatos.

La soluci6n iodinada en un volumen de 0.05 ml, se
afiadi6 vigorosamente.

Después de tres minutos, se afiadieron 0.5 ml de
sulfito alcalino.

Después de cinco minutos, se afiadié el volumen
apropiado de acido acético glacial, para ajustar
a wn pH final de 4.8

Después. de treinta minutos, las muestras se
sometieron a las lecturas de fluorescencia en un
espectrofluorbmet ro Farrand modelo MK I a longi-
tudes de onda de 380 nm de excitacién y 480 nm
de emisidén. Se procesaron ademis de las muestras
que incluyen al control sin veneno (s/v) y las
resultantes de la incubacién con veneno, un blanco
de reactivos (B) y estdndar de norepinefrina (E),

conteniendo éste 5 pg de norepinefrina.



Cuadro I. Condiciones Optimas para determinacifn de catecolaminas y compuestos re -
lacionados, por el método de Hidroxindol. (Tomado de Laverty y Taylor (1968).

Oxidacifn Tautomerizacidén Acidificacién Desarrolio Long. de onda.
Compuesto amort: pH Sulfito Tiempo Acido Final Tiempo Temp. Excit. Emis.

ml (min) tml) (pH) (min) °C (nm) (om)
(NA) norepinefrina PO4 6.5 0.5 5 0.14 4.8 » 20 380 480
(A) adrenalina CIT 4.0 0.5 1 0.10 5.0 0 20 410 500
(N\NM) normetanefrina }303 . 8.6 0.5 S 0.30 4.2 25 20 380 475
M) metanefrina BO3 9.1 0.5 1 0.10 5.6 0 20 410 490
(bA) dopamina PO, 7.0 0.25 5 0.10 4.4 40 100 320 375
DOPA CIT 5.4 0.25 5 0.05 5.7 40 100 330 i‘:Z;‘ﬂBO

¥Z



RESULTADOS, -

Del primer paso de fraccionamiento de veneno se obtu-
vieron cuatro fracciones, que se denominaron picos I,II,III y

IV (Fig 3). El material del pico I quedé bien separado del

o .2 4
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© . ™
o
oD | I
23
[ oy
2 4+

0 10 20 3040 50 60

Ndmero de fracciones

Figura 3. Fraccionamiento del veneno de Centruroides
limpidus limpidus, en Sephadex G-50 M.
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resto de los componentes del veneno. La caracterizaci6n en
funcién de sus pesos moleculares y de su toxicidad ha sido ya
establecida (Tato y cols.,1978). Estas fracciones se inocularon
en ratones para verificar su toxicidad, los resultados fueron

los siguientes y concuerdan con lo reportado en la literatura.

Cuadro. 1.

Toxicidad del veneno dompleto de C. limpidus
limpidus y sus fracciones obtenidas de Sephadex G-50 M.

Fraccifn 1L (vg/g)
Veneno

completo 1.98
Pico I 5.30
Pico II 1.00
Pico III ' 1.30

El material del pico 1I, por ser el mis t6xico y para
nuestros fines, se fraccion6é en un segundo paso en Carboxime-
til-celulosa el cual se eluyé con cloruro de p'otasio. incre-
mentando por pasos la fuerza ibnica, el perfil de elucifn nos

dié 12 subfracciones (Fig 4); este resultado sugiere que el



< ~ pH 7.0 ' >

O3 M' .06M ' J2M JU5M U8 M' .30M .40M
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3
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Lz

40 80 120 160 200 240 280 320 360

Numero de fracciones

Figura 4. Fraccionamiento de pico II, en Carboximetil celulosa, incrementando la
fuerza idnica por pasos.
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pico II estd compuesto por varias proteinas de un peso mole-
cular parecido pero de distinta carga eléctrica. Estas subfraccio-
nes se probaron en ratones para conocer su toxicidad relativa.

De los picos probados el 7,8 y el 9, resultaron ser los més
téxicos, siendo la subfraccidn 8 la que produjo el cuadro cli-
nico mids grave. El material neurotbxico se seleccioné asi para
realizar las pruebas de liberacitn de norepinefrina endGgena,

se liofiliz6 y dializd, y se mantuvo a 4°C hasta su uso.
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BTENCION DE LA FRACCION SINAPTOSOMAL.

Durante ¢l desarrollo de esta investigacibn se probaron
tres métodos para la obtencién de la fraccibn sinaptosomal,
siguiendo el método de Romey y cols.(1976), se encontrd en
12 ensayos, que los resultados por estimacidon fluorométrica de
1a norepinefrina, fueron muy variables por lo que no se pudieron
procesar estadisticamente y no se muestran en este trabajo. Al
analizar por microscopia electrdfxica los sinaptosomas fueron
muy escasos. (Fig 5). U

Por el método de Hajoés (1975), en las estimaciones de
norepinefrina no se obtuvieron diferencias entre los tres ensayos
con veneno y sus controles por lo que no se incluyen los datos.
Por esta razén no se hizo anfilisis de las muestras con microsco-
pia electrénica.

El metodo de Tamir y cols.{1974), proporcionév resultados
bioquimicos confiables dada la homogéneidad y reproducibilidad
de los datos. A la microscopia electrénica las particulas predo-
minantes son sinaptosomz;s, aunque también aparecen algunas bandas
de mielina y fragmentos de Iﬁembranas, en ocasiones una matriz
granular pobremente definda, que pudieran ser vesiculas sinipticas
después de una lisis sinaptosomal. (Fig 6)

Con base en los resultados obtenidos por los tres métodos,
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se optd por elegir el de Tamir y cols.(1974) para nuestro estudio.

Figura 5. Microfotografia electrénica de la fracci6n
sinaptosomal obtenida segtn el método de
Romey y cols. (1976) X 19,000
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Figura 6. MIcrofotografia electrdnica de la fraccién
sdnaptosomal obtenida seglin el método de
Tamir y cols. (1974), X 34,000
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"LIBERACION DE. NOREPINEFRINA ENDOGENA, INDUCIDA POR NEUROTOXINAS

DE Centruroides limpidus limpidus

Dependencia del Calcio.-

Los experimentosb que se realizaron para probhar la de
pendencia del calcio en la salida de norepinefrina, indicaron
que el veneno provoca la liberacién de norepinefrina en pre-
sencia de Ca.(:l}2 y-que al incrementarse las concentraciones del
catidn en un rango de 0.7 a 1.9 mM, se favorece dicha liberacidn )
(cuadro 2). En los ensayos donde no se util izd CaCl2 S pico II,
se estimb6 que la salida de norepinefrina es espontdinea, f)or 1o que

la salida neta de norepinefrina inducida por el veneno depen-

Cuadro 2.

) Liberaci6n de norepinefrina. enddgena, sobre prepa-
raciones de sinaptosomas de cerebro de rata, incubando
con diferentes concentraciones de CaCl,.

CaCl2 Fraccidn Unidades de
11 . Fluorescencia.
——-- 16 ug 0.18 2
0.7 mM 16 ug 0.22
1.2 mM 16 pg 0.23
1.2 —ee-- : 0.175
—.—- 16 ug 0. 35 b
1.3 mM 16 ng 0.37
1.9 ™M 16 pg 0. 42
2.9 mM 16 ug 0. 42
t.2md ae-e- 0. 32

a .y b, son experimentos independientes, los resultados son las
- medias aritméticas de dos ensayos por experimento.
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diente de calcio, es la diferencia con respecto a los valores de
sus contxoles. En b (cuadro 2), se observa que la salida de
norepinefrina llegd a su méximo con 1.9 mM de cloruro de calcio,
las concentraciones maycres no fueron capaces de inducir mis
salida de norepinefrina.

Ademis se hicieron experimentos de liberacién de nore-
pinefrxina, inducida con la fraccién pico 11, en funcién del
tiempo, encontrando que durante el periodo de exposicién, la

liberaciin fué tiempo dependiente, alcanzindose un miximo

aproximadamente a los cuarenta minutos. (cuadro 3, figura 7)

Cuadro 3.

Liberacidn de norepinefrina endbdgena, sobre prepa-
raciones de sinaptosomas de cerebro de rata. Incubando
a diferentes tiempos. Se uvtilizaron 16 pg de pico II.
Se incluyen controles (s/v), blancos (B) y estandar
(B= 5 pg de norepinefrina). Los datos se expresan en
uniidades de fluorescencia.

Tiempo de pico

incubacidn. 11 siv B E
20° 0.2 0.14 0.10 0.25
40° 0.25 0.16 0.10 0.25
60" 0.26 0.16 0.10 0.25




Unidades de fluorescenci

.30 1
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Figura 7.

Minutos

Liberacion de norepinefrina enddgena
inducida por pico II (16 pg) de veneno
de C. limpidus limpidus @), sobre pre-
paraciones de sinaptosomas de cerebro de
rata. Control (A)
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Una vez comprobada la dependencia del calcio y el tiempo
de incubacién 6ptimo para nuestros experimentos, procedimos a
hacer los estudios de liberacidn de este meurotransmisor mediada
por veneno en presencia de CaClz.

Los resultados se resumen en el cuadro 4, en el que se
observa que la m#&xima salida de norepinefrina se presents en
los ensayos con pico II. Ninguna de las subfraccicnes probadas
(7,8 y 9) indujeron una salida igual a la inducida por el pico
I11; comparando los resultados de estas tres subfracciones se
observb que la 8, indujo en casi todos los ensayos una mayor
salida de norepinefrina que la inducida por las demis subfraccio-
nes. Esto puede correlacionarse con el hecho de que esta
subfraccién indujo en-ios ratones un cuadro de envenenamiento
mis grave que el producido por las otras dos subfracciones.

Desde el punto de vista estadistico las dosis de 8 ug
parecieron ser dptimas en la inducci6n de la liberacidn de
norepinefrina, ya que ellos dieron resultados significativos
con p= 0.1 0.05, en comparacidn con las dosis de 16 pg cuyos

resultados no fueron significativos.
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Cuadro 4.

Estimacién por fluorescencia, de la liberacién
de norepinefrina enddgena, inducida por el pico 11
y sus subfracciones, obtenidas del veneno de C.
limpidus limpidus, sobre preparaciones de sinapto-
somas de cerebro de rata. Se incluyen controles (s/v),
blancos (B) y estadndares (B). Los datos se expresan
en unidades de Tluorescencia.

P;io su?fracc1gnes dg 11 s/v B E
8 pg*
.58 .55 .5 .35 260 .12 .22
1.40 .60 .80 .48 .26 .12 .45
.48 .32 .32 .25 .23 L2 .31
16 pg*
.52 --- 47 --- .39° .05 .18
.35 .31 .32 --- L1911 .28
.80 .65 - mee .55 .28 .45

* Dosis de pico II 6 de sus subfracciones en pg
de proteina :
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En virtud de que las subfracciones de pico II no alcan-
zaron a inducir concentraciones de 1ibefacién de norepinefrina
como las inducidas por pico II a la misma concentracién, se
procedié a estudiar la liberaci6n mediante una curva de satu-
racidn con éétas subfracciones, con el objeto de ver si concen-’
traciones mayores que 8 pg alcanzaban a inducir mis liberacibén
del neurotransmisor. ’

Se observé que ninguna concentracidn probada indujo los
niveles inducidos por el pico II (cuadro 5 y figs 8,9 y 10},
los resultados sugieren que con 16 yg de las subfracciones
7,8 y 9, se satura el sistema, el cual contenia una concentra-
cidn de 15.5 mg de proteinas sinaptosomales. la subfracci6n 7,
si bién no alcanzd la saturacidn tiende a alcanzarla a esa
concentracién (fig 8).

Es importante sefialar que en todos estos ensayos, pico II
tuvo una concentracioén de 8 pg. Con una dosis cuatro veces mayor
que la de pico 1I, estas tres subfracciones indujeron un porcen-
taje promedio de 61% con respecto al de pico II.

Los resultados de estos tres experimentos se tabulan en
el cuadro 6, en donde se pueden ver los valores porcentualizados
de la estimacidn de la norepinefrina inducida por las subfraccio-
nes 7,8 y 9 a concentraciones crecientes y tomando como 100% la

salida neta inducida por el pico II,
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Cuadro 5.

Estimacifn por fluorescencia, de la salida de nore-
pinefrina endGgena, inducida por el pico 11 y sus
subfracciones 7,8 6 9 obtenidas del veneno de Centruroi-
des limpidus limpidus, sobre preparacicnes de sinapto-
somas de cerebro de rata, se incluyen controles (s/v),
blancos (B) y esténdares (E). Los datos se expresan en
unidades de fluorescencia.

pico II|} dosis | subfracciones de II -
(8ng) (ug) 7 8 9 s/v!1 B E
8 .13 '
.18 16 .14 12 1.08 .18
32 .15
8 .25
.46 16 .36 .20 {.16 .32
32 .36
8 .69
.95 - 16 .88 .64 1.067.20
32 .88




Unidades de fluorescencia (%)

Figura 8.
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"] pico I

4 subfraccion 7

ayps 8pg 16ps 32 pg

Porcentaje de liberacidn de norepinefrina
endSgena, inducida por el pico 11 del veneno
de C. limpidus limpidus y su subfraccién 7, -
sobre préeparacionés de sinaptosomas de cere-
bxo de rata. 69 es el valor del control (s/v).
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Figura 9. Porcentaje de liberacién de norepinefrina
. endbgena, inducida por pico II de Centruroides
limpidus limpidus y su subfraccidn §,sobre
preparaciones de sinaptosomas de cerebro de
rata. 43 es el valor del control sin veneno.
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. pico IT
subfraccion 9

Porcentaje de liberacifn de norepinefrina
enddgena, inducida por pico II del veneno de
C. limpidus limpidus y su subfraccién 9, sobre
preparaciones de sinaptosomas de cerebro de -
rata. 68 es el valor del control sin veneno,




42

Cuadro 6.

Porcentaje de liberaci6n de norepmefrma -endbgena
inducida por las subfracciones 7,8 y 9 de pico II, en
concentraciones crecientes, sobre preparaciones de si-
naptosomas de cerebro de rata, en comparacién con el pico
II del veneno de C. 11mp1dus limpidus. Los resultados se
expresan en porciento,

Dosis Pico Dosis Subfracciones de 11
ug) 11 (ug) 7 8 9
8 100 -8 9 20 14
8 100 16 36 61 76

8 100 32 45 61 76
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En los resultados anteriores, se observé que las
neurotoxinas contenidas en las subfracciones probadas a concen-
traciones muy altas no inducen la salida de norepinefrina a
los niveles inducidos por pico 11, lo que podria sugerir la
existencia de diferentes receptores, ya que Jover y cols.(1980)
proporcionan datos que apoyan la idea de la presencia de dos xe-
ceptores distintos en sinaptosomas de cerebro de rata: umo que

reconoce a la nmeuwrotoxina II de Androctenus australis Hector,

y otro que une a una neurotoxina de Centrurcides suffusus suffu-

sus.

Si en la membrana de los sinaptosomas existieran dife-
rentes tipos de receptores, en donde algunos de ellos fijaran
a una sola fraccidn, se explicarfa probablemente 1a cinética de
saturacién de los experimentos anteriores (figs 8,9 y 10),que-
dando libres otros receptores.

Se disefi6b otro experimento donde se podria ver la accifn
de las subfracciones mezcladas dando una concentracién igual a la
de pico 11, 6 una mezcla con una concentracidn de cada una de las
subfracciones igual a 1a de pico I1. Los resultados se pueden
observar en el cuadro 7 y en las figuras 11y f]Z comprobdndose que
cada una-de estas. subfracciones.:sigue manteniendo el patrén cbser-
vado en los experimentos previos, en relacidn con la liberacibn de

norepinefrina,
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Cuadro 7.

Estimacibn por fluorescencia, de la salida de norepi-
nefrina end6gena, inducida por pico II y sus subfracciones
obtenidas del veneno de C. limpidus limpidus, sobre pre-
paraciones de sinaptosomas de cerebro de rata, obtenidas
segln Tamir y cols.(1974), cuando se aplican por separado
6 en mezclas. Se incluyen controles (s/v), blancos (B) y
estindares. Los datos se expresan en unidades de fluores-
cencia.

Pico 11 Subfracciones de 11 -
opg 77 o (7,89 |V |® | E
.48 28 | .o | .25 33 @) 22 |10 | a7
1.35 78 | a2 | (7 84 - |72 | 38 | l2a
130 a7l s | e S19 4 | s
) 18 | .i85] .16 2, 53] .13 | 08 | l2a

(a) mezcla con tres pg de cada una de las tres
subfracciones

(b) €l ensayo de este casillero se realiz6 con
una mezcla de las tres subfracciones conte-
niendo 9 pg de proteina cada una.
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Liberacidn de norepinefrina endégena, inducida por el pico II del
veneno de Centrxuroides limpidus limpidus y sus subfracciones, se
incub6 por separado en concentracion de 9 pg y mezclando 3 ug de
cada una, sobre preparaciones de sinaptosomas de cerebro de rata.
51 es el valor del control sin veneno.
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Liberaci6n de norepinefrina enddgena, inducida por el pico II del
veneno de Centruroides limpidus limpidus y sus subfracciones, se
inciib6 por separado en concentraciones de 9 pg y mezclando 9 pg de
cada una, sobre preparaciones de sinaptosomas de cerebro de rata.
45 es el valor del control sin veneno.
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DISCUSION.

Los presentes resultados mostraron que la metodologia
empleada, fué adecuada para hacer estimaciones de noradrenalina,
la cual fué liberada de sinaptosomas de cerebro de rata por
estimulacién con el pico II del veneno del alacrin Centruroides

limpidus limpidus y con sus subfracciones.

Los resultados mostraron que la fraccién del veneno
pico II, que contiene la mayor parte de los componentes neuro-
toxicos, fué capaz de inducir con mayor eficiencia la liberacién
de morepinefrina endbgena. Se observé que las subfracciones pro-
badas, indujeron todas ellas la salida del neurotransmisor, sin
embargo ninguna de ellas fué tan eficiente como la fraccién
completa (pico II). Por otro lado se observé que entre ellas
también hubo diferencias para estimular la liberacidn de la
norepinefrina.

Se conoce que las neurotoxinas del veneno de escorpibn
son polipéptidos de una sola cadena. Existen evidencias que indi-
can semejanzas entre ellas, asi como residuos conservados tanto
internos como externos, con patrones semejantes de enlazamiento
de los puentes disulfuro (Fontecilla-Camps y cols., 1982}, (Rochat,

Sampieri,1976). Algunos autores han establecido la secuencia de
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estas protéinas y los resultados muestran que estdn constituidas
ror cadenas de aproximadamente entre 60 y 70 aminoicidos y que
hay diferencias en esas secuencias, tanto entre neurotoxinas del
pismo veneno como entre las neurotoxinas de diferentes

veénenos (Babin y cols.,1974), (Miranda y cols:,1970),(Fonpecilla—
Camps y cols.,1982). La composicidn de aminodcidos de algunas

fracciones del veneno de GC. limpidus limpidus han sido estudia-

das, los resultados‘mostraron diferencias al respecto, entre
cada wna de las fracciones purificadas (datos no publicados,
Nblipari.), lo cual sugiere que 1la secuencia de aminodcidos de
estas fracciones debe ser diferente.

Estos conocimientos a cerca de las diferencias en las
secilencias de los aminodcidos de las fracciones, podrian expli-
car las diferencias en cuanto a la eficiencia para estimular
la liberacidn de norepinefrina de las terminales nerviosas
aisladas. Es decir, es probable que s6lo una parte de la molécula
de cada fraccién, sea la responsable de unirse al receptor de
la membrana de las terminales sindpticas; de tal manera que debe
haber secuencias con mayor afinidad que otras para unirse a los
receptores y de esta forma ser mis eficientes para inducir la
liberacién del neurotransmisor. Esta teoria podria explicar par-

cialmente nuestros resultados, es decir, la diferencia en la
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secuencia de aminofcidos en el segmento que se une al receptor,
seria congruente con el hallazgo de que la subfraccidn 8 fué 1a
mis eficiente para inducir la liberacidn de norepinefrina endégena,
lo que se correlaciona ademis con el hecho de que fu€ la subfrac-
cién mis tdxica en ratones, induciendo el cuadro de envenenamiento
mis grave.

La liberacién de norepinefrina mostrd ser de tipo lineal
en funcion del tiempo de incubacifn; creemos que la acidn de las
neurotoxinas del pico II en los tiempos probados, refleja alta
afinidad por los receptores. Sin embargo se requiere estudiar
el fenbmeno durante tiempos prolongados, para observar cambios
en el comportamiento de los componentes neurotdxicos al inducir
la salida del neurotransmisor, con el objeto de disefiar experimen-
tos que ayuden a dilucidar con mis precisi6n el mecanismo de
accidén de las neurotoxinas, es decir como se modifica la
"fisiologia' de las terminales’'nmerviosas durante los procesos de
liberacifn del neurotransmisor.

La liberacidn del neurotransmisor inducida por neurotoxinas
del veneno de escorpidn es calcio dependiente {Blaunstein,1975),
lo que apoya la idea de que la salida se debe é un mecanismo
exocitbsico (Moss y cols.,1974). En esta tesis se presentan
‘experimentos realizados en ausencia de calcio, los cuales mostra-

ron que la salida del neurotransmisor fué considerablemente menor
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a la que se indujo en presencia del catifn, por lo que se descarta
la posibillidad de que el veneno contenga fosfolipasas. Es posible
que no haya una dependencia total del calcio extracelular, ya que
al omitir el calcio en nuestros experimentos, la liberacién fué
ligeramente mayor con respecto al control sin veneno, lo que nos
hace suponer que hay capacidad de uso de calcio intracelular en

la terminal nerviosa, para la liberacidn del neurotransmisor

como ha sido propuesto por Sandoval (1981).

Hemos teorizado sobre la posibilidad de que a través del
tiempo y mediante los procesamientos para purificacibén del veneno
las proteinas sufran una posible desnaturalizacién, siendo €stas
causas las que disminuyan la eficiencia de las mismas con res-
pecto a las neurotoxinas menos procesadas contenidas en el pico II.

En la fraccién II del veneno de C. limpidus limpidus hay

al menos doce componentes, la mayor parte de ellos son tdxicos
para el lratén, en el presente trabajo s6lo se han explorado tres
de ellos por haber sido los mis tbxicos, serfa conveniente estudiar
todos los componentes prot€icos de la fraccifén II del veneno
completo, con objeto de dilucidar qué fracciones son las respon-
sables de la mayor eficiencia para inducir la liberacién de
norepinefrina observada en este trabajo.

Cabe aclarar que el trabajo realizado, se hizo con material
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de tipo analitico. En consecuencia se plantea la necesidad de
obtener cantidades suficientes de veneno y sus fracciones purifi-
cadas para poder realizar mis experimentos sobre la accifn

farmacoldgica de las neurotoxinas.

G



OONCLUSIONES.

Debido a su alta sensibilidad, el método utilizado fué
apropiado para estimar la concentracitén del neurotransmisor

liberado.

La fracci6n mds t6xica del veneno de C. limpidus limpidus

fué capaz de inducir la liberacifn de norepinefrina.

Tres subfracciones parcialmente purificadas fueron capa-
ces de inducir liberacibn de norepinefrina end6gena con diferentes
grados de eficiencia, sin embarge ninguna de ellas fué capaz de
liberar la concentracidén de norepinefrina inducida por pico II,
alin en concentraciones cuatro veces mayores.

El sistema sinaptosomas mis veneno pico II 6 las subfrac-
) ciones probadas, fué dependiente del calcio para inducir la
liberaci6n de norepinefrina endfgena. Esta es una evidencia
indirecta de la ausencia de substancias del tipo de las fosfoli-
pasas que pudieran provocar la salida del neurotransmisor por

lisis sinaptosomal.



REFERENCIAS.

Babin,D.R., Watt,D.D., Goos,S.M., Mlejnek,R.V.(1974). Amino acid
secuences of neurotoxic protein variants from the venom of
Centruroides sculpturatus Ewing. Archives of Biochemistfy
and Biophysics. 164, 694-706

Blaunstein,M.P. {(1975). Effects of potassium,veratridine and
scorpion venom on calcium accumulation and transmitter
release by nerve terminals in vitro. Journal of Physiology
247, 617-655

Braganga,B., Gongalvez,M.(1955). En: Neurochemestry. (Ed. Elliot
Page I.H. and Quastel J.H.) p 627. Charles C.Thomas,Spring-
field, III.

Diniz,C.R., Gonqalvez,M.(lgﬁo). Separation of biologically active
components from scorpion venoms by zone electrophoresis.
Biochimica et Biophysica Acta. 41, 470-477

Diniz,C.R., Torres,J.M. {1968). Release of an acetilcholine like
substance from guinea-pig ileum by scorpion venom.
Toxicon. 5,277-282

Fontecilla~-Camps,J.C., Almassy,R.J., Suddath,F.L., Bugg,Ch.E.(1982).
The three-dimensional structure of scorpion neurotoxins.
Toxicon 20, 1-7

Cooper,J.R., Bloom,F.B., Roth,R.H.(1977). Las Bases Bioquimicas de la
Neurofarmacologia. Ed. El Manual Moderno, México, pp.239

Garvey,S., Cremer,N.E., Dieter,H.S.(1977). Methods in Immunology.
W.A. Benjamin, Inc. Massachusetts. -




4

Hajos,F. (1975). An improved method for the preparation of synapto-
somal fractions in high purity. Brain Research. 93,
485-489

Hoffman,C.C. (1932). Monografias para la entomologia médica de
México 1. Anales del Instituto de Biologia U.N.A.M.
{México). 11, 316-324 :

Jover,E., Couraud,F., Rochat,H. (1980). Two types of scorpion neuro-
toxins characterized by their binding to two éeparate
receptor sites on rat brain synaptosomes. Biochemical
and Biophysical Research Commumnications. 95,1607-1614

Laverty,R., Taylor,K.M.(1968). The fluorometric assay of cate-
cholamines and related compounds: Improvements and
extensions to the hidroxyindole techmique. Analytical
Biochemistry. 22,269-279

IDwry,O.H. » Rosebrough,N.J., Farr,A.L., y Randall,R.J.(1951).
Protein measurement with the Folin phenol reagent.
Journal of Biological Chemistry. 193, 265-275

Mazzotti,L., Bravo-Becherelle,M.A. (1961). Escorpionismo en la
" Repfiblica Mexicana. Revista del Instituto de Salubridad
y En\femedades Tropicales. 2t, 3-9

Miranda,F., Kupeyan,Ch.,Rochat,H., Rochat,C., Lissitzky,S.
(1970). Purification of animal neurotoxins. European.
Journal of Biochemistry. 16, 514-523

Moss,J., Colburn,R.W y Kopin,I.J.(1973). Scorpion toxin-induced
catecholamine release from synaptosomes. Journal of
Neurochemistry. 22,217-221 '



55

Moss,J., Thoa,N.B., Kopin,I.J.(1974). On the mechanism of norepine-
phrine adrenergic neurons. Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics. 190, 439-448

Rechat,C., Sampieri,F.,(1976). Structure-function relationships
of scorpion neurctoxins. Biochemistry. 15, 2254-2261

Romey,G. , Abita,P., Chicheportiche,R., Rochat,H., Lazdunsky M.

' (1976) . Scorpion neurotoxin mode of action on neuro- -
mascular junctions and synaptosomes. Biochimica et
Biophisica Acta. 448, 607-619

Tamir ,M.M,, Rapport,M.M. y Roizin,L.(1974). Preparation of synap-
somes and vesicles with sodium diatrizoate. Journal of
Neurochemistry. 23, 943- 949

Tato,Z.P., Gavilanes,M., Muioz,L., Fletcher,P., Molinari,J.L.
(1978). Epidemiological aspects of scorpionism in
México. I Purification of neurotoxins from Centru-
roides 11_':mpidus limpidus venom. Venom Toxins: Animal,
Plant and Microbial. (proceedings of the fifth
international symposium.)} (pp 636-639). Pergamon Press,
Oxford, 1978,

‘Sandoval ,M.E. (1987). On the role of mitochondria in neurotrans-
.mitter release. En: Regulatory Mechanisms of Synaptic
Transmission; (Ed.Tapia,R.y Cotman,C.W. pp 187-203).
New York: Plerum press.



Con especial agradecimiento a:

las autoridades del Centro de Investigaciones en
Fisiologia Celular de la U.N.A.M., por las facili-
lidades que me brindaron para la realizacién del
trabajo. '

A los profesores Dr. Jesis Manuel Le6n Cizares,
M. en C. Lilidn Yépez Mulia, M. en C. Margarita
Garcfa Gardufio y Dra. Beatriz Fuentes Pardo, por
su colaboraci6n y revisitn de este manuscrito.

Al técnico Lino Mendez Franco, por su ayuda.

A todos mis compafieros del laboratorie por su
valiosa cooperaci6n.



	Portada
	Introducción
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Referencias



