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RESUMEN.

Se purificd la fraccion Cn F.L.5 del veneno del alacrdan mexicano Centruroides noxwus

(Hoffmann}, utihzando distintas estrategias cromatograficas. La fraccién Cn F.IL5 fue a su vez
repurificada por CLAR para obtener y secuenciar parcialmente los componentes presentes en
dicha fraccion. Se reportan 19 secuencias parciales o totales presentes en la Cn F.II 5 de las
cuales dos muestran gran identidad con toxinas contra canaies de potasio y el resto presenta
similitudes rmayores a 50% en el extremo amino terminal con toxinas contra canales de sodio. Se
evalué la toxicidad de la fraccion Cn F.IL.5 tante en mamiferos (ratones) y crustéceos
(cochinilias). Los resultados de estos retos muestran una baja toxicidad de la fraccion en ambos

casos; las DLgg estimadas tanto en ratones como en cochinillas presentan valores muy similares

Por otro lado se desarrollaron esquemas de inmunizacién en ratones y en conejo usando como
antigeno fa fraccion Cn F.I.5 Los ratones inmunizados fueron retados in vivo contra el veneno
total soluble de C. noxius v la toxina Cn2 observando fendmenos de hipersensibilizacion. El suero
policlonal de conejo se utilizoé para valorar su reactividad con cada uno de los componentes
presentes en la fraccién y compararla con lamostrada contra Cn2. Los péptidos con mayor
porcentaje de identidad a Cn2 fueron los que mostraron menos reactividad hacia el antisuero y Ia
Cn2 mostrd una muy débil reaccidén cruzada. El BCF2, anticuerpo monoclonal que bloquea la
accion toxica de 0}12, se utihzéd para comparar su reactvidad antigénica hacia los péptidos
componenies de la Cn F [1.5. Ninguno de los péptidos purificados de la Cn F.1.5 mostré homologia
antigénica con la Cn2. Por ultimo se valord la capacidad neutralizante in vitre del suero de
conejo antt Cn F.II 5 contra la Cn2. El suero hiperinmune de conejo es capaz de neutralizar 7.5
Dlgg por mi.
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INTRODUCCION.

Generalidades de los alacranes y escorpionismo.

Los alacranes cstan taxondomicamente ubicados dentro del Phylum
Arthropoda, la Clase Arachnida y Orden Scorpionidae. Dentro de las varias Familias
de este Orden la Familia Buthidae adquiere gran importancia para el hombre pues
conticne a todos los alacranes venenosos contra mamiferos del mundo. En
Norteamérica y mas especificamentc en México solo 6 especies y 2 subespecies de
las 30 cspecies reportadas del Género Centruroides sp. son consideradas peligrosas
para cl hombre, pues su vencno es ncurotdxico y capaz de poner en riesgo la vida
de las personas picadas por ellos; este problema de salud publica es derominado
médicamente como escorpionismo (Dehesa-Davifa y Possani., 1994).

El escorpionismo se prescenta muy frecuentemente en el pafs, en particular los
estados del Pacifico y Sur de la Repuiblica son los que registran mayor incidencia.
De hecho es en México donde se presenta ¢l mavor numero de accidentes por
picadura de alacran, cerea de 200 000 casos por afio, y de ¢llos ¢l (.1% son mortales
(Dchesa-Davila y Possani. 1994, Calderdn-Aranda er al. 1996).

Alin cuando se han desarrollado métedos cficientes para tratamiento de
pacientes con sintomas de envenenamicnto por picadura de alacran, ¢stos no son
suficicnies pucs existen zonas donde ¢l servicio médico es cscaso, incficiente o
incluso inexistente y aunado a esto la falta de conocimicnto de la gente sobre lag
medidas necesarias a realizar cvando sucede un accidentc de csta naturaleza, hace

que ¢l poreentaje de mortandad se incremente.

En México se producen dos sucros antialacranicos, uno claborado por la
Scerclaria de Salud Pablica y otro por un laboratorio farmacdéutico particular
(Biocldn S.A. de C.V.). En ambos casos cstos antivenenos sc obtienen mediantc la
inmunizacion de caballos. Estos son inyectados con macerados de telson de los



alacranes, centrifugados con el fin de eliminar residuos celulares y mucosidades,
utilizando la fraccion soluble para inocular al animal. Este antiveneno obtenido del
suero de caballo estd compuesto por inmunoglobulinas G, purificadas y digeridas
enzimaticamente, presentando las fracciones de unién al antigeno (Faba),
polivalentes para todas las especies peligrosas del Géncro Centruroides sp.
presentes en México (Flores, 1963; Calderon-Aranda et al. 1996). La polivalencia
del suero, (capacidad del suero para bloquear la accién del veneno de diferentes
especies de alacran), se obtienc de inmunizaciones independientes usando el
macerado de télsones dc una sola especie en cada animal inmunizado; télsones de
C. noxius, C. limpidus limpidus y C. suffusus suffusus. Posteriormente se combinan
los sueros dirigidos hacia los diferentes venenos. Este antiveneno en general ha
mostrado cfectividad, sin embargo, este método de obtencion implica que cn ¢l
conjunto de células maccradas y centrifugadas se presente una gran cantidad de
elementos inocuos y no toéxicos que son inyectados en los caballos, generando
anticuerpos cspecificos irrelevantes para fa proteccién. Estos anticuerpos colaboran
minimamente cn la neutralizacion de los péptidos toxicos y aumentan la posibilidad
dc generar reacciones sccundarias indeseables cn ¢l pacicnte como la enfermedad
del suero (Licca e al. 1996a). Sumado a csto, ¢l uso de antigenos toxicos limita
grandemente su aplicacién pues solo es posible administrar muy pequciias
cantidades. ademas de que la salud de los animales sc ve afectada disminuyendo la
posibilidad de utilizarlos por largo tiempo o disminuyendo su respucsta
inmunolégica (Landon y Smith, 1996). Las antcriores son algunas causas quc le
dan importancia al uso de téenicas adecuadas para la purificacion de toxinas del
veneno de diferentes especics de alacranes de México con el fin de obtener
clementos puros con actividad cspecifica hacia mamiferos (Calderén-Aranda ef al.
1993).

Los clectos del veneno de alacran sobre una persona pucden variar y no
necesariamente ticnen que presentarse todos los sintomas. Es necesario obscrvar
una scric de variables que implican tanto a las condiciones del individuo: peso,

cdad, estado de salud. sensibilidad al veneno, zona y nimero de piquetes sufridos;

(]



asi como del alacrdn: especie y cantidad de veneno inyectado. Los principales
sintomas se presenian en los primeros veinte minutos después de la picadura. Los
mas comuncs a nivel local son: intenso dolor, seguido por ardor o comezdn y una
sensacion de adormecimicnto gue puede llegar a expandirse en la regién corporal
de la picadura y durar hasta varios dias; los sintomas generales y mas importantes
para valorar si se requiere el uso del suero antialacranico son: lagrimeo, secrecion
nasal, sensacién de pelos en la garganta, dificultad para respirar y tragar, tos,
disfonia y disfagia. hipcrexcitabilidad, sialotrea y vOmito. En casos de
envenrenamiento severo, las principales causas de muerte son provocadas por
edema pulmonar o problemas cardiacos ( Dehesa-Davila et al. 1994, Calderon-
Aranda et al. 1996).

Los grupos poblacionales con mayor riesgo de envenamiento severo son los
nifios menores de 5 afios vy los ancianos. En el tratamiento de la picadura se
recomienda la aplicacion del antisuero cuando se presentan dos o mis sintomas
generales cn el paciente (Calderén-Aranda ef al. 1996).

Bioquimica, clasificacion y estructura tridimensional de las
toxinas de alacran.

LLos principales componentes activos del veneno de alacran son cnzimas y
pequefios péptidos de entre 35 y 70 residuos de aminodcidos. Estos péptidos son
denominados toxinas por ser los responsables de los efectos letales o toxicos del
veneno, pues afectan a los tcjidos cxcitables de la victima (tejido muscular y
nervioso). Las toxinas son capaces de modificar la actividad de canales idnicos de
dichas células (Rochat ef al. 1979; Carbone et al. 1982).

1.2 clasificacion de las toxinas de alacran se basa en distintas cavacteristicas

cstructurales y fisioldgicas de estos polipctidos, conto son:

MSclectividad de accidon sobre distintos canales idnicos y los clectos que

o

producen ¢n cstos: existen toxinas de alacranes capaces de afectar a canales de



potasio, sodio, cloro o calcio (Catteral er al. 1976, Carbone et al. 1982, Dcbin ef al.
1993, Valdivia et o/. 1992). Algunas toxinas pueden bloquear el paso de iones
como sucede con las toxinas contra canales de potasio (Carbone ef al. 1982, Nieto
et al. 1996). Dentro de las toxinas dirigidas a canales de sodio algunas retardan la
inactivacién, mientras que otras modifican Ia activacién de los canales; un rasgo
importante en la clasificacion de las toxinas de sodio observa tambi¢n la zona del

canal con la cual interactiian (Couraud ef al. 1982, Meves ef al. 1984, Caterall et al.
1991).

b) Longitud de la cadena: la mayoria de las toxinas de cadena corta poseen
tres puentes disulfuro contiene entre 30 y 40 residuos de animoécidos (Possant
1984; Nieto ef gl. 1996) y acthan sobre canales de potasio. En Gltimas fechas se
han reportado dos toxinas de cadena corta que presenta cuatro puentes disulfuro
(Olamendi-Portugal ef al. 1996; Kharrat et al. 1996 b).

Las toxinas de cadena larga, de entre 60 y 70 residuos de aminoacidos con
cuatro pucntes disulfuro, afectan los canales de sodio. Estas se han clasificado en
base a las caracteristicas de unién al canal, a la especie en cual presenten una mayor
afinidad y a los efectos que producen en la célula. Por ejemplo, existen toxinas
contra canales de sodio que afectan a canales de mamiferos. Estos péptidos sc
subdividen en: toxinas tipo o o tipo B de acuerdo al sitio de unidn al canal y sus
efectos sobre ¢l mismo. Las toxinas de tipo ¢ sc uncn al sitio 3 del canal dec sodio
dependiente de vollaje y retardan la inactivacion; éstas toxinas sc encuentran
presentes principalmente en los venenos de las especics de alacranes del Vicjo
Mundo. Las toxinas de tipo B sc unen al sitio 4 del canal y modifican su activacion,

en general ésto caracteriza a las toxinas de los alacranes de América (Couraud ef al.
1982 Wheeler er al 1983).

¢) Especificidad de accién de las toxinas contra células de distintas especics:
una misma toxina sc adhierc con distinta afinidad a un mismo tipo dc canal

dependiendo si éste pertencee a células de mamifero. insecto o crusticeo, ¢ incluso



es tejido dependiente, dadas las diferencias estructurales que presentan los canales
idnicos en funcién de la célula que los expresa. Se han llegado a deseribir algunas
toxinas dirigidas tanto hacia canales de sodio de mamiferos como de insectos por
presenlar valores comparables de unién a los canales de ambas cspecies {Gordon er
al. 1996, Loret et al. 1991),

Las toxinas contra insectos que se unen a canales de sodio estan clasificadas
en tres grupos:

1y Las toxinas confra insectos que son altamente toxicas {ensayos realizados
en cucarachas Periplaneta americana), afectan la inactivacion del canal {Gordon
et al. 1996). 2) Las toxinas depresoras producen en ¢l insecto pardlisis flacida en su
sisterna muscular. mediante el bloqueo de la corriente (Lebreton ef al. 1994). 3) Las
toxinas cxcitatorias producen una rapida paralisis cspasmodica y se unen al canal
en forma independiente del voltaje (Zlotkin et al. 1991).

Aun cuando s¢ han reportade un bucen ndmero de toxinas distintas de
difcrentes especics. a todas sc les obscrva un patrém conservado en o que a suo
estructura tridimensional sc reficre. Es decir, todas las toxinas hasta ahora descritas
ticnen tres o cuatro pucntes disulfure dispucstos de mancra similar y un motivo
estiuctural repetido que consta de una hélice atfa y dos o tres hebras antipatalelas
formando una hoja heta plegada, conocido como patron a—[F estabilizado por
cisteinas (Kobayashi er of 1991 {Fig 1), Las sccuencias de aminodcidos pucden
variar, pero presentan residuos conservados, como la lisina 35 y ¢l patron repetitivo
de los enlaces disulfuro. Sc distinguen dos scgmentos conservados cn ¢l centro
hidrofdbico entre la o helice y la parte media de 1a hoja § (Cys-x-x-x-Cys, Cys-x-
Cys: donde x indica un residuo variable) ¢ incluso se pueden distinguit sitos
hidrofdbicos basados cn ¢l agrupamicnto de una seric de aminodcidos que. ain
cuando no se encuentren en continuidad en su estructura primatia, ¢l plegamiento
del péptido los mantiene cercanos. Se reconoce un centro hidrofobico de a

proteina conformado por los residuos de cisteinas vy algunos aminodcidos



Fig. 1 Modelo tidimensional de 1a toxma Cn2 det alacrin C roxius. determimado por NMR. Sc aprecia, en
color negro. la ar—lielice unida por dos puentes disulfuro a la segunda hebra de la hoja §§ antiparalela. en gris

obscura Tomado de Pustar of of, 1998

hidrofdbicos. una regién hidrofdbica constituida por residuos aromaticos cn la hoja
B de cara al solventc y una region de carga positiva a un costado de la moléeula en

la regidn cathoxilo terminal.

Todos estos puntos podrian estar involucrados en la funcionakidad y especificidad
de Jas toxinas hacia los canales y el tipo de células sobre las cuales actuan (Almassy
et al. 1983, Fontecilla-Camps et al. 1980, Pintar et al. 1998).

Canales iénicos: principales blancos de accién de las toxinas de
alacran,

En definicion los canales i6nicos son protcinas transmembranales, incrustadas
en la bicapa lipidica de la membrana celular; estdn unidos a otras protcinas
membranales o a clementos del citoesquelcto intracelular. Los canales idnicos son

macromoléculas de gran longitud pues se componen de 1800 a 4000 residuos de
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Interior

Externo Celular

Fig 2 Maodelo de union del canal de Sodio y los distintos sitios de union de texintas que actuan sobre el canal.

I.Tetradotoxina, 2 Batracotoxma . 3. Toxinas o de alacran y de anemona. 4 loxinas [} de alacrin, C
anesiesicos locales Tomade de Hille, 1992,

aminoacidos aproximadamente, organizados en una o varias cadcnas polipeptidicas
y con varios cientes dc residuos de azicares. en ferma de cadenas de
oligosacaridos, unidos covalentemente a ciertos aminodcidos localizados cn las

zonas de [a protcina que sc encuentran cn la cara externa de la membrana (Caterall
et gl 1988; Unwin ¢f al, 1989).

£l canal posce permeabilidad sclectiva, pues restringe ¢l movimionto de los
iones a una sola especie. El canal presenta uma regidn conocida como poro. ¢l cual
estd compuesto de cuatro subunidades repetidas. Cada una de las subunidades
ticne dos hélices o, donde una de las  hélices o se ubica hacia la cara de la
membrana y la otra se ¢ncuentra hacia la luz del poro. Las cuatro subunidades sc
acoplan formando un cono invertido cnando se encuentra ¢l canal en reposo y
cuando se abre las hélices modifican sus dngulos para abrir ¢l conducto del poro a
manera la apertura de un botén de flor. La proteina forma un conducto acuoso que

cruva completamente la bicapa de la membrana; este conducto es mas ancho que o



ion. La presencia de una cavidad acuosa en el interior del conducto y los residuos
dipolarcs de las hélices o externas permiten que el ion atraviese la zona
electrostatica hasta el filtro de selectividad; mientras que los aminoéacidos
hidrofébicos dc las hélices o internas se ubican cn interfase con la bicapa lipidica.
Muy cerca del filtro de selectividad se ubican dos cationes a distancias muy
cercanas, la repulsién generada por este par de iones promueven la répida
conduccién y alta selectividad (Declan er al. 1998). La posibilidad de apertura o
cierre del canal esta regida por un sensor, en el caso de los canales dependientes de
voltaje, ¢l sensor posee varios grupos de aminodcidos cargados que se imueven
dentro del campo eléctrico de la membrana durante la apertura (revisado por Hille
1992).

El canal de sodio presente en el tejido muscular y nervioso de raton es una
glucoproteina compuesta de alrededor de 2000 residuos aminodcidos y tiene un
peso cercano a 230 kDa aportado por una cadena polipeptidica mayor, subunidad
o, v dos pequedias subunidades § de 36 y 40 kDa (Barchi et al. 1988, Caterall ef af.
1988, Trimmer y Agnew 1989). Adicionalinente a la cadena se han encontrado
oligosacaridos y acidos grasos unidos covalentemente (Agnew et al. 1978; Miller e
al. 1983).

La subunidad mayor del canal posce una cstructura repetitiva de alrededor
de 300 a 400 residuos aminodcidos; cste motivo se repitc cuatro veces en los mas
de 1800 residuos que conforman la subunidad o, Cada uno de cstos motivos
repetitivos internos incluyen miltiples scgmentos transmembranales, ubicados por
prediceion sobre la base de la hidrofobicidad de los residuos de aminoacidos: cl
grafico de prediccion de hidrofobicidad indica que la parte amino terminal del canal
no sc encuecntra dentro de la membrana. El poro transmembranal esta formado por
los cuatro scgmentos transmembranales repetidos en la unidad oy el sensor de
voltaje s ubica en ¢l scgmento S4, que tienc ocho residuos cargados positivamente
cada tercer residuo, (Stiihmer e al. 1989, Aald ef al. 1990).




Sistema inmune y accion del veneno en el cuerpo.

El sistema de defensa en la mayoria de los vertebrados c¢s una compleja
combinacion de células v proteinas especializadas para hacer frente a elementos
patdgenos y substancias extrailas que logran penctrar en el cuerpo. Este sistema es

conocido como sistema inmune.

Cuando un elemento dafiino (infeccidn bacteriana, virus, proteinas toéxicas o
extrafias) ingresa al cuerpo se desencadenan una serie de eventos para eliminarlo.
L.a respucsta contra este agente patogeno, también Ilamado antigeno, se realiza en
dos niveles distintos: uno a nivel humora! y otro a nivel celular. El organisimo es
capaz de levantar una respuesta inmune celular donde las células componentes del
sistema inmunitario, como los linfocitos, macrofagos y leucocitos entre otros. son
estimulados para hacer frente y eliminar dicho antigeno. Existen también una serie
de proteinas que estan disefiadas para realizar funciones de reconocimicnto,
activacion y regulacion de la respuesta imnune: este tipo de respucsta es conocida
como respucsta inmune humoral. Ambos niveles de respucsta se combinan y
complamentan actuando conjuntamente en la mayoria de las enfermedades que

sufre ¢l organismo (revisado por Abbas ef al. 1994).

.08 antigenos son reconocidos por un receptor de los linfocitos B, Hamado
inmunoglobulina (Ig): esta proteina ticnen un papel primordial en ¢l sistema inmune,
pucs cstd discilada para cl reconocimiento altamente especifico de un gran nimero
de proteinas extrafias al cuerpo. Las Ig, también conocidas como anticuerpos, son
componcnies humorales del sistema inmune. Los anticuerpos estdn involucrados en
¢l reconocimiento de antigenos que no ingresan a las células sino que se manticnen
en los fuidos del cuerpo o en el medio exiracetular de algunos o1ganos, como en cl
caso de infecciones bacterianas o toxinas producidas por éstas. La forma de cdmo
las Ig logran reconocer la gran cantidad de epitopes de los antigenos sc explica por
una seric de genes que son scleccionados y unidos cn distintas formas para la
sintesis det anticuerpo dando como resuitado varios cientos de millones de

combinaciones posibles (revisado par Benacerral y Unanue 1986).
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las [g son proteinas con un peso melccular de entre 150 y 900 kDa, ya que
algunos tipos de Ig se presentan en forma polimérica (2 unidades en el caso de las
lg tipo A o pentamérica como las Ig del tipo M). Una molécula monomérica de Ig
csta commpucsta por cuatro cadenas peptidicas. Estas proteinas tienen dos cadenas
cortas llamadas cadenas ligeras y dos cadenas largas, llamadas pesadas, que
conforman un anticuerpo funcional (Alzari er al. 1988).

En los mamiferos se han descrito dos tipos de cadenas ligeras: A(lambda) y
x(kappa), y cinco diferentes tipos de cadenas pesadas: o(alfa), y{gama), q(muy},
e(épsilon) v 6(delta). Las cadenas ligeras estdn divididas en dos porciones: el
fragmento ligero variable (1.V) y ¢l fragmento ligero constante (LC); el fragmento
LV ¢s diferente en cada uno de los linfocitos B, pues existe una secuencia
determinada para cada antigeno y ticne como funcién el reconocimiento de éste,
conjuntamente con la fraccion variable de las cadenas pesadas (HV). La LC pucdc
ser sdlo dc los tipos antcriormente mencionados (A o k); estos fragmentos se
relacionan con las funciones especificas del anticuerpo en el sistema inmune. En un
anticuerpo las dos cadenas ligeras son del mismo tipo ya sean dos cadenas A o dos
del tipo k€ {(Ravetch y Kinet 1991,

l.as cadenas pesadas también presentan fragmentos definidos; poscen una
fraccion variable (11V) distinta en cada célula productora de anticuerpos y al
asociarse con la cadena ligera y ¢l primer dominio de la cadena pesada, conforman
¢l fragmento de pegado al antigeno conocido como Fab, La porcidn constante que
esta rclacionada con la actividad especifica de cada anticuerpo junto con ¢l
segimento 1.0 forma Ta fraccion cristalizable (Fe) del anlicuerpo. Fatre 1a Fab y 1a Fe
dc un anticucrpo sc ubica un segmento conecido como region bisagra, en cste
dominio cxisten varios cnlaces disulfuro que unen las cadenas ligeras con cada una

de Ias cadena pesadas y unen también a ambas cadenas pesadas (Fig. 3) (Burton et
al. 1987y,
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Fig. 3 Modclo de Inmunoglobuli tipo G, s¢ muesuan las fraccrones y subunidadies que 1a componen y
algunas zonas relevantes de la proteina. Fraccion varigble en blanco. Fraccién constante punteada. region

brsirgra en lincas Tomado de Benacenaly Unanue, 1986,

Cuando los linfocitos B no han sido estimulados por cfecto de un antigeno
s¢ ubican cn su mayoria en tos ganglios linfaticos @ en el bazo y sdlo se encuentra
cn cireulacion un pequefto porcentaje. Al ingresar ¢l antigene cn cf arganismo se
manticne circulando en ¢l torrente sanguineo hasta ser reconocido por un receptor
de los Hinfoctto B: este receptor es una Ig con una porcion peptidica  hidrofdhica
que fo fifa cn la membrana de [a célula; los linfocitos B no estimulados presentan en
su membrana mayoritariamente Ig tipo M o tipe D (revisado por Benacerraf y
Unanue 1986).

Una vez que se une el antigeno al receptor complementario. ¢l linfocito se
dirige hacia los ganglios linfaticos y es alli donde éste sc diferencia hacia células
plasmiticas, Estas cclulas cambian ¢l tipo de cadena pesada de la lg que expresan
hacia v o o, se multiplican con gran velocidad y eliminan [a sccuencia que mantiene
a la Ig unida a la membrana convirtiendo a las Ig en profcinas secretoras: estos

antieuerpos especificos para cl antigeno en cucstion se liberan en gran nimero en ¢l
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sistema linfatico y circulatorio con la finalidad de reconocer, atrapar y neutralizar los
antigenos (revisado por Benacerraf y Unanue 1986).

Los anticuerpos se uncn a un antigeno mediante acoplamientos moleculares
muy cstrechos y altamente especificos. Cada anticuerpo en su Fab posce zonas
hipervariables; estas regiones muestran una elevada variacion comparada con otros
segmentos peptidicos conocidos como residuos estructurales. Se ha demostrado
que dichas regiones hipervariables son las responsables de 1a union al antigeno y se
denominan como regiones determinantes de la complementariedad. Los residuos de
aminoacidos ubicados cn las CDR poseen ciertas caracteristicas que propician la

union de éstos con aminodcidos especificos presentes en el antigeno (Amit ef a/.
1686).

Se pueden observar rasgos caracteristicos en el proceso de reconocimiento y
formacién del complejo antigeno-anticuerpo, como la alta complementariedad entre
éstos, que sc pone de manifiesto en la completa exclusidén de moléculas de agua
en la interface, pues ninguna cavidad se puede obscrvar entre las dos superficies.
La complementaricdad de las cargas es otro fenémeno distinguible en la formacion
del complcjo antigeno-anticuerpo. Sc puede observar una disposicion de
aminoacidos en ¢l anticuerpo que complementa a las cargas mostradas por residuos
del antigeno, con lo que sc propicia la nentralizacion de las mismas al formar enlaces
débiles de tipo ionico conocidos como pucntes salinos: cstos puentes salinos
pucden ser modificados ca presencia de moléculas de agua pues éstas disipan la
accion de las cargas de las proteiras. Los puentes de hidrégeno que sc forman cntre
ambas moléculas también jucgan un papel importantc cn la cstabilizacion del
complejo; experimentos donde mutan residuos especificos para eliminar uniones por
pucntes de hidrogeno disminuyen fuertemente las afinidades del anticuerpo por ef
antigeno. Por aftimo, la clasticidad, accesibilidad y antigenicidad del antigeno
también influyen cn gran medida para aumentar o disminuir las afinidades del
anticucrpo (revisado por Sheriff er al. 1990: revisado por Davics ef al. [988).

Pero no s6lo los linfocitos B atacan al patogeno produciendo anticucrpos
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contra ¢l, sino que tienen otra via de ataque donde el complejo formado por el
antigeno v el receptor de la célula es introducido al citoplasma del linfocito. El
antigeno es digerido y procesado para presentar un corto fragmento del mismo cn
combinacion con una molécula conocida como compleje mayor de
histocompatibilidad del tipo 11 (CMH II). Este nuevo complejo es ubicado
nuevamente eit la superficie de la membrana celular para ser presentado al receptor
de los linfocitos T. Hay varias clases de éstos: existen los cifotoxicos que se
cncargan de climinar a células infectadas por virus u otros patdgenos que actian en
¢l interior de éstas: los linfocitos T ayudadores y supresores son c¢lulas del sistema
inmunitario cuya funcidn ¢s la de regular la accion de otras ¢élulas como los propios
linfocitos B, mastocitos, células dendriticas, macrofagos, etc.. mediante la produccion
de sustancias liberadas en ¢l torrente sanguineo conocidas como interleucinas (IL) y
factores de crecimiento que promueven o reprimen la expresion y actividad de la
respuesta inmune celular (revisado por Engelhard 1994).

Aun cuando el sistema inmunitario es extremadamente cficicnte ante ataques
de antigenos y organismos patogenos, todo este éomplejo mecatismo de accidn
puede nccesitar un tiempo de estimulacién y activacion de varios dias y hasta
semanas {Abbas er al. 1994). En el caso de venenos dec animales como artropodos o
reptiles la efectividad del sistema inmune se ve disminuida, pucs los principales
componentes proteinicos det veneno (toxinas que actian sobre canales i0nicos)
son péptidos que facilmente “burlan™ al sistema inmune cn basc a los tiecmpos que
neeesitan para cjercer su cfecto neurotdxico o citotdxico. Bstas velocidades
rehasan la capacidad del organismo para levantar una respucsta inmune en contra

de dichas toxinas.

Lin estudios de farmacocinética se reportan ticmpos de absorcion del veneno
del alacran Thvrius serridarus por ¢l sistema circulatorio, del 75% en menos de 15
minutos, cuando ¢l veneno ingresa por via subcutinea (Santana ef of. 1996). Los
Grganos que presentaron la mayor coneentracidn en este ticmpo fucron ¢l riiion y el
bazo. micntras que 6rganos como cl corazon, pulmon, higado ¢ intestinos presentan

la mayor concentracién del veneno en los 30 minutos posterior a fa administracion.



Los niveles de concentracion se ven draméticamente disminuaidos hasta dejar de ser
detectables a los 120 minutos (Ismail ef al. 1993, Revelo et al. 1996).

Sin embargoe, las toxinas son proteinas capaces de ser reconocidas por cl
sistcma inmunc; ademas pueden levantar una respuesta humoral eficaz v especifica
en conira de dicho péptido (revisado por Abbas ef al. 1994). Como ya se ha
mencionado anteriormente, el tratamiento més efectivo utilizado en la actualidad
para casos de picadura de alacrdn es el uso de antivenenos obtenidos de suero de
animales inmunizados con el veneno del artropodo. Adn cuando la inmunizacion
presenta una serie de dificultades por ser antigenos altamente toxicos, con
posibilidades de tencr complicaciones de sensibilizacién o anafilaxia, la scroterapia
ha logrado reducir el nimero de victimas mortales a menos del 1% del total de
accidentes en nuestro pais (Dehesa-Davila y Possani 1994).

Para conseguir un antiveneno de buena calidad y a precios razonables es
necesario desarrollar un protocolo de inmunizacién capaz de utilizar cantidades
pequeiias de antigeno y obtener una repuesta inmune de alta especificidad v
afinidad contra las toxinas y a la vez conseguir que los efectos téxicos del veneno
sobre los animales disminuyan.




ANTECEDENTES
El veneno de C. noxius.

Ll alacrén mexicane C. noxins que habita en el cstado de Nayarit es considerado
como el mas venenos del pais; la DLgg es de 5 ng de veneno total por cada 20 g de ratén
por via intraperitoneal {Dent et al. 1980). Sélo en la ciudad de Tepic entre los afios de
1983 a 1989 los hospitales de la Sccretaria de Salud reportaron un total de 9526
picaduras, obteniendo 1588 accidentes en promedio anual (Dehesa-Ddavila y Possani,
1994).

Los primeros estudios bioquimicos hechos sobre el veneno del alacran C. noxius
se realizaron en este laboratorio (Dent et al. 1980). A la fecha se han caracterizado mads
de 12 toxinas distintas responsables de los efectos toxicos del veneno tanto en
mamiferos como en artropodos. Atun cuando se han descrito cuatro toxinas quc afectan
canales de potasio, la mayoria de las toxinas reportadas estan dirigidas hacia canales de
sodio. Existen seis toxinas de este alacran sccuenciadas totalmente v cinco sccuencias
parcialcs reportadas en la literatura quec afectan estos canales. Todas se han reconocido
como toxinas de tipo [: cstas toxinas actian sobre ¢l sitio 4 del canal y afectan su
activacion {Dent et af. 1980, Possam er al, 1981 a, Zamudio ef «f, 1992, Vazquez of al.
1993: Valdivia ¢t al. 1994, Sclisko er of 1996; Garcia er al, 1997).

Todas las toxinas del veneno de C. noxiws. reportadas hasta la fecha, se
cicuentran cn la fraccidn F.II, obtenida mediante un primer paso cromatografico de

exclusion molecular. Esta fraccion cs la unica que presenta efectos Ietales en mamiferos
{Possant ¢f ol 1981 a).

.o cromatografia de csta fraccion, en una columna de intercambio idnico da como
resultado 14 subfracciones, de Tas cuales solo las altimas ocho muestran actividad toxica
en ralones en concentraciones de 200 a 40 pg de proteina de cada fiaccion. por 20 g de

raton (Possant ef al. 1981 a),
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La primera toxina de C. noxius totalmente secuenciada automdticamente fue
llamada noxiustoxina (NTX). Esta toxina resultd ser la primer toxina de alacran reportada
contra canales de potasio. Estd compuesta por 39 residuos y tres puentes disulfuro. La
NTX es un componente de la fraccion FALLT1 y presenta una actividad téxica en dosis de
400 g por 20 g de ratén (Possani et al. 1982).

Existen otras tres toxinas del veneno de C. noxius, caracterizadas
biogquimica y funcionalmente, que bloquean canales de potasio. La Noxiustoxina 2
(NTX2), eluye en la fraccidon F.IL.11b y posce 38 residuos de aminodcidos con tres
puentes disulfurc. Esta toxina registra un 61% de identidad con NTX pero no es toxica a
ratonies ni crusticeos. Sin embargo muestra una elevada afinidad hacia canales de
insectos (Nieto ¢f al. 1996). Las dos tltimas fueron denominadas cobatoxina 1 y 2, entre
ellas muestran un 84.4% de identidad vy la cobatoxina 1 ticne un 33.3% de identidad con
la NTX (Selisko et al. 1998 b).

Las toxinas contra canales de sodio del veneno de C. noxius se nombraron
usando las iniciales del género v especie del alacran seguido por un nimero. Este
numero esta relacionado con la secuencia cronolégica como fueron reportadas en la
literatura,

L.a Cnl fuc el primer péptido toxico dirigido hacia canales de sodio del veneno de
C. noxius del que sc resolvid su estructura primaria. Purificada de la fraceion F 1114, a
Cnl cs una J toxina de 66 aminodcidos con 4 puentes disulfuro y se encuentra en una

proporcion de alrededor del 2% del veneno total soluble (Possani e al. 1985).

Una de las toxinas que s¢ cncuentran cn mayor cantidad y que mucstran un
potentc cfecto toxico es la Cn2. Esta toxina fue aislada en la fraccidn F11.0.2.2, se
cncuentra en un porcentaje de alrededor del 6.8% del veneno total y es la mejor
conocida del veneno de C. noxins. La DLsg de 1a Cn2 por via intraperitoneal ¢s de 0.25

wg /20 g de ratén (Zamudio of al, 1992).
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En la Cn2 se han enfocado varios estudios biequimicos e inmunoldgicos, pues
esla toxina sc tomd como modelo para realizar comparaciones estructurales con otras,
tanto del mismo alacran como de otras cspecies. Se ha logrado modelar su estructura
tridimensional (Gurrola er al. 1994), y también han reportado la secuencia nucleotidica
de cDNA responsable de la sintesis de la Cn2 (VAzquez et al. 1995). La solucion de su
estructura molecular por resonancia magnética nuclear (NMR) fue resuelta
recientemente (Pintar et al. 1998).

La tercer toxina de C. novins que actia sobre canales de sodio fue nombrada
Cn3. Tiene un alto porcentaje de homologia con Cn2 pues la secuencia lineal reporta un
79% de identidad. Esta toxina se aislo de la fraccion F.01.9.2.3. La Cn3 tiene una DLlsg
de 0.64 pg / 20 g de ratdon por via intraperitoneal (Zamudio er af. 1992).

La toxina Cn4 es un péptide aislado de la fraccion F.I.10. Esta compuesta por 66
aminoacidos con cuatro puentcs disulfuro y presenta un porcentaje de identidad del
83% con la Cn2 (Vazquez et al. 1993), Esta fue la prumer toxina que s¢ demostrd su
acecion sobre canales de sodio (Carbone er al. 1982), hajo el nombre de toxina 11-10.

Una dc las toxinas con mayor actividad contra artropodos y mas especificamente
hacia crusticeos es la CnS. Esta toxina ¢ ubica dentro de la fraccion Ca FUILS y esta
compuesta por 66 restduos de aminodcidos con cuatro puentes disulfuro (Garcia ¢f af

1997}, L.a secuencia nueleotidica que codifica para la toxina tambidn ha sido resuclta
{Becerril or ¢f. 1993),

Las demas toxinas reportadas de €. noxius dirigidas hacia canales de sodio de
mamiferos fueron aisladas de las fracciones FALI23 FIL13 3. FIL13.4 v FIL14.4: sc
denominaron Tn6, Cn7, Cn8 y Cn9 respectivamente. Todos cstos péptides tienen una
clevada homologia con la Cn2. En particular Cn7 presenta una alta afinidad hacta
canales de sodio. En cnsayos de desplazamiento cn membranas de cerchro de rata la

Cn7 desplaza a la toxina 'y de Tytivs serrulatus, (una potente toxina de tipo ), a tal



grado que se ha afirmado que 1a Cn7 es la toxina de mayor afinidad a canales de sodio
de mamifcros del veneno de C. noxius (Vaidivia ef al. 1994).

La altima toxina del tipo B encontrada en el veneno de C. noxius, fuc la llamada

Cnl0. Esta muestra gran toxicidad en artrépodos. La Cnl0 se encuentra ubicada en la
fraccion F.IL5 del veneno de C. noxius. Esta toxina s¢ modeld tridimensionalmente y
comparada con una secuencia consenso de toxinas contra mamiferos, tiene un 53% de
simjlaridad y un 80% en comparacion con la secuencia consenso de toxinas contra
artropodos (Selisko er al. 1996).

Dentro de las toxinas de sodio ¢s importante hacer notar que la Cn5 y Cnl0
fueron cxaminadas en retos de toxicidad en ratones presentando una muy baja
capacidad toxica, a pesar de tener un elevado porcentaje de similitud con la toxina Cn2
{tabla 1.). Aunado a esto, la Cnl0 presentan un desplazamiento de la toxina Cn2 en
ensayos de pegado a canales de cerebro de rata. Ambas toxinas fueron purificadas de la
fraccién F.11.5. (Sclisko ¢f af. 1996, Garcia et al. 1997). Por lo anterior, la F.11.5 se
constituye como un antigeno interesante para evaluar su capacidad inductora de una
respuesta inmunc cuyos anticuerpos podrian potencialimente reconocer de manera
cruzada, c¢n funcién de la homologia cstructural tanto de la Cn5 y la Cnl0 con la Cn2,
los péptidos toxicos para mamifcros como la misma Ca2 y por tanto inducir proteccidn y

neutralizacion dc los efectos toxicos de Cn2 y del veneno total de C. noxius.

En la tabla 1. s¢ mucstra Jos nombres y las sccuencia totales o parciales de las toxinas
hasta aliora descritas del veneno de C. noxins; ademas se indica el tipo de canal al cual
afecta, que fraccion del vencno contience dichos péptidos y en que organismos presenta
mayor toxicidad

Inmunogenicidad de ias toxinas de alacran.

Los primeros tiabajos sobre 1a inmunogenicidad de los venenos de alacrdn se

enfocaron en la generacion de una respuesta inmune mediante ¢l uso de las toxinas
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labla 1. Toxinas assiadas v purilicads del veneno soluble deConovins ordenadas de acuerdo al tipo de canal sobre el cual acnian y el tipo de orgamsmo at que
presentan mayor afinidad. Se muestra la fraccion donde se ubica cada una de las secuencia de anunoacidos ¥ el porcentaje de symilitud a las toxinas mds
imporianics del venene para carales de potasio o de sodio

Purificada de

Toxinas contra canales de potasio

Porcentaje de
similitud a NTX

Nombre {a Fraccién
NTX FI1E1a TIINY KCTS? XKQUSK PCXEL 7GSSA GAKCHM NGKCK CYNN 100
NTX2 Fillllb TITNY ZKCFA T8QCW TPCKX AZGSL QSKCH MGKCK CYNG 61
Cobatowna 1 FIL 14 AYCYY RTCDX DCKRR GYRSG KCINN ACKCY PY 333
Cobatoxma 2 T 111 ACYY 2TCOY DCTSR KYRSG KCTIM ACKCY DY 36.5
Toxinas contra canales de sodio de mamiferos Porcentaje de
similtud a Cn2
Lal TiLi4 XDCGYL VDAKG CRYNC TKLGR XDYCN RECRM KHRGG $SYGGY CYGFG CYCEG LSDST PTWPL TNKTC 53.8
Cn2 Fir9za KEGYL YDKNT GCEYE CLKLG DNDYC LRECK QQYGK GAGGY CYAFA CWCTH LYEQA IVWPL PNKRC S 100
Cn3 Fi.9.23 XEGYL VELGT GCKYE CFXLG DNDYC LRECK ARYGK GAGGY CYAFG CWCTQ LEQAV VWPLK NKTCR 78
Cnd FILLO KEGYL YNSYT GCKYE CFKLG DNDYC LRECK NNYGK GAGGY CYAFG CWCTT HLYEQAVVWPLKNKTCN 34.6
Cné FILE23 nd n.d.
Cn? F 1133 XEGYZ VMNYHD GCKYE CYXLG IWDYC LRECK LRVGK GAGGY CYAFA CWCTH LYEQA 81.1
(n8 FilLi3 4 HEGYI TNYYT GCKER CAXLG SNDYC LRECK ARYGK GAGGY CYAFG CWCTHL YEQAV VWPLP K 803
CnY Fli 144 XKDGY PIQEN CCKY 57.1
Toxinas con alta tovicidad hacia artropodos
Cns FIs YEGYL VNKST GCKYG CLLLG ¥NEGC DKECK KNQGG SYGYC VAFGC WCEGL PESTP DTYPL PHNKSC S 582
b FIS XEGYL VNKST CCKYN CLILG ENKNC DMECK CHKNQC SYGYC YKLAC WCEGLPESTPTYPIGKTCRTK 51.5
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mas importantes del veneno en lo referente a la proporcion en el mismo o su toxicidad.

Se realizaron cnsayos utilizando como antigenos las fracciones toxicas del
veneno de C. noxius detoxificadas mediante polimerizacién con glutaraldehido. Los
anticuerpos obtenidos fueron capaces de neutralizar tos cfectos de veneno y proteger,
tanio en reto directo a ratones como con el uso del suero incubado con la fraccion F.II
del veneno hasta 50 DLsg. Ademas estos anticuerpos mostraron reaccion cruzada a
venenos de alacranes del Género Centruroides sp. y también sobre el veneno de
T, serrulatus (Possani et al. 1981 b). Efectos similares de inmunizacién con péptidos
detoxificados y proteccién a venenos completos de alacranes venenosos han sido
reportados para otras especies de alacranes como Androctonus australis Hector y

Butuhus occitanus tunetanmus {Kharrat er al 1996 a).

El uso de péptidos sintéticos que correspondieran a fragmentos de [as toxinas més
potentes del veneno podria scr un antigene logico, que no produjera los efectos toxicos
al ser inyectados cn los animales ¥ que a su vez estimulara la produccion de anticuerpos
capaces de bloquear [a actividad de la toxina. Los scgmentos amino terminales de cntre
los 10 a los 27 primeros residuos aminodcidos eran capaces de producir sueros
ncutralizantes ante la toxina Cn2, pero ¢l reto dirccto a ratoncs previamente
inmunizados con cstos péptidos sintéticos generaban reacciones de sensibilizacidn
(Calderon-Aranda ef af. 1995). En cste sentido se ha propuesto que la sensibilizacion de
los ratones inmunizados con péptidos sintéticos distintos a los antigenos nativos pucde
estar relacionada con la forma como ¢l antigeno es presentado a los linfocitos T; ademas
estas caracteristicas pucden variar dependiendo de las cepas de animales utilizadas cn [a
inmunizacion (Dolimbek y Atassi 1996).

Otros trabajos sc enfocaron cn definir lay sccuencias mas conservadas de las
toxinas y a partir de cllas claborar péptidos sintéticos, valorando cudles de ¢stos cran
capaces de producir anticucrpos neutralizantes de las toxinas mas potentes. Los
resultados obtenidos indicaban que la fraccion amino terminal de las toxinas csta

fuertemente involucrada con los procesos de neutralizacién de las toxinas complctas



(Granier ef al. 1989). El trabajo fue realizado utilizando los anticueipos gencrados
contra la toxina AaH 11 procedente det alacrdn A. aqurralis Hector. Los peptidos
sintetizados a partir de la secuencia amino terminal de AaH 11 mostraban su capacidad de
inducii proteccion en congjos inmunizados sometidos a rcto directo. asi como

neutralizacion cuando fue usado ¢l suero inmune (Devaux ef af. 1996)

lambién s¢ ha reportado que sc induce neutralizacidn y proteceron ante cl
veneno de A. australis Hector utilizando sueros inmunes contra la secuencia total de la
toxina Aatl 11, obtenidos por sintesis quimica cn fase solida. sustituyendo los residuos de
cisteina por acido o-aminobutirico. Dicho péptido no presenta toxicidad en mamileres.
micntras gue fos animales inmunizados con él mostraron proteccion. hasta por SCIs Meses.

hacicndo retos con dosis de 8 veces la Dlsg (Zenouaki er o/ 1997).

Por otro lado. la generacion de anticucrpos monoclonales hacta toxinas
constituye como una importanic herramicnta para el tratamiento de ey encnamiento
flsaacs of al. 1996). Sin cmhargo la obtencion de anticucipos monoclonales contra
(oxinas especificas del veneno de alacrancs se complica debido a sus cfectos tovcos T
uso de  conmjugados o acarrcadores de toxinas como (iroglobulina ha permitido fa
obtencion de algunos anticucropos monoclonales { Zamudio of ¢l 1992) De esta forma
se aisld ol BCEF2, un antrcuetpo capas de neutralizar 32 D1 s de Cn2 con un mihgramo
de anticuerpo parificado v 28 DU sg det veneno soluble de ¢ aovies (Tacca, of al. 1996),
‘También se ha reportado que ¢f sucro anti Cn2 es capaz de teconocer otras toxinas que
pertenecen a distintas subespecies de alacranes como C. hwpidus lunpidis . C fimpridus
acatlancsis, C limpidus tecomanus (Calderdn-Aranda o al. 1993) V1 2306 s oto
anticuerpo wmonoclonal  indugido por la inmunizacion de péptidos <intéticos no dvicos
similares a la toxina Aall 1l (Zenouaki er of 1997, un midigranto de Tz neutraliza 200
D sp de Aabl H{Devaux of af. 1997).

Pambicn se han utitizado como antigenos fiacciones no taxicas a maiferos
presentes en el veneno de distintos alacranes para obtener anticucrpos neutralizantes,

En este sentrdo ta proteina Hamada TsNTAP es un péptido no tdsico enratones v fue
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purificado del veneno del alacran T. serrulatus (Chdvez-Olortegui ef af. 1996), fue
utilizado para la inmunizacién de ratones, reportando proteccion in vive, durante 130
dias, ante ¢l reto con 1) DLsg de veneno total de 7. serrulatus (Moreira-Ferrereira ef al.
1998). De hecho ha sido reportado que los anticuerpos generados por ia TsNTxP son
capaces de ncutralizar el veneno soluble de 7. serrulatus (un mililitro de suero de conegjo
es capaz de bloquear la accién de 20 DLsg) y muestra una ligera reaccidn cruzada con

los venenos de otras especies del Género (Chavez-Oldrtegui ef al. 1997).

Por Giltimo, las toxinas recombinantes que muestran cfectos toxicos sobre inscctos
se han empleado para levantar una repuesta inmune protectora y neutralizante en
mamiferos. La toxina Bot XIV del veneno del alacran B. occifanus tunetanus muestra
alta toxicidad hacia insecios y en ensayo en ratones por via intracerebroventricular no
muestra toxicidad. Los anticuerpos obtenidos mediante la inmunizacién con la toxina
recombinante unida con dos proteinas de fusién induce proteccidn en ratones hacia log
componentes altamente téxicos de este veneno; 150 ul de suero inmune neutraliza 60
DLsg con un 83% de sobrevida y muesira neutralizacion del 100% del veneno en dosis
40 DLsg (Bouhaouala-Zahar et al. 1996).

Todos los trabajos arriba mencionados han aportado en diferente medida datos
importantes para la busqueda, ¢laboracidn y uso de péptidos no tdxicos con simifitud a
las toxinas mdas importantes de los venenos de alacrancs peligrosos. El use de cstos
péptidos en la gencracion de antisucros ncutralizantes o con capacidad protectora ante
venenos de alacrances es el fin principal de las investigaciones immmunolégicas de las

toxinas de alacranes.

Como anteriormente se menciona ¢l emplear toxinas cn la induccidn de una
respucsia inmune presenta dificultades pues es necesario cleminar sus efectos dafiinos. Si
sc desea utilizarlos cn humanos, como posibles vacunas, es necesario comprobar gue los
antigenas usados scan completamente inefensivos para el individuo, que la respucsta
inmune gencrada por éste sea cficiente en la neutralizacion del veneno y que ademas sc

mantcnga por ticimpos razonables, Fl usa de péptidos con baja toxicidad a mamiferos o la
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sintesis de fragmentos no toxicos de las principales toxinas del veneno han dando
mejores resultados; aunque se han reportado también fendémenos de sensiblizacion al

vencno o la toxina usada como antigeno.

La intencién de esta tesis se encamina at estudio inmunoldgico de una fraccion
del veneno de C. noxius (la Cn F.I1.5) para evaluar su capacidad de generar anticuerpos
que muestren reaccidn cruzada, neutralizacion y proteccién contra Cn2 y el veneno
total del este alacran. Como previamente se menciono en cste trabajo la peculiaridad
mostrada por la Cn F.IL.5 al contener toxinas con baja toxicidad cn mamiferos y alta
similitud a Cn2. Con este fin se han planteado los siguientes objetivos.



OBJETIVOS
Obijetivo General.

Estudiar la capacidad inmunogénica de la fraccion Cn FALS vy cvaluar la
5

capacidad protectora y ncutralizantede suero anti Cn F.II 5 contra la

toxina Cn2 v ¢l veneno total de C. noxius.

Obijetivos especificos.

1y Purificar la Cn F.ILS por cromatografia de exclusion molecular ¢

intercambio idnico.

2) Obtener las secuencias de aminoacidos de fos componentes de la
Cn F.IL5 purificados por CLAR.

3) Determinar fa toxicidad de Ta Cn 115 hacia mamileros v crustaeeos.
4} Tivaluar la capacidad mmunogénica de ta Un FUI1 5 en ratones y concjos,

5y Eavaluar la capacdad protectora nr vivo, contra ¢l venene total v la toxina

(02 en ratones, de los anticuerpos anti Cn FUILS ducidos en taton.

&) Fyvaluar la capacidad neutralizante in vezro contra Ta Cn2 det sucro inmune

de congjo indlucido con la fraccion Cn FLULS



Material y Métodos.

Todos los reactivos quimicos utilizados en este trabajo fueron de pureza grado
analitico y obtenidos cn las compailias enlistadas cn las publicaciones anteriores del
laboratorio. (Calderdn-Aranda ¢t al. 1998, Calderén-Aranada et al. 1995, Zamudio et al.
1992, Selisko et al. 1996,Vazquez et al. 1995).

Obtencion del veneno.

El veneno del alacran C. noxius se obtuvo en el laboratorio mediante
_estimulacién eléctrica del telson de alacranes vivos y fuc almacenado en congelacién a
-20 OC. Posteriormente se recuperd en agua tetradestilada y se centrifugd durante [0
minutos. E} veneno soluble fue resuspendido, liofilizado y almacenado nuevamente a
=20 OC hasta su uso.

Purificacidon de la fraccion Cn F.IL5.

Sc¢ separd ¢l veneno soluble mediante una cromatografia de exclusidon molecular
en una columna (170 x 2.5 cm) con Sephadex G-50 nedio, usande una solucion de
acetato de amonio 20 mM pll 4.7 como amortiguador y un flyjo de 12 ml por hora. De
cste modo se obtuvicron cuatro fracciones en basc a las difcrencias de peso molecular.,
La fraccion 11 Tue procesada mediante una segunda cromatografia de intercambio idnico
cn una columna (27 x 0.9 ¢cm), usando resina de Carboximetileelulosa 32, y como
cluycnte se utilizé un amortiguador de acctato de amenie 20 mM pH 4.7 con un
gradiente salino de (0 a 0.5 M. En este proceso fueron obtenidas 14 fracciones dc entre
las cuales se encucntra la Cn F.ALS.

Cuantificacién de la proteina en solucion.

Il contenido de protcina en solucion fue cstimado mediante la lectura de la




densidad optica a 280 nmn de longitud de onda en un espectrofotémero Beckman DU-
50, asumiendo que cada unidad es igual a un miligramo de proteina por mililitro de
solucion. en una cubeta de 1 ¢m de paso optico.

Dialisis de la fraccién Cn F.ILA.

La fraccion Cn F.ILS fue sometida a dialisis haciendo cuatro cambios de un litro
de agua bidestilada cada 15 minutos usando membranas de dilisis marca Spectra/Por 3
Molecutar Weight Cut off 3,500, con ¢l fin de eliminar las sales presentes en fa fraccion.

Purificacién de las subfracciones de la Fraccidn Cn F.IL5.

La purificacién de la fraccién Cn F.ILS se realizo por cromatografia liquida de alta
resolucion (CLAR). usando como amortiguador A (acido trifluoroacético al 0.12 % en
agua tetradestilada) y como amortiguador B (acido trifluorcacético al 0.1% en
acetonitrilo). Sc inyectd la fraccién Cn F.ILS en una columna Cy semipreparativa de fase
reversa v sc utilizé un programa con un gradiente lineal de 0 a 60% de amortiguador B
en 60 minutos, con un flujo constante de bombeo de 2 ml / min, utilizando un cquipo de
CLAR Watcrs modelo 600E con detector de longitud variable uv/visible,

Cada uno dc los componentes obtenidos de la cromatografia por CLAR en la
columna Cy scmipreparativa {ue nucvamenic purificados en una columna Cig analitica
de fase reversa con un programa idéntico de 0 a 60% de amortiguador B en 60 minutos
y un ftujo constantc de bombeo de | ml / min. El componente més abundante de cada
repurificacion fue scleccionado y cuantificado ¢l contenido de proteina en solucion
acuosa. Cada uno de cstos componentes fucron desccados en vacio y almacenados a-

200C hasta su uso.

Secuenciacion de los péptidos.

Se usaron al menos 15 pg de cada componente purilicade de la Uraccion

Cn F.I1.5 para realizar la secucncia de aminodcidos usando ta téenica de Edman, en un
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secuenciador avtoméatico Millipore/Biosearch modelo 6400/6600. La muestra se
resuspendié en agua tetradestilada 15 ul y se aplicé en una membrana CD inmmobilon
{Milllipore); se operd el secuenciador para la la obtencién de 25 ciclos y cuando la
muestra lo permitid s¢ repetié el programa con el fin de identificar el mayor nimero
posible de residuos.

Inmunizacion.

Los animales utilizados en la inmunizacidn, en los retos de toxicidad y
neutralizacion fucron producidos y mantenidos en condiciones éptimas, (agua, alimento
especial para animales de laboratorio y aserrin esterilizados; los ratones se mangjaron en
cajas de acrilico conteniendo 6 animales por caja), en el bioterio del Instituto de
Biotecnologia dc ta UNAM.

Para la inmunizacién se utilizaron 56 ratones hembra Mus muscufus, de la cepa
CD1, de cuatro scmanas de cdad. El programa de inmunizacion se puede obscrvar en la

tabla 2a, con cl objcto dec realizar el reto directo una vez terminado ci protocolo de
inmunizacién.

Antes de iniciar la inmunizacion de los ratones se extrajo 100 ul de sangre a cada
uno, medianie una pequeiia incision del extremo de la cola: dei grupo de 36 ratones sc
obtuvicron ccrca de 3.5 ml de sangre de los cuales sc separo ¢l sucro para ser usado
como control. Cada uno de fos dos sangrados hiperinmunes fueron realizados de la

misma forma.

Sc utilizo también un conejo hembra Sylvilagus floridanus. Nueva Zclanda de
2.5 kg de peso y s desarrolld un programa de inmunizacion muy similar (tabla 2b)

destinado a la oblencion de suere anti Cn F. 115 de conejo para realizar el reto indirecto.

£ sucro preinmune de congjo fue obtenido mediante el sangrado de 5 mide la
orcja del animal. El scgundo sangrado. posterior a [a scgunda inmunizacion, también fuc

de 5 ml. En el dltimo sangrado, posterior a la cuarta inmunizacion, a se extrajo ¢l volumen

27



a} Da !, Sangrado preinmune.*
Inmnuni zacion del grupo control con una emulsion de ACF+PBS.**

Inrunizacion del grupo experimental con una emulsidon de 1.44 pgde Cn
FIHS5+ACF+PBS / raton ¥*
Dia 5. Reinmunizacién del grupo control con una emulsidn de AIF+PBS.**

Reinmunizacion del grupo experimental con una emulsion de 0.55 pgde Cn
F.IL.5+AIF+PBS / raton.**
Dia 30. Reinmunizacién del grupo control con una emulsién de AIF+PBS.**

Reinmunizacion dei grupo experiirental con una emuision de 0.35 pgde Cn
F.11.5+AIF+PBS / ratén.*>

Dia 39. Primer sangrado hiperinmune_*

Dia 54. Reipmunizacidn del grupo control con una emulsién de AFF+PBS.**

Reinmunizacion del propo experimental con una emulsion de0.55pg deCn
F.1.5+AIF+PBS / matdn.**
Dia 69. Reinmunizacion del grupo control con una cmulsion de AIF+PBS.**

Reinmunizacion del grupo expenmental con una emulsion de 0.55 pg de Cn
FEAL5S+AIF+PBS / raton.**

Dia 78. Segundo sangrado hiperinmunc®.

Dia 94. Reto dirccto con Dhsp de veneno total Coroxfus y Cn2.

b} Dia !. Sangrado preinmune. ***
Inmunizacion con 200 pg de Cn F.IL3+ACF+PBS.
Dia 15. Reinmunizacion con 100 pug de Cn FAL5+AIF+PBS.

Dia 30. Reinmunizacion con 100 pg de Cn F.1L.5+AIF+PBS.
Dia 39. Primer sangrado hiperinmune. ¥**

Dia 54, Reinmunizacién con 100 pg de Cn F.IL5+AIF+PBS.

Dia 69. Reirmunizacién con 100 pug de Cn FIL5-AIF+PBS.
Dia 78. Segundo sangrado hiperinmune. ****

ACF {adjuvante completo de Frennd). PBS (buffer saline de fosfatos);, AIF {adjuvante incompleto
de FreundY. *(alrededor de 1 ml por animal); **(cada ratén tue inmunizado con 100 1l de
emulsion}: *** (5 ml), ¥ **(sangrado a blanco).

total de sangre del congjo (sangrado a blanco),

Sc utilizaron veinte ratones como grupo control, inmunizados con 100 1l de una
emulsion de adyuvante completo de Freund (ACF) y amortiguador salino de fosfatos
(PBS) cn proporcion 1:1 (v/v) por via subcutdnca; con cuatro reinmunizacioncs
subsccucntes con adyuvante incompleto de de Freund {AIF)Y y PBS con proporcion 1:1
{v/v). Para la inmunizacion de 35 ratones con la fraccidon Cn F.ITS, ésta sc resuspendid
en agua bidestilada. En [a primera inmunizacion sc hizo una emulsion que contenia: 1.44
pe de la fraceién Co FIALS por vaton, ACT y PBS en relacion 101 (viv). Cada raton fuc
inycetade con 100 pl de esta emulsidn por via subcutianca. En las siguientes
reinmunizaciones se inyectaron 100 pl de emulsion, (0.55 pg de la fraccion por ratdn,
AIE y PBS 111 (viv)).




En el concjo sc usaron en la primera inmunizacion 200 pg de Cn F.ILS, 500 pl de
ACF y el resto cn PBS para obtener 1 ml de volumen. Para las posteriores
reinmunizaciones sc utilizé 100 pg de Ia fraccion, 500 pl de AIF y PBS hasta obtener

1 ml de volumen total. Se emulsifico la mezcla v se administrd por via subcutanea.
Evaluacién de la toxicidad de la fraccion Cn F.ILS .

La toxicidad de la fraccién Cn F.ILS contra mamiferos se realizé en ratones de la
cepa CDI, de entre 20 y 25 g de peso; inyectando por via intraperitoneal diferentes
cantidades de proteina total de la fraccion Cn F.ILS. (entre 50 y 500 pg), ajustadas a un
volumen final de 200 pl de PBS. Los ratones inyectados fueron mantenidos en
obscrvacion durante las siguientes 24 horas, evaluando la toxicidad de la dosis al
presentar los sintomas caracteristicos (excitabilidad, irritabilidad, piloereccion, sialorrea,

contraccién muscular, etc.) o la letalidad de la misma finalizar este tiempo.

La toxicidad en crustaccos se realizaron en cochinillas Armadillum vulgare. Sc
utilizaron dosis dc 2.5 a 7 ug de la fraccion total Cn F.IL5 por cada 100 mg dc peso, con
volumen final de 5 pl de agua bidestilada, aplicando la microinyeccion en el Gltimo
segmento del cucrpo por la region ventral. Una vez  inycectadas las cochinillas se
mantuvieron en observacién por 24 horas y sc registré la toxicidad (parélisis flacida o
espasmica, discordancia motora al mostrar movientos circulares y lentos) o letalidad de la

dosis al culminar ¢! tiempo.

Evaluacion de la capacidad protectora y neutralizante de los anticuerpos
anti Cn F.I.5.

Reto directo { proteccion in vivo).

Se retaron tanto los ratones inmunizados con la fraccion Cn FULS como los




inmunizados con adyuvante de Freund {control) administrando una DL sy del veneno,
total (5 1g/ 20 g raton) o una DLsg de Cn2 (0.25 pg/ 20 g de ratdn), por via

intraperitoneal, evaluando la sobrevida de los grupos 24 horas después de la
administracion del veneno.

Reto en terceros {neutralizacién in vitro).

Para cllo sc mezclaron distintas cantidades de suero de conejo anti Cn F.I1.5 (50,
100, y 200 pl), con una 6 1.5 DLsp de Cn2 por espacio de una hora en agitacion
constantc a temperatura ambiente. Posterionmente las mezclas, con unt volumen final de
200 pl, fueron administradas en ratones CD1 por via intraperitoneal. evaluando la

sobrevida a las 24 horas.

Titulacidén y reactividad cruzada de sueros anti Cn F.II.5.

La titulacién de anticuerpos de los sueros anti Cn F.ILS v la reactividad cruzada,
se realizaron mediante ensayo inmunolégico ligado a enzima (ELISA). usando placas de
vinil (Costar). Las prucbas de titulacién de anticuerpos se realizaron por duplicado
pegando a los pozos 50 pl de una solucidn que contenia: amortiguador de carbonatos
de sodio 0.1 M pH 9.5 | la fraccion Cn FILS, 1a Cn2 o ¢l veneno total de C. nexins en
concentraciones 5 pg/ml, durante 2 hr a temperatura ambicnte. Posteriormente los pozos
fucron blogueados con una solucion de PBS y BSA al 3% (v/v) durante | hra 36 0C y
sc agregaron los sucros anti Cn F.11.5 y ¢l sucro preinmunc tanto de congjo como murino
en diluciones dobles seriadas utilizando un amortiguador de PBS BSA 3% y PBS I'ween
20 al 1% ¢n proporcion 1:1 (v/v) por 1 hra 36 OC. El segundo anticucrpe utilizado fuc
anticuerpe de cabra ant 1gG. de concjo o de raton segin el caso. conjugado con la
cnzima peroxidasa, sc uso cn dilucién 1/3000 con el amortiguador antes mencionado
durante 2 hr a 360C . EY revelado sc cfeciud ahadiendo orto-fenil-diamina 5 mg/ml y
Hy()3 0.4 pl/ml como sustrato en amortiguador de fosfatos S mM pi 7.3 y deteniendo la
reaccion con NCI 6 N cuando cl control positivo colorcaba adccuadamente.

Posteriormente al revelado se efectud 1a lectura de la densidad optica a 492 nm de
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longitud de onda en un espectrofotémetro marca BIO-RAD modelo 2550 EIA Reader.

Entre cada paso. las placas fueron lavadas con solucidn de lavado de PBS- Tween 20
1% en scis ocacioncs.

Los ensayos de reactividad cruzada del anticuerpo monoclonal BCF2 y del suero
hiperinmune anti Cn F.IL5 de conejo se realizaron uniendo cada uno de los
componentes purificados de la fraccion de la Cn F.IL.5 y la Cn2 (3 pg/ml), agregando
50 pl por pozo, se saturd la placa con BSA 3% (v/v) y se agreg6 el anticuerpo
monoclonal o el antisuero contra la fraccion en concentraciones de 12 ug/ml y 1:100
(v/v) respectivamente, se reveld nuevamente con anticuerpos de cabra anti IgG ligado a
la cnzima peroxidasa en ditucion 13000 y se reveld con orto-fenif-diamina y H,O; como
sustrato. Los amortiguadores asi como el lavado y la lectura fueron realizados las mismas
especificaciones arriba mencionadas.
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Resultados.

Los resultados obtenidos en este trabajo pucden ser divididos cn dos partes:
una primera referente a la purificacion y obtencién de las secuencias parciales de los
componentes de fa fraccién Cn F.ILS y la segunda enfocada a la caracterizacion

inmunogénica de ésta.
A. Separacién y Caracterizacion Quimica.

Dentro de la parte bioquimica se logré separar eficientemente la fraccion
Cn F.11.5 mediante dos pasos cromatograficos consecutivos; El primer paso se basa
en las diferencias de masa molecular entre los distintos componentes del veneno:
chtenicndo cuatro fracciones bien definidas: F.I, F.IL F.I y F.IV: de éstas la F 11
contiene el 80 % del veneno total. la fraccion F.II representa ¢l 10.8 %. la F.IV el
7.5 % v la F.I con sélo ¢l 5% de proteina que constituye la fraccion minoritaria
(Fig. 4.

Con la fraccion F.IL tdéxica a ratones, se procedio a realizar una nueva
cromatografia basada cn las diferencias de la carga neta de cada una dc las toxinas
presentes en la fraceion, usando una resina capaz de retencr las particulas cargadas
(FFig. 5). Después de cargar Ja F.11 en 12 columpa se climinan los clementos que no se
unicron a la resina dejando correr 10 ml de amortiguador y posteriormente se inicio
un gradiente lineal de NaCl de 0 2 0.5 M, lo que permitio la salida paulatina de las
distintas fraccrones de acuerdo a la magnitud de sus cargas. I 1resultade de esta

cromatografia de intercambio idnico muestra 14 subfracciones, F.IL1 a F.I1.14,

La Cn .15 constituye ¢l 14.3% dc la proteina total de la fiaccion BUIL solo
abajo de las fracciones F.IL9 con ¢l 24% y la F.IL8 que representa ¢l 15.7%: la
fraccion F.IL6 representa al 9.1%, la F.1L4 tiene un 6.9% y la F.1E | registra 4.7%.,
micntias que cf resto de las fracciones representaron potcentajes menores al 4% del

total de la proteina aplicada
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Fig 4. Cromatografia del vencno soluble de € aoanes Enuna columna de 2 5 x [70 cm de Sephadex G-50,
medio, cquilibiada con 602 M de acetato de amome. pil 4.7 fue cargada con 6.3 ml de veneno soluble

contenicndo 500 mg de proteina Icida a 280 am y ¢lwido con el mismo amortiguador con un fluyjo de 50

mi/hr, se colectmon pm sepatado alicotas de 2.5 md.

La fraccién Cn FALS fuc scparada y dializada con el objeto de climinar las
sales que cluyen de la columna de intercambio idnico junto con las fracciones
protcicas. Una vez climinados los residuos salinos. la fraccion Cn F.ILS fuc

iofilizada y aimacenada a 20 OC hasta su uso.

La scparacién de los componentes de la Cn F.ILS sc realizé por CLAR . En
¢sta nueva etapa se inyectd 1 mg de la fraccion Cn FILS cn 170 pl usando una
columna semipreparativa de alta presion Ca, a un flujo constante de 2 ml por
minuto. La ligura 6 muestra ¢l cromatograma obtenido de una corrida de la Cn
LS, leida a 230 nm de longitud, y usando un programa lincal de 0 a 60% de

amortiguador B en una columna C4 de fasc reversa.
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Fig 5 Cromatogafia de miercambro jomco la fraccién 11 del venene de ¢ rovi . Una columna de caibosa-
metit-celulosa 32 (0.9 x 27cm) equilibrada con 0 02 M de acctato de amonio, pil 4 7 tue corgada con 95 mg
de la fraccion en peso seeo., en 17 ml de solucion Se apheo un gradiente Tingal con 240 ml de amortiguador
de seetalo de amonio que contema 0.5 M de NaCl, miciando a Jos 10 ml de elucion v af final del gradiente la
columna se Tave con una solucion M de NaClen amortiguador de gectato de amonto [ as frageiones Tueren
coleetmdas en alicotas de 35 ml por sepatada con un Nujo constante de 30ml he. Cada une de fos nameros

conesponden al nmero de fraceion recupetada por separadoe

Se pueden distinguir 24 componentes distintos gue fucron colectados por
separado. Cada uno de estos Tue denominado en base @ los nameros utilizados
previamente para los péptidos principales de la fraceién. Por ¢jemplo. Ja Cn5 en la
fraccion corresponde al namero 21y a la Cnl6 le corresponde ¢l namero 19, Los
componcptes minoritarios (péptidos prescntes cn menos del 3.5% del tatal de 1a
[raccion) fucron denominados con el namero del péptido mayor  inmediato anterior
scguido por un punto y una nueva numeracién, asi por cjemplo entre los

componentes mayoritarios 20 v Cn5 hay dos componentes menores denominados
20.1 y 20.2.
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Fig. 6 Cromatogiafia por HPLC de la fraccion IL.5 del veneno de C. noxius, Una columna C4 senmupreparaliva

de fase reversa. Sc aplicd 1mg de la fraccion leida por abserbancia a 280 nm en 170 pl El cromategrama fue
realizade en base a lecturas de 230 nm a.17.1. b.17.2, ¢.17.3, d. 174, e.17.5, f.17.6, g 177, h 17 8. .17 9,
JOR R Cn10, 1190, m 20, 200, 0202, p.Cn3, 922, 1221, 523,423 1, 0 24, v24 1. X242, ¥.15)

Una nucva cromatografia por CLAR se realizé para cada uno de los
componentes que se obtuvicron de la Cn F.ILS, utilizando para ello una columna
C g de fasc reversa, esto con la finalidad de ascgurar la purcza de los componentes.
Estos péptidos fucron utilizados para la obencién de la secuencia animo terminal
usando ¢l sccuenciador automitico de aminodcidos, de cada una de las
sublracciones que no habian sido secuenciadas anteriormente. En la tabla 3 sc
mucstra la sccuencias totales o parciales del extremo aming terminal a carboxilo
terminal de cada uno de los 19 componentes de la fraccion Cn.FALS que se
lograron sccuenciar satisfactoriamente. La Hmitante principal para la secuenciacion

de los péptidos fue 1a baja cantidad de proteina pura obtenida.
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Tabla 3. Secuencias completas o parciales de los peptidos componentes de la faceidn Cn F.IL5 det veneno del alacran C aoveus del extremo animo terminal al

carboxilo lenninat

num 5
172 yTINK
74  UFDIK
{75 TFIDX
177 VAGYX
178 VDKLS
179 DJYKLE
iR XDGYP
Cnl0  X=GYL
191  XEGYL
20 ARDGY
201 “4DYP
202 HAGXRL
Cn3  XEGYL
211 KEGYL
12 REGYL
13 XOGYP
a4 ARLCGY
1432 2RDGY
25 PEDGY

ATSPQ

DXTPX

]
L]

EGRGH

LAXNG
VNKST
VNKNG
PYDEK

SALIN
VNKST
VNKXT
HKST
LGRTQ
LVDKE
LVDKE
vHTSD

15

QLSKP

XKEXDA

STLYG

GCXYN
GEXYN
GXKL

DRAGH
GCKYG
GXKYG
GLKYG
STVFPP
GXKLF
GRKLE
NYSLP

20
XAAFG

PDKA

KSINN

CLILG
XGLGE

25
ITXAGG

ENKNC

KNEGC
GEND
NQG

XHENR

30 35 40 45
KXING -XXK
DMECK AXNQG  GSYGY  CYKLA
DXECK KNQGG  SYGYC YAFGC

36

50

CWCEG

WCEGL

LPEST

PESTP

a0

PTYPI

PTYFL

65

GKTCR

PNKSC

TK
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B. Ensayos Biologicos.

Para evaluar la capacidad toxica y cspecificidad hacia mamifcros y
artrépodos de fos péptidos purificados se realizaron cnsayos de toxicidad, ademas
de generar anticucrpos policlonales en conejo y raton para evaluar su capacidad
protectora y necutralizante.

Los cnsayos de toxicidad en mamiferos mostraron que a partir de la
administracion de 500 pg por 20 g de ratén de la fraceion Cn F.ILS, ésta era letal,
pues uno dec los cuatro ratones murié y dos de cllos mostraron sintomas de
toxicidad (tabla 4a). Como controles fueron utilizados 2 grupos de 4 ratones, dc los
cuales el primero fue inyectado con 200 pf de PBS y el otro grupo se inyecté con
el amortiguador utilizado para la purificacion de la Cn F.IL5 (5 ml de acetato de
amonio 20 mM). Esta solucién fue liofilizada vy resuspendida en un mililitro de
agua, se¢ tomaron 170 Ul de clla y 30 pl de PBS, para comprobar que los residuos
generados por ¢l amortiguador después de haber sido liofilizada la fraccion no
cstuvicran involucrados en la toxicidad de la fraccion Cn F.I1.5; En ambos casos el
percentaje de sobrevida fuc del 100% y no se presentaron sintomas de toxicidad.

En crusticeos la cantidad minima ¢n la cual sc observé efectos tdxicos inicid
a los 3 pg por cada 100 mg de peso de Armadillum vulgare, registrandosc una
sobrevida de 4 cochinillas de un total de 6 inycctadas, esto cs un 66.7% de
sobrevida, micntras que aplicando 6 y 6.5 pg la sobrevida fue menor (33.7%) y con

7 g por cada 100 mg de peso sc observe 0% de sobrevida (tabla 4.b).

Evaluacién de la capacidad inmunogénica de la fraccion Cn F.IHL.5.
La titwlacion de los sucros, por ELISA, tanto de os ratones como del congjo

mostraron una buena repuesia de anticucrpos después de la segunda inmunizacion

(Fig. 7a y de concjo Fig. 7b). El sucro de concjo mostré un valor a 492 nmm de 0.75
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Tabla 4. Toxicidad de la fraccién Cn F.IL5 del venenc del alacrén C sovius A) en ratones hembra
de la cepa CD1 por via intraperitoneal B) en cochintllas Armadiflum vulgare por microiny eceidn
en el yltimo segmento del cuerpo

A)
Nuimero de ratones ug de toxinas / 20gs Sabreyidar Parcentiye de
de peso de ratén Sobrevida
2 30 22 100
2 100 22 100
2 250 22 100
4 500 34 5
2 200 p1 PBS 12 100
2 residuos de Sml de 22 100
acetato de amomo
B}
Nimero de.{ vwlgare 1g de tovnas/] 00 mgr Sobrey dar Porcentaje de
de peso de 4. vuigare sobrenida
6 0 66 100
6 25 &6 10¢
6 3 46 o6 7
& 2/6 333
6 6.5 26 333
6 7 06 il

2 En todos los casos cl volumen de apheacién fue de 200 ) mustado con PBS,
I> La sobre vida fue Icida a las 24 horas de Ja inoculacién de Tos animaies
< El volumen de snosulacion final s¢ zjusto a 5 3.

unidades en diluciones de 1:6400 (v/v) a la fraccion Cn F.ILS y en 0.7 al venene
total de € novins en diluciones de 1:3200 (v/v). Estos valores repicsentan cl 50%%
del maximo valor de absorbancia obtenido. El sucro murino mostro valores de
reconocinmiento mayores contra la fraccion Cn FALS y ol veneno iotal, comparado
con ol sucro de concjo. teniendo lecturas de 1.0 en diluciones de 1 6400 para la
fraccion Cn FILS y 0.8 unidades en diluciones de 1:3200 al probar con ¢l veneno
total de €. noxius. La reactividad del sucro anti Cn F.ALS de ratén mucstra una baja
respuesta hacia la ('n2 al registrar una letura de sélo 0.25 unidades en diluciones de
1:100 y en sucro de concjo los anticucrpos generados presentan un reconociniento

mayor con (1.4 umdades en difuciones de 1:800,
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Fig 7 Titulacién de anticucrpos policlonales contra la fracc1on Cn I 11 5 del suero hipenmmune en diluciones
dobles seriadas a} de 1aton y b) de congjo; #control negativo usando BSA como antigeno, A  veneno total de

C. onoxuy ,@Cn I'T11L.5, 8 Cn2

Para cvaluar el reconocimicnto del suero policlonal de concjo anti Cn F.I1.5
en dilucion 1:100 hacia los componentces individuales de dicha fraccion, asi como la
rcaccion cruzada hacia Cn2 se realizaron ensayos en ELISA, utilizando como
antigenos: Cn F.IL5, los componenies obtenidos de CLAR de fa Cn FIILS y la
toxina Cn2 cn concentracién de 3 ug/ml (Fig. 8).

l.os resultados mostraron que en general los péptides de la fraccion
prescntan rcconocimicanto similar con ¢l antisucro aunque sobresalen
principalmente los componentes 17.8, 17.9, 18 y Cnl0 al registrar cl mcjor
reconocimicnto por los anticucrpos gencrados con la fraceiéon Cn FUILS con
absorbancias entre 1.4 y 1.7, ¢ incluso mayores que ¢l de absorbancia registrado
por la fraccion Cn F.ILS completa (abajo de 1.4 unidades). Los componentes que
tuvieron ¢l menor reconocimiento por ¢l antisuero son los 24.1, 242 y 25 cen
lecturas de (1.3 a 0.5, La Cn2 fuc rcconocida por el suero anti Cn F.I1.5 de manera
modcrada registrando (1.7 unidades.
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Fig & ELISA de reactividad del suero policional de concjo generado por fa fracoidn Ca VLS dilwdo 1100~

wsando coma antigeno cada une de los componentes punificados de 1a fraceién del 17 7 af 25 v la Cn2 en

concentiactones de 3 pg’ ml

Fl BCF2 sc utilizé para evaluar la presencia del cpitopo neutralizante de Cn2
reconocido por este monoclonal sobre los componentes purificados de la Cn IILS
(fig. 9). Los resultados de cste ensayo mostraron que los componentes de esta
fraccion no fucron reconocidos por ¢l anticucrpo monoclonal BCF2 pucs las
lecturas de los péptidos de la fraccion no rebasaron la fectura registtada por cl
control negativo, BSA, En tanto que cf valor registrado por cl control positivo. n2,
presenta una lectura de 1.3 unidades a 492 ni.

Evaluacién de la capacidad protectora de los anticuerpos anti Cn

F.I.5 en ensayos de reto directo.

f.os ensayos de proteccion en ratencs sc rcalizaron para verificar la
capacidad ncutralizante in vivo del sucro generado por la fiaccion Cn F.ILS. Nos
referimos por capacidad protectora al reto dirccto de la toxina mas importante del
veneno., la Cn2. o el veneno total de ¢ novins en ratones previamente inmunizados
con la CnFULS.
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Fig 9 FLISA de reactividad del anticuerpo monclonal BCF2 12 pg/mi contra Ja Cn2 y los componentes

purtlicados de Ta fraceidn Cn 17115 del 17 7 al 25 en dituctones de 3 pgrml,

Para ¢l reto dirccto utilizamos 35 ratones inmunizados con Cn F.ILS5,
divididos cn dos grupos cxperimentales de 18 y 17 animales. Los 20 ratones
inmunizados con Adyuvante de Freund y PBS fucron dividos et dos grupos de 10
animales y utilizados como grupos control. Ef grupo de 17 ratones inmunizados y
un grupo conirol fucron mycctados intraperitoncalmente con 5.2 ug de veneno
total de ¢ novins (una Dl.se) por cada 20 g dc ratén (tabla 5a). En el grupo
control s¢ observa una sobrevida de 6 de 10 ratoncs retados. lo que nos da un
porcentaje de sobrevida del 60%, cu tanto que en el grupo de ratones inmunizados
y retados con ¢l veneno total de ¢ noxius sc obtuvo una sobrevida de 2 de 17

ratones inyectados mostrando solamente un 11.7% de sobrevida.
T ensayo de reto directo con la toxina Cn2, se realizéd aplicando dosis de

0.25 pg de toxina (una DLsp) por 20 g de peso del raton. Los resullados sc

mucstian en 1a tabla §b donde sc observa que la sobrevida para el grupo control
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Itidia 7. INTY UIreuiy? })dld Cvarudl pllllcb\.«ll)’l] EXDOVIEDS UT LSS Tl Zaeos el 1
fraccion Cn F.ILS del veneno de C.nioxius, a) contra el veneno total soluble de ¢
novins b)) contra Cn2, ambas aplicaciones se realizaron por via intraperitoneal.

a)
Nﬁmcra? de (g de toxinas / 20g de Sobrevida. Por%c_ntagg de
ratones. peso de raton. 50brevida.
control 10 5.2 6/10 (4]
CXp. i7 5.2 2/17 1.7
b)
Numero de e de toxina /20 g de Sobrevida. I’(?r%cntz'ljg de
ratones. peso de ratén. sobrevida.
contro] [ 025 911 81.8
oXp. 18 0.25 618 33.3

fue de 9 de 11! ratones con un §1.8%. En tanto que en ¢l grupo de 18 animales

inmunizados con Cn F.11.5 sc obtuvo una sobrevida de 6 ratones con un porcentaje
dec 33.3%

Evaluacion de la capacidad protectora de los anticuerpos anti

Cn F.IL5 en ensayo de reto en terceros.

Para cvaluar la capacidad neutralizante in vitro del suero de concjo anti Cn
115 ante ¢l reto con la toxina Cn2 se utilizaron diferentes dosis de sucro de
congjoe anti Un T.1L5. se mezelaron con una Dlsg de Un2 durante una hora en
agitacion constante y temperatura ambiente (tabla 6.). Los grupes controles
utilizados en cste reto consisticron en dos grupos de 4 ratones no inmunizados quc
s¢ inyectaron como siguc: 1) El primer grupo fue inyectado con 025 pg de Un2
por 20 g de peso de raton en 200 ul de PBS. por via intraperitoncal, con una
sobrevida leida a las 24 horas de 2 ratones (50% de sobrevida). 2) Fi segundo
grupe fue inyectado solo con 100 pi de suero de congjo anti Cn F 115 y 100 pi de

PI3S, 1egistrando una sobrevida det 100%.




Tabla 6. Ensayo de neutralizacioén in vitro de la toxina Cn2 por el antisuero policlonal de congjo
generado usando la fraccién Cn F.11.5 del veneno del alacran C. noxius como antigeno.

Nimero de g de toxina / ul de antisucro Sobrevida. Porcentaje de
ratones. 20g de peso de sobrevida,
raton.
4 0.25 0 2/4 50
4 0 100 4/4 100
4 (.25 50 1/4 25
4 0.25 100 2/4 50
4 0.25 200 4/4 100
4 0.375 200 2/4 50

Los siguicntes grupos experimentales se conformaron igualmente de 4
ratones y fucron inycectados con 200 ul en volumen final de: 1) El primer grupo
cxperimental sc inoculd con 50 pl de suero hiperinmune de congjo, 0.25 pg de Cn2
por 20 g dc ratén y sc ajustd a 200 pl con PBS. La sobrevida registrada para cste
grupo fue sélo de uno de cuatro ratones (25% de sobrevida). 2) El siguiente grupo
fuc inycctado con 100 1! de sucro de congjo, (.25 pg de Cn2 por 20 g de raton y s¢
ajusté a 200 pl con PBS: los ratones que sobrevivicron al reto después de 24 horas
fucron 2 de 4 (50 % de sobrevida). 3) Al tercer grupo se le aplicé una mezcla de
200 pl de suero hiperinmune con (.25 pg de Cn2 por 20g de ratén; cste grupo
registréd una sobrevida de 4 ratones (100%). Por lo cual sc proccdio a realizar un
nucvo rete aplicando 1.5 Dlgp de Cn2 (0.375 ug de Cn2 por 20g de raton) y 200
ut de sucro hiperinmunc anti Cn F.ILS de congjo, la sobrevida registrada en este

caso fuc de 50%,
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DISCUSION.

La fraccién Cn F.I1.5 contiene a las dos toxinas contra artrépodos def veneno de
C. noxius conocidas a la fecha ( Garcela ef al, 1997; Selisko et al. 1996). Los estudios de
toxicidad de la fraccidn Cn F.11.5 indican que esta fraccidn muestra bajos niveles de
toxicidad en mamiferos (Possani et al. 1981 a) y que los porcentajes de similitud de CnS
y Cnl0 contra Cn2 son elevados (tabla 1).

Fl trabajo bioquimico fue elaborade con el fin de obtener la mayor informacion
posible sobre Ia fraccién Cn F.IL.5 y compararla con las propiedades inmunogénicas de
ésta en ratones y conejo.

La cromatografia por CLAR de la fraccién. evidencié la gran cantidad de
péptidos cxistentes en esta sola fraccion, al registrar al menos 24 componentes scparados
en la columna semipreparativa (fig 6). Solo para 19 de los 24 péptidos purificados se
obtuvo la sccuencia y sc somecticron a analisis comparativo contra sccucncias ya
reportadas como Cn2 y NTX: csto debido a que algunas veces el material purificado fue
muy escaso ¢ insuficiente para realizar la deterninacion de la sccuencia o las secuencias

resultantes no fucren suficientes para hacer las comparacioncs.

Al realizar los analisis de las secuencias amino terminales de los 19 péptidos
téxicos gque corresponden a diferentes porcentajes de la Cn F ILS. se observo que ¢stas
poseen ligeras difercncias en residuos que propician la especificidad y afinidad de cada
una. D¢ cstas toxinas para dos sc ticne la secuencia completa (CnS y Cnl0) y para otras
6 ya sc habian obtcnido sccuencias parciales (18, 20, 22, 23, 24 y 25) pero aun no

reportadas cn la Literatura,
De fas 19 secuencias reportadas en csta tesis, (tabla 3.), s pucde ohservar que la

mayoria de cllas corresponden a toxinas contra canales de sodio. basdandosc en ¢l analisis

comparativo de las sccucncias obtenidas contra la Cn2 usando el programa FASTA
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(GCG Inc.), que realiza alineamientos y muestra porcentajes de identidad con secuencias
del bance de datos o con secuencias ingresadas por el usuario. Los 11 péptidos
secuenciados que mostraban mas de 10 residuos (Cnl0, 19.1, 20, 20.2, Cn§, 21.1, 22, 23,
24, 24.2 y 25) tuvicron un porcentaje  de identidad mayor al 63% con Cn2. Otras 2
toxinas sccuenciadas: 17.2 y 17.5 podrian afectar canales de potasio pues muestran un
porcentaje de identidad con NTX de 51% y 38% respectivamente. Ademas es de hacer
notar que el péptido 17.2 muestra mas del 70% de identidad contra la Margatoxina
(MTX), una toxina contra canales de potasio presente en el veneno de C. margaritatus.

Una revision de las diferentes fracciones obtenidas de la cromatografia de
intercambio i6nico de la fraccién F.JI que han sido repurificadas en CLAR, demuestra
quc algunos de los péptidos menos abundantes en Ja Cn F.ILS sc presentan en una
mayor proporcién cn ofras fracciones. Ejemplo es el componente 17.2. que en fa fraccion
Cn F.IL.5 se chcuentra en menos del 0.4% del total de la proteina presente en la fraccion,
pero también s¢ encuentra en la fraccion Cn F.I19, donde el porcentaje es mucho mayor
(2.7%) v las secuencias parciales son idénticas.

Sobre los ensayoes de toxicidad de la fraccidon Cn F.ILS, es de hacer notar que
aunque cn esta fraccion se ubican toxinas que actian contra artropodos, éstas ticnen
una afinididad mcnor a canales de sodio de mamiferos (Garcia er al. 1997: Sclisko ef al.
1996), y que una vez inyectados cn dosis clevadas pucden causar efectos tdxicos o
lctales, como ¢l abservado al aplicar dosis de 500 pg por 20 g de peso de ratén (tabla
4a). El reto de toxicidad cn artrépodos sc realizé en cochinillas, presentando niveles de
toxicidad y Ictalidad similarcs a los retos contra mamiferos; esto es la dosis minima cn la
cual s¢ observaron sinlomas de toxicidad v letalidad en ratones fue con 25 pg por gramo,
micntras que en crustaccos la dosis minima que mostrd cfectos toxicos fue también, 25
iLlg por gramo, aun cuando la Ictalidad se registré en dosis de 30 pg por gramo de A.
verlgare (1abla 4h).

Si bien en la fraccién Cn F.IL5 sc encuentran toxinas de alta afinidad contra
artrépodos como la Cn5 y Cnl0, para cl resto de las toxinas presentes en fa fraccion no
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se ha determinado adn la afinidad sobre canales ionicos. Es muy posible que se
encuentren toxinas de sodio con alta afinidad a canales de mamiferos, sugerido por la
identidad en la secuencias amino terminales de algunas de ellas y la Cn2 (entre 75% v el
63.6% para los péptidos 19.1, 21.1, 22, 24, 24.2), sin tomar en cuenta los péptidos
dirigidos a canales de potasio como el 17.2 y 17.5 que también aportan sus efectos
toxicos cuando son aplicados en dosis elevadas. Con el fin de entender la potencia de la
Cn F.I1.5 nosotros calculamos que la concentracién de Cn F.IL.5 que mostrd letalidad
sobre ratones es comparable con la picadura de mds de 50 alacranes, relacionado por la
cantidad total de proteina soluble del veneno de C. noxius.

En relacion a la evaluacion de la capacidad inmunogénica de la fraccion Cn FLILS
utilizando los protocolos de inmunizacion descritos en la tabla 2, demostramos que esta
fraccién cs un buen inmundgeno a partir de los titulos de anticuerpos, detectados por
ELISA, contra la propia Cn F.IL5 (fig. 7). También nuestros resultados indican que la
similitud observada en la secuencia para un buen nimero de componentes de la fraccion
Cn F1L5 con la Cn2 y otras toxinas del veneno resulta en la presencia de epitopos

compartidos. Esto fuc mostrado apartir de la reaccién cruzada del sucro anti Cn F.I15
cntra Cn2 (fig. 8}

Cuando se rcalizaron los cnsayos de ELISA para cvaluar ¢l reconocimicnto de
cada uno de los péptidos purificados en la Cu F.IL5 por ¢l suero anti Cn F.ILS, sc
obscrvo una fuerte reactividad hacia leos péptidos principalmente dirigidos contra
canales de sodie v en particular hacia ¢l 17.8,17.9, 18 y Cul0 (Gig. 8). Dc éstos, solo para
Cnlt0 s¢ conoce la sccuencia completa y mucstra 51.1% de identidad a Cn2. Las
secuencias amino terminales que de los otros tres péptidos s obtuvicron, ticnen un muy
bajo namero de residuos reconocidos y no permiten la comparacton con la Cn2 u otras
toxinas de alacran. Las toxinas que muestran ¢l mayor porcentaje de identidad con Cn2
son: 24 con 75%, 24.2 con75%. 19.1 con 71.4%. 21.1 que presenta un 68.2% y 22 con
63.6%., pero los anticuerpos policlonales del sucro mucstran fecturas iguales ¢ menores a
1.0 a 492 nm y para los péptidos 24 y 24.2 las lecturas fucron menores (de 0.8 y 0.6

unidades respectivamente). Los datos anteriormente analizados concuerdan con la
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reactividad mostrada de los anticuerpos anti Cn F.IL.5 en reaccion cruzada con Cn2 pues
se registra una lectura cercana a 0.7 unidades de absorbancia.

El uso de un anticucrpo monclonal capaz de bloquear la accion toxica de Cn2,
como el BCF2, en ensayos de reconocimiento de los componentes de la Cn F.ILS, en
ELISA, nos permitio evaluar si el epitope o epitopos que reconoce este monoclonal se
encuentra presente cn los componentes de la fraccion (fig. 9). Los resultados muestran
que ninguna de las toxinas purificada en la Cn F.IL5 tiene un epitope que sea
reconocido por BCF2, en otras palabras, la union de los anticuerpos policlonales a Cn2
se lleva a cabo en sitios de la toxina que no actian en el reconocimiento y union al
receptor del canal de sodio, en contraste con lo propucsto sobre la interaccion del BCF2
y Cn2 (Selisko et al. 1998; Calderén-Aranda et al. 1998).

En las prucbas de neutralizacién de la Cn2 in vitro, usando el suero policlonal de
congjo anti Cn F.ILS (tabla 6.), se corrobora lo mencionado con anterioridad, pues para
observar la capacidad neutralizante del suero fue necesario usar 200 pl de éste para
bloquear en 100% la letalidad dc un sola DLsg y al mczclar 1.5 DLsg con 200 ptl de
sucro de conejo el porcentaje de mortandad muestra un comportamicnto similar al grupo
control, con un 50% de sobrevida, La unién de anticuerpo anti Cn F.ILS a la Cn2 es
capaz de neutralizar su efecto toxico posiblemente por impedimento estérico entre la
Cn2 vy ¢l receptor del canal pero no con la eficiencia mostrada por BCF2 (Licca ef al.
1996 a) . Al mezclar 50 1 de sucro hiperimnunc de concjo ¢l porcentaje de Jetalidad fue
mayor al grupo control pero basandonos cn ¢l escaso nimero de ratones utilizados la
mueric de uno solo de cllos aporta un 25% del total, asi que si el ensayo sc realizara en
un grupo mayor de ratones muy scguramente ¢l porcentaje de mortandad sc modificaria.
El grupo que fue rctado con 100 Pl de suero hiperinmunc y una DLso de Cn2 presenta el

mismo porcentaje de Ictalidad que el grupo control.
El reto directo rcalizado cn ratones s¢ desarrollé para cvaluar la capacidad

protcctora ante el veneno total y Cn2, en animales que s¢ someticron a un programa de
inmunizacion inoculando como antigeno a la fraccion Cn FUILS. En un inicio la
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inmunizacion se realizé con 1.44 ng y posteriormente se usé 0.55 pg de la fraccion por
raton. Como este antigeno es una mezcla de toxinas no pueden utilizarse grandes
cantidades de é! y aim cuando la dosis tdxica de la fraccion es mucho mayor no es
necesaria una mayor cantidad de antigeno en ratones como lo muestra la figura 7, donde
se observa un buen titulo de anticuerpos policlonales contra ta Cn F.ILS. Al disminuir la
cantidad de antigeno en las reinmunizaciones se seleccionan los linfocitos que presentan
inmunoglobulinas con mayor afinidad hacia el antigeno (Goild ef al. 1968)

Los resultados del reto directo indican una fuerte sensibilizacion contra el veneno
total como contra fa Cn2 v es ain mds evidenic en ef reto ante la Cn2. pues
aparenteinente la dosis utilizada estaba por debajo de Ja DL 5o reportada en la literatura,
como se puede apreciar en el grupo control, donde la sobrevida esperada era del 5(% v

se regist¢ un valor significativamente superior (§81.8%) (tabla 5}.
Existen varias posibilidades para explicar el fenomeno de sensibilizacion:

En un primer caso el problema podria explicarse en (¢rmines de la farmacocingtica
de las toxinas v la scroterapia utilizada contra ¢l envenenamicnto. Una vez que ingresa
la toxina en cl cucrpo por via subcutanca la distribucién de la misma al torrente
sanguinco cs rapida y aun ¢s mas veloz si la aplicacién del veneno cs intraperitoncal
(Rezende of al. 1995; smail er al. 1996}, La climinacién se hace casi total a las dos horas
de haber ingresado al torrente sanguinco (Revelo er al. 1996, Santana et al. 1996). Los
pardametios de farmacocinética de la toxina sc alteran al formarse ¢l complejo antigeno-
anticucrpo (Scherrmann y Pepin 1996); la toxina sc ve atrapada en cl compartimento
dondc cs retenida por un tiempe mucho mayor al normal, pudiendo mantenerse por mas
de un dia antes de ser climinada (Ismail cf al. 1993) v, si este anticucrpo no interfiere con
la funcionalidad de la toxina, csta podria scguir actuando por tiempos prelongados. Con
csto s¢ explicaria la disminucién en los porcentajes de sobrevida al realizar los retos
dircctos, pero esto no sustenta los fendmenos de sintomatologia observados, donde la
aplicacion de la toxina o ef veneno total actiian de una forma mas agresiva, mostrando

alta toxicidad y matando al animal on tiempos mas cortos y con sintomas mas cvidentes:
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ademés, el fendmeno se veria repetido en los ensayos de neutralizacidn in vitro, donde si
bien la distribucidn del complejo antigeno-anticuerpo tomaria mayor tiempo, la

potencialidad del veneno scria parecida al reto directo y la sintomatologia simitar.

Por otro lado, esta sensibilizacién puede cncontrar su explicacién al tomar en
cuenta la forma en como este antigeno ¢s procesado y presentado por las células del
sistema inmune, es decir, interaccién entre linfocitos B y linfocitos T para generar una
respuesta inmune a un antigeno particular. Cuando ingresa la toxina en el cuerpo, ésta es
atrapada por linfocitos B y macréfagos; los macréfagos y los linfocitos B la digieren;
posteriormente un fragmento de la toxina es combinado con una proteina presentadora
de antigeno conocida como CMH 11; el complejo antigeno-CMH 11 es reconocido por los
receptores de los linfocites T; si estos linfocitos son T ayudadores, producen
interleucinas destinadas a estimular la proliferacién, maduracion y cambio de la Fc de los
anticuerpos gencrados por las células plasmaticas (revisado por Kishimoto y Hirano
1989).

Es precisamente la intericucina 4 (11.-4), fa que induce a la gencracion de IgE e
1gGy preferentemente sobre las 1gGa e 1gG; (Coyle ef all 1995). Las IgE son anticucrpos
que se producen principalmente cn mvasiones parasitarias, ademas de ser las
responsables junto con Jas 1gGy de los fendmenos de alergias o anafilaxia (revisado por
Benacerraf v Unanue, 1986). Cuando una IgE o 1gGy sc une a un antigeno en cl torrente
sanguinco o linfitico, cste complejo es reconocido por macréfagos, mastocitos o
basofilos por medio de un receptor conocido como receptor para la fraccion constante
tipo G (RFc;) (Fung-leung et al. 1996). Una vez unido ¢l RFcg con cl complejo
antigeno-I1gE . aun cuando al menos dos IgE unidos al mismo antigeno y sus Fe s¢ unen a
otros RFce de 1a misma céiula. Esto descncadena reacciones que provocan la liberacion

de histamina (Diukanovic e al. 1990).

1.a histamina ¢s una amina vasoactiva que acitia sobre ¢l misculo liso; en el caso
del raton, la histamina provoca a los pocos minutos de inyectar ¢l antigeno agitacion y

piloereccion debido a la contraceion del misculo liso de los foliculos pilosos: dificultad
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para respirar debido a la contraccién de espastica del arbol bronquial que origina al
animal la incapacidad para exhalar el aire inhalado. Hay un descenso precipitado de la
presion arterial, el animal se enfria y torna humedo y sufre un choque vascular
provocado por la vasodilatacion de las vénulas y el aumento de la permeabilidad
vascular con pérdida de liquidos y proteinas de la circulacion (revisado por Benacerraf'y
Unanue, 1986).

Todos cstos sintomas pueden combinarse, enmascararse y confundirse con los
sintomas provocados por la toxina; asi pues el responsable dirccto de la muerte del
animal no es la toxina, sino el anticuerpo generado contra ella, al combinarse con el

antigeno y ser reconocida por los basofilos.

Las IgE son especie especificas o por lo menos estos anticuerpos solo pueden ser
reconocidos por basofilos y mastocitos de cspecies estrechamente relacionadas (Ra ef af
1989). Esto podria explicar ¢l que no se observen estos fendmenos en los retos
indircctos on ratdn utilizando antisuero de conejo (tabia 6).

Evidentemente ambas posibilidades cstan sujctas a comprobacion. pero los
resultados oblenidos cn csta tesis favorccen a la scgunda opcidn: trabajos futuros
podrian enfocarse en la identificacién de Jas 1gl en ensayos de ELISA, cuantificacion de
la histamina en la sangre de ratones inmunizados y retados con fragmentos de péptidos
sintéticos correspondientes a toxinas como la Cn2 o antigenos no 1oxicos como la Cn

F.11.5 y obscrvar los sintomas caracteristcos de anafilaxia.
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CONCLUSIONES.

La fraccion Cn F.IL.5 contienc 24 componentes distintos y 13 de ellos muestran
un alto porcentaje de identidad a Cn2, NTX o MTX.

La toxicidad de 1a fraccion Cn F.ILS es muy similar en fos retos sobre mamiferos y
cristaceos (2.5 g/ g de ratén y 30 pg / g de A. vulgare).

La fraccion Cn F.11.5 usada como antigeno es capaz de levantar un respuesta

inmunogénica que mucstra receidn cruzada ante Cn2 y vencno total de C.noxius.

La inmunizacion con Cn F.11.5 en ratones produce hipersensibilizacién al retar a

los animales con Cn2 y veneno total de C. noxins,

La neutralizacidn in vitre con sucro de concjo anti Cn F.ILS5 cs capaz de bloqucar
la accidn de 7.5 DI.sp con | mi de sucro.



PERSPECTIVAS.

Comprobar la existencia de reaccion cruzada cntre BCF2 y diferentes fracciones
no toxicas del veneno de C. noxius, para evaluar la posible utilidad de la o las toxinas
responsables en la generacién de anticuerpos capaces de bloquear la accidn toxica de
Cn2. apartir de la presencia del epitope ncutralizante reconocido por este anticuerpo
monoclonal.

Titular las IgE presentes en los sueros murino hiperinmunes a Cn F.[L.5 en cnsayos
de ELISA.

Ensayar en reto directo, utilizando a la Cn F.I1.5. en animales inmunizados con
cste mismo antigeno para cvaluar ¢l desarrollo de anafilaxia.

Realizar la purificacién y digestién de los anticuerpos murinos generados por la
Cn I°.11.5 con pepsina para climinar la Fe de las 1g. que pudicran estar involucrados en la

1a sensibilizacion.
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